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RESUMEN

La piel es el 6rgano més grande del cuerpo humano y consiste en dos capas principales: epidermis y
dermis, tanto los queratinocitos como los fibroblastos son los componentes celulares mas
abundantes en cada capa respectivamente, estas células se comunican entre si, funcionan en
conjunto y dependen una de la otra. Existen maltiples razones por las cuales hay dafio en la piel,
entre las mas comunes estan las quemaduras. Una quemadura es aquella lesién en un organismo
producida por una variacién de calor, mediada por un agente causal determinado y cuyos aspectos
histol6gicos varian enormemente. Las quemaduras pueden clasificarse por profundidad en
diferentes grados. Existen distintos tratamientos para el paciente quemado, entre ellos se encuentra
el uso de sustitutos bioldgicos, los cuales son desarrollados por bioingenieria de tejidos para auxiliar
en la reparacion del tejido dafiado. En el presente trabajo se estandarizé el aislamiento de
queratinocitos y fibroblastos humanos obtenidos de remanentes de piel de cirugias plasticas para en
un futuro poder desarrollar sustitutos biolégicos mediante técnicas de ingenieria de tejidos dentro
del Laboratorio de Biotecnologia del Instituto Nacional de Rehabilitacion. Para esto se siguieron los
siguientes objetivos particulares: 1) Establecer la técnica para el aislamiento de queratinocitos y
fibroblastos humanos obtenidos de remanentes de piel de cirugias de abdominoplastias de
donadores sanos 2) Establecer la técnica de cultivo de queratinocitos y fibroblastos humanos a partir
de tejido remanente de cirugias de abdominoplastias 3) Cultivar queratinocitos y fibroblastos
humanos in vitro 4) Determinar la viabilidad de queratinocitos y fibroblastos humanos en cultivos
in vitro 5) Valorar la proliferacion de queratinocitos y fibroblastos en cultivos in vitro 6)
Caracterizar el fenotipo celular de los queratinocitos y fibroblastos humanos en cultivos in vitro.

Se obtuvieron 10 muestras de piel de remanentes de cirugias de abdominoplastias, a las cuales se les
retird el tejido graso y utilizando dispasa se separaron las capas epidérmica y dérmica. Una vez
separadas las capas, los queratinocitos fueron aislados de la capa epidérmica utilizando tripsina-
EDTA mientras que los fibroblastos fueron aislados de la capa dérmica utilizando colagenasa tipo .
Se hicieron cultivos in vitro de los dos tipos celulares asi como pruebas de viabilidad utilizando el
kit LIVE/DEAD, pruebas para la obtencion del fenotipo celular utilizando el siguiente panel de
anticuerpos: CK10 y CK5 para queratinocitos y antigeno de superficie del fibroblasto para

fibroblastos asi como pruebas de proliferacion para queratinocitos utilizando la deteccién de Ki-67.

Palabras clave: cultivo celular, queratinocitos, fibroblastos, ingenieria de tejidos.



INTRODUCCION

La piel, el mayor érgano del cuerpo humano

La piel es el érgano méas grande del cuerpo humano. Ademéas de proporcionar un
recubrimiento para los tejidos blandos, sirve de barrera protectora contra lesiones, invasion
bacteriana y desecacion, regula la temperatura corporal, recibe sensaciones continuas del ambiente
(p. €j., tacto, temperatura, dolor), excreta mediante las glandulas sudoriparas y absorbe la radiacion
ultravioleta (UV) del sol para la sintesis de vitamina D (Gartner y Hiatt, 2002).

La piel consiste en tres capas, la epidermis que es la capa mas externa, la dermis una capa gruesa de

tejido conectivo y el Tejido subcutaneo (Fig. 1).

La Piel

Tejido
subcutaneo

Figura 1. Esquematizacion de la piel mostrando sus tres capas principales: epidermis, dermis y tejido subcutaneo. Modificada de
Béttcher-Haberzeth et al., 2009.



La epidermis estd formada por un epitelio escamoso plano estratificado y queratinizado,
proveniente del ectodermo (Gilbert, 2005). El principal componente celular de la epidermis es el
queratinocito. Los queratinocitos se encuentran dispuestos en cinco capas identificables, cada una
de ellas consiste en una etapa distinta del ciclo de renovacion celular de la epidermis en donde hay
migracion de la capa mas profunda hasta la méas externa (Fig. 2). Las capas que componen la
epidermis son (Gartner y Hiatt, 2002):

- Capa basal o estrato basal (germinativo). Esta capa es la Unica que se encuentra en division celular

y se compone por células cubicas a cilindricas que se dividen por mitosis, se separa de la dermis por
una membrana basal. Esta capa es importante en el proceso de renovacion del epitelio, también se
encuentran presentes células de Merkel (pueden servir como mecanorreceptores) y melanocitos
(producen pigmento de melanina que confiere una coloracion oscura a la piel).

-Capa espinosa 0 estrato espinoso. Es la capa mas gruesa de la epidermis, cuyas células son

polimorfas y se conocen como células espinosas, cuentan con un nicleo grande, actividad mitética,
se interdigitan entre si y forman puentes celulares y gran ndmero de desmosomas, poseen
prolongaciones que le dan un aspecto espinoso a la capa, también tienen granulos de recubrimiento
de membrana; en conjunto con la capa basal forman la capa de Malpighi que est4 encargada del
recambio de queratinocitos de la epidermis, aqui se pueden encontrar también células de
Langerhans (células presentadoras de antigeno).

-Capa 0 estrato granuloso. Esta capa forma gran parte de la capa superficial de la epidermis, en ella

los queratinocitos ain conservan sus nucleos, las células contienen grénulos de queratohialina
grandes y gruesos, y granulos de recubrimiento de la membrana.

-Capa 0 estrato lucido. Es una capa clara y delgada de queratinocitos sin nucleo ni organelos, las

células contienen filamentos de queratina y eleidina agrupados en forma densa, tiene una apariencia

clara.

-Capa o estrato corneo. Estd compuesta por células queratinizadas aplanadas muertas, contiene
queratinocitos sin nucleo ni organelos a los cuales se les conoce como células escamosas-cdrneas,

que perderan sus desmosomas y se descamaran.



Epidermis
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Figura 2. Esquematizacion de las capas que conforman el tejido epidérmico. Modificadode OpenStax CNX (http://cnx.org).

Por debajo de la epidermis e interdigitada con ésta se encuentra la segunda capa, la dermis.

La dermis es la region de la piel situada debajo de la epidermis, se deriva del mesodermo y
esta compuesta de tejido conectivo denso, irregular y formado principalmente por colagena (Fig. 3).
Contiene en mayor parte fibras de colagena tipo | y redes de fibras elasticas, que apoyan a la
epidermis y unen la piel a la hipodermis subyacente. Su componente celular principal es el
fibroblasto, el cual es generalmente fusiforme (Gilbert, 2005; Pollard et al., 2008). La dermis se
divide en dos capas:

-Capa superficial o papilar. Esta se encuentra interdigitada de manera directa con la epidermis

formando rebordes (papilas), se separa de ésta por una membrana basal. Se compone de un tejido
conectivo laxo, contiene fibras de coldgena de tipo Il y fibras elasticas.
-Capa reticular. Es la capa mas profunda y mucho mas densa. Se compone de tejido denso, irregular

que contiene fibras gruesas de colagena tipo I, y fibras elasticas gruesas. Contiene también
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estructuras derivadas de la epidermis, las cuales también llegan hasta la hipodermis, entre las cuales
se incluyen: glandulas sudoriparas, foliculos pilosos y glandulas sebéaceas. También se pueden
encontrar capilares, vasos sanguineos y mecanorreceptores en las partes profundas de la dermis
(Gartner y Hiatt, 2002).

Glandula Capilar - Epidermis
sebacea
S Dermis
apilar
@ pap:
\ <
(".’) |
v
Fibroblastol| Pl
‘ reticular
Foliculo .:\\\
piloso <‘
NS/
Tejido
Glandula adiposo
sudoripara subcutaneo

Figura 3. Esquematizacion de los componentes del tejido dérmico. Se observa el fibroblasto como componente principal. Modificado de
Medical Books Online (http://www.cixip.com).

Por debajo, unida a la dermis se encuentra la tercera capa, la hipodermis o tejido subcutaneo.

El tejido subcutaneo o hipodermis es un tejido conectivo adiposo, laxo o denso segln la
localizacion y la persona; sustenta la dermis y la epidermis, al igual que le da movilidad a la piel,
constituye una especie de fascia para la misma, y a diferencia de las otras dos capas, la hipodermis
no se encuentra unida con tanta firmeza. Su componente principal es el adipocito, que tiene forma
redondeada. (Gilbert, 2005; Pollard et al., 2008)

Interaccidn entre la capa epidérmica y dérmica




La capa epidérmica y dérmica, son distintas y tienen funciones diferentes, sin embargo, se
ha observado que pueden trabajar en conjunto e incluso puede depender una de la otra. Por ejemplo,
la epidermis, no cuenta con vasos sanguineos, por lo que necesita recibir nutrientes de la dermis que
si los tiene, a través del liquido tisular (Gilbert, 2005). La epidermis y la dermis también interacttan
en sitios especificos para crear las glandulas sudoriparas y los apéndices cutaneos: pelos, escamas, 0
plumas (segun la especie) (Gilbert, 2005; Pollard et al., 2008).

Existen algunos factores de crecimiento que estimulan a los queratinocitos a desarrollarse, uno de
éstos es el factor de crecimiento transformante o (TGF-a). EI TGF-a es producido por los
queratinocitos de la capa basal y estimulan su propia divisién (factor de crecimiento de tipo
autdcrino). Aunque los queratinocitos pueden producir sus propios factores de crecimiento, también
necesitan de otros producidos por los fibroblastos, como lo es el factor de crecimiento de
gueratinocitos (KGF) también conocido como factor de crecimiento fibroblastico 7 (FGF7), que es
un factor de crecimiento producido por los fibroblastos de la dermis (factor de crecimiento de tipo
paracrino). EI KGF es recibido por los queratinocitos basales de la epidermis y regula su
proliferacion. Los fibroblastos crecen mayormente gracias a los factores de crecimiento de

fibroblasto (FGF’s), presentes también en el proceso de curacion de heridas (Gilbert, 2005).

Dafios en la piel

Cuando hay un dafio agudo en un tejido, se produce en el cuerpo una respuesta para sanar la herida.
El dafio en el tejido provoca la coagulacion de la sangre, la agregacion de plaquetas y la migracion

al sitio de la herida de leucocitos, incluyendo neutrofilos y macrofagos.

Inicialmente, el coagulo de sangre esta compuesto de fibrina y fibronectina, que proveen de un
andamio para la migracién de las células y las plaquetas agregadas, que liberan factores de
crecimiento en el tejido que se encuentra alrededor. En el transcurso de tres dias se ha contraido la
herida y acumulado gran cantidad de neutrofilos, los cuales fagocitan y matan microorganismos; asi
como macrofagos, los cuales producen y secretan factores de crecimiento en la herida. Aunque
después de 24 horas de haberse provocado la herida, se inicia una migracion de células epidérmicas
a lo largo de la interface entre el coadgulo y el tejido normal que lo rodea, las células no han

alcanzado a invadir el coagulo incluso a los tres dias. Sin embargo, a los tres dias, fibroblastos y



células endoteliales en la periferia de la herida se activan para expresar las integrinas apropiadas
para migrar sobre la fibrina y fibronectina, y secretar factores de crecimiento. Las células
epidérmicas también participan en esta liberacién de factores de crecimiento a los tres dias. En
condiciones fisiologicas normales la herida continda sanando a los cinco dias, con un crecimiento
de tejido granular compuesto de fibroblastos, macréfagos adicionales, y nueva vasculatura. Las
células epidérmicas que se encontraban migrando, cambian su direccion y migran sobre el tejido
que esta formandose. Muchos factores de crecimiento liberados por las plaquetas y secretados por
los macrdfagos durante la primera fase de sanacion que se encuentran en la matriz provisional,
estimulan a las células del tejido conforme se mueven a la herida. A esto se le suman los factores de
crecimiento ahora secretados por las propias células tisulares, incluyendo las células epidérmicas,
fibroblastos, y células endoteliales al igual que los macréfagos, formandose finalmente una cicatriz
(Clark et al., 2007). Todo este proceso puede ser resumido y dividido en una fase inflamatoria, una
fase de granulacion con sintesis de tejido conectivo nuevo y el cierre epitelial de la herida, y
finalmente una fase de cicatrizacion y remodelacion una vez que la barrera epidérmica se ha
restablecido (Werner et al., 2007).

