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RESUMEN

La Ingenieria de Tejidos apunta al desarrollo de reemplazos dermo-epidérmicos, en
lesiones cutdneas. Fibroblastos y queratinocitos humanos fueron cultivados, optimizando
caracteristicas y requerimientos para su desarrollo iz vitro, para luego ser sembradas sobre
un andamio tridimensional (MatriStem®). Se estudié su desarrollo, morfologia y
viabilidad. Fueron considerados: adhesién inicial, inéculo a sembrar, interaccién célula-
célula y célula-sustrato, y medio de cultivo. Se observé que los fibroblastos son células
mds nobles de cultivar que los queratinocitos. MatriStem® brind6é una base estructural
que favorece la adhesién y el reordenamiento de las células, sumamente atractivo para el
desarrollo de sustitutos cutdneos, que al tensarla ligeramente, permite a las células
adoptar un alineamiento determinado, brindando una organizacién similar al tejido 77

vivo.
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“EXPERIMENTAL MODELS FOR ISOLATION AND MANTEINANCE OF
FIBROBLAST AND KERATINOCYTES IN VITRO AND DEVELOPMENT OF A
SYNTHETIC SKIN GRAFT WITH THE CELLS AND PORCINE DERIVED
SCAFFOLD WITH TISSUE ENGINEERING POTENCIAL”

Silvia Elena Castro Piedra?

ABSTRACT

The Tissue Engineering look forward for the development of dermal-epidermal graft in
wound healing. Fibroblast and keratinocytes were cultivated looking for the best
techniques for their iz vitro development and then inoculated over tridimensional
synthetic scaffold called MatriStem®. Their development, morphology and viability were
studied and analyzed. The first adhesion, amount to lay in the culture dishes per cm?,
cell-cell interaction and cell-substrate interaction and media were determinant in the
success of the culture. The fibroblasts are easier to culture than the keratinocytes that
require more specific thing environment similar to the iz vivo environment. MatriStem®
gave a structural base that increases the cell adhesion, organization very close to the i
vivo organization, giving a great potential for the regeneration of the skin in deep a big

wounds.
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INTRODUCCION

Las pérdidas funcionales de érganos y tejidos siguen siendo un problema frecuente, caro
y grave a nivel mundial, a pesar de los grandes avances de la tecnologfa médica.

La piel constituye el érgano mds grande del cuerpo humano, cuya funcién es evitar la
pérdida de liquidos y proteger al individuo de las agresiones del medio ambiente,
jugando ademds un papel importante en otras funciones vitales tales como metabdlicas,
nerviosa y psicolégica (Gartner y Hiatt, 2002).

Como 6rgano, la piel, al estar en contacto directo con el ambiente, es susceptible a
multiples enfermedades, accidentes, traumatismos o cirugias extensas, que afectan
mundialmente a miles de personas. El cdncer, las quemaduras y las tlceras son algunas de
las enfermedades involucradas en alteraciones o pérdidas de piel.

En Costa Rica, por afo, se producen aproximadamente 63 casos de quemaduras por cada
100 000 habitantes, siendo las principales victimas los nifios. Las dreas mds susceptibles a
las quemaduras son las partes superiores (brazos, torso y hombros) (Espinoza y Barahona,
2003).

En el caso de las quemaduras, la lesién de la piel propiamente dicha estd acompafada por
numerosas patologias asociadas, como deshidratacién del paciente, susceptibilidad a
contraer infecciones intrahospitalarias, entre otras. Es por ello que surge la necesidad de
contar con estrategias que permitan cerrar las heridas de los pacientes en forma rdpida y

permanente.
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El problema fundamental para este tipo de pacientes es la cobertura de grandes
superficies de piel con quemaduras profundas. Histéricamente, superficies pequefias o
medianas de quemaduras profundas fueron cubiertas con autoinjerto, es decir, tomar piel
de zonas sanas para cubrir las regiones lesionadas. Sin embargo, cuando las quemaduras
son extensas y profundas, la cantidad disponible de piel sana para autoinjerto es
insuficiente. Es por ello que se han hecho multiples intentos de obtener un sustituto
cutdneo utilizando técnicas de cultivo celular, que permitieran amplificar las propias
células del paciente. Pero sélo los grandes avances hechos en biologia celular en el siglo
XX permitieron, a partir de la década de los afnos 50, que se iniciaran y se desarrollaran
diversas técnicas que permitieran alcanzar ese objetivo.

Cuando una enfermedad o lesién dafa la piel en grandes extensiones, la Ingenieria de
Tejidos puede proveer una alternativa innovadora, haciendo la diferencia entre la vida y
la muerte (Mackneil, 2007; Vacanti ¢z al, 1997). Con la toma de una pequena muestra
de tejido sano del paciente, es posible aislar, cultivar y expandir una gran cantidad de
células in vitro, haciendo posible que éstas puedan sobrevivir y ser trasplantadas al
paciente. Hasta la fecha multiples investigaciones has sido llevadas a cabo con resultados
prometedores (Gaspar ez a/ 2006; Mackneil, 2007), mejorando la calidad de vida de los
pacientes.

Adicionalmente, se han venido estudiando multiples técnicas de cultivo celular in vitro
(Chaudhuri y Al-Rubeai, 2005; Langer y Vacanti, 1993), asi como el uso de diversos
medios de cultivo que provean nutrientes adecuados para el desarrollo exitoso de las
células epidérmicas y dérmicas. Ademds de obtener una buena cantidad de células
disponibles para trasplantar en el sitio de la herida, es necesario la utilizacién de un
material que sea capaz de brindar un ambiente espacial adecuado para la adhesidn,
migracién y proliferacién para las células, con el fin de hacer un andamio que mimetice

de la forma mds parecida a la estructura de la piel (Freed ez 2/ 1994; Hutmacher, 2000).
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Desde 1980, se han venido analizando y estudiando diversas fuentes, para la fabricacién
de estos andamios. Costa Rica, no es la excepcidn. A inicios del ano 2002, un grupo de
investigadores, pertenecientes a hospitales y universidades publicas iniciaron ensayos
experimentales de cultivo in vitro de fibroblastos y queratinocitos para el tratamiento de
quemaduras y Ulceras principalmente (Rojas ez a/, 2005).

A partir de estos ensayos se empiezan a estudiar, ademds, diversas materias primas como
el coldgeno y el quitosano a partir de desechos de tilapia y camardn respectivamente, para
la elaboracién de biomateriales que cuenten con potencial para la regeneracién de la piel
(Sanchez ez al, 2007; Sibaja et al, 2007).

A pesar de todos estos esfuerzos atin quedan muchos retos, como la optimizacién de
protocolos de aislamiento y mantenimiento de células in vizro y la blsqueda de un
material ideal que funcione como soporte para las mismas, y que ademds cuente con
caracteristicas estructurales y funcionales de la matriz extracelular (MEC) de la piel, asi
como lograr desarrollos que sean econémicamente sustentables, con el fin de estandarizar
y manejar una terapia que llegue al alcance de todos los afectados (Mackneil, 2007). En
el presente trabajo, se llevaron a cabo diferentes ensayos con el fin de optimizar las
condiciones para el cultivo de estas células; ademds se analizé el uso de un andamio

bioldgico con el fin de determinar su potencial uso en la Ingenieria de Tejidos.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un sustituto dermo-epidérmico, mediante técnicas de Ingenieria de Tejidos,
para ser utilizado como coberturas definitiva en casos de pérdidas cutdneas producidas
por diversas enfermedades, como quemaduras, tlceras crénicas, resecciones quirdrgicas, y

otras.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Desarrollar una técnica efectiva para la obtencién, aislamiento, cultivo y subcultivos de
fibroblastos in vitro a partir de la dermis proveniente de una muestra de piel autéloga de

pacientes.

Desarrollar una técnica efectiva para la obtencién, aislamiento, cultivo y subcultivos de

queratinocitos de la epidermis provenientes de muestras de piel aut6loga de pacientes.

Probar los efectos de una matriz biolégica (MatriStem®) sobre la morfologia, viabilidad y

disposicion espacial de fibroblastos cultivados sobre la misma.
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1. REVISION DE LITERATURA

1.1 Funcién y estructura de la piel

La piel humana, érgano mds grande del cuerpo, provee regulacién térmica, previene la
deshidratacién y protege contra agentes quimicos o infecciosos (Mast, 1992).

La piel esta anatémicamente dividida en dos capas: la epidermis y la dermis (Figura 1.1).
La epidermis es superficial, es la capa protectora, y la dermis provee firmeza y elasticidad.
La epidermis consiste en varias capas de células epiteliales (queratinocitos), y se encuentra
adherida a la dermis por la membrana basal.

1
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Figura 1.1. Estructura tridimensional de la piel humana. Fuente: Mackneil, 2007

Los queratinocitos son las células predominantes (90%) de la epidermis. La epidermis se
divide en cinco capas (Ver Figura 1.2) en las que, los queratinocitos van atravesando
distintos estadios de diferenciacién. Las capas epidérmicas son, del interior al exterior:

(Geneser, 2000):
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Capa germinativa o basal: cuenta con los queratinocitos menos diferenciados,
presentan uniones desmosémicas entre si, y se anclan a la membrana basal por
uniones hemidesmosémicas.

b. Capa espinosa: se conforma por células de caracteristicas basofilicas.

c. Capa granulosa: se compone de tres a cinco capas de células aplanadas, cuyo
citosol contiene grinulos baséfilos denominados grénulos de queratohialina
precursora de la queratina.

d. Capa lucida: los nicleos de las células se comienzan a degenerar.

e. Capa cérnea: es la capa mds superficial, contiene células planas queratinizadas

anucleadas: los corneocitos. Compuestos mayormente por queratina.

Los queratinocitos estin en continua renovacién y pasan progresivamente de la capa basal

a las zonas superiores, por diferenciacién celular, hasta la capa cérnea (MackNeil, 2007).

Stratum corneum

Stratum lucidum

Stratum granulosum

Stratum spinosum

Stratum basale

Figura 1.2. Capas de la epidermis. Fuente: www.ratbehavior.org, 2004

La dermis, por su parte, estd compuesta por tejido conectivo donde sus células, los
fibroblastos, estdn rodeados de una matriz de coldgeno, especialmente coldgeno tipo I,

elastina, polisacdridos (glicoaminoglicanos o GAGs), y proteinas adhesivas (fibronectina
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y laminina), que proveen un soporte estructural para la piel. Esta capa también contiene
vasos sanguineos, foliculos pilosos y glindulas sebdceas (Mast, 1992). Varia en grosor
dependiendo del sitio del cuerpo. Esta capa se encuentra bien vascularizada y contiene

receptores de tacto, temperatura y dolor. (MackNeil, 2007).

1.1.1 La matriz extracelular y sus componentes

La matriz extracelular (MEC) es el conjunto de todos aquellos componentes
extracelulares que rodean la célula. Su composicién varia de acuerdo del tipo de tejido del

que se trate, siendo las células de dicho tejido las encargadas de su sintesis (Cuadro 1).

Tabla 1. Principales componentes de la matriz extracelular de la piel

Acido hialurénico

Condroitinsulfato

Dermatdn-sulfato

Glicosaminoglicanos
Hepardn-sulfato

Heparina

Queratdn-sulfato

Proteoglucanos Niicleo proteico + glucosaminoglucanos

Agregados de proteoglucanos Acido hialurénico + proteoglucanos

Coldgenos (unas 30 variedades)
Proteinas estructurales

Elastina + fibrilina + emilina

Fibronectina

Proteinas de adherencia
Lamininas (diversas variedades)

SPARC

Fibulina

Nidbgeno-entactina

Vitronectina, etc.

+ moléculas de la MEC del cartilago
+ moléculas de la MEC del hueso

Citocinas +++
Moléculas de sefalizacidn «secuestradas en la MECs Hormanas

Maoléculas diversas

Neurotransmisores

Nota: +solo en ciertas matrices extracelulares. Fuente: Alberts ez 2/, 1994

Las fibras de coldgeno fortalecen y ayudan a organizar la MEC, vy las fibras de elastina

proveen elasticidad. La fase gelificada de la matriz, altamente hidratada, resiste las fuerzas
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compresivas en la MEC. La fase acuosa permite la rdpida difusién de nutrientes,
metabolitos y hormonas entre la sangre y las células del tejido. Las proteinas adhesivas
ayudan a la unién de las células a la MEC. La matriz dérmica influye en el desarrollo de

los fibroblastos y queratinocitos en la migracién, proliferacién, morfologia y funcién

(Alberts et al, 1994).

1.1.2  Proteinas estructurales: El coldgeno y la elastina

Hay diferentes tipos de coldgeno en la piel (Figura 1.3). El coldgeno tipo I es el principal
constituyente de la piel (Alberts ez a/, 1994). El tipo III, esta codistribuido con el tipo I.
Estos dos tipos de coldgeno forman fibrillas que brindan resistencia a la tensién. El
coldgeno tipo IV forma la limina basal, entre la epidermis y la dermis por asociacién para
formar una red. El coldgeno VII forma fibrillas de anclado que se encuentran en la

interfase entre el epitelio y la membrana basal (Tryggvason, 1995).

HeC—( Hydroxyproline

> Praline

Glycine

Figura 1.3. Estructura bésica del coldgeno. Fuente: https://chempolymerproject.wikispaces.com,
2007

Otra de las proteinas de la MEC, la elastina, estd en forma de red de fibras elasticas, y es
la responsable de proveer la elasticidad. Fibras largas de coldgeno estdn entretejidas con

las fibras eldsticas para prevenir el desgarre de la piel (Figura 1.4).
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NH.

Desmosine Crosslink

Figura 1.4. Estructura de la elastina, y enlaces intermoleculares. Fuente:
www.sigmaaldrich.com, 2009

1.1.3 Los glicosaminoglicanos o0 GAGs

Los GAGs forman un gel altamente hidratado que rodea las proteinas fibrosas y resiste las
fuerzas compresivas de la matriz (Alberts ez al, 1994). Son polisacdridos (glicanos) que
contienen hexosaminas (glicosamino) (Silbert, 1983). Debido a los grupos sulfato o
carboxilo en la mayoria de los residuos de azdcar, los GAGs estdn cargados
negativamente.

Los GAGs de la piel incluyen édcido hialurénico (AH), condroitina, condroitina-4-
sulfato, condroitina-6-sulfato, dermatan sulfato, heparina y heparan sulfato (Silbert,
1983).

Los GAGs ocupan un gran volumen relativo a su masa y forman gel inclusive en bajas
concentraciones. Su alta densidad de cargas negativas atrae cationes como K+, Na+ y Ca+
(Alberts ez al, 1994; Voet y Voet, 1990).

Por su forma de gel hidratado ocupa la mayoria del espacio en la MEC, proveyendo
soporte mecdnico a la piel mientras permite una rdpida difusién de moléculas solubles y

migracién celular.
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El AH (Figura 1.5), es un polisacdrido lineal que consiste en unidades disacdridas no
sulfatadas compuestas de D-dcido glucurénico y N-acetil-D-glucosamina (Voets y Voets,
1990). Aparte de proveer soporte estructural, mantiene la homeostasis del tejido (Laurent

y Fraser, 1992).

repeating disaccharide
| |
OH I —0 00
/ OH H
H; fo] Q
HO Hi O
o ¥ o H O--..

NH CH, OH
| ¢
(IJ=0 OH

glucuronic acid  N-acetylglucosamine

Figura 1.5. Estructura molecular del Acido Hialurénico. Fuente: Alberts et a/, 1994

La concentracién del AH en la epidermis y en la dermis es de 0,601 mg/ml y 0,508
mg/ml respectivamente (Ueno ez a/, 1992; Laurent y Fraser, 1992).

El AH puede facilitar la adhesién-desunién entre la membrana celular y la matriz
durante el movimiento celular. Ademds, asiste en la divisién celular y promueve la
proliferacién de fibroblastos iz wvirro. En experimentos realizados por Weigel y
colaboradores, los autores mostraron que una matriz de fibrina-AH induce la movilidad

o migracién celular (Weigel ez a/, 19806).

1.1.4 Proteinas de adhesién de la matriz extracelular

Las proteinas adhesivas contribuyen a organizar la MEC. Estas proteinas tienen multiples
dominios, cada uno con sitios especificos de unién para otras moléculas de la matriz y
para receptores de superficie de las células (Robin-Seurig, 1999).

La fibronectina (Figura 1.6) promueve la unién de los fibroblastos y otros tipos celulares

a la matriz en tejidos conectivos (Robin-Seurig, 1999). Es una proteina que se une a
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muchas moléculas como el coldgeno, la fibrina, los proteoglicanos y los receptores de
superficie celular. Se une a las células por medio de las integrinas (Robbins y Cotran,
2005).

Por otro lado, la laminina (Figura 1.6) promueve la unién de las células epiteliales a la
limina basal. Posee varios dominios: uno se une al coldgeno tipo IV, otros a hepardn
sulfato, entactina y dos més a las proteinas receptores sobre la superficie celular (Alberts
et al, 1994). En la membrana basal, la laminina y coldgeno tipo IV forman redes
estrechamente unidas. Ademds interviene en la unién de células al tejido conectivo

(Robbins y Cotran, 2005).

Fibwas Fibras
de laminina | . de lamining
F MATRIZ
| EXTRACELLUILAR
Colageno -
5in - Colageno
( - — ¥ ."'-'i"-i. ii."‘}
e [ o ~ .
Fibronecting " ‘-: __‘( }’ =% P f { i Fibronectina
=1 \| ===
|5\ (¥ 3 o

Factores de crecimientio Factores de crecimiento
C i

i

Receptores

del factor

de crecimignto
\ / Complejos de adhesién focal | - \ f

|1

Integring Integrina

Receptores
del factor

de cruclm-untc:-/

Figura 1.6. Interacciones entre la laminina, fibronectina e integrina con la matriz extracelular y
la membrana celular. Fuente: Robbins y Cotran, 2005

1.1.5 Uniones intercelulares de las células dérmicas y epidérmicas

Hay tres grupos de proteinas de transmembrana que se encargan de adhesién célula-
célula y célula-sustrato (MEC, u otro sustrato). Las moléculas de adhesiéon célula-célula
(dependientes de calcio, CAMs) y las cadherinas (dependientes de calcio), estdn
involucradas en la interaccién entre células homdlogas. Estas moléculas interactiian entre
si (Ver Figura 1.7), provocando un reconocimiento célula-célula que influye en el

comportamiento de ambas (Frenshey, 2005).
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Por su parte, la adhesién célula-sustrato estd mediada por integrinas que se unen a
moléculas de la MEC antes mencionadas, como la fibronectina, entactina, laminina y
coldgeno. Estas uniones se llevan a cabo por un reconocimiento de una secuencia
especifica de tres aminodcidos, arginina, glicina y dcido aspdrtico, (RGD). Cada integrina
comprende una subunidad o y otra B, que son altamente polimérficas, por lo cual
existen muchas variedades de integrinas. Ademds, se ha observado que interactiian con
vinculina, proceso importante en la sefializacién al ndcleo (Frenshey, 2005).