Existen multiples razones por las cuales hay dafio en la piel, que van desde desdrdenes genéticos,
hasta traumas agudos o heridas crénicas. Entre los traumas mas comunes encontramos a las

guemaduras (Shevchenko et al., 2010).

Quemaduras

Una quemadura es aquella lesién en un organismo producida por una variacién de calor,
mediada por un agente causal determinado y cuyos aspectos histologicos varian enormemente
(Gallardo et al., 2000). En la valoracion clinica de una quemadura influyen los siguientes factores
para evaluar con toda precision: Profundidad de la herida, extension de la quemadura, localizacion
de la quemadura, el agente causal y las lesiones asociadas (Groeber et al., 2011; Gallardo et al.,

2011) (Figura 4). Por profundidad, las quemaduras se clasifican en:

-Epidérmicas (tipo I). Caracterizadas por destruccion de la capa mas superficial de la piel. Presentan

eritema, dolor intenso sin formacion de ampollas.



-Dérmicas superficiales (tipo Il a). Afectan a la capa mas superficial de la dermis. Es caracteristica
la formacion de ampollas. Al desbridar las ampollas se observa un fondo eritematoso. Son
dolorosas, y conserva la piel los foliculos pilosos y las glandulas sebaceas.

-Dérmicas profundas (tipo Il b). Afectan a las capas mas profundas de la dermis. Se conservan
escasos restos de foliculos pilosos y glandulas sebaceas. ElI fondo es moteado con areas
eritematosas y otras nacaradas. Las lesiones se extienden a capas méas profundas de la dermis,
guedando pocas células vivas. No forman ampollas, son exudativas y con un marcado aspecto

rojizo, siendo muy dolorosas.

-Subdérmicas superficiales (tipo Ill). Su apariencia oscila, dependiendo del mecanismo de
produccién, entre el aspecto carbonaceo y el blanco nacarado. Son indoloras por la completa
destruccion de las terminaciones nerviosas y siempre son subsidiarias de tratamiento quirdrgico

precoz.

-Subdérmicas profundas (tipo V). Son las quemaduras que sobrepasan espacio
dérmico/epidérmico y dafian estructuras subyacentes, grasas, tendones, misculo y hasta estructuras

Oseas. Son igual indoloras y subsidiarias de cirugia precoz.

Grados de quemadura en la piel

Quemadura de
primer grado

i
.‘ ‘ l

114 !2 4

Quemadura de
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tercer grado




Figura 4. Esquema clésico de los tres grados de quemadura. Modificado de “Animated Dissection of Anatomy for Medicine”

(www.adam.com).

En cuanto a la extensiéon de la quemadura si existen lesiones por encima de un 40%-50% de

superficie quemada existe una alta incidencia de morbimortalidad (Freddi & Kestens, 2001).

En los dltimos afios la mortalidad en pacientes con quemaduras de un grado profundo ha
disminuido debido a los autoinjertos, injertos de piel cadavérica, asi como el uso de diferentes
sustitutos de piel (Drago, 2010), sin embargo este Ultimo recurso con resultados satisfactorios no

siempre esta al alcance de nuestras instituciones de salud.

Debido a esta problematica, se requiere la elaboracion de sustitutos bioldgicos que resulten mas
econdmicos que las versiones comerciales, por lo que se necesita realizar cultivos de células de piel

que son la base de dichos sustitutos.

Cultivos de células epidérmicas y dérmicas

El primer intento de mantener queratinocitos en cultivo data del afio 1898, cuando Ljunggren logré
mantener fragmentos de piel por periodos prolongados y transplantarlos de nuevo en los donadores.
Mas tarde Carrel y Burrows en 1910, Hadda en 1912, y Kreibich en 1914, mostraron que los
fragmentos de piel en un sustrato podrian ser incubados en un medio adecuado para producir un
brote de células epiteliales y conectivas. Los medios utilizados en los primeros experimentos
consistian en soluciones salinas simples con o sin glucosa, enriquecidos con fluidos bioldgicos tales
como suero o liguido ascitico el cual parecia necesario para que el cultivo resultara exitoso.
Posteriormente se modificaron los medios de soluciones salinas, agregandoles aminoacidos o
péptidos, lo cual fue el inicio para la estandarizacion de medios (Andreassi, 1992). El cultivo de
explantes fue investigado a profundidad durante la década de los 60°s.

En el afio de 1975 Rheinwald y Green cultivaron queratinocitos humanos sobre células 3T3
irradiadas (linea celular establecida de fibroblastos), donde agregaron hidrocortisona a los cultivos,
cabe mencionar que éste fue el primer cultivo en serie de queratinocitos humanos exitoso
(Rheinwald y Green, 1975). Barlow y Pye (1990) elaboraron un cultivo de queratinocitos humanos
que es descrito desde su extraccion de la piel hasta su cultivo; estos queratinocitos fueron

sembrados utilizando células 3T3 (linea celular de fibroblastos de ratén usadas principalmente para



cultivo de queratinocitos), donde se hablé de densidades especificas de cultivo de queratinocitos, y
de una densidad considerada Optima para pasar las células. Se utiliz6 una mezcla modificada de
medio Dulbecco-Vogt y Ham’s F12, y al siguiente cambio de medio se utilizé un suplemento con
Factor de Crecimiento Epidérmico (EGF), obteniendo resultados satisfactorios (Barlow y Pye,
1990). En 2009, Guo y Jahoda cultivaron explantes (fragmento de tejido que se coloca en un cultivo
para obtener células de piel) para la obtencion de queratinocitos humanos, las células se
expandieron, y expresaron y mantuvieron su fenotipo ain después de hacer pases; las células de los
explantes se cultivaron sobre células 3T3 tratadas con Mitomicina-C; el método desarrollado resulto
para el autor, facil y simple, y en caso de querer un cultivo solamente de queratinocitos, un método

confiable para tener una contaminacion minima por fibroblastos (Guo y Jahoda, 2009).

Debido a la necesidad de remover posibles contaminantes animales, se han desarrollado multiples
métodos libres de medio y de “feeder layer” (fibroblastos mitomizados sobre los que se cultivan los
gueratinocitos, éstos sirven como “capa alimentadora”); en el 2013, Lamb y Ambler hicieron
cultivos de queratinocitos aislados de piel, y obtuvieron como resultado que los queratinocitos sin
suero y sin feeder no logran satisfactoriamente formar una epidermis estratificada y madura,
mostrando que el suero tiene factores que favorecen la estratificacion. En el mismo afio (2013),
Rasmussen y colaboradores realizaron cultivos donde muestran protocolos para el aislamiento, y
cultivo en serie de queratinocitos epidérmicos y fibroblastos dérmicos asi como el uso de estos tipos
celulares para la generacion de tejido de piel estratificado; se utiliz6 como capa alimentadora para el
cultivo de queratinocitos células 3T3, asi como suero fetal bovino y medio DMEM. Tauzin y
colaboradores (2014) realizaron cultivos para el desarrollo de un sustituto de piel con membrana
amniotica humana donde los queratinocitos son extraidos con tripsina-EDTA y se cultivaban en

frascos de cultivo.

Ingenieria de tejidos v los Sustitutos biolégicos de piel

Los sustitutos desarrollados por bioingenieria de piel ofrecen una proteccion para la pérdida
de fluidos y la contaminacién ademés de conferir componentes de la matriz dérmica, citocinas y
factores de crecimiento que resultan en una mejora de la respuesta natural de la sanacion de la
herida (Groeber, 2011). La ingenieria de tejidos es una herramienta importante en la elaboracién de

sustitutos bioldgicos. Esta une conocimientos muy diversos, acerca de las células, su ambiente
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celular, y biomateriales, combinado con algunos aspectos bioquimicos y biomédicos con el fin de

mejorar o regenerar tejidos y su funcion fisica-bioldgica (Lanza et al., 2000).

Se sabe que los tejidos bioldgicos estan formados por células, una matriz extracelular, y
sistemas de sefalizacion complejos; todo esto a su vez hace que el tejido pueda funcionar,
construirse y diferenciarse. Para poder llevar esto a cabo en cultivos in vitro y que éstos a su vez
ayuden en la generacion de sustitutos bioldgicos, es necesario contar con condiciones similares. De
esta manera existen tres pilares en la ingenieria de tejidos: células, andamios y factores de
crecimiento, sin alguno de éstos no es posible desarrollar un sustituto (Lanza et al., 2000).

La ingenieria de tejidos también tiene limitaciones, por ejemplo, la incorporacién de células
en algun tejido prostético puede proveer las sefiales necesarias para la construccion de un tejido, sin
embargo la variedad de dichas sefializaciones puede ser limitada, es muy dificil imitar
completamente algunas interacciones complejas; sin embargo, las posibilidades de crear sustitutos
pueden ser grandes. En un principio, los cirujanos que intentaban reconstruir alguna parte del
cuerpo, improvisaban una reparacién anatémica utilizando algun tejido u érgano del mismo
paciente (autélogo); ésta practica sigue siendo usada en algunos casos o por algunos médicos, y
aunque es un método efectivo, debido a diversos factores, fue necesario la fabricacién de sustitutos
biolégicos, donde la ingenieria de tejidos tuvo su nacimiento. La idea de generar mejoras en la
naturaleza mediante productos fabricados por el hombre fue en aumento, sobretodo durante la
Segunda Guerra Mundial, por el descubrimiento y la habilidad de elaborar nuevos materiales
sintéticos. Polimeros sintéticos, tales como el Nylon, el poliuretano, polipropileno, entre otros, que
originalmente no fueron disefiados para el uso en el cuerpo humano, fueron introducidos por
proveedores de material médico a practicantes de cirugia, para reconstruir partes del cuerpo que
fueran deficientes, viejas, dafiadas o genéticamente defectuosas. Muchos materiales de la post-
guerra incluso estuvieron durante mucho tiempo vigentes. Con el tiempo, los sustitutos fueron
elaborandose con el uso de componentes bioldgicos (Lanza et al., 2000).

Se han elaborado reconstrucciones de diversos tejidos desde la década de los 80’s; estos tejidos
incluyen piel, arterias, glandula tiroidea, etcétera. También se han elaborado sustitutos para
reconstruccion de higado, mandibula, cornea, entre otros. Otros tipos de sustitutos que se han
utilizado han sido provenientes de otros individuos (alogénico) o de otras especies animales, tales
como el cerdo en los transplantes de piel (xenogénico), pero esto también ha tenido sus
limitaciones, ya sea debido a la falta de donadores, en el caso de la piel de cerdo debido a la

apariencia distinta, o incluso a causa de algun rechazo por parte del cuerpo del paciente. Debido a
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todo esto, se ha hecho necesario el estudio y la fabricacion de partes corporales para satisfacer su
demanda (Lanza et al., 2000).

Estos sustitutos biologicos, pueden ser utilizados de manera permanente o temporal, y ayudar al
mismo organismo a repararse asi mismo, mejorando la calidad de la reparacion de la parte dafiada
(Clark et al., 2007).