El tercer grupo de moléculas de adhesién son los proteoglicanos, los cuales interactdan
con otros proteoglicanos (de la MEC) y con coldgeno, pero no lo hacen via RGD.
Algunos de estos proteoglicanos funcionan también como receptores de baja afinidad de
factores de crecimiento, ellos son capaces de translocar estos factores a otros receptores de
alta afinidad (Frenshey, 2005).

Las uniones intercelulares pueden ser llevadas a cabo por las proteina intermembrana y
también se dan en sitios llamados cruces intercelulares, como los desmosomas, uniones
adherentes (que mantienen a las células epiteliales unidas), uniones estrechas que sellan
los espacios entre las células, y las uniones gap, las cuales permiten que iones, nutrientes y
pequenas moléculas de sefializacién como cAMP pasen entre las células (Alberts er al,
1994; Frenshey, 2005). Ademds se encuentran los hemidesmosomas (uniones entre la

cara basal de la célula y la ldmina basal) (Ver Figura 1.8 y 1.9).
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Figura 1.7. Esquema de las moléculas responsables de la unién célula-célula y célula-sustrato.
Fuente: Frenshey, 2005

Figura 1.8. Ilustracién de los cruces o uniones intercelulares Fuente: Curtis y Barnes, 2001
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2004

1.1.6 Factores de crecimiento (FC)

Los factores de crecimiento son producidos por las células, participan en la dindmica de
la MEC y favorecen el crecimiento, la proliferacién, la migracién y la diferenciacién
celular (Robbins y Cotran, 2005). Se han agrupado en familias de acuerdo a la respuesta
inducida. No son especificos de ningtn érgano ni elemento celular, por lo que un mismo
factor de crecimiento puede ser detectado en tejidos diversos con acciones diferentes
(Guanter, 2005).
Dentro de los mds importantes se encuentran
e Factor de crecimiento epidérmico (EGF) y factor de crecimiento transformante
(TGEF): pertenecen a la familia EGF y comparten un mismo receptor. El EGF es
mitogénico para una diversidad de células epiteliales y fibroblastos. En el proceso
de cicatrizacién, tiene un papel fundamental y es producido por los
queratinocitos. El TGF-a estd implicado en el desarrollo de células epiteliales,
tiene homologfa con el EGF. El TGF — B, funciona como agente fibrogénico que
estimula la quimiotaxis de los fibroblastos, aumenta la produccién de coldgeno,
fibronectina y proteoglicanos e inhibe la degradacién del coldgeno (Robbins y

Cotran, 2005; Guanter, 2005).
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Factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) es un inductor de
angiogénesis en adultos (Robbins y Cotran, 2005) y es producida por los
queratinocitos (Morgan, 2006; Guanter, 2005).

El factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) es producido por células
endoteliales y estimula la migracién y proliferacién de fibroblastos y otros tipos
de células (Robbins y Cotran, 2005; Guanter, 2005).

El factor de crecimiento de fibroblastos (FGF) se asocia con el hepardn sulfato, y
puede servir como un reservorio de almacenamiento de factores inactivos.
Estimula la angiogénesis, reparacién de heridas, y hematopoyesis (Robbins y
Cotran, 2005). El FGF estimula el crecimiento de queratinocitos in wvitro
(normalmente no lo sintetizan), estimula la produccién de VEGF, favorece la
resistencia de las células contra E. coli, S. auerus, P. aeruginosa. (Morgan, 2006;
Guanter, 2005).

Citocinas: poseen actividades promotoras en el crecimiento, diferenciacién,
inflamacién, respuesta inmune, reparacién tisular, hematopoyesis, apoptosis y
otros procesos biolégicos (Robbins y Cotran, 2005). Muchas citocinas distintas
comparten funciones similares. Ademds, las citocinas son pleiotrpicas. Los
fibroblastos producen citocinas tipo insulina (IGF-1), que estimula la sintesis de
proteoglicanos sulfatados, coldgeno, migracién de queratinocitos y proliferaciéon

de fibroblastos, el IL-1, es producido por lo queratinocitos (Robbins y Cotran.

2005).

1.2 Historia de cultivo celular y antecedentes de cultivo de piel

El desarrollo histérico y metodolédgico del cultivo celular estd intimamente ligado a los
del cultivo de tejidos y el cultivo de érganos. El cultivo de células animales empez6 a ser
una técnica rutinaria en los laboratorios de los afios 50 (Chaudry, 2004), pero el

concepto de mantener lineas de células vivas separadas del cuerpo de origen fue
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descubierto ya en el siglo XIX (Ver Anexo 1) (Alberts ez a/, 2002; Reigosa y Rodriguez,
1999).

Las referencias iniciales para el cultivo de piel hacen alusién al cultivo celular en forma de
explantes celulares alrededor de los anos 50 (Navsaria ez a/, 1994). Esta técnica no fue
muy efectiva ya que, el crecimiento de los fibroblastos superaba y limitaba el crecimiento
de los queratinocitos, los cuales no eran capaces de proliferar. Ademds, el crecimiento de
estas células no era organizado. Si bien se menciona habitualmente cultivo de piel, en sus
comienzos se trat6 del cultivo de epidermis exclusivamente.

En anos posteriores, se hicieron intentos por aislar queratinocitos epidermales por
disgregacién enzimdtica para ser cultivados en monocapa (Cruikshank ez a/, 1960;
Briggaman ez al, 1967; Yuspa et al, 1970). Esos estudios mostraron que los cultivos
crecian limitadamente y no podian ser subcultivados exitosamente.

En 1975, Rheinwald y Green publicaron un método innovador de cultivo in vitro de
queratinocitos, donde ellos realizaban un cocultivo de los queratinocitos con otras
células, (feeder-layer), cuya funcién era secretar factores de crecimiento e inhibir el
sobrecrecimiento de fibroblastos dérmicos. Las células de la feeder-layer son fibroblastos
de una linea celular establecida (3T3), letalmente irradiadas. Es decir, su capacidad
proliferativa estaba inhibida, pero su actividad metabdlica estaba inalterada. Otra
novedad introducida por estos autores fue el uso del EGF dentro del medio de cultivo, lo
cual contribuyd enormemente a la capacidad proliferativa de estas células (Rheinwald y
Green, 1975; Rheinwald y Green, 1977). Con este método se obtuvieron ldminas
epiteliales, de dos a ocho capas de queratinocitos con distinto grado de diferenciacién.
Estos autores determinaron las condiciones de cultivo ideales para el crecimiento de
queratinocitos, con posibilidades terapéuticas.

Después de estos estudios, a comienzos de los anos 80, se empezaron a desarrollar medios
mds especificos y completos para queratinocitos, lo que eliminé poco a poco el uso de

feeder-layers para cultivo de los queratinocitos, y se demostré su crecimiento sin ésta.
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Su primera aplicacién clinica se produce en 1980, cuando el equipo de Banks-Schelegel
demuestra la viabilidad del epitelio cutineo obtenido 7z vitro empledndolo como injerto
en animales de experimentacién, lo cual llevé al perfeccionamiento de estas técnicas
haciendo posible la utilizacién de estos tejidos, obtenidos en el laboratorio, en la prictica
clinica (Green et al, 1979, Gallico et al, 1984, Gallico et a/, 1989; Arvelo, 2007).

A mediados de los anos 80, aparte de la eliminacién de la feeder-layer, se practica el
cultivo de queratinocitos sin el suero fetal bovino, lo que a su vez obliga a la utilizacién
de nuevos medios mds completos en cuanto a proteinas y factores de crecimiento, con el
fin de reemplazar los provenientes de dicho suero (Pittelkow y Shipley, 1989). La
necesidad de cultivar las células sin necesidades de componentes animales, tanto feeder-
layer como sueros, se agudizé a partir de la aparicién y transmisién de enfermedades
como la encefalopatia espongiforme bovina.

Existian ademds otros retos, como ser que las [dminas de queratinocitos eran muy fragiles,
por lo cual, aplicadas sobre los pacientes, su prendimiento fracasaba frecuentemente por
infecciones o pérdidas por roce. La situacién anterior dio origen a la investigacién y
desarrollo de reconstrucciones o sustitutos cutdneos que contuvieran no sdlo
queratinocitos sino también fibroblastos autélogos y matrices de distintas composiciones
y origenes, GAG’s, polimeros sintéticos entre otros, para tratar de mimetizar la estructura

de la piel (Mackneil, 2007).

1.2.1 Aislamiento de células epidérmicas y dérmicas

Las células pueden ser aisladas de la piel para cultivos ex vivo de diversas maneras. Se
pueden liberar de los tejidos mediante hidrélisis enzimdtica con colagenasa y tripsina, que
degradan algunos componentes de la matriz extracelular, y obtenerlas por centrifugaciéon
en suspensiéon para que luego sean cultivadas directamente. Por otro lado, es posible
colocar trozos de tejido en medio de crecimiento, con el objetivo de que las células
migren a partir de esa pieza, y se adhieran a la superficie del frasco de cultivo,

comenzando a proliferar in vitro. Este método es el conocido como cultivo de explantes.
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La eleccién del método depende del tipo de tejido y de los objetivos del cultivo
(Chaudry, 2004).

Las células que se cultivan directamente después del aislamiento a partir de un érgano o
tejido provenientes de un individuo, se conocen como cultivos primarios, los cuales
tienen un periodo de vida limitado. Después de un cierto nimero de divisiones las

células entran en el proceso de senescencia y dejan de dividirse (Chaudry, 2004).

1.2.2 Mantenimiento de células epidérmicas y dérmicas en cultivo

Para que las células puedan ser cultivadas iz vitro, deben ser mantenidas a una apropiada
temperatura y mezcla de gases (habitualmente, 37°C, 5% CO, y 95% O, saturado de
humedad) en un incubador celular, con medios de cultivo apropiados, que les provean a
las células todos los nutrientes que necesiten para desarrollarse. Las condiciones de
cultivo varian ampliamente para fibroblastos y queratinocitos. Dichas condiciones
pueden provocar cambios fenotipicos en las células iz vizro (Chaudry, 2004).

La eleccién del medio de crecimiento es un factor fundamental. Los medios de
crecimiento contienen fuentes de carbono, de nitrégeno, de energia, sales, hormonas, y
otros componentes nutritivos. Uno de los suplementos mds usados como fuente de
proteinas y factores de crecimiento en los medios celulares ha sido el suero de origen
animal, particularmente el suero fetal bovino. La aparicién de zoonosis provocadas en el
hombre por elementos derivados de la sangre animal, como la encefalopatia
espongiforme bovina, ya mencionada, ha planteado una seria advertencia a su uso como
componente de productos farmacéuticos derivados (Chaudry, 2004). En la actualidad se
tiende a minimizar o eliminar el uso de estos ingredientes. En los dltimos afios se han
desarrollado medios de cultivos libres componentes de origen animal.

En general, las células cultivadas son dependientes de anclaje, es decir necesitan adherirse
a un sustrato para poder sobrevivir. Estos sustratos pueden ser envases de pldstico
especiales para el cultivo de tejidos, que pueden estar recubiertos con componentes de la

MEC para aumentar sus propiedades de adhesién y proporcionar otras sefiales necesarias
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para el crecimiento y diferenciacién. Otro tipo de cultivo adherente es el cultivo
organotipico que consiste en cultivar las células en un ambiente tridimensional (o una
MEC artificial) a diferencia de las placas de cultivo bidimensionales. Este tipo de cultivo
3D es bioquimica y fisiolégicamente similar al tejido vivo. Sin embargo, la eleccién del
andamio a utilizar presenta dificultades técnicas importantes. (Chaudry, 2004).

En condiciones apropiadas, las células pueden estar en continua divisién durante el
cultivo iz vitro, hasta que lleguen a ocupar todo el drea o volumen disponible. Esto puede
generar varios problemas: agotamiento de los nutrientes del medio, acumulacién de
células apoptdticas o necréticas e inhibicién de la divisién celular por contacto: los
contactos entre células pueden desencadenar un arresto del ciclo celular y diferenciacién
celular provocada por los contactos intercelulares. Los problemas anteriores se evitan con
el cambio frecuente de medio de cultivo y el subcultivo de las células, cuando éstas no

han alcanzado adn la confluencia total.

1.2.2.1. Cambios de medio de cultivo

El objetivo de este procedimiento es renovar los nutrientes y evitar la acumulacién de
productos metabdlicos potencialmente tdxicos y de células muertas. En los cultivos
adherentes, como de las células epiteliales y fibroblastos, el medio puede eliminarse

directamente mediante aspiracién y reemplazarse por medio fresco (Chaudry, 2004).

1.2.2.2. Subcultivo de las células

Se basa en transferir un pequeno nimero de células a un nuevo frasco o placa de cultivo,
con el objetivo de amplificarlas. Los subcultivos permiten evitar la senescencia de las
células asociada a situaciones prolongadas de alta densidad celular. En cultivos
adherentes, las células han de ser inicialmente despegadas de la superficie de cultivo, lo
cual se efectda cominmente con una mezcla de tripsina y EDTA. El total de las células

despegadas pueden sembrarse en varios frascos nuevos (Chaudry, 2004).
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Para todas las manipulaciones llevadas a cabo con las células in vitro, es fundamental
mantener las condiciones de esterilidad, con el objeto de evitar la contaminacién del
cultivo. Para ello es fundamental trabajar en una cdmara de flujo laminar, que
proporciona un flujo de aire estéril en el ambiente de trabajo. Ademds, normalmente se
afaden antibiéticos al medio de cultivo. El objetivo de estos métodos es evitar la
contaminacion con bacterias o levaduras que impedirian absolutamente la continuacién
del cultivo celular. (Chaudry, 2004).

Como se menciona anteriormente, en 1975, los pioneros Rheinwald, Green y
colaboradores, establecieron las condiciones necesarias y fundamentales para cultivar y
amplificar este tipo de células, con perspectivas terapéuticas. El desarrollo in vivo de las
células epiteliales, asi como su diferenciacién y multiplicacién, dependen de complejas
interacciones con la matriz extracelular, asi como de diferentes estimulos procedentes de

los fibroblastos y sus productos.
1.3 Ingenieria de Tejidos (IT)

1.3.1 Historia y antecedentes

La IT es un campo interdisciplinario surgido a finales del siglo XX, que se nutre de
disciplinas mds tradicionales como la biologia celular, la medicina, la robética, la
quimica, la bioquimica, la fisioquimica y la ciencia de los materiales (Langer y Vacanti,
1993; Arnaud, 2005; Sipe, 2002).

Fue definida oficialmente en 1987 por la National Science Fundation como /z aplicacién
de principios y métodos de la ingenieria y las ciencias de la vida hacia el desarrollo de
sustitutos bioldgicos capaces de restaurar, mantener y mejorar la funcion de un drganoltejido
danado (Bello et al, 2001). El campo actual fue esencialmente fundado por Charles y
Joseph Vacanti, ademds de Charles Patrick, Antonios Mikos, Robert Langer y Larry
Mclntire en los 80. Actualmente casi no hay rama de la biomedicina que no se nutra de

los aportes de ella (Minuth ez 4/, 2005).
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La IT se encuentra en desarrollo y estd creciendo, tanto en la investigacién como en la
industria (ya en el afio 1999 represent6 en la Unién Europea un mercado de $34.600
millones) (Infante ez al, st.). Ha sido aplicada para la reconstruccién de hueso, higado,
arterias, vejiga, pdncreas, entre otras aplicaciones. También se ha aplicado al disefio de
funciones bioquimicas usando células junto con sistemas de soporte creados
artificialmente (por ej. un pdncreas o higado artificial) (Lorenti ez 4/, 2005; Ramirez,
2005). Por otro lado se han hecho reemplazos de algunos tejidos por biomateriales con
células, o implantes de tejidos obtenidos por técnicas in vitro, que recién estdn
comenzando a salir de las etapas experimentales. Si bien ain no son completamente
satisfactorios prometen ser muy ventajosos (Bello ez 2/, 2001; MacNeil, 2007 y Macri y
Clark, 2009).

Los dos componentes bdsicos de la I'T son las células vivas y los biomateriales. En teoria,
cualquier tejido podria ser creado usando los principios basicos de la IT. Sin embargo,
para obtener éxito en la regeneracién de tejidos y 6rganos basados en los conceptos de la
IT, algunos elementos criticos tienen que ser considerados, como la fuente y
caracteristicas de las células asi como los biomateriales que servirin como soporte

mecdnico para dichas células (Ikada, 2006).

1.3.2 Funcién de las células en la IT, pequefias fibricas

Las células son fabricas de proteinas, FC y secretoras de las proteinas de la MEC de los
distintos tejidos a las que pertenecen (MackNeil, 2007; Minuth ez a/, 2005). Por lo
tanto, mantener la funcionalidad de las células es fundamental en los desarrollos de IT,
dado que ellas serdn las responsables de restaurar la funcién y muchas veces también la
estructura del tejido que se pretende restaurar (Macri y Clark, 2009).

Las moléculas bioactivas (FC, proteinas, citocinas etc.), que emanan de la célula, proveen
una respuesta biolégica que estimula o inhibe un diverso repertorio de actividades

celulares como proliferacién, migracién y sintesis de proteinas (Macri y Clark, 2009).
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La creacién de tejidos y estructuras bioldgicas in wvitro requiere un profundo
conocimiento del tipo celular usado, con el objeto de garantizar su supervivencia y
crecimiento, e incentivar su funcionalidad. El proceso de cultivo celular presenta
problemas adicionales en el mantenimiento de las condiciones 6ptimas. En muchos
casos, el mantenimiento del cultivo celular requiere ademds de nutrientes, estimulos

quimicos y fisicos.