Los sustitutos biolégicos de piel se injertan al paciente con la finalidad de recuperar la
funcionalidad y apariencia de la zona herida. Por ejemplo, en caso de tratarse de una herida en gran
parte del cuerpo, un sustituto bioldgico puede ayudar al paciente a reducir la formacion de cicatrices
gue en este caso estarian en una parte extensa de la piel. Existen en el mercado, sustitutos

biolégicos de piel comerciales (Bottcher-Haberzeth, 2010), algunos de ellos son:

- Epicel® (Genzyme Corp.). Se trata de un autoinjerto epidérmico cultivado; queratinocitos
autdlogos crecidos en presencia de fibroblastos murinos. Sirve como reemplazo epidérmico
celular.

- Epidex™ (Euroderm GmbH). Es un autoinjerto epidérmico; células foliculares de cabello
autdlogas. Sirve de reemplazo epidérmico celular.

- Myskin™ (Celltran Ltd.). Es un autoinjerto epidérmico cultivado; queratinocitos autdlogos
crecidos en la presencia de fibroblastos murinos irradiados. Reemplazo epidérmico celular.

- ReCell® (Clinical Cell Culture (C3), Ltd.). Se trata de células autlogas epidérmicas en
suspension. Sirve de reemplazo epidérmico celular.

- AlloDerm® (LifeCell Corp.). Aloinjerto donado de dermis humana acelular. Sustituto
dérmico elaborado con Bioingenieria.

- Dernagraft® (Advanced BioHealing Inc.). Andamio bio-absorbible de malla de poliglactina
sembrada con fibroblastos humanos alogénicos neonatales. Sustituto dérmico elaborado con
Bioingenieria.

- Integra® (Integra LifeSciences Corp.). Sustituto dérmico elaborado con Bioingenieria. Se
trata de una capa delgada de polisiloxano (silicon), coldgena tipo | de tendon bovino, y
glicosaminoglicano (sulfato de condroitina-6) de tiburén.

- Matriderm® (Dr. Suwelack Skin & Health Care AG). Sustituto dérmico elaborado con

Bioingenieria. Compuesto de colagena tipo I, I1l, V y elastina dérmicas bovinas.
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- Apligraf® (Organogenesis Inc.), Sustituto dermo-epidérmico elaborado con ingenieria.
compuesto de queratinocitos humanos alogénicos neonatales; coladgena bovina tipo | que
contiene fibroblastos alogénicos humanos neonatales.

- OrCel® (Forticell Bioscience, Inc.). Sustituto dermo-epidérmico elaborado con ingenieria.
Compuesto de queratinocitos alogénicos humanos neonatales sobre parte no porosa de
esponja, cubierta en gel; esponja de coladgena bovina que contiene fibroblastos alogénicos

humanos neonatales.

Para la regeneracién de tejidos por medio de ingenieria de tejidos se requiere elaborar una
produccion de células del tipo perdido a través de cultivos. Los elementos basicos necesarios para
gue se pueda llevar a cabo el cultivo de tejidos son: células, andamios y factores de crecimiento. Sin
alguno de estos tres componentes principales no podria llevarse a cabo un cultivo in vitro y
expansion celular de ninguln tejido.

Al igual que esto, las interacciones que existen entre los dos tipos celulares mas importantes y
abundantes de la piel (queratinocitos y fibroblastos) son fundamentales, ya que ambas capas estan

en constante comunicacion para su formacion, crecimiento y regeneracion.

OBJETIVO GENERAL

Estandarizar el aislamiento y cultivo de queratinocitos y fibroblastos humanos obtenidos de
remanentes de cirugias plasticas para el desarrollo de sustitutos bioldgicos de piel, mediante

técnicas de ingenieria de tejidos.

OBJETIVOS PARTICULARES

1. Establecer la técnica para el aislamiento de queratinocitos y fibroblastos humanos obtenidos

de remanentes de piel de cirugias plasticas de donadores sanos.

2. Establecer la técnica de cultivo de queratinocitos y fibroblastos humanos a partir de tejido

remanente de cirugias plasticas.
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3. Cultivar queratinocitos y fibroblastos humanos in vitro.

4. Determinar la viabilidad de queratinocitos y fibroblastos humanos en cultivos in vitro.

5. Valorar la proliferacion de queratinocitos y fibroblastos en cultivos in vitro.

6. Caracterizar el fenotipo celular de los queratinocitos y fibroblastos humanos en cultivos in

vitro.

HIPOTESIS

Se obtendran cultivos viables de queratinocitos y fibroblastos humanos in vitro aislados de

remanentes de cirugias plasticas.

JUSTIFICACION

Segun datos del 1.N.E.G.1, México tiene una poblacion de 112 millones de habitantes, de los cuales
el 62% ha sufrido algun tipo de accidente, del cual el 5.7% ha sufrido y tenido que ser internado por
quemaduras (Orozco-Valerio et al., 2012; 1.N.E.G.1., 2001). En los Gltimos afios se han realizado
esfuerzos para crear sustitutos biol6gicos que imiten la piel humana, aunque la gran mayoria de
éstos estan compuestos Unicamente por una capa epidérmica, estos pueden mejorar si se les

adiciona una capa dérmica que contenga fibroblastos.

En el laboratorio de Biotecnologia del Centro Nacional de Investigacion y Atencion a Quemados
(CENIAQ) se pretende desarrollar un sustituto biolégico dermo-epidérmico (sbD-E) que contenga
los dos tipos celulares de la piel, queratinocitos y fibroblastos humanos cultivando ambos tipos
celulares sobre un andamio a base de amnios humano radioesterilizado que pueda ser aplicado a

pacientes con quemaduras de tercer grado que ingresen al CENIAQ. Por ello se pretende en una
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primera etapa, la estandarizacion del aislamiento y cultivo de los dos principales tipos celulares que

componen la piel: queratinocitos y fibroblastos.

METODOLOGIA

En el transcurso de Agosto de 2013 a Agosto de 2014 se obtuvieron 10 muestras de piel de
remanentes de cirugias de reduccion de abdomen, abdominoplastias. Para el procesamiento de
dichas muestras y aislamiento de los dos tipos celulares principales de la piel (queratinocitos y

fibroblastos) se estandariz6 el protocolo siguiente:

Procuracién y transporte de la muestra

Los 10 remanentes de piel fueron obtenidos con previo consentimiento informado del paciente. La
muestra fue procurada por el médico cirujano y depositada en medio de transporte compuesto de:
DMEM/F-12 (Gibco® No. Cat. 11330-032) + 10% Antibidtico-Antimicético 100 X (Gibco® No.
Cat. 15240062) manteniendo una temperatura de 4°C (figura 5). La muestra fue transportada a la
Unidad de Ingenieria de Tejidos, Terapia Celular y Medicina Regenerativa (UITTC y MR) del
Instituto Nacional de Rehabilitacion (I.N.R.).

Figura 5. Medio de transporte conteniendo un remanente de piel de abdominoplastia.
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Se recomienda comenzar el procesamiento de la muestra el mismo dia en que es procurada, ya que
asi se obtiene mayor viabilidad celular. El aislamiento de queratinocitos y fibroblastos humanos de
los remanentes de piel se realizé en condiciones de esterilidad.

Preparacion del tejido

1. Dentro de una campana de flujo laminar (Forma Scientific Class 1l A/B3 Biological Safety
Cabinet Mod. 1284) se colocé una caja Petri estéril de vidrio e instrumental a utilizar, asi como
la muestra de piel contenida en el medio de transporte. La muestra se retiré del contenedor con
ayuda de pinzas de diseccion y se colocO en la caja de Petri. Se retiré el exceso de tejido
adiposo que contenia la muestra con tijeras de diseccion. Se realizd un corte estilo “falda

hawaiana” al tejido de piel (figura 6).

Figura 6. Muestra de piel sin tejido adiposo, con corte estilo “falda hawaiana™ en caja de Petri de vidrio estéril.

2. La muestra fue medida y pesada, y posteriormente colocada en un tubo conico para
centrifuga de 50 mL (Falcon No. Cat. 352070).

3. La muestra fue sometida a tres lavados de manera vigorosa con PBS 1X (Gibco® No. Cat.
10010023) + 10% Antibidtico-Antimicotico 100 X (Gibco® No. Cat. 15240062) durante 5
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minutos cada uno. Finalizado el lavado se procedi6 a preparar la muestra para el paso de la

separacion de las capas de piel.

Separacion de las capas de la piel

1. En un tubo coénico de 50 ml fue preparada la solucion de Dispasa (Gibco® No. Cat. 17105-041)
(3mg/ml) + PBS 1X (Gibco® No. Cat. 10010023), filtrando a 0.22 u, antes de ser utilizada. La
dispasa es una enzima que ayuda a separar las capas dérmicas, disocia suavemente una variedad
amplia de tejidos, libera las células con el minimo dafio a las mismas, manteniendo generalmente la
integridad de la membrana celular; actia rompiendo la fibronectina, coldgena IV y en menor

medida la colagena I. (figura 7).

Figura 7. Filtracion de la solucién de dispasa a 0.22u.

3. El remanente de piel previamente lavado con PBS y Antibidtico-Antimicotico 10% fue
colocado en la solucion de Dispasa-PBS 1X. y puesto dentro de un agitador orbital (MRC,
Orbital Shaker Incubator, Mod. TU-400), manteniendo el tubo en agitacion a 210 rpm
durante 1 hora a 37°C (figura 8).
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Figura 8. Tejido remanente de piel en solucién de dispasa dentro de un agitador orbital.

4. Transcurrido el tiempo de digestion en dispasa, se observd la separacion de la capa
epidérmica y dérmica, alcanzando a ver el desprendimiento de laminas de tejido muy fino
(estilo “capa de cebolla™) del resto de tejido, estas laminas son el tejido epidérmico, la capa
dérmica se observa como un tejido méas grueso de tono blanquecino (figura 9).

Figura 9. Separacion de la capa epidérmica y dérmica. La flecha amarilla sefiala las Iaminas epidérmicas desprendidas mientras que la

flecha roja sefiala el tejido dérmico, tejido grueso en tono blanquecino.

5. Una vez separadas ambas capas, se llevo a cabo en procedimientos separados el aislamiento

de queratinocitos de la capa epidérmica y el aislamiento de fibroblastos de la capa dérmica.
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Procesamiento de la capa epidérmica y obtencién de gueratinocitos humanos

1. Una vez obtenida la capa epidérmica, ésta fue colocada dentro de un tubo eppendorf estéril
de 2 mL (Eppendorf® Safe-Lock microcentrifuge tube No. Cat. 0030 124.332)
adicionandole 1 mL de tripsina-EDTA 0.25% 1X (Gibco® No. Cat. 25200056).
Posteriormente se colocd en un Thermomixer (Eppendorf® Thermomixer Compact Mod.
5350) donde se mantuvo en constante agitacion a 300 r.p.m durante 1 hora a 37°C (figura
10).

La tripsina, es una enzima con una accién digestiva fuerte, que es utilizada para la

disociacion celular en pases de cultivos, y disociacion primaria de tejidos.

Figura 10. Tejido epidérmico en tripsina dentro de agitador “thermomixer”.

2. Transcurrido el tiempo de incubacion en tripsina, ésta fue inactivada con medio DMEM/F-
12 (Gibco® No. Cat. 11330-032) / 2.5% Suero Fetal Bovino Inactivado (Gibco® No. Cat.
16000044) 1:1.

3. Una vez inactivada la solucidn, las laminas de tejido epidérmico que no fueron disgregadas

fueron utilizadas para realizar cultivos en explante, colocandolas sobre “feeder layers”. La

solucion inactivada se centrifugd a 2500 rpm durante 6 minutos.
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*Las laminas de tejido epidérmico se colocaron sobre fibroblastos mitomizados (feeder
layers) adicionandoles medio DMEMF12 / 2.5% de SBF

4. Una vez centrifugadas las células, se les retir6 el sobrenadante y se resuspendio en 1
mL de medio DMEM/F-12 (Gibco® No. Cat. 11330-032) + 2.5% Suero Fetal
Bovino Inactivado (Gibco® No. Cat. 16000044) (“medio suplementado”), se

procedio a realizar el conteo celular.

Procesamiento de la capa dérmica y obtencion de fibroblastos humanos

1. Una vez separada la dermis, ésta fue colocada en una caja de Petri estéril (figura 11). Con
ayuda de tijeras de diseccién el tejido fue disgregado mecanicamente en fragmentos
pequefios, los cuales se colocaron en un tubo de 50 mL conteniendo solucion de colagenasa
I (Worthington Biochemical Corporation, No. Cat. LS004194) para su disgregacion

enzimatica.

La solucién de colagenasa se utilizd al 1%, para lo cual se diluye en medio DMEM/F-12 +
colagenasa tipo | (Worthington Biochemical Corporation) [100 mg/mL]. La muestra se
mantuvo en agitacion a 210 rpm a 37°C en un agitador orbital (MRC, Orbital Shaker
Incubator, Mod. TU-400) durante toda la noche. La colagenasa actia rompiendo la
colagena existente en la matriz donde estdn embebidos los fibroblastos, asi estos son

liberados y se pueden aislar de la dermis.

Imagen 11. Tejido dérmico (flecha naranja) en proceso de disgregacion mecanica.
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2. Transcurrido el tiempo en solucién de colagenasa I, el tejido dérmico debid de haberse
disgregado en su totalidad, por lo cual la solucién con el tejido se filtré a 70u. Se neutraliza
la accion de la colagenasa | 1:1 con medio DMEM/F-12 10% S. F. B. El sobrenadante

obtenido se centrifug6 a 2500 rpm durante seis minutos.

3. Finalizada la centrifugacion, se deseché el sobrenadante cuidando el botdn celular, éste se
resuspendio en 1 mL de medio DMEM/F-12 (Gibco® No. Cat. 11330-032) + 10% Suero
Fetal Bovino Inactivado (Gibco® No. Cat. 16000044) + 1% Antibiotico-Antimicético 100
X (Gibco® No. Cat. 15240062) (medio suplementado) para proceder con el conteo celular.

Conteo celular

El conteo celular es un procedimiento en donde se calcula la cantidad de células contenidas en un
volumen determinado mediante la toma de una alicuota de dicha suspension de la cual se desee
saber el namero celular. Las células se mezclan con un colorante (azul tripano) que penetra
Unicamente las células cuya membrana no se encuentre integra, tifiéndolas de azul, diferenciandose
de las células vivas que se observan transparentes. Dicho procedimiento se lleva a cabo con ayuda
de un hemocitometro o cdmara de Neubauer, que es una pequefia placa de vidrio (portaobjetos
esmerilado) y un cubreobjetos especial, que tiene grabada una cuadricula en su parte central
(Gonzalez-Morén, 2008).

El procedimiento llevado a cabo para realizar el conteo celular fue el mismo tanto para
gueratinocitos como para fibroblastos asi como para los diferentes pases llevados a cabo y para la

criopreservacion. El procedimiento de conteo celular fue el siguiente:

1. Con una micropipeta (Rainin pipet-lite, Serie 10103959A) se tom¢ una alicuota de 10ul de
células en suspension colocandolas en un pozo de una placa de 96 y mezclandola con 10ul de
azul tripano, de esta mezcla se tomaron 10u, los cuales fueron colocados sobre el
hemocitometro o camara de Neubauer.

2. En un microscopio 6ptico fue colocada la camara de Neubauer y se procedid a realizar el

conteo celular utilizando los 4 cuadrantes laterales sacando un promedio. Se hizo un conteo
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de viabilidad por exclusion, contando tanto células vivas como células muertas, mientras que
la forma de incluir las células en la cuantificacion fue que estuvieran dentro del cuadrante
lateral (figura 12).

Figura 12. Camara de Neubauer con mezcla de azul tripano y células. Los cuadrantes utilizados para realizar el conteo celular son los que

se encuentran marcados en negro.

3. Para realizar el célculo total de células en 10u se utiliz6 la siguiente férmula:

# final de célulascontadas * 2 * 10,000 * no. de mililitros en resuspension

# final de células contadas: El promedio final de los cuatro cuadrantes.

2: Se multiplica por dos, ya que una parte de la suspension dentro del hemocitémetro fue de las células en suspensién y la
otra de azul tripano.

10,000: La constante utilizada para el hemocitémetro.

No. de mililitros en suspensién: Son los mililitros totales de donde se tomo la alicuota de 10u de células en suspension.

La cantidad de mililitros en donde se resuspenden las células depende del tamafio del boton celular.

Cultivo celular de queratinocitos
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Los queratinocitos humanos se cultivaron de dos formas:

a) Queratinocitos aislados del tejido epidérmico
b) Laminas de tejido epidérmico, no disgregado, “cultivo en explante”.

Los queratinocitos humanos se sembraron utilizando una capa alimentadora o “feeder layer”,

colocando las células aisladas sobre ésta o las laminas de tejido dérmico.

Para llevar a cabo estos cultivos es necesario tener preparadas cajas de cultivo con “feeder layers”,

mas adelante se describe qué son y cdmo se realizan estas “feeder layers”.
a) Procedimiento para el cultivo de queratinocitos humanos aislados de la capa epidérmica:

1. Una vez obtenida la cantidad total de células contenidas en el boton celular, se hizo el calculo

para el cultivo de queratinocitos a una densidad celular de 50,000 cel/cm?.

2. Se tomo la alicuota de la suspensién que contenia la cantidad de queratinocitos para sembrar a
la densidad deseada y se cultivé sobre una capa de fibroblastos mitomizados o “feeder layer”,

los cuales sirven a los queratinocitos como capa alimentadora.

3. Se adicion6 medio DMEM/F-12 / 2.5% SFB y con movimientos ligeros de vaivén se

esparcieron las células de manera uniforme en la caja de cultivo.

4. Las cajas de cultivo se colocaron dentro de un incubador (Heraeus HERAcell 240 Incubator,
DK-51019557), manteniendo el cultivo a 37°C con una atmosfera himeda de 5% CO, y 95% de

humedad.

5. Después de tres dias se hizo el primer cambio de medio. Se probaron tres medios de cultivo
diferentes: un medio universal DMEM/F-12, y dos medios comerciales, Epilife (No. Cat. M-
EPICF-500 Gibco®) que es para células epiteliales y medio 154 (No. Cat. M-154CF-500
Gibco®) que es especifico para cultivo de queratinocitos. Estos tres medios fueron
suplementados con 1% de HKGS (Human Keratinocyte Growth Supplement Gibco® No. Cat.
S0015).
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b) El procedimiento para el “cultivo en explante” de queratinocitos fue el siguiente:

1. Las laminas de tejido epidérmico que no se alcanzaron a disgregar fueron utilizadas para la
obtencion de queratinocitos. Se colocé la lamina de tejido dérmico con ayuda de pinzas de
diseccion en pozos y/o cajas de cultivo con “feeder layer” con el fin de que los queratinocitos
embebidos en la matriz, “bajen” y puedan anclarse a la caja de cultivo. Estos tejidos en cultivo

son denominados explantes.

2. Se adicion6 medio DMEMF12 /2.5% SFB evitando mover la caja de cultivo, ya que el roce de
las laminas de tejido con las “feeder layers” puede provocar que los fibroblastos mitomizados

se desprendan de la caja.
3. Las cajas de cultivo se colocaron dentro de un incubador (Heraeus HERAcell 240 Incubator,

DK-51019557) manteniendo el cultivo a 37°C con una atmosfera himeda de 5% CO, y 95% de

humedad.

Cultivo celular de fibroblastos

1. Una vez obtenido el conteo celular final los fibroblastos se sembraron en cajas de cultivo a una
densidad de 10,000 cel/cm?. Se tomd una alicuota de la suspension en donde se contenia la cantidad

de fibroblastos para sembrar a la densidad deseada.
2. Se le adicion6 medio suplementado: DMEMF12 al 10% de S. F. B. y 1% de antibidtico-
antimicético a las cajas de cultivo y con movimientos ligeros de vaivén se esparcieron las células de

manera uniforme en la caja de cultivo.

3. Las cajas de cultivo se colocaron dentro de un incubador, manteniendo el cultivo a 37°C con una
atmosfera himeda de 5% CO, y 95% de humedad.

Expansioén celular de queratinocitos vy fibroblastos humanos
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Una vez alcanzada la confluencia celular deseada se llevd a cabo el pase celular. Para
queratinocitos se llevd a cabo cuando se encontraban a una confluencia del 60% mientras que para
los fibroblastos fue de 100%. La expansion celular se realiz6 de la siguiente manera para ambos
tipos celulares:

1. Dentro de la campana de flujo se retir6 el medio de cultivo.

2. Se hicieron dos lavados con PBS 1X aproximadamente por 20 segundos, alcanzando a enjuagar
la totalidad de la caja de cultivo. Se retir6 el PBS 1X.

3. Se adiciond tripsina-EDTA a las cajas de cultivo, para queratinocitos se utiliz6 a una
concentracion de 0.25%, dejando actuar durante 5 minutos a 37°C; para fibroblastos se utilizé
con una concentracion 1:4 diluida con PBS 1X, dejando actuar durante 10 minutos a 37°C.

4. Transcurrido el tiempo en tripsina-EDTA se observaron las cajas de cultivo para corroborar que
las células se hayan desprendido de esta. Si las células no se han alcanzado a desprender por
completo de la caja de cultivo, se dan unos ligeros golpecitos alrededor de ésta para facilitar su
desprendimiento. Una vez observado el desprendimiento total de las células de la caja de
cultivo se adiciona medio DMEM/F-12 suplementado para inactivar la accién de la tripsina, con
un volumen 1:1.

5. Las células fueron resuspendidas con el pipetor tratando de dispersarlas mediante la presion del
medio contra las paredes de la caja de cultivo, se tomo toda la suspensién para colocarla en un
tubo para centrifuga.

6. Se centrifugd la suspensién con las células a 2500 r.p.m durante 6 minutos.

7. Transcurrido el tiempo de centrifugacion, se decanta el sobrenadante cuidando el boton celular
0 “pellet”. Se adicion6 1 ml de medio con el que se cultivé posteriormente, se homogenizo la
suspension y se procedi6 a realizar el conteo celular (como lo indica el protocolo
anteriormente).

8. El cultivo celular y la densidad celular utilizada en ambos tipos celulares fue la misma que se

utiliz en el procedimiento de aislamiento.

“Feeder layers”
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Para que los fibroblastos sirvan como capa alimentadora, es necesario inhibirles el crecimiento para
gue no compitan con los queratinocitos por los recursos y el espacio, esto se logra utilizando
Mitomicina “C”.

La mitomicina “C” actla en las células inhibiendo la sintesis de DNA, donde reacciona
covalentemente con el DNA, formando enlaces cruzados entre las hebras complementarias de DNA.
Esta interaccion previene la separacion de dichas hebras, inhibiendo asi la replicacion de DNA.

El procedimiento que se siguié para mitomizar los fibroblastos fue el siguiente:

1. Se utilizaron cultivos de fibroblastos en confluencia, se les retird el medio de cultivo que
contenian y se les adicion6 PBS 1X con el cual se realizaron dos lavados haciendo ligeros

movimientos de vaivén durante 10 segundos. Se retiré el PBS.