1.3.3 Origen y fuentes de células para la IT de las células

Como se menciona anteriormente, para la eleccién de las células, hay que tomar en
cuenta varios aspectos fundamentales, como las funciones especializadas que cumplen,
sus potenciales efectos adversos y su disponibilidad.

Se pueden elegir segin el tipo celular: células troncales (células madre), lineas celulares
establecidas, o bien células primarias. Por otro lado, considerando su origen las células
pueden ser seleccionadas de fuentes autdlogas, alogeneicas o xenogeneicas.

Las células madre pueden a su vez tener varios origenes: embrionarias, embrionarias
germinales y adultas somdticas. Segun su potencialidad las células troncales pueden
clasificarse como: totipotenciales, pluripotenciales, multipotenciales o de potencialidad
mds restringida.

Las lineas celulares establecidas son células inmortalizadas, de origen animal o humano,
genéticamente modificadas (la transformacién puede ser inducida o espontdnea). Se
originan a partir de tejidos normales o tumorales, y su capacidad proliferativa es
pricticamente ilimitada. Sin embargo, su potencial tumorigénico nunca puede ser
totalmente descartado.

Las células primarias son las células aisladas a partir de tejidos funcionales. Estas pueden
ser de origen animal o humano. Las de origen animal tienen la desventaja que puede
haber riesgo de transmisién de virus y priones, ademds de una respuesta inmunogénica,

provocando un rechazo hiperagudo. Las de origen humano son, sin duda, la mejor
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eleccién. Sin embargo la disponibilidad muchas veces puede ser limitada ya sea por la
falta de donantes o bien porque su aislamiento y cultivo iz vitro sea complicado.

Las células humanas se pueden usar recién aisladas o después de una serie de cultivos in
vitro. El uso de las células recién aisladas tiene ciertas ventajas y desventajas. Por un lado
el tiempo de preparacién y el gasto de recursos son menores. Sin embargo la viabilidad
no siempre es 6ptima. Las células cultivadas, aunque requieran un mayor tiempo de
preparacién y haya un mayor gasto, el cultivo les brinda la posibilidad de reorganizarse
después del stress producido por el aislamiento en si mismo y por lo tanto tendrdn mds
posibilidades de sobrevivir. El objetivo de cultivar las células es por lo tanto, estabilizar o
mejorar la funcionalidad de las células aisladas.

Es importante mencionar que las interacciones célula-célula, célula-MEC, los FC y otras
sefales son importantes para inducir una funcién o respuesta requerida para la
regeneracion del tejido, por lo cual determinar todas las condiciones necesarias para
optimizar la actividad celular es una tarea dificil y es diferente y especifica para cada tipo
de tejido.

Finalmente, la interaccién el andamio o MEC, es fundamental y determinante, para un

buen desarrollo y funcionalidad celular.

1.3.4 Biomateriales para la IT

Un biomaterial es cualquier sustancia o combinacién de ellas, de origen natural o
sintético, disenadas para interactuar con sistemas bioldgicos con el fin de evaluar, tratar,
aumentar o sustituir algin tejido, érgano o funcién del organismo humano (Infante ez 4/,
sf.).

La primera aplicacién de biomateriales en medicina no se produce hasta 1860 con la
introduccién de las técnicas quirtirgicas asépticas. A principios de 1900 se aplican las
primeras placas éseas hechas de metal con la finalidad de reparar roturas o fracturas. En
la II Guerra Mundial se produce un rdpido avance en la ciencia de los polimeros,

enfocado a las aplicaciones médicas. El polimetilmetacrilato fue uno de los primeros
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polimeros utilizados como material biomédico para reparar la cédrnea humana (Infante ez
al, st.). Los polimeros no sélo reemplazaron a otros materiales en aplicaciones médicas,
como la sustitucién de los catéteres metdlicos por polietileno, sino que abrieron el
campo. Asi, en 1950 se fabrica el primer corazdn artificial, llevado a la prictica clinica a
finales de 1960. En la actualidad los polimeros contintan en amplio crecimiento y sus
aplicaciones son cada vez mayores, mejorando las propiedades de los materiales ya
existentes y desarrollando nuevos polimeros para aplicaciones especificas. En la Figura
1.10 se muestra una secuencia histérica de los polimeros de mayor relevancia en el campo

de la medicina desde su aparicién (Infante ez 4/, sf).

1860 1900 1940 1950-60 1970-80 1990-2000 A partir de 2000
Cimgia Placas PMMA Corazon Lentes de Mas de la mutad Piel artificial
aseépiica oseas de en cirugia artificial y contacto de de las aplicaciones  denvada de
metal ocular maguinas de poli-HEMA de biomateriales polimeros, avances
dialisis {blandas) son o contienen en dialisis por
polimeros membranas

Figura 1.10. Linea del tiempo de la utilizacién de los polimeros en el drea médica. Fuente:
Infante ez al, sf.

1.3.4.1 Funcién del Biomaterial

Cuando un tejido es severamente danado o perdido, un gran niimero de células se pierde,
asi como también la MEC que las contiene. Como bien se sabe un tejido representa una
interaccién altamente organizada de las células y la MEC. Por lo tanto, la fabricacién del
reemplazo del tejido se puede facilitar tratando de imitar la organizacién espacial del
tejido in vivo. Por esta razén es que se debe proveer una MEC artificial o bioldgica para
que las células puedan crear un neotejido. Las células aisladas tienen la capacidad de
formar un tejido estructural hasta un determinado punto cuando son puestas en
suspension en el tejido, porque ellas necesitan una plantilla que sea capaz de guiarlas

(Ikada, 2006; Vaissiere ez a/, 2000).
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La funcién primaria del andamio es proveer una estructura para organizar células
disociadas en una estructura propia de un tejido, creando un ambiente 3-D que sea ideal
para la proliferacién celular y el desarrollo de un neotejido. Cuando las células se
adhieren al andamio y este es implantado, las células se incorporardn en el cuerpo. La
adhesién celular es el primer elemento critico para iniciar el crecimiento celular y el
desarrollo del neotejido (Ikada, 20006).

Dependiendo del tejido de interés, y la aplicacion especifica, el andamio y el material
serdn diferentes (Ikada, 2006). A grandes rasgos se habla de que el andamio debe tener al
menos algunas de las siguientes caracteristicas: proveer una estructura 3-D bien definida,
con poros que aumenten la superficie, una estructura fisicoquimica que facilite la
adhesién celular, proliferacién, migracién y diferenciacién celular, una red de poros
interconectada que promuevan la accesibilidad a nutrientes y factores exdcrinos y
pardcrinos entre las células, un sustrato no téxico, y en algunos casos reabsorbible con
una tasa de degradacién similar a la formacién de tejido, propiedades bioldgicas que
faciliten las vascularizacién, propiedades mecdnicas que sean similares al tejido del sitio
del implante, que sea capaz de distribuir de agentes bioactivos como FC, una geometria
que induzca la formacién deseada del tejido, que sea ficilmente esterilizable (que no
altere sus caracteristicas), econémicamente viable y que permita una eficiente produccién
del material a nivel industrial (Ikada, 2006; Ratanavaraporn ez a/, 2000).
Indudablemente, una de las principales caracteristicas de los biomateriales es la
biocompatibilidad, para que no presente ningtn tipo de reaccién bioldgica adversa.
Inicialmente el andamio va a rellenar el espacio que ocupaba el tejido natural, y luego
proveerd un armazén sobre el cual el tejido se regenerard. La seleccién y sintesis del
andamio apropiado va depender indiscutiblemente de la aplicacién y el ambiente en el

cual va a ser implantado (Ikada, 2006).
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Finalmente, el andamio serd reemplazado con las células de hospedero y una nueva

MEQC, el cual deberd proveer propiedades mecénicas y funcionales similar al tejido nativo

(Ikada, 2006).

1.3.4.2 Tipos de Biomateriales

Segln su origen, los biomateriales se clasifican tal cual se observa en el siguiente

diagrama:

Biopolimeros

—| Poliméricos Naturales | | Poliméricos sintéticos | Cerdmicos m

—| Derivados de mamiferos | Pzzudopolizminaicidos Fosfsto triscilcico [TCP)
| Pseudozmaoniicidos Carbonato de calcio
i ipepti Hidroapatita
Submucosa intestinal Polidepsipéptidos P

Copilaminas
Paligsteres zliféticos linsales

Dermis scelular
Tejida membranal amnidtico

Fasciz cadavérica
Mztriz acelular de wejigs

Proteinas

Fibrina
Colégeno
Albumina
Gelzatina
Seda

GAGs: AH
Almidan
Alginasto y sgaross
Quitina

Celulosa

Figura 1.11. Clasificacién de los biomateriales segtin su fuente o composicién. Fuente:
Modificacién de Ramirez, 2005

La ventaja de los polimeros de origen natural es que generalmente son mds
biocompatibles que los de origen sintético, se obtienen ficilmente (dependiendo del tipo)
y no son demasiados caros (depende de que clase), ademds son ficilmente modificables
quimicamente, y son mds versdtiles ya que pueden proveer funciones bioldgicas. Por otro

lado, los sintéticos son favorables en el sentido de que pueden ser fabricados a partir de
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una gran variedad de polimeros biodegradables, con una degradacién controlada y tienen
una gran disposicién para que sean modificado (Chunk y Park, 2007)

Ademis de la fuente del material, los biopolimeros pueden ser permanentes (que no se
degraden a través del tiempo) o bioabsorbibles (biodegradables). En el primer grupo se
incluyen todos aquellos implantes que deben tener un cardcter permanente, como son los
sistemas o dispositivos utilizados para sustituir parcial o totalmente a tejidos u érganos
destruidos como consecuencia de una enfermedad o trauma. En el segundo grupo, se
incluyen los biomateriales degradables de aplicacién temporal, es decir, aquellos que
deben mantener una funcionalidad adecuada durante un periodo de tiempo limitado, ya
que el organismo humano puede desarrollar mecanismos de reparacién y regeneracion
tisular para reparar la zona o el tejido afectado reemplazando finalmente al implante
(Infante er al, sf; Griffith y Naughton, 2002; Hou ez al., 2003; Hutmacher, 2000; Sipe,
2002). En caso de que sea biodegradable es importante tener en cuenta que los productos
de degradacidn sean ficilmente eliminables y no-téxicos (Ikada, 2006).

Las interacciones entre las células y la matriz son importantes ya que determinardn el
fenotipo de las células (Figura 1.12). A través de las integrinas y otros receptores de la
célula, el citoesqueleto interacciona con el microambiente y envia sefales al niicleo. Estas
sefales influirdn en la expresién genética y por lo tanto el fenotipo y la funcién. A parte
de la sefalizacién quimica, la elasticidad de la matriz afecta funciones celulares como la
adhesién, organizacién del citoesqueleto y diferenciacion celular. Reciprocamente, las
células producen y remodelan la MEC y en muchos casos la degradan a través de
proteasas (Macri y Clark, 2009).

Es importante mencionar que, segun las condiciones del cultivo, las células pueden
cambiar su metabolismo y morfologia hacia estadios menos diferenciados. Sin embargo,
las células mantienen su genotipo y tendrdn capacidad de diferenciar cuando el
microambiente en el que estén ubicadas las estimule para ello, por ejemplo, cuando sean

injertadas en un lugar apropiado iz vive, o también en modelos tri-dimensionales 7 vitro
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basados en el uso de equivalentes dérmicos, que permitan las interacciones célula-célula y
célula-MEC. Se da una reconsideracién de la matriz extracelular, no simplemente como
un soporte mecanico pasivo, sino como concepto integral de micro-medioambiente capaz
de sostener la senalizacién que coordina el mantenimiento de la estructura de una piel
normal, como también los eventos necesarios para la cicatrizacién de heridas (Ingber D,

1997).
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Figura 1.12. Relaciones entre el andamio y la serie de eventos que determinan el desarrollo del
tejido. Fuente: Liy Yang, 2001

1.3.5 Ingenieria de Tejidos en el reemplazo de piel

La IT de la piel se refiere a sustitutos cutdneos formados por células o materiales de la
matriz extracelular solos o en conjunto, para aplicarlos sobre lesiones no cicatrizantes
como quemaduras extensas y tlceras profundas y crénicas (Bello ez a/, 2001).

Inicialmente, el uso de apésitos biolégicos como autoinjertos, aloinjertos y xenoinjertos
para el tratamiento de heridas cutdneas data desde 3000-2500 a.c., aunque no se
aceptaron como tratamiento hasta el siglo XIX. Aloinjertos y xenoinjertos pueden ser

utilizados como cubiertas temporales. Los primeros principalmente se derivan de piel
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cadavérica y los segundos vienen de piel bovina y porcina. Esos injertos no son de larga
duracién y en su mayoria nunca se logran incorporar en la piel del huésped, aunque hay
casos en los que se los ha usado con éxito como cobertura definitiva en conjunto con
epidermis cultivada (Perroni ez a/, 1996). Ademds, podrian estar asociados a fenémenos
de rechazo inmunoldgico y transmisiéon de enfermedades. Alternativamente los
autoinjertos epidérmicos pueden ser reproducidos iz vitro a partir de una pequefia
biopsia. Sin embargo, se requieren de 2 a 3 semanas para cultivar las células. (Bello ez 4/,
2001).

Hasta la fecha se pueden mencionar tres grupos de injertos para la piel: cobertura
epitelial que consiste bdsicamente en ldminas de queratinocitos, reemplazo de dermis con
biomateriales como dermis acelular de origen humano o animal, y sustitutos compuestos

epidérmicos/dérmicos (Ver Apéndice 1 y Figura 1.13) (MackNeil, 2007).

45



Epithelial cover

Irvatees the delivery of autalopous kerstinooytes 25 one of the following
® Anintegrated sheet such 25 Epicel (Genzyme Tissue Repair).
This is developed tram the methodology ariginzlly pioneered
in 19871 {ref. 123, A biopsy of the patient’s celisis grown inta 2n
integrated sheet and enzymatically detached fordelivery tothe
patiert.
& Subconfluent cells on a2 carrier such as Myskin (Cell Tran}”. Cells
are delivered to the patient betore they reach conflusnce on 2
chemically defined carrier dressing.
& 5mzll sheets cultured from a patient's hair follicles such as
Epidex {Modex Therapeutics 1®.
& A spiray such as CeliSpray (Clinical Cell Culture). Subconflusnt
cells are expanded inthe laboratory and made into 2 suspensionin
which they are transpaorted. They are then delivered to the patient
a5 spray’™.

Drermal rep lacement materals
#® Donor skin®™ skinfrom screened skindonors can be usedta
provide either 2 temporary wound coverar 2 permanent source of
allodermis.
& Irtegra” {Integra LiteS dences): an atemativeto donor skin that
provides a vascularized dermis for 2 subsequent split-thickness
skin gratt.
® Alloderm (Litecell): freere-dried human donor dermis™.
& Dermzgraft (Adwenced Biohealing): 2 syrthetic materizl
conditioned with danor fibrablasts™.
# Trariscyte (Advenced Biohealing): similar to Dermagraft
but with asilicane membraneto act as 2 temparary epidermezl
barrier.
& Permacal {Tissue Scignce Laboratories): porcing skinthat
provides 3 temporary wound dressing ™.

E pidermal fderm al replacemen t materials
® Apligrat{Organogenesis): this combines allogensic
kerztinooytes and fibro blzsts with bovine collzgen to provide 2
temparary skin-replacement materizl suitable foruse in chronic
wounds but not majar burns™.
& Orcel {Ortec Intermnationzll: combines sllogensic keratinocytes
and fibroblasts with bovine collagen to provide 2 temporary skin-
replacement material suitable for use in chronic wounds™.
® Cincinnati skin substitute, or Permaderm (Cambrex):
comprises autologous keratinocytes and fibroblasts crafted into
reconstructed skinwit b bovine collzgen. Can provide 2 permanent
skin substituteforburns patients™

Figura 1.13. Principales productos con andlisis clinicos, desarrollados por la I'T para la cobertura
de piel en heridas de quemados o ulcerados. Fuente: MackNeil, 2007

Para disefiar un sustituto de piel el primer objetivo es disefar un sistema 7z vitro en el
cual células cultivadas puedan crecer en matrices biodegradables que proveen senales
fisicas y quimicas que ayuden a controlar la correcta formacién espacial-temporal del
tejido in vivo (Figura 1.14). Para la seleccién del material, es necesario en primer lugar

seleccionar aquél que sea capaz de reclutar células del tejido al sitio (conductivo) y que
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luego pueda brindar las sefales necesarias para que proliferen y se diferencien, de tal
manera que logren regenerar el tejido dejando la minima cicatriz (inductivo) (Macri y
Clark, 2009).

Una vez alcanzado el primer objetivo, el siguiente es conseguir la viabilidad iz vivo,
inicialmente en modelos animales para luego probar en humanos (Macri y Clark, 2009).
Para el futuro, lo mds importante serd que la estructura tenga la habilidad de incorporarse
a la piel o bien que exhiba un ambiente que sea conductivo e inductivo para las células de
la piel, para que asi la cicatrizacién sea mds rdpida, produciendo un tejido regenerado en
lo posible sin cicatriz. De esta manera se logrard la restauracién de la funcionalidad y

ademis el aspecto estético (Macri y Clark, 2009).

_., jKeratinocytes

s =—1Melanocytes
s et jiﬁé_ﬁ_‘:— Fibroblasts &
Collagen-GAG __ E:ﬂgthehal

Substrate

Fibroblasts
SKIN ISOLATE CULTURE ADD CELLS TO CULTURED SKIN
BIOPSY SKIN CELLS SKIN CELLS BIOPOLYMER SUBSTITUTE

Figura 1.14. Diagrama del proceso general para la creacién de sustitutos de piel por IT. Una
pequena biopsia de piel es tratada enzimdticamente para aislar queratinocitos epidérmicos y
fibroblastos dérmicos para que luego cada tipo celular sea cultivado in vitro. Las células se crecen
hasta obtener grandes poblaciones, para que luego sean inoculadas en un sustrato de diversa
naturaleza. Fuente: Boyce, 2004

Aparte de fibroblastos y queratinocitos, también se ha trabajado conjuntamente con otro
tipo de células cutdneas como complemento de las anteriores, como es el caso de lo

melanocitos, para aplicaciones especificas.
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1.4 MatriStem °, matriz a evaluar

Este material (Figura 1.15) es una membrana con capas multiples, obtenido a partir de
vejiga de cerdo tratada por métodos quimicos para la eliminacién completa de las células
que contiene, dejando una matriz acelular, evitando asi el riesgo de la existencia de un
estimulo antigénico al paciente. (ACELL, 2009)

Tiene caracteristicas bimodales; una superficie consiste en una membrana basal intacta, la
cual promueve la adhesién de células epiteliales y endoteliales, asi como la proliferacién y
diferenciacién. El lado opuesto, consiste en una red de tejido conectivo con las
caracteristicas de la ldmina propia de la vejiga. Esta superficie es ideal para la integracién
en la herida del paciente. (Freytes ez 2/ 2008)

Morfolégicamente, cuenta con una coleccién de proteinas estructurales y funcionales
dispuestas en 3-D. Son bdsicamente las proteinas propias de la MEC dermal, en
condiciones normales, como coldgenos tipo I, II, III, IV y VI; GAGs como hepardn
sulfato, AH, condroitinsulfato, glicoproteinas (fibronectina y laminina), y factores de
crecimiento como TGF-fB (Robin-Seurig, 1999) que interviene en el proceso de curacién
incrementando la sintesis de coldgeno y la deposicién en la matriz, PDGF, BEGF (factor
de crecimiento bésico de fibroblastos que estimula la formacién de tejido conectivo), y
VEFC (factor de crecimiento vascular epidermal, que estimula la angiogénesis) (Brown ez
al 20006).

Tiene propiedades mecdnicas fuertes, es ficil de manipular, resiste la sutura y tiene
actividad antimicrobiana especialmente contra bacterias. (Brown ez 2/ 2006)

En ensayos preclinicos, se han estudiado aplicaciones de esta matriz en tejido de eséfago,
vejiga, cuerdas vocales, laringe, musculo esquelético, valvulas cardiacas e inclusive en el
miocardio (Gilbert ez 2/, 2008; Kochupura ez a/, 2005; Wood et al, 2005; Badylak ez 4/,
2006; Robinson ez al, 2005; Niaponice ez al, 2006; Badylak ez a/, 2005). Hasta la fecha,

no hay reportes de cultivo de células epidérmicas y dérmicas in vitro.
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MatriStem Wound Sheet

Figura 1.15. Disefio de MatriStem, matriz extracelular hecha a partir de vejiga de cerdo. Fuente:
ACELL, 2009.

Se ha observado que esta MEC, soporta la angiogénesis in vivo, deposicién de neomatriz
y curacién constructiva dermal asociada con epitelizacién. Durante el proceso de la
reconstruccion del tejido, el andamio injertado es gradualmente degradado hasta que solo
las células y tejidos hayan sido depositados por el hospedero (Brown ez 2/ 2000).

Al ser este andamio una coleccién de proteinas semejantes a la de la MEC, altera la forma
en la cual los mamiferos responden al dafio, sirviendo como un inductivo para remplazo
de tejido y evitando la formacién de cicatriz. El cuerpo es estimulado a depositar tejidos
organizados, como un fendémeno similar al que ocurre durante el desarrollo fetal (Badylak
et al 2008). Dicho proceso es inducido por la gran variedad de FC.

En un adulto, durante la cicatrizacién, cantidades abundantes de coldgeno altamente
desorganizado son depositados en el sitio de la herida, creando una cicatriz fibrética. En
cambio, durante la embriogénesis, el coligeno es depositado en un patrén altamente
organizado y forma un tejido perfectamente normal, sin formacién de cicatriz. La matriz
de feto contiene una cantidad mucho mayor de AH en comparacién con la matriz de un
adulto. Esta variacién puede contribuir a la diferencia de cicatrizacién (Robin-Seurig,

1999).
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1.4.1 Preparacién de MatriStem®

Para la obtencién de esta matriz es fundamental mantener altas condiciones de seguridad
sanitaria para la crianza de los cerdos de los cuales se extrae el material. En cuanto a la
dieta, no reciben ningtin nutriente de origen bovino, y no se dejan pasar de un peso de
80 Ibs. Ademds 30 dias antes del sacrificio se evita la aplicacién de vacunas a los animales
(ACELL, 2009). En cuanto al manejo del mismo es muy simple. Este viene empacado
previamente esterilizado y se puede almacenar ya sea a temperatura ambiente o bien en
refrigeracién (ACELL, 2009).

Durante la preparacién de la membrana se aplican las GMPs y pasan por un alto grado
de control de calidad (ACELL, 2009).

Proceso de preparacion: la capa de la vejiga urinaria es llevada en hielo desde el lugar del
sacrificio hasta la fédbrica. Después esta capa pasa por un proceso de inspeccién y de
seleccidn, y se descarta si hay evidencias visibles de defectos. Después pasa por el proceso
de limpieza y eliminacién de células y demds tejido extra, y lavados. Posteriormente es
hidratada y congelada.

Luego las membranas son cortadas y colocadas sobre una superficie de acero inoxidable.
Cada una de estas ldminas es mecdnicamente rebanada para eliminar capas restantes de
tejido indeseable (ACELL, 2009).

Luego son inmersas por dos horas en una solucién desinfectante con etanol, 4cido
paracético y agua bidestilada, después se sumergen en PBS en constante agitacién y
finalmente se le hacen dos lavado con agua bidestilada. (ACELL, 2009).

Una vez superado este punto critico de control, se liofilizan o se cortan en sus tamanos de
presentacién y se envuelven en doble empaque y se esteriliza por via E beam (ISO 1137-
01). Cuenta con normas de calidad como: Validacién de Inactivacién Viral, de
Biocompatibilidad, Citotoxicidad, Sensibilizacién, Reactividad Intrecelular o Irritacién,
Toxicidad sistémica, Genotoxicidad, Estudio Pirogénico ISO Rabbit (Pyrogen Study),
USP Pyrogen Study 8-layer (ACELL, 2009).
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1 OBTENCION DE CELULAS PRIMARIAS Y MANTENIMIENTO DE
SUBCULTIVOS IN VITRO

2.1.1 Procesamiento de la muestra

Seis muestras de piel fueron obtenidas por el servicio de cirugia del Hospital
Universitario Austral, de pacientes sometidos a diversas cirugias. Una vez extraidas,
siguiendo un protocolo especifico, las biopsias de piel fueron colocadas en un recipiente
estéril conteniendo medio de transporte que consta de HBSS (Gibco) y antibiéticos
Penicilina-Streptomicina (Gibco) al 1%. En primer lugar se controlé la documentacién
pertinente, se detallé la edad del paciente, el sexo, fecha y hora de recepcién de muestra,
zona de toma, y otras observaciones de interés.

Una vez lista la documentacién, comenzé el procesamiento de la muestra dentro de la
cdmara de flujo laminar, que es previamente preparado mediante una limpieza con
alcohol.

Con la vestimenta apropiada (guantes estériles, cofia, mascarilla, gabacha estéril) y
usando pinzas estériles, se pasaron las muestras a una placa de cultivo con 10 ml PBS sin
Ca** ni Mg™ (Gibco) con 2% de antibi6ticos, colocando la parte dérmica hacia arriba.
Se examind el espesor de las biopsias, se eliminé la grasa y todo tejido subcutineo
presente, y cuidadosamente se redujo el espesor a 0,4-0,5 mm, sin dafar el epitelio. Se
lavé tres veces con 10 ml de PBS sin Ca™ ni Mg™ con 2% de antibiéticos, en placas de
cultivo. El dltimo lavado se realizé por 30 min. Después de este periodo se aspiré el
liquido dejando unas gotas en la placa para evitar la desecacién.

Las muestras se cortaron en fragmentos de aproximadamente 1 cm de lado, utilizando
tijeras estériles. Los fragmentos fueron transferidos con el lado dérmico hacia abajo a una
placa con la cantidad suficiente de termolisina 250 pg/ml (Sigma), y se incubé durante 2
horas 30 min a 37°C, las muestras 5, 6, 7 y 8; mientras que las muestras 3 y 4 se dejaron

incubando overnight con la misma enzima a 4°C. Después de este periodo, se
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transfirieron las muestras a otra placa y con la ayuda de pinzas estériles se separd la

dermis de la epidermis (Boyce, 2004) (Ver apéndices 2).

2.1.1.1 Aislamiento y siembra de queratinocitos

Después de obtener la capa epidérmica de las muestras, éstas se lavaron con PBS sin Ca*
ni Mg™, posteriormente se pasaron a un tubo con Tripsina 0.17% (Gibco) vy se
incubaron a 37°C, durante 5 min. Después de este periodo, se agit6 suavemente con el
fin de liberar los queratinocitos de la capa cérnea, observindose la turbidez generada.
Para inhibir la accién de la tripsina, se agregé 10% del volumen de SFB (Natocor), y se
filtraron las suspensiones celulares a través de un filtro de 70 pm de tamano de poro (Cell
strainer, Falcon), utilizando un tubo para centrifuga de 50 ml como receptor. Se lavé el
tubo de la suspensién celular con HBSS, y se filtré agregando al filtrado anterior
correspondiente.

El filtrado total se centrifugd a 1000 r.p.m. durante 10 min a 8°C. Posteriormente se
aspiré y se elimin el sobrenadante.

El pellet obtenido se resuspendié en un volumen definido, y se tomé una alicuota para
realizar el conteo mediante la técnica de exclusién con azul tripdn (Gibco) (Ver conteo
celular). Una vez calculado el ntimero de células y el porcentaje de viabilidad, se
sembraron los queratinocitos en diferentes recipientes de cultivo con diferentes
densidades de siembra de acuerdo a la cantidad de queratinocitos obtenidos y a los
objetivos especificos de cada experimento. Se le agregé el medio de cultivo respectivo
(EpiLife®, suplementado con factores de crecimiento (Gibco) y antibidticos, se incubé a
37°C, 5% de CO,, y se le cambié el medio cada 2-3 dias hasta que alcanzé un 80% de
confluencia, condicién en la que era subcultivado (Ver subcultivo de queratinocitos).
(Boyce, 2004)

Para incrementar la adhesién de los queratinocitos, se preparé un recubrimiento de la
superficie de la placa a sembrar. Para ello, se preparé 1,7 ml del medio de dilucién

(Recubrimiento Matrix Kit, Gibco) junto con 0,017 ml de coldgeno tipo I (Gibco). En
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cada uno de los pozos a sembrar, se colocé un volumen del recubrimiento, suficiente
como para cubrir toda la superficie de la placa y se dejé por 30 minutos a temperatura
ambiente. Pasado este periodo, se elimind la solucién de cada pozo cuidando de no rasgar
la superficie con la punta de la micropipeta. Posteriormente, se realizé la siembra de las
células.

En determinados casos, se sembré queratinocitos en las placas termosensibles de 30 mm
(P30) probando diferentes inéculos (todos superiores a 4 x 10* cel/cm?) diferentes

inéculos.

2.1.1.2 Aislamiento y siembra de fibroblastos

La dermis obtenida en el procesamiento de la muestra se transfirié a una placa con
HBSS, en cantidad suficiente como para humectar la muestra, y con una tijera estéril se
cortd en segmentos mds pequefios, que fueron colocados en un tubo estéril con cantidad
suficiente de colagenasa tipo 1A al 0,05% (Sigma). Se incubé con agitacién periddica a
37°C durante 40-90 min hasta observar digestién. La suspensién obtenida fue filtrada a
través de un cell strainer (Falcon, poro 70 pm). Después de filtrar toda la suspensién, a
este mismo tubo se le hizo un lavado con HBSS que también fue filtrado. El filtrado total
obtenido se centrifugé a 1000 r.p.m. durante 10 min, a 8°C.

Después del centrifugado, se aspird y se descart6 el sobrenadante, y se resuspendi el
pelet obtenido en un volumen definido de medio de cultivo DMEM con SEB al 10%,
antibidticos y L-glutamina al 1%, Se procedié al conteo de células y cdlculo de viabilidad
(Ver conteo celular). Una vez obtenido el nimero de fibroblastos y su viabilidad, se
procedi6 a sembrarlas en diferentes recipientes de cultivo en y diferentes inéculos de
acuerdo a la cantidad de células obtenidas y al objetivo de cada experimento. Se agregé el
volumen de medio adecuado (DMEM suplementado con SFB al 10%, 1% de
antibidtico Penicilina-Estreptomicina y 1% de L-Glutamina). Se incubé a 37°C, 5% de
CO?, cambiando el medio cada 2-3 dias hasta que alcanzaron una confluencia del 80%

para subcultivar. (Ver subcultivo de fibroblastos). (Boyce, 2004)
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2.1.2 Conteo celular y viabilidad celular

De la suspensién celular —ya sea fibroblastos o queratinocitos-, se tomé una alicuota de
10 pl y se mezcl6 con el mismo volumen de azul tripdn al 4% (Gibco). De esa mezcla, se
tomaron 10 pl y se colocaron en una cdmara de Neubauer. Se contaron los cuatro
cuadrantes, tanto células vivas como células muertas. Posteriormente se realiza el
siguiente cédlculo:

Ne de células/ml = (N° de células contadas / 4) x 2 x 10%

Ne de células totales= n° de células/ml x V, siendo V el volumen en el que se resuspendié
el pellet.

La viabilidad se calcul6 como:

Porcentaje de viabilidad= N° de células vivas/ N° de células totales x 100.

2.1.3 Subcultivo de células

El subcultivo de fibroblastos o queratinocitos se realizé cuando las células alcanzaron el
70% u 80% de confluencia dentro del frasco o placa de cultivo. Para ello se aspird el
medio de cultivo respectivo de los frascos o las placas conteniendo las células. Se lavé con
PBS sin Ca** y Mg™, que luego fue aspirado y descartado. Se agregé tripsina 0,05% -
EDTA 0,02% (Gibco), en cantidad suficiente como para cubrir la superficie de los
frascos, que fueron incubados durante 5 minutos. Pasado este periodo se ayudé al
despegue de las células golpeando cuidadosamente los frascos y verificando en el
microscopio el despegue. Se bloqueé la accién de la tripsina con SFB en relacién 1:10. Se
aspir6 el contenido de los frascos y se colocé en tubos estériles de 15 ml. Se volvié a lavar
los frascos con PBS sin Ca™ y Mg, y este contenido se agregd a los tubos anteriores.

De ser necesario, se ayudé el despegue de las células mediante el uso de un rastrillo,
realizando un nuevo lavado, que fue agregado a la suspensién anterior para ser
centrifugada.

Se centrifugé la suspension a 1000 r.p.m., a 8°C, durante 10 minutos. El pelet obtenido

se resuspendié en un volumen medido de medio de cultivo respectivo de cada tipo
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celular. Se realizé el conteo de células y el cilculo de viabilidad, se procedi6 a sembrar en
placas nuevas. Se agregd el volumen de medio adecuado respectivo y se incubaron los
frascos o placas a 37°C, 5% COs. Se cambié el medio cada 2-3 dias.

De ser necesario, el procedimiento de subcultivo se repitié cuando las células alcanzaron

nuevamente una confluencia de 70%-80%.

2.2 EXPERIMENTOS REALIZADOS IN VITRO

2.2.1Eficiencia de levantamiento de fibroblastos por método enzimdtico y
mecdnico

De una misma muestra de fibroblastos (mismo paciente, mismo pasaje y mismas
condiciones de cultivo), cultivados en dos placa de cultivo, se hicieron dos tipos de
levantamiento. El primero fue realizado con tripsina 0,05%-EDTA 0,02%, y el segundo
fue realizado con rastrillo. El levantamiento enzimdtico fue llevado a cabo como se
procedié a contar las células y calcular su viabilidad segtn el protocolo.

El levantamiento mecdnico se hizo con la ayuda de un rastrillo estéril, el que fue pasado
cuidadosamente por toda la superficie de la placa, sin eliminarle el medio de cultivo. Se
menciond anteriormente (subcultivo de células). Una vez realizado el levantamiento se
controlé el despegue mediante observacién microscopica, se aspird el medio de cultivo, y
se puso en un tubo para centrifugar. Después, se hicieron lavados con HBSS, y estas
soluciones de lavado fueron agregadas al mismo tubo para centrifugar.

Se centrifugé a 8°C, durante 10 min. a 1000 r.p.m. Realizado este proceso, se descartd el
sobrenadante y el pelet obtenido se resuspendié en 1 ml de medio de cultivo, y se conté

segun el protocolo descrito anteriormente.

55



2.2.2 Célculo del inéculo minimo a sembrar de fibroblastos y queratinocitos.
2.2.2.1 Fibroblastos subcultivados

Fibroblastos de pasaje 3, 7 y 13 que alcanzaron una confluencia del 80% fueron
levantados normalmente. Después de obtener la suspensién celular, se realizaron
respectivamente tres soluciones madre de las cuales se sembraron un volumen
determinado para realizar los siguientes in6culos, del pasaje 4 se sembraron 350, 175, 72,
36, 7 y 3 cél/cm?, con 5 repeticiones c/u; del pasaje 8 se sembraron 1250, 625, 312, 156,
62, 31, 6, 1 cél/cm?, con 9 repeticiones cada inéculo y finalmente las células del pasaje
14 fueron sembradas de la misma manera que el pasaje 4 con el mismo nimero de
repeticiones. Todas las placas se incubaron en condiciones normales durante 10 dias sin
cambio de medio, revisindolas de dia por medio. (Freshney, 2005, modificado por

Lorenti*) (Ver Apéndice 3ay 3b)

2.2.2.2 Queratinocitos subcultivados

Los queratinocitos de un cultivo de pasaje 2 que alcanzaron una confluencia del 70-80%,
se levantaron normalmente. Después de obtener la suspensién celular, se sembré un
determinado volumen para sembrar los siguientes indculos en una placa multipozo:
1250, 625, 312, 156, 62, 31, 6, 1 cél/cm?, con 9 repeticiones cada indculo. La placa se
dejé incubando en condiciones normales durante 10 dias sin cambio de medio,
revisindolas de dia por medio. (Ver Apéndice 3c)

Nota: Antes de sembrar los queratinocitos a cada pozo utilizado de la placa de 96 pozos se les
hizo un recubrimiento con coldgeno tipo I

2.2.3 Evaluacién de un recubrimiento de Acido Hialurénico a diferentes
concentraciones, y Coldgeno tipo I, sobre el comportamiento fibroblastos y
queratinocitos subcultivados

2.2.3.1 Preparacidn de los recubrimientos.

A partir de una solucién madre de 4cido hialurénico 5 mg/ml, se prepar6 2,5 ml de una

solucién 200 pg/ml, tomando 100 pl de la solucién inicial y disolviéndola en 2,4 ml de

PBS sin Ca™ ni Mg* frio (4°C).
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Posteriormente, de la solucién anterior se tomé 1 ml y se disolvié en 1 ml de PBS sin
Ca™ ni Mg™, para obtener una solucién 100 pg/ml de 4cido hialurénico. Ambas
soluciones fueron dispensadas inmediatamente.