2. Se adiciond Mitomicina “C” (Sigma-Aldrich No. Cat. M4287) (preparada con PBS a una
concentracion de 10ug/mL), en cantidad suficiente para cubrir las células, y se incub6 a 37°C

durante 4 horas.

3. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se retird la mitomicina “C”, y se realizaron tres
lavados con PBS 1X. Una vez mitomizados, los fibroblastos se tripsinizaron siguiendo el protocolo
ya descrito y se sembraron a una densidad de 15,000 células/cm?® Se adicioné medio suplementado

con 10% de suero fetal bovino.

4. Las “feeder layers” se conservaron por dos semanas en incubacion.

Viabilidad celular

La viabilidad celular es un método por el cual se determina simultdneamente la proporcion de
células vivas y muertas en un cultivo in vitro, mediante la tincion de dichas células con agentes
fluorescentes distintos (verde y rojo). Puede ser utilizada para monitorear la salud de los cultivos,
cuantificar las células vivas y muertas, sin necesidad de tripsinizar, también es util para comparar

diferentes condiciones de cultivo.
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En el presente trabajo, la viabilidad celular se llevé a cabo para diferenciar las células vivas y

muertas en el cultivo in vitro y obtener un porcentaje de viabilidad de los cultivos.

Para la determinacion de la viabilidad celular se utiliz6 el Kit LIVE/DEAD®
Viabilidad/Citotoxicidad (Molecular Probes® No. Cat. L-3224), el cual consiste en dos reactivos
que permiten diferenciar facilmente las células vivas de las muertas, tifiendo de color verde
fluorescente Unicamente las vivas con la calceina, y de rojo fluorescente las muertas con el

homodimero de etidio.

El protocolo que se sigui6 fue de acuerdo con las especificaciones del fabricante Molecular Probes

de la siguiente manera:

1. En la campana de flujo se retiré el medio de cultivo de la caja, se hicieron 2 lavados con PBS
1X.

2. Previamente en un tubo eppendorf se preparé la solucién de calceina/homodimero, colocando 1
mL de solucion de Hanks (Gibco® HBSS No. Cat. 14170-112) + 0.5 uL de calceina-AM y 1 uL
de homodimero de etidio-1 (EthD-1).

3. Lasolucion de calceina-homodimero de etidio se adiciono a los cultivos in vitro a los cuales se

les iba a hacer la prueba de viabilidad. Se incub6 a 37°C durante 45 minutos.

Transcurrido el tiempo de incubacion se retir6 la solucion del cultivo.

Se realizaron dos lavados con PBS 1X a los cultivos in vitro.

Se procedi6 a observar en el microscopio invertido con fluorescencia.

N o &

Se tomaron fotografias de la viabilidad en los cultivos in vitro.

Técnica para la obtencién del Inmunofenotipo celular

Existen proteinas especificas para distintos tipos celulares y para diferentes especies, que pueden
servir para determinar el fenotipo de las células sembradas en un cultivo. Esto puede realizarse con
pruebas de inmunohistoquimica/inmunofluorescencia, donde se intentan localizar proteinas del tipo
inmunoglobulina G. Esta técnica se basa en la alta especificidad y afinidad de los anticuerpos para
reconocer proteinas y unirse a ella. Se utilizan dos anticuerpos: el anticuerpo primario y el
secundario. A los cultivos fijados se les agrega el anticuerpo primario, que responde y se une a

alguna proteina presente especificamente en el tipo celular buscado; éste anticuerpo debe estar
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creado en una especie diferente a la del cultivo. Posteriormente se agrega un anticuerpo secundario
que se une especificamente al extremo libre del anticuerpo primario, produciendo una sefial

fluorescente (Gonzélez-Moran, 2008).

Se realizaron inmunofluorescencias para la obtencion del inmunofenotipo de los cultivos de

queratinocitos y fibroblastos.

a) Obtencion de inmunofenotipo de queratinocitos

Para los queratinocitos se utilizaron dos tipos de citoqueratina. Las citoqueratinas son una amplia
familia de proteinas del citoesqueleto encontradas en las células epiteliales. Para los queratinocitos
se utilizo citoqueratina 5 y citoqueratina 10. La citoqueratina 5, se une a la proteina de filamento
citogueratina 5 (CK5) humana, en la piel ésta se encuentra en las células basales de la epidermis; la
citoqueratina 10 reacciona con otra proteina de filamento que es la citoqueratina 10 (CK10)
humana, que en la piel se ha observado en todas las capas celulares suprabasales de la epidermis,
incluyendo el estrato corneo. Estos anticuerpos se adhieren al citoesqueleto de las células

epidérmicas (queratinocitos).

b) Obtencion de inmunofenotipo de fibroblastos

Para fibroblastos se utilizé un antigeno para proteina de superficie de fibroblasto, el cual en la piel

reconoce una proteina encontrada en la superficie de fibroblastos humanos.

El procedimiento para la obtencion del inmunofenotipo celular fue el siguiente:

Fijacion

1. Se retir6 el medio de cultivo que contenian las células.

2. Se hicieron lavados con PBS 1X, dos veces.

3. Se adicion6 PFA al 4% a las células y se refrigeraron durante 5 minutos a 4°C.

4. Una vez transcurrido el tiempo, se retiré el PFA y se lavd tres veces con PBS 1X durante 5
minutos. Las células se guardaron hasta su uso para las pruebas de inmunofenotipo a 4°C con PBS
1X.
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Bloqueo

Este paso es necesario para saturar o bloquear las areas libres en donde pueda haber una union
inespecifica del anticuerpo, debido a la fijacion u otro factor, evitando coloracion de fondo y/o
falsos positivos (Gonzalez-Moran, 2008).

1. Se retir6 el PBS 1X que contenian las células fijadas.

2. Se agreg6 una solucién con PBS 1X + Suero Fetal Bovino 1% + triton 0.1% (“solucion de
blogueo™), la cual se dejo durante 20 minutos, no sélo para llevar a cabo el blogueo, sino para
permeabilizar las células para facilitar el acceso del anticuerpo y bloquear interacciones proteina-

proteina no especificas.

Incubacion con anticuerpo primario

1. Se retir6 la solucion de bloqueo.

2. Se incub6 el anticuerpo primario a 4°C, durante 24 horas (solucién de bloqueo/Anticuerpo
primario).

- La proporcion utilizada tanto para citoqueratina 5 (Abcam® Anti-Cytokeratin 5 Antibody No. Cat.
ab24647) como para citoqueratina 10 (Abcam® Anti-Cytokeratin 10 Antibody No. Cat. ab111447)
fue de 1:100. La deteccion de CK5 y CK10 se hizo por separado.

- Para fibroblastos se utilizd el antigeno de superficie de fibroblasto (Abcam® Anti-fibroblast
Surface Protein Antibody No. Cat. ab11333) en una proporcion 1:50.

Los anticuerpos primarios fueron incubados durante 24 horas a 4°C.

Preparacion para el anticuerpo secundario

1. Después de 24 horas en incubacion del anticuerpo primario, las células se lavaron con PBS 1X +

0.1% de triton durante 10 minutos tres veces y manteniendo agitacion.

Incubacion con anticuerpo secundario

1. Se adiciond el anticuerpo secundario:
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- Para queratinocitos se utilizo: Alexa fluor 594 (Molecular Probes® Alexa Fluor 594 Antibody No.
Cat. A-11005) (solucion de bloqueo/Anticuerpo secundario) tanto para CK5 como CK10 en una
proporcion de 1:300.

- Para fibroblastos se utilizd Alexa fluor 488 (Molecular Probes® Alexa Fluor 488 Antibody No.
Cat. A-11001) (400 uL de solucion de bloqueo/1.5uL de anticuerpo secundario).

Los anticuerpos secundarios se incubaron durante 2 horas, evitando el contacto con la luz.

2. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se realizaron tres lavados de 10 minutos con PBS
1X/ 0.1% de tritdn, manteniendo constante agitacion.

3. Se retird la solucion de PBS/triton.

5. Se agreg6 DAPI (BioLegend® DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride) No. Cat.
D1306), suficiente para cubrir las células.

6. Se realizaron tres lavados con PBS 1X durante 10 minutos manteniendo agitacion, y se procedié

a tomar las fotos.

Proliferacion de cultivos celulares

Al igual que la prueba de viabilidad, las pruebas de proliferacion resultan importantes para observar
la salud de cultivos, monitorear condiciones de cultivo (medios, suplementos, entre otros). Se
realizaron pruebas de inmunofluorescencia para marcar las células que se encontraban en

proliferacion con Ki67.

El antigeno Ki67 es una proteina nuclear la cual se expresa en todas las partes activas del ciclo
celular (G1, S, G2 y mitosis), pero esta ausente en las células en reposo (G0). En contraste a otras
proteinas asociadas al ciclo celular, el antigeno Ki67 est4 consistentemente ausente en células
inactivas y no es detectable durante el proceso de reparacion del DNA. De tal manera, la presencia
de Ki67 esta estrictamente asociada al ciclo celular y confinada en el ndcleo, sugiriendo un papel

importante en el mantenimiento y/o regulacion del ciclo de division celular.

Estas técnicas funcionan bajo el mismo principio que las descritas anteriormente, aunque reconocen

proteinas diferentes.
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El procedimiento para obtencion de proliferacion en cultivos celulares que se utilizo fue el

siguiente:

Fijacion

1. Se retir6 el medio de cultivo que contenian las células.

2. Se realizaron lavados a las células con PBS 1X dos veces.

3. Seretiré el PBS 1X y se adicion6 PFA al 4%. Se refrigeraron durante 5 minutos a 4°C.

4. Una vez transcurrido el tiempo, se restir6 el PFA 4% y se lavo tres veces con PBS 1X durante 5
minutos. Las células se guardaron hasta su uso para la prueba de proliferacion, a 4°C con PBS 1X.

Bloqueo

1. Se retir6 el PBS 1X que contenian las células fijadas.
2. Se agreg6 una solucién con PBS 1X + Suero Fetal Bovino 1% + triton 0.1% (“solucién de
bloqueo”), la cual se dejé durante 20 minutos, para permeabilizar las células y bloquear

interacciones proteina-proteina no especificas.

Incubacion con anticuerpo primario

1. Se retir6 la solucion de bloqueo.

2. Se incub6 el anticuerpo primario a 4°C, durante 24 horas (solucion de bloqueo/Anticuerpo
primario).

Para queratinocitos se utilizo como anticuerpo primario de proliferacion Ki67 (BioLegend®
Purified Anti-Human Ki-67 No. Cat. 350501) en una proporcion de 1:100 a 4°C.

El anticuerpo primario fue incubado durante 24 horas a 4°C.

Preparacion de las células para el anticuerpo secundario

1. Al dia siguiente, las células se lavaron con PBS 1X + 0.1% de triton durante 10 minutos tres

veces y manteniendo agitacion a 65 rpm.

Incubacion con anticuerpo secundario
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1. Se adiciond el anticuerpo secundario:

Para queratinocitos se utilizo: para Ki67, Alexa fluor 488 (Molecular Probes® Alexa Fluor 488
Antibody No. Cat. A-11001) como anticuerpo secundario.

Los anticuerpos secundarios se incubaron durante 2 horas, evitando el contacto con la luz.

2. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se realizaron tres lavados de 10 minutos con PBS
1X /0.1% de tritdn, manteniendo constante agitacion.

3. Se retird la solucion de PBS/ triton.

4. Se agreg6 DAPI (BioLegend® DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole, Dihydrochloride) No. Cat.
D1306), suficiente para cubrir las células.

5. Se realizaron tres lavados con PBS 1X durante 10 minutos manteniendo agitacién, y se procedio

a tomar las fotos.