En una microplaca de 12 pozos, se hicieron cuatro columnas con tres réplicas cada una,
de los siguientes recubrimientos o recubrimientos:

Columna 1: 0,5 ml de una solucién de 200 pg/ml de 4dcido hialurénico

Columna 2: 0,5 ml de una solucién de 100 pg/ml de 4cido hialurénico.

Con ambas concentraciones el recubrimiento se dejé toda la noche en la refrigeradora y
el exceso de liquido fue posteriormente eliminado.

En la columna 3 del misma microplaca de 12 pozos mencionado en el punto anterior, se
hizo un recubrimiento con coldgeno tipo I, agregando 0,5 ml de disolvente con 5 ul de
coldgeno tipo I en cada uno de los pozos. Este recubrimiento se dejé reposando por 30

minutos en la cdmara de flujo laminar y luego se eliminé la solucién restante.

2.2.3.2 Sembrado fibroblastos subcultivados

Fibroblastos p1

Una vez listo el recubrimiento, cada uno de los pozos fue inoculado con 300 fibroblastos
(Ver Apéndice 4a), lo cual representa un inéculo de 78 cél/cm?. En la columna 4 de la
misma placa, se sembraron fibroblastos con igual indculo, sin recubrimiento
(directamente sobre la placa) para utilizarlo como control.

Este experimento se realizé con fibroblastos provenientes de un primer subcultivo (P1).
En este dltimo caso, la placa se incubd hasta que cada uno de los pozos alcanzara
confluencia, realizando observaciones diariamente, y registrando las diferentes

observaciones y diferencias. Este ensayo se evalué durante 28 dias (Ver apéndice 4).

Fibroblastos p16
En este caso cada uno de los pozos fue inoculado con inéculo de 0,1 x 10* cél/cm?, de

fibroblastos con 16 subcultivos (Ver Apéndice 4b). De la misma manera, en la columna
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4 de la misma placa, se sembraron fibroblastos con igual indculo, sin recubrimiento
(directamente sobre la placa) para utilizarlo como control.
La placa fue revisada a los 3, 7, 14 y a los 21 dias de cultivo anotando las diferencias y

observaciones permitentes respectivas de cada recubrimiento.

2.2.3.3 Sembrado de queratinocitos subcultivados

Para el caso de los queratinocitos (Ver apéndice 4c) se utilizaron células de un pasaje 1.
Se colocd un indculo de 9,2 x 10° cél/cm® De cada uno de los tres tipos de
recubrimiento se hicieron dos réplicas, ademds de un control.

Ademis, se suplementé el medio para queratinocitos con 1% de SFB, que fue dejado por
tres dias, el cuarto dia se le cambié el medio respectivo pero sin suplementar con SFB y
se dejé durante una semana mds. A los 13 dias se evalud el desarrollo sobre los distintos

recubrimientos y controles.

2.2.4 Eficiencia de sembrado de fibroblastos subcultivados

Células de pasaje 1, que habian alcanzado 95% de confluencia, fueron levantadas (Ver
protocolo de subcultivo), y la suspensién fue centrifugada a 1000 r.p.m. por 10 minutos
a 10°C, se descarté el sobrenadante y se resuspendié el pellet en 1 ml de medio de
cultivo. Se conté la cantidad de células obtenidas.

En una microplaca de 12 pozos, se sembré de la siguiente forma (Ver apéndice 5):

v" Dos columnas (seis pozos) con un inéculo de 9 700 células/cm?

v Dos columnas (seis pozos) con un inéculo de 97 000 cél/cm?.

Se incubaron durante tres horas continuas a 37°C, 5% de CO,. Después de este periodo
se aspird el medio de cultivo de 2 de los 6 pozos con indculo de 9 700 células/cm? y de
dos de los seis pozos con inéculo de 97 000 cél/cm?®. Estos sobrenadantes se colocaron
separadamente en tubos, se centrifugaron y se contaron las células contenidas en el pellet

de cada uno. Se calculé un promedio (N1), para cada uno de los inéculos. Por otro lado,
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las células que se habian adherido a las superficies de estos mismos pozos durante las
primeras 3 horas, fueron despegadas y contadas, calculando un promedio (N2) para cada
uno de los indculos.
Se realizaron los siguientes cdlculos:

* Porcentaje de células pegadas: N2/ células sembradas totales x 100.

* Porcentaje de células no pegadas: N1/ células sembradas totales x 100

* Finalmente se comparé N1 + N2 con el nimero sembrado inicial.
Todo el procedimiento anterior se repitié a las 6 y 24 horas después de la siembra,

calculdndose los porcentajes ya mencionados, para los distintos tiempos.

2.2.5 Ensayo de wound healing: Migracién celular de fibroblastos y queratinocitos
2.2.5.1 Fibroblastos subcultivados

A una placa de cultivo de fibroblastos confluentes de pasaje ocho, se le trazaron dos lineas
perpendiculares con la punta de una micropipeta de 200 pl. Después de realizar el trazo
con la punta (estria), se le cambio el medio de cultivo respectivo, sin suplementar con el
SEB al 1%. Se revisé la placa con el microscopio invertido y se seleccionaron dos sectores
de la estria, los cuales fueron fotografiados a las 6, 24 y 48 horas de haber realizado la

’ . . .7 ,
estria, para estimar la migracién de las células.

2.2.5.1 Queratinocitos subcultivados

A una placa de cultivo de queratinocitos confluentes de pasaje cuatro, se le trazaron dos
lineas perpendiculares con la punta de una micropipeta de 200 pl. Después de realizar la
estria (trazado), se le cambio el medio de cultivo respectivo, sin suplementar con el SFB.
Se revisé la placa con el microscopio invertido y se seleccionaron dos sectores de herida,
los cuales fueron fotografiados durante cinco dias a la misma hora, para estimar la

migracién de las células.
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2.3 PRUEBAS CON MATRISTEM®

2.3.1Preparacién de la membrana

Para la realizacién de este ensayo la cdmara de flujo laminar fue limpiada
minuciosamente con alcohol 70°, y se establecié dentro de ésta un campo estéril. Se
colocé sobre ese campo todo el material estéril que se iba a usar durante el procedimiento
(pinza curva, pinza punta ancha, tijeras, sutura monocril 5-0.

La membrana MatriStem® (ACELL) de 3 x 3 cm, se cortd a la mitad dejando dos trozos
de 1,5 x 3 cm. Con la ayuda de un asistente, 2 placas de 60 mm y una de 100 mm
fueron colocadas en el campo estéril. En cada una de las placas de 60 mm, se colocé una
de las mitades de la membrana, con el lado de la ldmina opaco hacia arriba. A su vez se
colocé un ml de DMEM con antibiético, SFB (10%) y L-glutamina en cada una de las
placas.

En una de las mitades de la membrana se colocaron suturas en los cuatro vértices que se
sujetaron con cinta estéril a la base de la placa ejerciendo una ligera tensién.

La otra membrana se la dej6 flotando en otra placa, sin tensién (Ver apéndice 6).

2.3.2 Sembrado de fibroblastos

Las membranas, preparadas como se describié, fueron sembradas con fibroblastos de un
pasaje 7, con un indéculo de 5000 cél/cm? en cada membrana. Las células fueron
cuidadosamente colocadas sobre toda la superficie de las membranas, tratando de evitar
que cayeran fuera de las membranas. Ambas placas se colocaron en la incubadora,

cambiando el medio cada 3 dfas.

2.3.3 Evaluacién de las células sobre el andamio con microscopia de Fluorescencia

Ldminas con los fibroblastos fueron tenidas con faloidina para observar la estructura de
las células sobre las ldminas, y con ioduro de propidio para la observacién de los nicleos.

Las observaciones fueron realizadas con microscopio de fluorescencia.
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3 RESULTADOS

3.1 PROCESAMIENTO DE LAS DISTINTAS MUESTRAS: AISLAMIENTO
DE FIBROBLASTOS Y QUERATINOCITOS Y MANTENIMIENTO DE LAS
CELULAS EN CULTIVO

En las seis muestras procesadas se obtuvieron resultados similares. Se aislaron entre 2,5- 4
x 10° queratinocitos con una viabilidad entre 50-92%. Los queratinocitos fueron
sembrados en superficies para cultivo in vitro (Figura 3.1, 3.2 y 3.3), con indculos entre
2-8 x 10* cél/cm?, siendo el inéculo que mejor resulté de 4 x 10* cél/cm?, ya que entre 7
y 10 dias el cultivo alcanzaba la confluencia ideal para amplificar. Los queratinocitos
pudieron ser subcultivados hasta un cuarto pasaje. A partir de éste, las células empezaban
a mostrar menor adhesién, migracién y proliferacién.

Células provenientes de dos muestras fueron inoculadas en placas P30 termosensibles, de
origen japonés, no habiéndose obtenido adhesion celular en ellas.

La adhesion de las células epiteliales fue siempre dificultosa, tanto las células primarias
como las subcultivadas, ya que no siempre se lograba una adhesién éptima.

En cuanto a la amplificacién, siempre se observé que de una placa p60 de cultivo
primario confluente, se obtenia cantidad suficiente de células como para amplificar 1:2,
respetando el inéculo minimo a sembrar. Hay que marcar una diferencia importante, en
el caso de las células primarias el indculo minimo a sembrar es el mencionado
anteriormente, mientras que para un subcultivo, la cantidad a inocular podia ser inferior
a esta (alrededor de 1-4 x10% cél/cm?).

La presencia de fibroblastos puede suponerse, pero para afirmar hay que comprobar su
presencia con tinciones, por e¢j. Yo pondria esto: en los cultivos primarios de
queratinocitos se observéd la presencia de células de caracteristicas morfoldgicas
compatible con células epiteliales, asi como también algunas de aspecto fibrobldstico, que

iban desapareciendo con el tiempo.
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Figura 3.1. Iégenes de los qeatinocitos pimarios aislados de la muestra P00309 a la semana

de cultivo

Figura 3.2. Queratinocitos aislados de la muestra P00409, sembrados con un inéculo de 4 x 10*
cél/em’. Se observa una tipica morfologia de célula epitelial basal (10x)
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Figura 3.3. Queratinocitos aislados de la muestra P00509, a os 5 dfas de la siembra. Se observa
baja adhesién de las células (4x)

En cuanto a los fibroblastos, de las muestras se aislaban un promedio de 2-5 x10° células
con una viabilidad de 95% o superior.

Los fibroblastos fueron inoculados en cantidades desde 0,8 x 10° para las células
subcultivadas, y de 4 x 10% cél/cm? para las primarias (Figura 3.4 y 3.5). En todos los
casos, el inéculo inicial fue determinante para asegurarse del éxito de las células recién
aisladas. A la semana de siembra de los fibroblastos primarios, éstos alcanzaban la
confluencia ideal para ser subcultivadas (80%), logrando una amplificacién de 1:6, lo que
demuestra que estas células tienen gran capacidad proliferativa.

Ademds, estas células mostraron buena capacidad de adhesion, migracién, vy
proliferacién.

Los fibroblastos pudieron ser subcultivados hasta el pasaje 16, a partir del cual comenzé a

notarse una disminucién en la adhesién, migracién y proliferacién.
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MY i/
Figura 3.4. Fibroblastos primarios confluentes a los 7 dias de siembra, provenientes de la
muestra P00309 (4x)

Figura 3.5. Fibroblastos primarios de la muestra P00409, a los 4 dias de cultivo (4x).

3.2 ENSAYOS IN VITRO

3.2.1 Comparacién en la eficiencia de levantamiento de fibroblastos por método
enzimdtico y mecdnico.

A continuacién se muestra, en el cuadro 2, la cantidad de células aisladas, asi como la
viabilidad obtenida con los dos tipos de levantamiento celular, como se explicé en

Materiales y Métodos. Las muestras utilizadas eran placas de 60 mm (25 cm?® de drea) por
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duplicado, con fibroblastos de la misma muestra, de un pasaje N° 8, que se encontraban
en similares condiciones en cuanto a su confluencia al momento de levantarlas. Como se
puede observar en el cuadro, la viabilidad en ambos tipos es bastante alta, aunque fue
ligeramente superior en la que se utilizé el método enzimdtico. La diferencia mds notable
radica en el nimero de células obtenidas, asi como la presencia de acimulos observados
durante el recuento celular en la placa levantada por el método mecénico. Es importante
mencionar, que a la hora de verificar microscépicamente el desprendimiento de las

células, éste era completo en ambas placas.

Tabla 2. Cantidad y viabilidad de las células obtenidas por levantamiento enzimdtico y
mecdnico en una muestra de fibroblastos.

Levantamiento Cél. Vivas Cél. muertas Viabilidad
Enzimitico 1,375 x 10° 1,5 x 10* 99%
Mecénico 4x10° 2,5x 10* 94%

*Muestra proporcionada por el UTC-R&D, Buenos Aires, Argentina. 2009

En las siguientes figuras se observa uno de los acimulos resultantes después de levantar
con el rastrillo, en el dia 1 y 2 de la resiembra y la comparacién con las células obtenidas
por el levantamiento con tripsina, tanto en el primero como el segundo dia después de la

siembra.

Figura 3.6. Muestra del levantamiento mecdnico con rastrillo. Acimulo de fibroblastos al primer
y segundo dia respectivamente posterior a la siembra. A: 10x, B: 4x
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Figura 3.7. Muestra levantada enzimdticamente con Tripsina-EDTA al primer y segundo dia de

siembra respectivamente (4x).

3.2.2 Calculo del in6culo minimo a sembrar de fibroblastos y queratinocitos.

En el cuadro siguiente se muestran los resultados de los ensayos realizados para calcular,
en ambos tipos celulares, el inéculo minimo de células a sembrar para obtener adhesién y
proliferacién. Nétese que cuanto menor es el nimero de pasaje (Figura 3.8 y 3.9), menor
fue el in6culo de células que podia ser inoculada con crecimiento exitoso. A pesar de que
se logré crecimiento a concentraciones muy bajas, en esos casos las células mostraban
signos de estrés, manifestados por una morfologia ligeramente diferente a la que se

observé en los inéculos mayores.

Tabla 3. Cantidad minima a sembrar de células por cm?, de fibroblastos con diferentes

pasajes.
Fibroblastos subcultivados cél/cm?
Pasaje 4 72
Pasaje 8 156
Pasaje 14 1 000
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Figura 3.8. Diferentes fotografias de los fibroblastos P4, a los 10 dias de cultivo con un inéculo
de 72 cél/cm?. (10x)

Figura 3.9. Confluencia obtenida después de 10 de cultivo con diferentes concentraciones de

fibroblastos P8 sembrados en una placa multiwell de 96 pozos. A: inéculo de 1250 céll/cm?. B:
inéculo 625 céll/em?®. C: indculo 312 céll/cm?® D: inéculo 156 céll/cm? E: inéculo de 62

céll/em?®. F: inéculo 31 céll/cm®. Nota: los Pozos G y H, no se muestran en la figura. (4x)

En el caso de los queratinocitos, ninguno de los inéculos que se probé logré crecimiento
(Figura 3.10), y por supuesto tampoco confluencia. Las células se encontraban adheridas
parcialmente y no adoptaban una morfologia tipica de célula basal. Las densidades
probadas fueron las mismas que para los fibroblastos P8 (experimento anterior).

Segin el resultado mencionado, se considera que el inéculo minimo a sembrar debe ser

superior a todas las concentraciones probadas, sin embargo se afirma enfatizando que se
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estd hablando de células subcultivadas. Se observa en la figura a continuacién que no
hubo una adherencia total, sino que ésta fue parcial. Esto se deduce por la observacion de
la morfologia redondeada de las células en lugar de poligonal, caracteristica del
queratinocito en estado basal y adherido a la superficie totalmente. No hubo

proliferacién.

Figura 3.10. Estado de los queratinocitos P2 después de 10 de cultivo, sembrados a diferentes

concentraciones en una placa multiwell de 96 pozos. A: inéculo de 1250 céll/cm?®. B: inéculo 625
céll/ecm?. C: inéculo 312 céll/cm?. D: inéculo 156 céll/cm?. E: inéculo de 62 céll/cm?. F: inéculo
31 céll/cm®. Nota: los Pozos G y H, no se muestran en la figura. (4x).

3.2.3 Evaluacién de la adherencia celular sobre un recubrimiento de Acido
Hialurénico a diferentes concentraciones, y Coldgeno tipo I.

3.2.3.1 Adbesidn de fibroblastos subcultivados
La capacidad de adhesién de los fibroblastos a distintas superficies, ensayada sobre

cobertura con coldgeno, 4cido hialurénico (100 y 200 ug/ml) y la superficie del pldstico

de cultivo como control, mostré los siguientes resultados: al dia 3 de cultivo, el nimero
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de células contabilizadas fue similar en todas las superficies, mostrando una buena
adhesién en todos los recubrimientos. Para los fibroblastos del subcultivo P1, el
recubrimiento que tuvo el mejor efecto en el pegado, proliferacién y morfologia es el del
dcido hialurénico 100 pg/ml. Los fibroblastos de un subcultivo P16 mostraron similar
comportamiento, aunque alcanzaron una mayor confluencia en menor tiempo. En la
figura 3.11 y 3.12 se muestran las imdgenes de los fibroblastos de los pasajes P1 y P16
respectivamente en cada uno de los diferentes recubrimientos a los 21 dias de la siembra.
En el recubrimiento de dcido hialurénicol00 pg/ml, se observé la mayor cantidad de
células, y el mayor porcentaje de confluencia, comparado con los resultados obtenidos
con el recubrimiento de 4cido hialurénico 200 pg/ml y el control. Finalmente en el
recubrimiento de Coldgeno tipo I, los fibroblastos se observan con morfologia alterada

AH 200 ug/ml AH 100ug/ml  Coldgeno I 10 ug/ml Control

Figura 3.11. Estado de los fibroblastos de pasaje 1 en cada uno de los diferentes recubrimientos

probados y el control (4x)
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AH 200 ug/ml AH 100 ug/ml Coligeno tipo I 10 ug/ml Control

Figura 3.12. Estado de los fibroblastos de pasaje 16, a los 21 dias en cultivo, en cada uno de los

diferentes recubrimientos probados y el control (4x)

3.2.3.2 Adhesion de queratinocitos subcultivados a diferentes recubrimientos

La adhesién de queratinocitos a diferentes coberturas de superficie fue ensayada de
manera similar a los fibroblastos (Figura 3.13). Fueron usados en estos experimentos
queratinocitos subcultivados, de un pasaje 1, con un indculo de 9,2 x 10° cél/cm?. Los
queratinocitos mostraron mayor adhesién, migracién, proliferacién y mejor morfologia
en el recubrimiento de coldgeno 10 ug/ml. En la siguiente figura se muestran los
queratinocitos al tercer dia, en el recubrimiento de coldgeno tipo I, observindose muy
buena adhesién y morfologia con caracteristica de células basales, que son condiciones
ideales que permitirdin mantener en buenas condiciones y amplificar el cultivo de
queratinocitos iz vitro. Por el contrario, en los otros recubrimientos, los queratinocitos se

observan parcialmente pegados y con una morfologia de aspecto regular.
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AH 200 ug/ml AH 100 ug/ml Coligeno tipo I 10 ug/ml Control

Figura 3.13. Morfologia de los queratinocitos subcultivados al tercer dia de siembra sobre los diferentes

recubrimientos o recubrimientos (4x)

A los 13 dias de cultivo y sin cambio del medio de cultivo desde el cuarto dia, los
resultados cambiaron considerablemente respecto de la primera evaluacién al tercer dia,
ya que ambos recubrimiento de AH mostraron un 100% de confluencia En el de 100
pg/ml so observd que las células empezaban a estratificarse igualmente que en el del
coldgeno. Por otro lado en el recubrimiento de coldgeno tipo I, las células en su mayoria
se encontraban estratificindose (Figura 3.14). Ademds, en el control, existian algunos
sectores confluentes, pero en su totalidad, la confluencia era menor que en las superficies

con recubrimientos.
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AH 200 ug/ml AH 100 ug/ml Coligeno tipo I 10 ug/ml Control

F igura 3.14. Morfologia de los ueratinocitos subcultivados al dia 13 de cultivo sobre los diferentes
recubrimientos (4x)

3.2.4 Eficiencia de sembrado de fibroblastos subcultivados

Los ensayos de eficiencia de sembrado, calculada como porcentaje de células adheridas a
las 3, 6 y 24 horas de sembrados, fueron realizados con fibroblastos. Se puede afirmar
que después de las seis horas de la siembra casi no hubo un incremento en la adhesién.

Por lo tanto seis horas son necesarias para la adhesién de estas células

Tabla 4. Eficiencia de sembrado de fibroblastos

Tiempos Células no adheridas Células adheridas % adhesién Células totales
Hora 0
9 700 céll/cm? - - - 9 700 céll/cm?
97 000 céll/cm? - - - 97 000 céll/cm?
3 horas
9 700 céll/cm?* 1,9 x 10° céll/cm? 7,3 x 10° céll/cm? 78,5% 9,2 x 10% céll/cm?
97 000 céll/cm? 3,9 x 10° céll/em® 9,1 x 10 céll/cm? 95% 9,5 x 10% céll/em?
6 horas
9 700 céll/cm? 1,3 x 10° céll/cm? 7,9 x 10° céll/cm? 86% 9,2 x 10% céll/cm?
97 000 céll/cm’ 0,7 x 10° céll/em® 9,6 x 10 céll/cm? 99% 9,6 x 10 céll/cm?
24 horas
9 700 céll/cm?* 1,3 x 10% céll/cm? 8,5 x 10° céll/cm? 87% 9,8 x 10° céll/cm?
97 000 céll/cm? 0,7 x 10° céll/em® 9,6 x 10 céll/cm? 99% 9,6 x 10 céll/em?
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3.2.5 Capacidad de migracién de fibroblastos y queratinocitos: Ensayos de wound
healing

3.2.5.1 Migracidn de fibroblastos subcultivados

Los ensayos de migracién mostraron que los fibroblastos migraron e invadieron el sitio
de la herida a las 24 horas. Su movimiento es al azar y en cuestién de 48 horas son

capaces de poblar toda la zona con una confluencia del 100%, tal y como se muestra en

la Figura 3.15.

Figura 3.15. Imdgenes de la migracién de los fibroblastos a diferentes tiempos (4x)

3.2.5.2 Migracidn de queratinocitos subcultivados

En los ensayos con queratinocitos subcultivados, pasaje 4, se observé que la migracién
fue bastante lenta, o casi nula. En estos ensayos se seleccionaron 2 zonas que fueron
evaluadas a distintos tiempos. En ambas zonas (1 y 2) (Figura 3.16 y 3.17.) la migracién
fue evidente sélo en algunas dreas, a partir del cuarto dfa, aunque fue un poco mis

notable que en la zona 1 de la placa.
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Figura 3.16. Migracién de queratinocitos en la zona 1 de la placa. No se muestra migracién
hasta el cuarto dia de haberle provocado la herida (4x).

En la figura 3.17 puede observarse ademds, que las células empezaron a estratificar en
ciertos sectores a partir del dia uno. Estos no crecian hacia los sectores adyacentes, sino

que, crecian estratificindose.

o g:._

926

Figura 3.17. Migracién de queratinocitos en la zona 2 de la placa. Se muestra una ligera

migracién al cuarto dia de haberle provocado la herida 4x.
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3.3 PRUEBAS CON MATRISTEM®
3.3.1 Andlisis de la morfologia celular
Fue analizada la morfologia de fibroblastos sembrados sobre la cara dérmica de la
membrana biolégica MATRISTEM en dos condiciones: con la membrana flotando en el
medio de cultivo y con la membrana tensada, tal como se explicé en Materiales y
Métodos. A continuacién se muestran las observaciones realizadas a las membranas con

las células tenidas con un microscopio de fluorescencia a un aumento de 60X.

3.3.1.1 Membrana sin tensar con fibroblastos

La observacién de los fibroblastos después de 15 dias en cultivo muestra sus nicleos sélo
sobre la cara dérmica de la membrana. Existe mayor concentracién de los nicleos sobre
los bordes extremos de las membranas, dispersos sin ninguna orientacién determinada.
Muchos de los ntcleos se observan muy pequenos y picnéticos (Figura 3.19) La tincién
con faloidina permitié observar las caracteristicas del citoesqueleto, que en el caso de la

membrana sin tensar aparecia danado.

Figura 3.18. Citoesqueleto de los fibroblastos sembrados sobre la membrana Matristem® sin
tensar (60X)
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Figura 3.19. Nucleos de los fibroblastos sembrados sobre la membrana Matristem® sin tensar

(60X)
3.3.1.2 Membrana tensada con fibroblastos
La membrana tensada sembrada con fibroblastos, mostré caracteristicas bastante
diferentes respecto de la membrana sin tensar. Se pudo observar un excelente esqueleto
fibrilar (Figura 3.20), y células dispuestas en varios estratos de espesor. Sus nicleos tenian
caracteristicas morfoldgicas normales. Se observaron zonas de la membrana donde los

nicleos de las células estdn orientados en forma paralela (Figura 3.21).

Figura 3.20. Citoesqueleto de los fibroblastos sembrados sobre la membrana Matristem tensada

(60X)
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Figura 3.21. Nucleos de los fibroblastos sembrados sobre la membrana Matristem tensada (60X)

77



4, DISCUSION DE RESULTADOS

4.1PROCESAMIENTO DE MUESTRA AISLAMIENTO Y MANTENIMIENTO EN
CULTIVO DE FIBROBLASTOS Y QUERATINOCITOS

Las muestras en general, provenian de pacientes de 50 -70 afios de edad. La edad de los
pacientes de los que fue extraida la muestra, influye bastante, ya que entre mayor edad
del paciente, la obtencién de células viables y que sean capaces de proliferar disminuye
considerablemente. Dentro de los factores que se ven afectados por la edad del paciente
se encuentra: la diferenciacién, ya que las células tienden a estar mds diferenciadas, hay
una mayor cantidad de tejido conectivo fibroso y MEC y hay una reduccién de las
células proliferantes indiferenciadas (Freshney, 2005).

Las muestras como eran tomadas principalmente de entre la zona abdominal y la zona
pélvica siempre exhibian un poco de vello, y una cantidad de grasa considerable, el grosor
de dermis variaba. El grosor de la dermis influye en la digestién con enzimas, ya que la
disgregacién es mds efectiva si las biopsias son delgadas, ya que la enzima logra penetrar
mejor en la membrana basal para separar los enlaces entre la epidermis de la dermis
(Vaissiere ez al, 2000). Es importante a la hora de separar ambas capas cutdneas, no
raspar para separarlas, ya que en este proceso, los queratinocitos basales que se van a
quedar adheridos a la lamina basal por lo tanto en la dermis.

Dos de las muestras (las que no fueron exitosas), se procesaron 17 horas después,
mientras que el resto de las muestras fueron procesadas inmediatamente. Segiin Freshney,
2005, si existiera un retraso inevitable en el procesamiento de la muestra, ésta puede ser
mantenida a 4°C hasta 72 horas, sin embargo, entre mds rdpido sea procesada ésta, mejor
resultados se van a obtener.

Es bueno considerar la alta heterogeneidad de las muestras de acuerdo al estado
fisiolgico del paciente ya que dicha condicién va a afectar directamente en la calidad de

las células aisladas.
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Como bien se refleja en los resultados, existen ciertas coincidencias en cuanto al
aislamiento de queratinocitos y fibroblastos se refiere respectivamente.

A manera general, cuando las células son aisladas de un tejido ellas necesitan una fase de
recuperacién, en la cual automecanismos de reparacién y adaptacién actiian para
reponerse del impacto de ser removidas del tejido mismo y adaptarse a las condiciones 77
vitro respectivamente, una vez superada esta fase, proliferan y llegan a la etapa de
confluencia, donde hay una inhibicién del crecimiento por contacto, en este punto se

procede a levantar o a subcultivar.

sl Log Cell Growth v, Time Plot

3. plateau phase
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A

Figura 4.1. Grifico de crecimiento logaritmico celular. Se muestran cada una de las etapas asi
como el tiempo y la proliferacién Fuente: Department of biomedical engineering, Georgia Tech
and Emory University

En cuanto al aislamiento de queratinocitos, siempre se obtienen cantidades importantes,
sin embargo la viabilidad es muy baja.

La disgregacién de la epidermis con tripsina, digiere algunos dominios de las proteinas de
unién célula-célula como las CAM’s y las cadherinas, permitiendo a las células disociarse
una de otra. Sin embargo, la exposicién a esta enzima puede causa cierta toxicidad a las
células, por lo que puede responder con una disminucién en la viabilidad (Freshney,
2005).

Por otro lado, cuando se utilizan métodos enzimdticos para el aislamiento de

queratinocitos, éstos pueden perder capacidad de formar una colonia, ya que se ha visto
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en diferentes investigaciones la induccién a una diferenciacion terminal de las células por
la enzima (Gragnani ez a/, 2003).

Por su naturaleza, el indculo inicial de queratinocitos principalmente y las células en
general, tiene que ser bastante alto (4 x 10 cél/cm?), ya que las células primarias o recién
aisladas, todavia no se encuentran bien adaptadas para sobrevivir en las condiciones in
vitro, y por lo tanto, es necesario sembrar una gran cantidad de éstas para que logren
adherirse y proliferar. Ademds, influye bastante el frasco o la placa de cultivo en la que se
van a sembrar las células. Los queratinocitos responden mejor en placas de cultivo (Placas
Petri) que en frascos de cultivo (T25 por ejemplo).

Como se menciona anteriormente, debido a la gran heterogeneidad entre los pacientes y
las muestras, no es recomendable utilizar un inéculo bajo de siembra inicial, ya que
aunque algunas células si logren adherirse efectivamente, otras procedentes de otras
muestra pueden ser que no lo logren y por lo tanto al utilizar un inéculo limite, se
disminuye el riesgo de a perder las células de la muestra.

Los queratinocitos iz vitro, presentan altas demandas nutricionales y condiciones estrictas
de cultivo (feeder layers, o bien medios bien ricos y suplementados con FC y proteinas).
Se reporta también que solo el 3 0 4% de las células aisladas podrdn proliferar in vitro,
como bien se observé en los ensayos. Este porcentaje representa a la proporcién de los
queratinocitos en estado basal, que tienen capacidad proliferativa (Gragnini ez a/, 2003).
Durante todo este experimento, se utiliz6 un medio de cultivo que no contiene
suplementos de origen bovino -EpiLife®-, por lo cual dificulta mas el mantenimiento del
queratinocito, por la falta de factores de crecimiento importantes para la adhesién a la
superficie y proliferacién que se encuentra en el extracto pituitario bovino, componente
de la mayoria de los medios para queratinocitos. Sin contar ademds que no se estd
utilizando la feeder layer que provee factores importantes como el KFC, entre otros.
Segtn Turksen, 2005; un medio conveniente es aquel que sea bajo en calcio y que

contenga los factores de crecimiento que producen los fibroblastos, ademds de una placa
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cubierta con Coldgeno tipo IV para la adhesién. En el presente estudio el recubrimiento
que se utilizé6 de Coldgeno tipo I (humana recombinante), cuyo resultado es bastante
variable.

Teérica y experimentalmente se pudo comprobar que, a los 7 dias de cultivados se
obtienen confluencias de 90%, utilizando un inéculo inicial de 4 x 10% cél/cm?, y a los
18-21 dias crecen diferencidndose y estratificindose (Brychta ez a/, 1994)

En el momento que las células epiteliales se convierten en cultivos confluentes, ellas
pueden generar un gran nimero de desmosomas y si alguna organizacién morfolégica
tisular inicia, pueden formar uniones muy complejas. Es por esta razén que las células no
se tienen que dejar hasta el 100% de confluencia para realizar el subcultivo, ya que la
disgregacion puede presentar dificultades. Estas uniones desmosémicas también son
dependientes de calcio, por lo que la utilizacién del agente quelante como EDTA, es
utilizada antes o durante de la tripsinizacidn, facilita y colabora con el levantamiento
(Freshney, 2005).

Otra de las razones por la cual no se no se recomienda dejar cualquier cultivo a un 100%
de confluencia, es que se va a producir una alteracién en la morfologia tipica de la célula
y se va a inducir a la diferenciacién y en el caso de los queratinocitos a la estratificacién.
El problema de la diferenciacién de los queratinocitos es que en cierto punto de ésta, las
células pierden la capacidad proliferativa y migrativa, y empiezan a asumir su rol
funcional (el de barrera de proteccidn, y pierden su nicleo para formar el estrato cérneo)
(Haddow ez a/, 2006). En este estado, las células son mds resistentes a la disgregacién ya
que poseen complejos mds unidos y complejos (desmosomas, y hemidesmosomas),
manteniéndolas juntas (Freshney, 2005) como se menciona anteriormente, por lo que el
levantamiento con la Triple® o Tripsina-EDTA no es suficiente para despegarlas entre si
y entre el sustrato, por lo tanto se recurre al uso del rastrillo.

Una vez que las células sean subcultivadas por primera vez, el inéculo a sembrar en las

nuevas placas puede ser inferior que al de la siembra inicial y asi sucesivamente con
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pasajes superiores, ya que éstas se van a ir adaptando poco a poco al cultivo in vitro y
logrardn sobrevivir mejor en concentraciones inferiores. Tal y como lo muestran los
resultados ya que se utilizaron inéculos para subcultivar de 4- 2 x10* cél/cm? y e inclusive
inferiores.

Es importante mencionar que, los queratinocitos para que sean utilizados en los ensayos
no tienen que superar el pasaje 4, ya que en este punto las células no se adhieren, migran
y proliferan adecuadamente.

A pesar de que se estuvo utilizando un medio libre de aditivos bovinos, siempre se tuvo
que suplementar al cultivo con 1% de SFB en el momento de inicial siembra para
favorecer la adhesion y proliferacién. Después del primer cambio de cultivo a las placas,
no se les agregaba el SFB, sino hasta a ser subcultivadas. Este paso permitié la adhesion
de mayor cantidad de células sobre el sustrato.

El suero fetal bovino, ha sido utilizado por la gran cantidad de mitdgenos para la
proliferacién celular, sin embargo hay riesgo de transmision viral o por priones. Para
reducir el riesgo de enfermedades es preferible cultivar células con medio de cultivo
completamente definida, sin ningin material xenogénico. Para tal caso, es preferible que
los mitégenos presentes en el medio sean recombinantes (Ykada, 2000).

El cambio de medio de cultivo en algunos casos es contraproducente realizarlo muy
seguido, ya que las células como bien se sabe, son capaces de producir factores de
crecimiento que estimulan su propio crecimiento (factores autocrinos) (Robbins y
Cotran, 2005; Guanter, 2005). Al cambiar de medio se eliminan muchos de estos
factores (Freshney, 2005), lo cual puede provocar un lento crecimiento. Por otro lado, las
células al estar metabélicamente activas, producen desechos, que pueden ser perjudiciales
para ellas mismas. Es por lo cual, no es recomendable cambiarle muy seguido el medio de
cultivo, para lograr concentrar los factores autocrinos y que las células reciban estas

senales y puedan proliferar y desarrollarse efectivamente. Sin embargo, tampoco hay que
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dejarles mucho tiempo el medio de cultivo ya que sus propios desechos metabdlicos las
pueden afectar.