RESULTADOS

Se procesaron un total 10 muestras de piel (remanentes de cirugias plésticas), y se realizaron

cultivos de queratinocitos y fibroblastos.
1. Se establecid la técnica para el aislamiento de queratinocitos y fibroblastos humanos obtenidos

de remanentes de piel de cirugias plasticas de donadores sanos. Esta técnica se describe a detalle en

la metodologia seguida en el presente trabajo (Figura 13).
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Aislamiento de queratinocitos y fibroblastos humanos
de los remanentes de abdominoplastias

Muestra de piel Eliminacion del tejido adiposo Lavado del tejido con PBS
y antibiético-antimicético

Aislamiento de queratinocitos
humanos (tripsina-EDTA)

Separacion de la capa dérmica Incubacion en Dispasa
y epidérmica

Aislamiento de fibroblastos
humanos (colagenasa tipo I)

Figura 13. Técnica para el aislamiento de queratinocitos y fibroblastos humanos.

2. Se establecio la técnica de cultivo de queratinocitos y fibroblastos humanos a partir de tejido
remanente de cirugias plasticas (Figura 14).
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Cultivo de queratinocitos y fibroblastos humanos de
remanentes de abdominoplastias

Queratinocitos

Separacion de los explantes Cultivo de explantes

tejido epidérmico
(explante)

Inactivacion de la tripsina
con medio suplementado

Centrifugacién para la
obtencion del boton celular

Cultivo de queratinocitos

. humanos
Fibroblastos

—

N4

Filtracion Centrifugacion para la Cultivo de fibroblastos
obtencion del botéon celular humanos
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Figura 14. Técnica de cultivo de queratinocitos y fibroblastos humanos. Original.

3. Se logré el cultivo de queratinocitos y fibroblastos

3.1 Los cultivos de queratinocitos humanos sobre “feeder layers” se hicieron de dos formas: a)
cultivo de células aisladas y b) cultivo en explante. También se realizaron cultivos de queratinocitos
sin “feeder layer”, obteniendo un crecimiento mas lento en comparacion con los cultivos sobre

“feeder layer”.

Los queratinocitos aislados fueron cultivados a una densidad de 50,000cel/cm?. Los cultivos con
cada uno de ellos fueron monitoreados cada tres dias. Se tomaron fotografias de los cultivos a 8 dias
en cultivo a un aumento de 10X, en campo claro con ayuda del programa AxioVision. En la figura
15 se muestran las imagenes de los cultivos de queratinocitos sobre “feeder layer” a 8 dias en
cultivo con tres medios distintos. En A se muestra el cultivo de queratinocitos sobre “feeder layer”
con medio DMEM/F-12 y en B cultivo de queratinocitos sin “feeder layer” con el mismo medio, la
morfologia celular se ve distinta, en el cultivo sobre “feeder layer” se observan células redondas y
con un tamafio menor que las sembradas sin “feeder layer”, donde se puede ver una morfologia de
tipo triangular y con un tamafio mayor al de los queratinocitos cultivados sobre “feeder layer”,
también se alcanza a ver una confluencia total en las cajas de cultivo con “feeder layer” mientras
gue la confluencia es menor en las cajas de cultivo sin “feeder layer”.

En C se muestra el cultivo de queratinocitos aislados cultivados sobre “feeder layer” con un medio
para células epiteliales, Epilife, en D se observa el cultivo de queratinocitos aislados sin “feeder
layer” con el miso medio. En la figura C la morfologia celular se ve de un tamafio mayor que en la
figura D, mientras que su morfologia es de tipo triangular; muy parecida a lo que se observa en
cultivo sin “feeder layer” y con medio DMEM/F-12. La figura D muestra unas células de tamafio
menor que en C, pero con una morfologia heterogénea, ya que muchas células son de tipo redondo
y otras son de tipo triangular, la confluencia que se muestra no varia significativamente entre una
caja y otra, es decir entre las células sembradas con Epilife con o sin “feeder layer”, pero si se
compara con las células sembradas con medio DMEM/F-12 sin “feeder layer” (Fig. B) se pueden

observar similitudes, mientras si las comparamos con las células sembradas en DMEM/F-12 con
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“feeder layer” (Fig. A), se observa que Cy D tienen una confluencia menor al 100% y con una

morfologia similar entre Ay D pero no entre Ay C.

En la figura E se muestra el cultivo de queratinocitos aislados cultivados sobre “feeder layer” con
medio M154 y en F cultivo de queratinocitos aislados sin “feeder layer” con el miso medio. Cabe
mencionar que este medio es un medio de cultivo comercial especifico para cultivo de
queratinocitos y se puede observar que a 8 dias es el medio en donde aun con “feeder layer” (Fig. E)
no se tienen células adheridas y que sin “feeder layer” se tiene una confluencia muy baja si se
compara con A, B, C, y D . También se puede observar que la “feeder layer” de la figura E se ha
perdido conforme los dias pasan. Se piensa que esta pérdida de fibroblastos puede deberse a que

este medio es un medio selectivo para el crecimiento de queratinocitos unicamente.

Cultivos de queratinocitos sembrados con diferentes medios

DMEM/F-12 Epilife 154

DAEM.1T . EPILIFE

Con feeder layer

DMEME-12 9 EPILIFE

Sin feeder layer

Figura 15. Cultivo de queratinocitos humanos aislados de epidermis a 8 dias de cultivo. Microfotografia en campo claro, aumento 10X.
A) Cultivo in vitro de queratinocitos humanos sobre “feeder layer” sembrados con DMEM/F-12. B) Cultivo in vitro de queratinocitos
humanos sin “feeder layer” sembrados con DMEM/F-12. C) Cultivo in vitro de queratinocitos humanos sobre “feeder layer” sembrados
con Epilife. D) Cultivo in vitro de queratinocitos humanos sin “feeder layer” sembrados con Epilife. E) Cultivo in vitro de queratinocitos
humanos sobre “feeder layer” sembrados con M154. F) Cultivo in vitro de queratinocitos humanos sin “feeder layer” sembrados con

M154.
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3.2 Los cultivos de fibroblastos humanos se realizaron a una densidad de 10,000 cel/cm?, se sembr6
con medio DMEM/F-12 suplementado. La siguiente figura (16) muestra una fotografia del cultivo
in vitro de fibroblastos humanos en expansion cultivados con medio DMEM/F-12 al 10% S. F. B. y
1% de Antibidtico-Antimicético, tomada a los 3 dias en cultivo a un aumento de 10X, en campo

claro con ayuda del programa AxioVision.

Cultivo de fibroblastos

Figura 16. Cultivo in vitro de fibroblastos humanos a 3 dias de cultivo, sembrados con medio DMEM/F-12 al 10% S. F. B.

Microfotografia en campo claro, aumento 10X.

4. Se determind la viabilidad de queratinocitos y fibroblastos humanos en cultivos in vitro.

4.1 Una vez logrados los cultivos de queratinocitos in vitro, la viabilidad de éstos se realiz6
utilizando el Kit LIVE/DEAD® Viability/Citotoxicity. Se realizé esta prueba a los cultivos de
gueratinocitos sembrados con DMEM/F-12 + 1% HKGS sobre “feeder layer”, ya que fue el cultivo
celular que se observé con un mayor crecimiento y por el cual finalmente se opté. Las
microfotografias fueron tomadas en un microscopio Zeiss Axio Observer con fluorescencia, usando
el programa AxioVision a ocho dias de cultivo. En los cultivos in vitro se puede observar una
coloracion en verde fluorescente de las células vivas, mientras que las células muertas se observan

con una coloracién en rojo (Figura 17).
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Viabilidad en cultivo de queratinocitos

Figura 17. Prueba de viabilidad para queratinocitos a 8 dias de cultivo, sembrados con medio DMEM/F-12 + HKGS 1X sobre “feeder
layer”. Microfotografia aumento 10X. Flecha rosa indicando células tefiidas con Calceina-AM, flecha amarilla indicando células tefiidas

con homodimero de etidio-1.

4.1.1 Los resultados de la viabilidad de los cultivos in vitro de queratinocitos fueron analizados
cuantitativamente con el programa Image J en donde se realizaron conteos de un campo
determinado por triplicado. Con los datos obtenidos en este programa se hizo el analisis estadistico

con el programa GraphPad Prism 6, obteniendo la siguiente grafica de viabilidad:

Viabilidad del cultivo de queratinocitos in vitro
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Gréfica 1. En esta gréafica se observa el porcentaje de viabilidad obtenido cuantitativamente de los cultivos de queratinocitos humanos in
vitro, sembrados con medio DMEM/F-12 + HKGS 1X sobre “feeder layer”. El porcentaje de células vivas en promedio es de 92.55 % y

7.45 % de células muertas, datos con un error estandar de 0.79.

4.2 La viabilidad de los cultivos de fibroblastos in vitro se realiz6 utilizando el Kit LIVE/DEAD®
Viability/Citotoxicity. Las microfotografias fueron tomadas a tres dias de cultivo, en un
microscopio Zeiss Axio Vision Observer con fluorescencia, utilizando el programa AxioVision. En
los cultivos in vitro se puede observar una coloracion en verde fluorescente de las células vivas,

mientras que las células muertas se observan con una coloracién en rojo (figura 18).

Viabilidad en cultivo de fibroblastos

Figura 18. Viabilidad del cultivo de fibroblastos sembrados con DMEM/F-12 + S. F. B. 10% + Antibidtico-Antimicético 1%. Flecha en

rosa muestra fibroblastos marcados con Calceina-AM, no se observan células tefiidas con homodimero de etidio-1.

42.1 Los resultados de la viabilidad de los cultivos in vitro de fibroblastos fueron analizados
cuantitativamente con el programa Image J en donde se realizaron conteos de un campo determinado por
triplicado. Con los datos obtenidos en este programa se hizo el analisis estadistico con el programa GraphPad

Prism 6, obteniendo la siguiente grafica de viabilidad:
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Viabilidad del cultivo de fibroblastos in vitro

==
']

=
i

g

% de viabilidad fibroblastos

vivas muertas

Gréfica 2. Se observa en esta grafica el porcentaje de viabilidad obtenido cuantitativamente de los cultivos de fibroblastos sembrados con
DMEM/F-12 + S. F. B. 10% + Antibiético-Antimicético 1%. El porcentaje de células vivas es de 100 % y 0 % de muertas, con un error

estandar de cero (0).

5. Se valoré la proliferacion y se realiz6 una caracterizacion del fenotipo celular tanto de

queratinocitos como de fibroblastos humanos en cultivos in vitro.

5.1 La caracterizacion fenotipica y proliferacion de los cultivos in vitro de queratinocitos humanos
se realiz6 mediante la técnica de inmunofluorescencia utilizando los anticuerpos CK5 y CK10
como marcadores. El Ki67 se utilizo para medir la proliferacion celular, mientras que el DAPI fue
empleado como marcador de nucleos. Las siguientes imagenes muestran los cultivos de
gueratinocitos in vitro tanto cultivados sobre “feeder layer" como sin ésta, el inmunofenotipo
obtenido y la proliferacién mostrada por las células en cultivo.

Como se menciond anteriormente para el cultivo de queratinocitos humanos se utilizaron tres
medios diferentes: DMEM/F-12, Epilife y M154.