Por otro lado, la contaminacién con fibroblastos es un hecho bastante comin y dificil de
evitar, sin embargo con cada subcultivo la poblacién de estos va a ir disminuyendo
gracias a la especificad del medio de cultivo de queratinocitos (Parkison y Yeudall, 2002;
Freshney, 2005).

En cuanto al aislamiento de fibroblastos de las muestras, éste fue bastante bajo, en
relacién con el tamano de la muestra, sin embargo la viabilidad era bastante alta. La
dermis durante la incubacién con colagenasa, en varias ocasiones no se vefa bien
disgregada, sefal de una mala digestién enzimdtica.

En experimentos realizados, se ha observado que la colagenasa es una enzima bastante
noble, ya que no genera toxicidad, y por esa razén la viabilidad es tan alta, pero por otro
lado, no disgrega completamente el tejido, y por lo tanto, la cantidad aislada de estas
células es bajo a pesar de la gran cantidad de tejido (Freshney, 2005).

El in6culo inicial puede ser inferior al de los queratinocitos, porque los fibroblastos son
células més déciles y mds fdciles de cultivar, responden mejor ante las condiciones de
cultivo in vitro, y el inéculo inicial puede variar desde 4 x10* cél/cm? a5 x10° cél/cm?.

A manera general se puede decir que el dnico requerimiento de los fibroblastos es la
unién al sustrato, para que éstos se puedan extender y proliferar inclusive a bajas
concentraciones (Freshney, 2005).

En algunos casos, después de la digestiéon de la dermis, a la hora de contabilizar las
células, se podia observar una gran cantidad de glébulos rojos u otro tipo celular que
dificultaba el conteo.

La mala proliferacién de estos fibroblastos puede ser debido a mdltiples factores,
inicialmente, como se mencioné antes, las muestras se dejaron almacenadas 17 horas a

4°C antes de ser procesadas, sin embargo este no es el motivo suficiente para justificar
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este resultado. Por otro lado, la muestra per se pudo no haber sido muy buena, o bien se
presenté una inadecuada digestién de la enzima.

Los fibroblastos crecen con bastante facilidad iz vitro, no requieren de medios altamente
complementados ni condiciones muy estrictas de cultivo (Gragnini ez 2/, 2003). En una
semana los fibroblastos llegaron a 100% de confluencia.

El medio utilizado, el DMEM suplementado al 10% con SFB, L-glutamina y
antibidticos, ambos al 1%, es excelente para el mantenimiento de estas células.

Una vez que el cultivo primario llegd a confluencia, este se pudo levantar sin dificultad
alguna, mostrando siempre una alta viabilidad. Al igual que los queratinocitos no es
recomendable dejar el cultivo de fibroblastos a un 100% de confluencia para levantarlos,
sino que este procedimiento tiene que realizarse cuando el cultivo alcance un 75-80% de

confluencia tal y como se muestra en la siguiente figura.

Figura 4.2. Confluencia ideal (70-80%) el subcultivo de fibroblastos. (4x)

Al subcultivar estas células, el indculo para la resiembra puede ser mucho mds bajo que el
inicial, ya que al igual que los queratinocitos, estas células en este punto se habrin
adaptado mejor a las condiciones iz vitro y este nuevo subcultivo llegard otra vez a la
confluencia sin dificultad (Freshney, 2005). Se observé que incluso indculos de 1 x10°

cél/cm?, eran capaces de proliferar en un tiempo relativamente corto, 10-15 dias.
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El cambio de medio de cultivo puede realizarse perfectamente de 1 a 2 veces por semana
—de acuerdo a las posibilidades de cada laboratorio-, si hubiera pocos recursos, cambiarle
el medio de cultivo una sola vez, serd suficiente para estas células.

En algunas ocasiones, el cambio de medio se puede hacer parcial, (cambiarle Ginicamente
la mitad del volumen respectivo), con el fin de dejarle, algunos factores de crecimiento
autocrinos y bien el de renovarle nutrientes importantes como la L-glutamina y la
glucosa, necesarios para mantener activo el metabolismos y por ende la proliferacién

celular.

4.2 PRUEBAS DE CULTIVO CELULAR IN VITRO

4.2.1Comparacién en la eficiencia de levantamiento de fibroblastos enzimdtica y
mecdnicamente

La Tripsina es un proteasa pancredtica que se ancla a las proteinas de la superficie celular,
por lo que rompe la unién célula-placa. EIl EDTA causa disociacién quimica ya que se
une al calcio de los hemidesmosomas y provoca una separacién entre las células y el
sustrato. Estos dos agentes, por lo tanto desunen las células de la superficie de la placa
petri casi en su totalidad (Davis, 1994). Una mezcla de EDTA vy tripsina provoca un
levantamiento adecuado, sin embargo, la sobreexposicién causa dano celular.

Durante el levantamiento mecénico, se formaron acimulos de células que no se pudieron
disgregar a pesar de que se resuspendié de manera insistente.

Esto se debe a que la tripsina es capaz de romper las uniones intercelulares, como se
menciona anteriormente, cosa que con el rastrillo no, y a pesar de que si se despegan de
la superficie del frasco de cultivo, las células no son capaces de separarse entre si, dejando
acimulos, dificultando ademds en conteo celular y por lo tanto dando un erréneo

numero de células totales y cdlculo de la viabilidad.
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Se puede asegurar que se logré levantar ambas placas en su totalidad, ya que después de
dichos procesos y después de revisar microscépicamente el despegue de las células, en
ningin cultivo se observaba células adheridas en la superficie de la placa.

Después del subcultivo con ambos métodos, las dos placas de cultivo llegaron a
confluencia, sin embargo, la que provenia del levantamiento mecdnico, tardé un par de
dias mds en llegar al mismo punto de confluencia que la tratada enzimdticamente.

Si bien es cierto que el método de rastrillo no es perjudicial, este debe ser utilizado segin
algunas circunstancias, y en el caso de los fibroblastos es preferible utilizar método el
enzimatico.

Para el caso de los queratinocitos, cuando se realiza el subcultivo, a parte del método
enzimdtico, se usa posteriormente el rastrillo, como complemento, ya que estas células

presentan una dificultad mayor para que sean levantados Ginicamente con la enzima.

4.2.2 Cilculo de la cantidad minima a sembrar de fibroblastos y queratinocitos.

Como bien se observé en los resultados anteriores, las células primarias necesitan un
inéculo muchisimo mayor para sembrar por primera vez, contrario a las células que
cuentan ya con pasaje uno o superior.

En el caso de los fibroblastos, y como se ha enfatizado bastante, son células que nada més
requieren un sustrato adecuado para la adhesién y esparcién y son capaces de migrar y
proliferar a bajas concentraciones (Freshney, 2005).

Segtin Freshney, 2005, una vez que estas células sean subcultivadas, el inéculo a
resembrar puede ser muchisimo menor, ya que en este punto las células se han adaptado
a las condiciones in vitro y por lo tanto son capaces de sobrevivir y proliferar, tal y como
se observé experimentalmente que con un indculo de 312 céll/cm?, en 21 dias lograron
un crecimiento importante.

Igualmente, en cultivo in vitro juegan factores autocrinos, paracrinos (homocrinos) que
van a influenciar en la proliferacién, migracién, diferenciacién celular. Cuando los

inéculos de siembra son muy bajos (cél/cm?), los factores mencionados van a estar muy
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diluidos, por lo que no va a haber un estimulo suficiente para la proliferacién de las
células, también se muestra ahi la importancia de trabajar con un medio de cultivo bien
suplementado (Freshney, 2005).

Estos factores van a actuar en sinergia con otros, por lo que hay que estimular la
interaccién célula-célula aumentando la concentracién de siembra inicial en la cual exista
este contacto 6ptimo (Freshney, 2005).

Por otro lado, las células epiteliales, especificamente los queratinocitos, requieren si o si
interaccién célula-célula para una adhesién, sobrevivencia y crecimiento adecuado en
cultivo, por lo a estas células se les dificulta mds crecer y proliferar a bajos inéculos de
siembra (Freshney, 2005), y es por esa misma razén que tienden a crecer por colonias,
parches o sectores en un crecimiento coordinado.

Experimentalmente se ha demostrado que la cantidad a sembrar ideal es de 4 x 10*
cél/cm? para cultivos primarios, para subcultivos, esta cantidad puede ser ligeramente
inferior.

Notese que el experimento de los queratinocitos, la cantidad méxima de siembra que se
utiliz6 fue de 1,3 x 10° cél/cm?, ni siquiera logré proliferar, contrario a los fibroblastos
que una tercera parte de ese in6culo logra una proliferacién adecuada y normal. Estos
demuestran las diferencias fisiolégicas ambos tipos células y por lo tanto, las diferentes
condiciones de cultivo que se deben de tomar para cada una respectivamente con el fin

de lograr un adecuado desarrollo y mantenimiento iz vitro.

4.2.3 Evaluacién de un recubrimiento de Acido Hialurénico a diferentes
concentraciones, y Coldgeno tipo I.

En diversos estudios, se ha encontrado que el AH asiste en la divisién celular y promueve
la proliferacién de fibroblastos in vitro. Una matriz de fibrina modificada con AH que
fue investigada, mostré que induce la movilidad o migracién celular (Weigel ez a/, 1986).

Por otro lado un andamio de PGLA, modificado también con AH en su superficie,
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increment6 enormemente la adhesién de los fibroblastos, comparado con el andamio de
PLGA sin modificar (Chung y Park, 2007). Es una molécula muy estudiada por su gran
beneficio a la proliferacién y desarrollo celular.

En el ensayo de los fibroblastos sembrados sobre diferentes recubrimientos, la superficie
de AH 100 pg/ml fue la que mejores resultados presento en cuanto a la proliferacién
celular, ya que logré que un inéculo de 78 cél/cm?, llegaran a confluencia en tres
semanas, mostraron una adhesién excelente, una distribucién equidistante sobre la placa
de cultivo y su morfologia era bastante buena, sin embargo, no era la ideal, debido al
estrés provocado por la baja concentracién celular sembrada inicialmente, esta morfologia
era similar en los otros recubrimientos y en el control.

El recubrimiento de AH 200 pg/ml, aunque fue bueno, no mostré una proliferacién
adecuada, hubo una adhesién parcial y ademds las células no estaban distribuidas
equidistantemente sobre la superficie de la placa de cultivo, sino que estaban
concentradas en el centro de la misma. Es importante comentar que la concentracién del
AH en la epidermis y en la dermis es de 0,601 mg/ml y 0,508 mg/ml respectivamente
(Ueno et al, 1992), pero no necesario utilizar concentraciones tan altas para realizar el
recubrimiento.

La superficie ideal para la adhesién celular va a ser aquella heterogénea, con carcter
iénico que le permite mantener una carga positiva a pH 4cido, e interaccionar con las
superficies celulares y proteinas plasmdticas, favoreciendo la adhesién celular y por lo
tanto la proliferacién (Sanchez ez al, 2007).

Originalmente, se descubrié que las células se atan, se esparcen en superficies que tienen
una ligera carga negativa (Freshney, 2005), y el 4dcido hialurénico es una molécula
cargada negativamente (Khadembhosseini ez a/, 2004), lo cual es ideal para la adhesién
celular.

Con respecto al coldgeno tipo I, se sabe que es el mayor constituyente de la ECM de la

piel, y se ha utilizado en muchos casos para construir andamios derivados de esta
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proteina. Los primeros trabajos en comparar células sembradas sobre vidrio y coldgeno
los hizo Ehrmann y Grey (1956), posteriormente, Bell ez a/ (1979) sembraron
fibroblastos sobre un gel hecho a base de coldgeno, sin embargo este modelo mostré una
retraccién fuerte del gel, de ese modo inhibiendo la sintesis de coldgeno y activando la
sintesis de colagenasa por los fibroblastos.

Experimentos posteriores mostraron que el cultivo de fibroblastos sobre gel de coldgeno
induce la apoptosis (Vaissiere ez a/, 2000). Por otro lado, esponjas hechas a base de
coldgeno puro tipo I, han mostrado una baja proliferacién y una gran tasa de apoptosis
(Beier ez al, 2009).

Estos resultados concuerdan con los obtenidos cuando se sembraron fibroblastos sobre el
recubrimiento de coldgeno tipo I. Inicialmente, las células son capaces de adherirse y
proliferar ligeramente, sin embargo, 15 dias después de la siembra estas se mostraban con
apariencia apoptdtica; contrarios a los fibroblastos de los otros recubrimiento y al
control.

Se ha visto en otros estudios realizados que los fibroblastos en presencia de geles de
coldgeno provocan una contraccién en el gel. Este cambio en el gel es acompanado por
un cambio metabdlico de las células. La contraccién no es debida a la interaccién célula-
célula sino por tensiones mecdnicas ejercidas por los fibroblastos en las fibrillas de
coldgeno, y esta tensién se esparce a las fibrillas mds distantes. Esta contraccién del gel,
provoca una baja movilizacién de factores de crecimiento (autocrinos y homocrinos)
limitando la proliferacién y crecimiento de los fibroblastos (Chevallay y Herbage, 2000).

En el caso de las células epiteliales, para que estos se logren adherir a alguna superficie o
sustrato, inicialmente ellos necesitan sintetizar moléculas de la MEC que interacttie con
el sustrato para que estas se adhieran, o bien, recubrir la placa con moléculas de
naturalmente intervienen con la adhesién naturalmente (Freshney, 2005).

La respuesta de los queratinocitos con pasaje 3 fue bastante buena, estos mostraron una

excelente adhesién en los recubrimientos con la tnica diferencia en el tiempo en llegar a
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confluencia. El primer cultivo en llegar a confluencia fue el de coldgeno tipo I, el
segundo en llegar a confluencia fue el de AH 200 pg/ml y finalmente, el tercero en llegar
en confluencia fue el de AH 100 pg/ml, la diferencia en el periodo de llegar a confluencia
fue apenas de un par de dias entre cada uno. La morfologia de los queratinocitos en todos
los recubrimientos era basal. Estos al ser parte del componente estructural de la matriz
extracelular de la piel, contienen moléculas que promueven la adhesién de las células
epiteliales a la membrana basal (Davis, 1994; Freshney, 2005). Al utilizar moléculas de
esta naturaleza como recubrimiento para el cultivo celular, se incrementard notablemente
y facilitard el cultivo de las células i vitro (Freshney, 2005).

Se determina entonces que los recubrimientos utilizados son ideales para la adhesién,
proliferacién y migracion de los queratinocitos subcultivados, y cada uno se utilizara de

acuerdo a la disponibilidad de los recursos con que se cuente.

4.2.4 Eficiencia de sembrado de fibroblastos

La adhesién celular se puede dividir en tres grados de adhesion: adhesién temprana, que
significa que las células se adhieren pero no se esparcen, adhesién intermedia se
caracteriza por la expansién celular pero con falta de fibras estresadas y la adhesién tardia
que indica que las células se esparcen con fibras estresadas y adhesiones focales. La
adhesién temprana es el primer paso para la adhesién a los sustitutos, unién que resulta
en crecimiento celular, diferenciacién viabilidad y esparcién (Ykada, 20006).

Se observé un comportamiento interesante, en cuanto a la eficiencia de sembrado de los
fibroblastos subcultivados se refiere, entre mds grande sea el indculo sembrado mayor va
a ser adhesién y en menor tiempo, probablemente porque entre mds células haya, més
contacto y senalizacion habra entre ellas que favorezcan la adhesién sobre a la superficie
de la placa. Se observé ademds que a las 6 horas, los fibroblastos con el inéculo mayor se
pegan casi en su totalidad, mientras que el indculo menor no se adhirié totalmente
inclusive a las 24 horas de la resiembra. Se puede afirmar entonces que a las seis horas de

sembrados los fibroblastos subcultivados, logran el tercer grado de adhesion.
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Aparentemente se observa una relacién en la cual la adhesién celular al sustrato va a ser
directamente proporcional al inéculo de siembra.

Sin embargo, no estd de mds mencionar que cuando se cuenta una pequefia cantidad de
células en la cdmara de Neubauer, aumenta el error, cuestién que pudo haber influido en
los resultados.

Segtin Freshney, 2005, en cuanto mids rdpido se adhieran las células en cultivo, es més
probable que éstas permanezcan viables y puedan proliferar, he ahi la importancia de una
adhesién adecuada de las células y por lo tanto es necesario optimizar los soportes para

que las células se puedan adherir con el fin de obtener un cultivo adecuado.

4.2.5 Migracién celular de fibroblastos y queratinocitos

El movimiento o migracién celular estd influenciado por factores solubles de crecimiento
y la matriz extracelular, sin embargo, en ausencia de ésta, el movimiento se ve
influenciado solo por mencionados factores, que le dictaran a la célula cuando moverse y
cuando detenerse. Casi siempre, la movilidad va dirigida hacia un mayor gradiente de
dichos factores, lo que se conoce como quimiotaxis (Li ez a/, 2004).

Los fibroblastos son mucho mds mdviles a bajas densidades (no es necesario tener
contacto directo célula-célula) y los menos méviles son las células epiteliales, inclusive en
altas densidades en monocapa (Freshney, 2005).

Como bien demuestra los resultados, se observa que, para el caso de los queratinocitos,
en los sectores menos confluentes la migracién es menor que en los sectores mds
confluentes, ya que hay mayor contacto célula-célula, que como se mencioné
anteriormente es necesario para la esparcién (Freshney, 2005).

Los fibroblastos se ven influenciados directa o indirectamente por los siguientes FC para
que migren: factor de crecimiento de fibroblastos basico y 4cido, TFC, VEFC y PDFC-
BB (Li er al, 2004). Ellos migran como células individuales con una polaridad de
movimiento reconocible. Unas fibras generadas por polimerizacién de actina se extienden

en direccién del viaje y se adhiere al sustrato, mientras que la membrana plasmdtica al
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lado contrario de la célula se retrae, causando que la célula vaya en un movimiento
direccional. Si la célula se encuentra con otra célula, la polaridad se revierte, y el
movimiento también se dirige en la direccién opuesta. La migracién continda en
patrones determinados, hasta que las células alcancen la confluencia donde la migracién
cesa. El cese de la migracién de las células, el cual es acompanado por una reduccién de
arrugamiento de la membrana plasmdtica es lo que se conoce como inhibicién por
contacto y dirige eventualmente a una disminucién del ciclo celular (Freshney, 2005).

Los queratinocitos por otro lado, si no estdn diferenciados, no tienden a mostrar una
migracién al azar, y cuando se siembran en bajas densidades van a migrar manteniento
contacto unas con otras y la migracién cesa, cuando se llega al punto de inhibicién por
contacto. El patrén de crecimiento de ellas es diferente, si necesitan un contacto mds
cercano con otras células y crecen en parches o sectores, hasta llegar a confluencia. Esto se
evidencia claramente en la formacién de las colonias de los queratinocitos (Freshney,
2005). En la herida o estria provocada, se muestran como puentes en los cuales las células
van migrando poco a poco, ademds, no abarcan la zona de la herida como lo hacen los
queratinocitos, sino que la linea de la herida va disminuyendo en grosor. A continuacién

se muestran los puentes formados por los queratinocitos.

Figura 4.3. Puente formado a los 3 dias por los queratinocitos sobre el sitio de la herida, 4x.
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4.3PRUEBAS CON MATRISTEM®

4.3.1 Andlisis de la morfologia celular por microscopia de fluorescencia

Las células inoculadas en la membrana o matriz sin tensar, presentaban sefas de dafo y
apoptosis, sin embargo no se puede determinar dicha condicién sin algiin método
adicional. Claramente se observa que las células cuentan con una organizacién
citoesqueletica ademds de que no estdn dispuestas alineadamente.

Como bien se observd, la tensién provocada en la membrana a través de las suturas
realizadas provoco un ordenamiento y alineamiento de los fibroblastos de una forma mds
organizada y simulando a la vez a su disposicién iz vivo. Esta matriz tridimensional
permite que las células logren penetrarse en su interior ya que segun las imdgenes las
células se muestran en varios planos. Lo anterior sugiere que hay un aumento en el drea
de siembra, y ademds las células en cultivo organotipico va a tener una mayor
disponibilidad para dividirse ya que poco a poco las células van a ir migrando hacia el
interior de la membrana.

A su vez, cuando las células abarquen toda el drea de siembra, éstas van a ir sintetizando
la MEC, rellenado los espacios intercelulares. Por otro lado aparte de rellenar, las células
van a ir sintetizando factores que estimulen a las células adyacentes a proliferar causando
una regeneracién del tejido.

Segin lo anterior se puede afirmar que MatriStem® al estar en condiciones de tensién, va
a dar el soporte estructural para la adhesién, migracién y proliferacién celular, adecuados
para que las células puedan llevar a cabo su funcién fisiolégica normal y de esta manera
sucede una neosintesis del tejido a sustituir, contribuyendo asi a la regeneracién del tejido

dafiado y/o perdido.
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5. CONCLUSIONES

A partir del trabajo realizado, pueden deducirse varios puntos claves que deberian ser
tomados en cuenta para lograr los objetivos buscados:

1- Es fundamental que el procesamiento de la muestra sea realizado inmediatamente
después de la extraccién, para un mejor resultado en la viabilidad celular inicial, y el
futuro cultivo.

2- Los procedimientos de aislamiento y siembra inicial de los fibroblastos y
queratinocitos son clave para un buen desarrollo iz vitro, por lo cual se debe de ser muy
especifico al brindarle las mejores condiciones respectivas, con el fin de lograr una buena
adaptacién de las células al cultivo iz vitro.

3- Los queratinocitos, por su naturaleza, requieren de condiciones nutricionales de
cultivo estrictas ya que son células mds suceptibles a condiciones in vitro, requieren
principalmente tener un contacto célula-célula (un inéculo de siembra alto), un sustrato
adecuado, asi como diversos factores de crecimiento para un buena, adhesidn,
proliferacién, migracién y desarrollo in vitro.

4- Si bien los fibroblastos, como los queratinocitos, requieren un periodo de adaptacién a
las condiciones de cultivo (fase lag), una vez superado este periodo, su expansién y
mantenimiento iz vitro se hace de una manera ficil, sin grandes requerimientos y es
posible lograr una buena amplificacién de los mismos.

5- Las células que deben ser subcultivadas para su amplificacién pueden ser despegadas
del sustrato por métodos enzimdticos o con ayuda de un rastrillo estéril. Es recomendable
que el uso del rastrillo, tanto para fibroblastos como queratinocitos, sea como
complemento del método enzimdtico, debido a que este método deja acimulos celulares
mds que células aisladas, lo cual puede producir errores importantes en el recuento

celular. El rastrillado debe ser usado como tinico método, sin enzimas, cuando la
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naturaleza del experimento asi lo exija, como ser en determinacién de proteinas de un
cultivo celular.

6- Dada la dependencia de anclaje de las células usadas en este trabajo, muchas veces es
necesario usar ciertas proteinas como cobertura de las superficies de cultivo, con el objeto
de mejorar la adhesion y proliferacién celular. En referencia a los distintos materiales
utilizados, segtin los resultados obtenidos, el recubrimiento con AH 100 pg/ml, es ideal
para la adhesién, migracién y proliferacién para los fibroblastos sembrados en inéculos
pequefos. Debe tenerse en cuenta que los resultados dependerdn ademds del ndmero de
veces que las células hayan sido subcultivadas. El crecimiento serd mds limitado cuanto
mayor sea este numero.

7- En cuanto a los queratinocitos, el recubrimiento de coldgeno tipo I, el de AH 200
ug/ml y el de AH 100 ug/ml, funcionan muy bien en cuanto al desarrollo y adhesién de
estas células. La diferencia radica en el tiempo en llegar a confluencia, siendo el mds
rdpido el primero y asi sucesivamente.

8- Son necesarias al menos seis horas para que los fibroblastos logren estar adheridos a
un sustrato s6lido, después de este tiempo, las células que no se adhieran, probablemente
no sobrevivirdn.

9- Los fibroblastos migran mds rdpido en condiciones in vitro que los queratinocitos
ambos en ausencia de SFB.

10- Las ldminas de MatriStem® tensadas provocan un alineamiento tridimensional en las
células similar al observado en el tejido cutdneo iz vivo. Este andamio logra proveer las
condiciones necesarias para la viabilidad de las células, por lo tanto se determina como
una matriz apta para probar en ensayos clinicos con pacientes y con gran potencial para

la regeneracién de heridas.
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6. RECOMENDACIONES

Es ideal tomar la muestra con dermdtomo dado que de este modo se obtiene una muestra
de espesor fijo en toda su extensién, lo cual facilita la penetracién y accién de la enzima y
por lo tanto la separacién dermis-epidermis con lo que se inicia el trabajo de cultivo- Por
otro lado, la toma de muestra con electrobisturi o cauterizador produce la muerte de las

células a lo largo de todo el borde de la muestra, con la consiguiente pérdida de material.

En el momento de la separacién de las capas de la piel es aconsejable no raspar para
separarlas, dado que esto puede implicar la pérdida de los queratinocitos basales, que son

los verdaderamente proliferativos.

No se pueden generalizar los resultados obtenidos a partir de las distintas muestras, ya
que cada una es diferente debido a la variabilidad individual entre los pacientes. Se debe
establecer un rango de trabajo, fijando cantidades minimas estandarizadas en cuanto a

indculo, nutrientes, entre otros, teniendo en consideracién esa variabilidad.
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8. APENDICES

éndice 1. Diversos tipos de coberturas epidérmicas, dérmicas o equivalentes cutdneos
A q
que han sido utilizados en la regeneracién de piel.

Cultured Epidermal Autografts

Epicel™, 1988 basado en los principios y metodologias de Rheinwald y Green. Entre sus
desventajas estin que se ocupan 3 semanas para cultivar las células, la ausencia de un estrato
dermal, se usa en combinaciones con dermis cadavérica. Tuvo un éxito parcial pero no fue el
sustituto ideal de piel. Comercialmente disponible con alto costo por cm®.

Cultured Epidermal Allograft

Se obtiene de prepucio de neonato, promueve la granulacién y estimula la epitelizacién de las
heridas. No estd comercialmente disponible en EEUU. La ventaja es la disponibilidad inmediata
del aloinjerto, la desventaja es que no sobrevive permanentemente en la herida y hay posibilidad
de transmisién de enfermedades, se usa aparte para epidermdlisis bullosa, se pueden criopreservar.
Nonliving Allogeneic Acellular Dermal Matrix

Alloderm® es una matriz acelular, procesada a partir de piel cadavérica, con membrana basal
intacta. Se usa en quemaduras desde 1992. Puede ser criopreservada o liofilizada. Entre sus
ventajas estdin que, dado que es acelular, es inmunolégicamente inerte, provee una estructura
dermal natural, permite el uso en conjunto con autoinjertos delgados. La desventaja es que debe
ser removido, porque es cobertura sélo transitoria, aunque existen algunos ejemplos de uso como
cobertura definitiva (Cuono, 1987; Perroni et 2/ 1996).

Nonliving ECM of Collagen and Condroin-6-Sulfato

Integra®, desarrollado por Burke y Yannas, es una dermis artificial con una ldmina de silicona
como sustituto epidérmico, que es después removida. De las ventajas es que permite el desarrollo
de una neodermis. La desventaja es que es susceptible a infecciones y no tiene una epidermis
real.

Curtured Skin Subtitute

Colégeno mds GAG Yy fibroblastos autélogos como dermis fueron estudiados como sustrato para
queratinocitos autdlogos epidérmicos humanos. Se reportd la formacién de proteinas de la
membrana basal (laminina y coldgeno tipo IV), sin embargo debido a proteasas del ambiente no
tuvo un éxito significativo como reemplazo de piel. La desventaja es que se ocupan de 3-4
semanas para la produccién del mismo. Ademds Boyce y colaboradores en 1993, agregaron
melanocitos y lograron la restauracién de la pigmentacion de la piel en el sitio de la herida y la
inhibicién de la contraccién de la herida en estudios con ratones.

Living Allogeneic Dermal Fibroblasts

Dermagraft®, se obtiene del cultivo de fibroblastos de prepucio de neonato (homdlogo) sobre una
malla de poligliactina. Los fibroblastos sembrados empiezan a secretar coldgenos y FC que cubren
la malla y forman un tejido sélido. Este material es biodegradable y desaparece después de 3-4
semanas. Esta matriz se usa sola o como base para autoinjerto de cultivos epidermales. No se
reportan rechazos, tiene buena resistencia es fécil de manejar y provee buenos resultados

ECM of Allogeneic Human Dermal Fibroblasts

Transcyte™, se produce similar al anterior, pero sobre fibras de nylon, la diferencia es que después
de la sintesis de varios componentes de la MEC, los fibroblastos son inactivados o matados
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después por congelamiento. Dentro de las ventajas estdn la disponibilidad inmediata y fdcil
almacenamiento

Living Allogeneic Bilayered Skin Construct

Apligraft® es una estructura de dos capas compuestos de fibroblastos y queratinocitos alogénicos
derivados de prepucio de neonato. Los fibroblastos se combinan con coldgeno bovino tipo I,
luego los queratinocitos se colocan sobre ellos en una interfase aire-liquido para promover la
diferenciacion. Se observa la produccién de la matriz, FC e induce a la regeneracién. Son
necesarias varias aplicaciones a la herida. Es de fécil manejo, es tolerado como un autoinjerto, no
se ocupa un procedimiento quirdrgico. Las desventajas es que es caro, y tiene una vida corta de 5
dias.

Orcel™, consiste en fibroblastos y queratinocitos sembrados opuestamente sobre una membrana
de coldgeno bovino entrecruzado. La ventaja es la disponibilidad inmediata y la desventaja es los
pocos datos clinicos que respaldan el uso de esta.

Materiales derivados de cerdos

Submucosa del intestino delgado porcino Oasis™, consisten en una MEC tridimensional de
coldgeno, que parece ser un reservorio de citocinas y moléculas de adhesién, que provee un
andamio para el crecimiento celular. Se remueve el musculo liso, la serosa y la mucosa, para
producir una matriz acelular. Cuenta con coldgeno tipo I, III y IV, FC como TFC- , FFC-2. Las
ventajas son la disponibilidad inmediata y una larga duracién de vida

Acellular Xenogeneic Collagen Matrix o E-Z-Derm™, consta de coldgeno entrecruzado con
aldheido, que lo unen a una gasa que se descarta después de la aplicacion. Las ventajas son
disponibilidad inmediata y larga duracién. Dentro de las desventajas estdn la posibilidad de
transmisién de enfermedades, cantidad de exudado y la cicatrizacién, pero hay tolerancia y
efectividad.

Otros

Un equivalente epidérmico generado in vitro del foliculo piloso del paciente ha sido injertado
exitosamente. Las ventajas son que hay células precursoras de queratinocitos, con una alta
capacidad proliferativa, se vende como EpiDex™

Fuente: Bello et al, 2001; Mackneil, 2007
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Apéndice 2. Imdgenes de algunas de las muestras procesadas

Figura 8.2. Muestra P00509, después limpiada
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Figura 8.3. Muestra P00509, después del tercer lavado con PBS y antibiético

Figura 8.4. Muestra P00609, antes de ser procesada
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Figura 8.5. Muestra P00609, después del tercer lavado

Figura 8.6. Muestra P00709, antes del procesamiento
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Figura 8.7. Muestra P00809, antes del procesamiento

Apéndice 3. Diagrama del ensayo de determinacién del nimero minimo a sembrar de

células por cm?.
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Figura 8.8. Fibroblastos pasaje 4 y 14
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Figura 8.9. Fibroblastos pasaje 8

Repeticiones

q

H]

[

4

o O
O O
o O

00000
C000C 0

00000

O000O000O0

0000000
SNONORORONCRONY

00000000
Q00 000CU0
Q0000000

A —1250

[f=] he) — [1=] e [Aa] —
I I I I 1l 1] |
m ] ] L TN ] =)

Zwa jod senjEq

Figura 8. 10. Queratinocitos pasaje 3

110



Apéndice 4. Diagrama del ensayo de comportamiento de fibroblastos con diferentes
recubrimientos.
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Figura 8.11.Fibroblastos pasaje 1
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Figura 8.12. Fibroblastos pasaje 16
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Figura 8.13. Queratinocitos P1.

Apéndice 5. Diagrama del ensayo de eficiencia de sembrado de fibroblastos. Nétese que
la hora indicada al lado izquierda indica la hora a la que fueron levantados después de su
siembra
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Figura 8.14. Eficiencia de sembrado de los fibroblastos
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Apéndice 6. Imdgenes del Biorreactor tensando y sin tensar respectivamente.

Figura 8.15. Imagen del “Biorreactor”

Figura 8.16. Sembrado de células sobre el “Biorreactor”
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9. ANEXOS

Tabla 5. Historia y evolucién del cultivo celular. Fuente: Alberts et a/, 2002

1885 Roux muestra que células embrionarias de pollo pueden ser mantenidas vivas en solucién salina fuera del cuerpo del animal.

1907 | Harrison cultiva medula espinal amfibia, demostrando que los axones son producidos como extensiones de las células
nerviosas.

1910 | Rous induce un tumor usando un extracto de pollo filtrado de células de tumor de ratén, posteriormente demostré que
contenfas ARN de ratén (Virus sarcoma de Rous).

1913 Carrel muestra que las células pueden crecer por largos periodos en cultivo previendo nutrientes y condiciones asépticas.

1948 Earle y colegas aislaron células individuales de la linea L y mostraron que podian hacer clones en cultivo.

1952 | Grey y colegas establecen una linea celular continua de carcinoma cervical humano, que después pasan a ser como la
conocida linea celular HeLa.

1954 | Levi-Montalcini y asociados mostraron que el factor de crecimiento de nervio (NFC) estimula el crecimiento de los axones
en cultivo.

1955 Eagle hace la primera investigacion sistémica para los requerimientos nutricionales esenciales y encuentra que las células
animales se pueden propagar en una mezcla definida de pequenas moléculas suplementadas con una pequefa porcién de
proteinas de suero.

1956 | Puck y asociados seleccionan mutantes con requerimientos alterados de crecimiento de cultivos de células HeLa.

1958 | Temin y Rubin desarrollan un ensayo cuantitativo para la infeccién de células de pollo en cultivo con el virus sarcoma de
Rous. En la siguiente década las caracteristicas de estas transformaciones virales son establecidas por Stoker, Dulbecco,
Green, y otros virélogos.

1961 Hayflick y Moorhead mostraron que los fibroblastos humanos mueren después de un nimero definido de divisiones.

1964 | Littlefield introduce el medio HAT para el crecimiento selectivo de células somdticas hibridas. Junto con la técnica de
fusién celular, hace un avance en la genética.

Kato y Takeuchi obtiene una planta de zanahoria complete de unas células de raiz de zanahoria en cultivo.

1965 Ham introduce un medio definido libre de suero para suportar el crecimiento clonal de células en cultivo de mamiferos.
Harris y Watkins producen el primer heterocarion de células mamiferas por una fusién inducida por virus de células
humanas y de ratén.

1968 Augusti-Tocco y Sato adaptan unas células de tumor de ratén (neuroblastoma) a cultivo y aislan clones que son
eléctricamente excitados y se extiende a procesos nerviosos. Un nimero de otras lineas celulares diferenciadas son aisladas de
otras incluyendo células del musculo esquelético y del higado.

1975 | Kéhler y Milstein producen el primer anticuerpo monoclonal de lineas celulares de hibridoma

1976 | Sato y asociados publican el primer de una serie de articulos que muestran las diferencias entre las lineas celulares y sus
requerimientos nutricionales de hormonas y factores de crecimiento en un medio libre de suero.

1977 | Wigler, Axel y sus asociados desarrollan un método eficiente para introducir una copia de genes mamiferos en células en
cultivo.

1986 | Martin, Evans y colegas aislan y cultivan células madre embriogénicas pluripotentes de ratén.

1998 Thomson, Gearhart y asociados aislaron células madre embrionarias humanas.
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