5.1.1 Caracterizacion fenotipica del cultivo de queratinocitos humanos sin “feeder layer”.

En la figura 19 se muestra el cuadro comparativo del cultivo in vitro de queratinocitos humanos
sembrados sin “feeder layer” a 8 dias de cultivo, utilizando tres medios distintos y donde se muestra
el marcaje para CK5, CK10 y Ki67. En A se observan queratinocitos sembrados sin “feeder layer”
marcados con Ki67 (marcador de proliferacion celular), donde se ve una gran cantidad de células
positivas a este marcador; estas mismas células en B muestran que casi en su totalidad estan

marcadas para CK5, un marcador de queratinocitos basales; en C podemos ver la unién de las
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figuras A 'y B donde puede verse que las células en proliferacion estan marcadas casi en su totalidad
con CKb5, por lo que podemos ver que tenemos queratinocitos basales en proliferacion. En H se
observan queratinocitos con medio Epilife, sin “feeder layer” marcados con Ki67, donde se puede
observar un porcentaje menor a los sembrados con DMEM/-F12; en | tenemos gqueratinocitos
sembrados con Epilife sin “feeder layer” marcados para CK5, donde al igual que en B, las células
casi en su totalidad son positivas a CK5; en la figura J podemos ver la imagen H e | juntas, y se
observa que las células en proliferacion son las que fueron positivas a CK5, como también pasé en
la figura C. En O tenemos queratinocitos sin “feeder layer” cultivadas con medio M154, donde las
células en proliferacion en porcentaje son muy similares a H, pero difieren mucho de A; en P se ven
casi todas las células marcadas para CK5, tal como paso con B e I; en Q se juntan las imagenes de
O y P, y se pueden notar nuevamente que casi todas las células en proliferacion son positivas a
CKG.

En las figuras E, L y S se observan queratinocitos sin “feeder layer” y cultivados con medio
DMEM/F-12, Epilife y M154 respectivamente, marcados con DAPI y CK10, donde se observa que
la mayoria son positivas; L y S son parecidas mientras que E muestra menor cantidad de células
teflidas; cabe mencionar que las células marcadas para CK5 superan a las de CK10. EnF, My T
tenemos queratinocitos marcados para Ki67 y CK10 en medios DMEM/F-12, Epilife y M154,
respectivamente, pero a diferencia de las marcadas con Ki67 y CK5, podemos ver una coincidencia
un poco menor en cuanto a las células marcadas al mismo tiempo con ambos anticuerpos, sobretodo
en el caso de DMEM/F-12 donde mucho menos células marcadas con Ki67 son positivas a su vez a
CK10 (Fig. F). Finalmente podemos decir de manera rapida que los gqueratinocitos con DMEM/F-
12 sin “feeder layer”, resultaron con una proliferacion (Ki67) mayor a los que contienen Epilife y
M154, mientras que estos Ultimos tuvieron una proliferacién muy parecida. En el caso de las células
positivas a CK5, en los tres medios se observo casi igual y se puede ver casi en su totalidad estan
tefiidas. Las células con que se veian en proliferacion eran en su mayoria células tefiidas con CK5,
en los tres medios. Por otro lado, en el caso de la CK10, se observé una gran cantidad de células
positivas en los tres casos, pero en menor proporcién en las de DMEM/F-12, y en general
ligeramente menor en los tres medios a comparacion de la CK5. Los cultivos con Epilife y M154
fueron parecidos en cuanto a la marcacion para Ki67 y CK10, ya que en ambos casos, casi todas las
células en proliferacion fueron positivas para CK10, por otro lado, las que tenian DMEM/F-12

tuvieron una coincidencia un poco menor a los dos marcadores a la vez.
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Figura 19. Inmunofenotipo y proliferacion de queratinocitos humanos cultivados in vitro sin “feeder layer”, en tres diferentes medios de
cultivo con 1% de HKGS. A) Cultivo en medio DMEM/F-12 - 1%HKGS, positivos a Ki67 (verde) y nicleos tefiidos con DAPI. B)
Cultivo en medio DMEM/F-12 - 1%HKGS, positivos a CK5 (rojo) y nicleos tefiidos con DAPI. C) Cultivo en medio DMEM/F-12 -
1%HKGS, positivos a Ki67 (verde) y CK5 (rojo), ntcleos tefiidos con DAPI. D) Cultivo en medio DMEM/F-12 - 1%HKGS, positivos a
Ki67 (verde), nucleos tefiidos con DAPI. E) Cultivo en medio DMEM/F-12 - 1%HKGS, positivos a CK10 (rojo) y nicleos tefiidos con
DAPI. F) Cultivo en medio DMEM/F-12 - 1%HKGS, positivos a Ki67 (verde) y CK10, y nicleos tefiidos con DAPI. G) Cultivo en
medio DMEM/F-12 - 1%HKGS, control negativo, nicleos tefiidos con DAPI. H) Cultivo en medio Epilife - 1%HKGS, positivos a Ki67
(verde) y nucleos tefiidos con DAPI. 1) Cultivo en medio Epilife - 1%HKGS, positivos a CK5 (rojo) y nucleos tefiidos con DAPI. J)
Cultivo en medio Epilife - 1%HKGS, positivos a Ki67 (verde) y CK5 (rojo), nicleos tefiidos con DAPI. K) Cultivo en medio Epilife -
1%HKGS, positivos a Ki67 (verde) y ndcleos tefiidos con DAPI. L) Cultivo en medio Epilife - 1%HKGS, positivos a CK10 (rojo) y
nlcleos tefiidos con DAPI. M) Cultivo en medio Epilife - 1%HKGS, positivos a Ki67 (verde) y CK10, y ndcleos tefiidos con DAPI. N)
Cultivo en medio Epilife - 1%HKGS, control negativo, nicleos tefiidos con DAPI. O) Cultivo en medio 154 - 1%HKGS, positivos a
Ki67 (verde) y nlcleos tefiidos con DAPI. P) Cultivo en medio 154 - 1%HKGS, positivos a CK5 (rojo) y nicleos tefiidos con DAPI. Q)
Cultivo en medio 154 - 1%HKGS, positivos a Ki67 (verde) y CK5 (rojo), nlcleos tefiidos con DAPI. R) Cultivo en medio 154 -
1%HKGS, positivos a Ki67 (verde) y nucleos tefiidos con DAPI. S) Cultivo en medio 154 - 1%HKGS, positivos a CK10 (rojo) y ndcleos
teflidos con DAPI. T) Cultivo en medio 154 - 1%HKGS, positivos a Ki67 (verde) y CK10, ndcleos tefiidos con DAPI. U) Cultivo en

medio 154 - 1%HKGS, control negativo, ndcleos tefiidos con DAPI.

5.1.2 Caracterizacién fenotipica del cultivo de queratinocitos humanos sobre “feeder layer”

En la figura 20 se muestra el cuadro comparativo del cultivo de queratinocitos humanos sembrados
sobre “feeder layer” a 8 dias de cultivo, utilizando tres medios distintos y donde se muestra el
marcaje para CK5, CK10 y Ki67. En A se ven queratinocitos sembrados con “feeder layer”
marcados con Ki67 y DAPI, cultivados con DMEM/F-12, con una cantidad muy pequefia en
proliferacion (Ki67). En H los queratinocitos con “feeder layer” y Epilife, muestran una cantidad
aun mas baja de proliferacion. En O los queratinocitos con “feeder layer” y M154 no tienen ninguna
célula marcada proliferando. Para el marcaje con CKS5, las células en los tres medios (Fig. B, Y, P)
dieron positivo casi en su totalidad. Las células con fueron parecidas, DMEM/F-12 y Epilife, ya que
la mayoria de las células marcadas para Ki67 estaban tefiidas para CK5, en el caso de M154 no
hubo marcaje positivo a Ki67. Los queratinocitos marcados con CK10 fueron en su mayoria
positivos en los tres medios, pero en menor cantidad que las marcadas con CK5. Con Ki67 y CK10

no se vio una coincidencia grande de células tefiidas con ambos a la vez.

43



DAPI / Ki6

CK5 DAPI/ CKS5S

DAPI / Ki DAPI/

DAPI/ CK10

Caracterizacion fenotipica y proliferacion de cultivo in
vitro de queratinocitos humanos sobre feeder layer

DMEM/F-12 Epilife 154

DAPI/ Ki67 / CK10

Control

44



Figura 20. Inmunofenotipo y proliferacion de queratinocitos humanos cultivados in vitro con “feeder layer”, en tres diferentes medios de
cultivo con 1% de HKGS. A) Cultivo en medio DMEM/F-12 - 1%HKGS, positivos a Ki67 (verde) y nicleos tefiidos con DAPI. B)
Cultivo en medio DMEM/F-12 - 1%HKGS, positivos a CK5 (rojo) y ncleos teflidos con DAPI. C) Cultivo en medio DMEM/F-12 -
1%HKGS, positivos a Ki67 (verde) y CK5 (rojo), ntcleos tefiidos con DAPI. D) Cultivo en medio DMEM/F-12 - 1%HKGS, positivos a
Ki67 (verde), nicleos tefiidos con DAPI. E) Cultivo en medio DMEM/F-12 - 1%HKGS, positivos a CK10 (rojo) y nicleos tefiidos con
DAPI. F) Cultivo en medio DMEM/F-12 - 1%HKGS, positivos a Ki67 (verde) y CK10, y nucleos tefiidos con DAPI. G) Cultivo en
medio DMEM/F-12 - 1%HKGS, control negativo, nicleos tefiidos con DAPI. H) Cultivo en medio Epilife - 1%HKGS, positivos a Ki67
(verde) y nucleos tefiidos con DAPI. 1) Cultivo en medio Epilife - 1%HKGS, positivos a CK5 (rojo) y nucleos tefiidos con DAPI. J)
Cultivo en medio Epilife - 1%HKGS, positivos a Ki67 (verde) y CK5 (rojo), nicleos tefiidos con DAPI. K) Cultivo en medio Epilife -
1%HKGS, positivos a Ki67 (verde) y nucleos tefiidos con DAPI. L) Cultivo en medio Epilife - 1%HKGS, positivos a CK10 (rojo) y
ndcleos tefiidos con DAPI. M) Cultivo en medio Epilife - 1%HKGS, positivos a Ki67 (verde) y CK10, y nlcleos tefiidos con DAPI. N)
Cultivo en medio Epilife - 1%HKGS, control negativo, nicleos tefiidos con DAPI. O) Cultivo en medio 154 - 1%HKGS, positivos a
Ki67 (verde) y nlcleos tefiidos con DAPI. P) Cultivo en medio 154 - 1%HKGS, positivos a CK5 (rojo) y nicleos tefiidos con DAPI. Q)
Cultivo en medio 154 - 1%HKGS, positivos a Ki67 (verde) y CK5 (rojo), nicleos tefiidos con DAPI. R) Cultivo en medio 154 -
1%HKGS, positivos a Ki67 (verde) y nicleos tefiidos con DAPI. S) Cultivo en medio 154 - 1%HKGS, positivos a CK10 (rojo) y nlcleos
tefiidos con DAPI. T) Cultivo en medio 154 - 1%HKGS, positivos a Ki67 (verde) y CK10, nicleos tefiidos con DAPI. U) Cultivo en
medio 154 - 1%HKGS, control negativo, ndcleos tefiidos con DAPI.

5.1.3 Los resultados de la caracterizacion fenotipica y proliferacion de los cultivos in vitro de
gueratinocitos humanos fueron analizados cuantitativamente con el programa Image J (Tabla 1).
Para esto, se tomaron fotografias de los cultivos a analizar; las fotografias se introdujeron al
programa para cuantificarlas con la ayuda de una marca en las células mientras se iban contando, y
un contador que indicaba el nimero total de células. Se sacaron porcentajes de células marcadas

con cada anticuerpo, obteniendo los siguientes resultados:

Porcentaje de queratinocitos positivos, sembrados sin feeder layer

DMEM/F-12 Epilife M154

Ki67 68.33 21.68 22.61
CKS 90.3 97.29 97.88
Ki67 y CKS 71.58 20.63 16.27
CK10 86.07 82.26 84.83
Ki67 y CK10 64.76 22.45 28.86

Tabla 1. Porcentaje de queratinocitos sembrados sin “feeder layer” positivos a Ki67, CK5 y CK10, en medios DMEM/F-12, Epilife y
M154.
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Porcentaje de queratinocitos positivos, sembrados con feeder layer

DMEM/F-12 Epilife M154
Ki67 0.74 0.35 0
CK5 89.44 95.29 93.01
Ki67 y CK5 0.63 0.27 0
CK10 80.23 84.3 83.18
Ki67 y CK10 0.15 0.07 0

Tabla 2. Porcentaje de queratinocitos sembrados sobre “feeder layer” positivos a Ki67, CK5 y CK10, en medios DMEM/F-12, Epilife y
M154.

Una vez que se obtuvieron los datos cuantitativos se hizo un analisis estadistico con el programa
GraphPad Prism 6, de la expresion hacia los marcadores: CK5 (coloraciéon en rojo), CK10

(coloracion en rojo) y Ki67 (coloracion en verde) en un campo determinado por triplicado.

Los resultados obtenidos se muestran en la grafica comparativa 3, en donde se ven los porcentajes
de Ki67 en DMEM/F-12, Epilife y M154 con “feeder layer” y sin “feeder layer”. En A se ve la
gréafica de los queratinocitos cultivados sobre “feeder layer”, donde s6lo el 0.73% eran positivas en
DMEM/F-12, el 0.35% en Epilife y el 0% en M154, siendo DMEM/F-12 con el que se presenta una
mayor proliferacion. En B se observa la gréafica para queratinocitos cultivados sin “feeder layer” en
donde hay un porcentaje bastante mayor que en las células con “feeder layer”, con un 68.33% en
DMEM/F-12, 21.68% en Epilife y 22.6% en M154.

Queratinocitos positivos a Ki67 cultivados con feeder layer Queratinocitos positivos a Ki67 cultivados sin feeder layer

F p— ,

PRES g1 I

E . * Rk . é I I

7] I ! @ 80

=] =3

31 0 -1 =

B p— 5 60

= -

é € a0

= 0.5 =

i 2 ) -

@ @

= =

= 0.0 - . = 04

dmemf12  epilife 154 dmemf12  epilife 154

Gréfica 3. Comparacion de los cultivos de queratinocitos humanos sembrados sobre “feeder layer” y sin ésta con diferentes medios con
1% de HKGS, y porcentaje de células en proliferacion (Ki67). A) Cultivos de queratinocitos con “feeder layer” positivos a Ki67;
DMEM/F-12 0.74%, Epilife 0.35%, M154 0%. B) Cultivos de queratinocitos positivos a Ki67 cultivados sin “feeder layer” positivos a
Ki67; DMEM/F-12 68.33%, Epilife 21.68%, M154 22.61%.
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En la grafica comparativa 4 se ven los porcentajes de CK5 en DMEM/F-12, Epilife y M154 con
“feeder layer” y sin “feeder layer”. En A se observa la grafica de queratinocitos sembrados sobre
“feeder layer”, donde en los tres medios se obtuvieron resultados muy similares, con 89.44% para
DMEM/F-12, 95.29% para Epilife y 93.01% para M154. En B la grafica muestra los porcentajes de
queratinocitos sembrados sin “feeder layer”, que es similar al de A; en donde las diferencias entre
los tres medios tampoco es grande, con un 90.3% en DMEM/F-12, 97.29% en Epilife y 97.88% en
M154.
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Gréfica 4. Comparacion de los cultivos de queratinocitos humanos sembrados sobre “feeder layer” y sin ésta con diferentes medios con
1% de HKGS, y porcentaje de células marcadas con CK5. A) Cultivos de queratinocitos con “feeder layer” positivos a CK5; DMEM/F-
12 89.44%, Epilife 95.29%, M154 93.01%. B) Cultivos de queratinocitos positivos a CK5 cultivados sin “feeder layer”; DMEM/F-12
90.3%, Epilife 97.29%, M154 97.88%.

En la grafica 5 se observan porcentajes para Ki67 y CK5 en DMEM/F-12, Epilife y M154 con
“feeder layer” y sin “feeder layer”. En A vemos queratinocitos sembrados sobre “feeder layer” que
tienen un porcentaje de Ki67 y CK5 bajos, ya que las células observadas casi no muestran
proliferacion, siendo DMEM/F-12 las que tenian un porcentaje mas grande (0.63%), Epilife con
menos de la mitad (0.27%) y M154 con una expresién nula de ambos a la vez (0%). En B,
queratinocitos sin “feeder layer”, podemos notar que la expresion de estos dos es bastante mayor al
de los sembrados con “feeder layer”, siendo una vez mads DMEM/F-12 nuevamente el que muestra
un mayor porcentaje (71.58%), después Epilife (20.63%) y finalmente M154 (16.27%).
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Queratinocitos positivos a Ki67 y CK5 cultivados con feeder layer Queratinocitos positivos a Ki67 y CK5 cultivados sin feeder layer
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Gréfica 5. Comparacion de los cultivos de queratinocitos humanos sembrados sobre “feeder layer” y sin ésta con diferentes medios con
1% de HKGS, porcentaje de células en proliferacion (Ki67) y marcadas con CK5. A) Cultivos de queratinocitos con “feeder layer”
positivos a Ki67 y CK5; DMEM/F-12 0.63%, Epilife 0.27%, M154 0%. B) Cultivos de queratinocitos positivos a Ki67 y CK5 cultivados
sin “feeder layer”; DMEM/F-12 71.58%, Epilife 20.63%, M154 16.27%.

En la grafica 6 vemos porcentajes de queratinocitos marcados para CK10, DMEM/F-12, Epilife y
M154 con “feeder layer” y sin “feeder layer”. En A, los queratinocitos sobre “feeder layer”
muestran un porcentaje de tincién alto en los tres medios, DMEM/F-12 con 80.23%, Epilife con
84.3% y M154 con 83.18%. En B los queratinocitos sembrados sin “feeder layer” tienen un
porcentaje muy parecido al de las células con “feeder layer”, con un 86.07% en DMEM/F-12,
82.26% en Epilife y 84.83% en M154. En ambos casos los porcentajes fueron muy similares, con la

mayoria de las células marcadas, pero en menor cantidad a los vistos con CK5.
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Gréfica 6. Comparacion de los cultivos de queratinocitos humanos sembrados sobre “feeder layer” y sin ésta con diferentes medios con
1% de HKGS, y porcentaje de células marcadas con CK10. A) Cultivos de queratinocitos con “feeder layer” positivos a CK10;
DMEM/F-12 80.23%, Epilife 84.3%, M154 83.18%. B) Cultivos de queratinocitos positivos a CK10 cultivados sin “feeder layer”;
DMEM/F-12 86.07%, Epilife 82.26%, M154 84.83%.

48



En la grafica 7 se observan porcentajes para Ki67 y CK10 en DMEM/F-12, Epilife y M154 con
“feeder layer” y sin “feeder layer”. En A vemos queratinocitos sembrados sobre “feeder layer” que
tienen un porcentaje de Ki67 y CK5 bajos, ya que las células observadas casi no muestran
proliferacion, siendo DMEM/F-12 las que tenian un porcentaje mas grande (0.15%), Epilife con
menos de la mitad (0.07%) y M154 con una expresion nula (0%). En B, queratinocitos sin “feeder
layer”, podemos notar que la expresion de estos dos es bastante mayor al de los sembrados con
“feeder layer”, siendo una vez mds DMEM/F-12 nuevamente el que muestra un mayor porcentaje
(64.76%), el de menor porcentaje es Epilife (22.45%) y finalmente M154 (28.86%) con un

porcentaje ligeramente mayor al de Epilife.
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Gréfica 7. Comparacion de los cultivos de queratinocitos humanos sembrados sobre “feeder layer” y sin ésta con diferentes medios con
1% de HKGS, y porcentaje de células en proliferacién (Ki67) y marcadas con CK10. A) Cultivos de queratinocitos con “feeder layer”
positivos a Ki67 y CK10; DMEM/F-12 0.15%, Epilife 0.07%, M154 0%. B) Cultivos de queratinocitos positivos a Ki67 y CK10
cultivados sin “feeder layer”; DMEM/F-12 64.76%, Epilife 22.45%, M154 28.86%.

5.2 La caracterizacion fenotipica de los cultivos in vitro de fibroblastos humanos se realizo
mediante la técnica de inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo antigeno de superficie del
fibroblasto como marcador, mientras que el DAPI fue empleado como marcador de nucleos. Las
siguientes imégenes muestran los cultivos de fibroblastos in vitro (figura 21). Podemos ver en A las

células marcadas en su totalidad con el anticuerpo mencionado.

49



Caracterizacion fenotipica de cultivo
in vitro de fibroblastos humanos

DMEM/F-12
10% S. F. B.
1% Antibiotico-Antimicotico
(=]
N
@ @»n
° S
% ol
R
-
= 2
< =
~ @
]
% o
272 N
2
=
R
=
(=)
Q

Figura 21. Expresion de antigeno de superficie de fibroblasto en fibroblastos humanos in vitro cultivados con medio DMEM/F-12 con
10% S.F.B y 10% Antibi6tico-Antimic6tico. Los nucleos se encuentran tefiidos con DAPI. A) Cultivos de fibroblastos in vitro marcados
inmunofenotipicamete con el “Antigeno de superficie de fibroblasto”, nicleos de cultivos de fibroblastos in vitro tefiidos con DAPI. B)

Control negativo, ndcleos de cultivos de fibrablastos in vitro tefiidos con DAPI.

5.2.1 Los resultados de la caracterizacién fenotipica y proliferacién de los cultivos in vitro de
fibroblastos humanos fueron analizados cuantitativamente con el programa Image J, en donde se
realizaron conteos de la expresion hacia el anticuerpo: antigeno de superficie del fibroblasto (rojo)
en un campo determinado por triplicado.

Una vez obtenidos los datos cuantitativos se hizo un analisis estadistico con el programa GraphPad

Prism 6 obteniendo los siguientes resultados:
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Fibroblastos positivos a antigeno de superficie de fibroblasto
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Gréfica 8. Fibroblastos marcados con antigeno de superficie de fibroblasto, donde se muestra un 100% de células positivas a dicho

anticuerpo.

DISCUSION

La decision de tomar biopsias de piel de remanentes de cirugias plasticas de reduccion de abdomen
(abdominoplastias) fue debido a que se obtiene un tejido suficientemente grande, el cual es tratado
como desecho biolégico , por lo cual se necesita unicamente el consentimiento informado del
paciente para poder tomar dicho tejido y aislar tanto queratinocitos como fibroblastos (principales
componentes de la piel) vy utilizarlos en bioingenieria de piel para compensar la pérdida de este

tejido principalmente en pacientes con quemaduras.

Para la realizacién de la técnica del aislamiento de queratinocitos se revisé la literatura y se
realizaron pruebas preliminares para el aislamiento de los dos tipos celulares principales de la piel
(queratinocitos y fibroblastos) asi como para realizar los cultivos in vitro, ya que como citan Sorrel
y Caplan (2009) hay diferentes modos de aislar estos tipos celulares del tejido, uno de ellos es
utilizando tripsina-EDTA, otro es con termolisina y otro con dispasa, siendo este ultimo el que se

utilizo.

Se siguid primero la técnica de Barlow y Pye (1990) en donde se utilizaban 2.5 mg de dispasa
disuelta en 1 mL de medio DMEM durante 48 horas a 4°C sin agitacion, para separar la capa

epidérmica de la dérmica. Este método se tomd como base, realizandole una modificacién en la
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concentracion ya que se utilizaron 3mg/ml de dispasa, durante una hora a 37°C en agitacion, lo cual
resultd una condicién Optima, ya que se desprende en su totalidad la capa epidérmica de la dérmica

y fue por la que se opté para la separacion de ambas capas.

La tripsina se utiliz6 como la enzima con la cual se disgregaria la epidermis, siguiendo el método
planteado por Barlow y Pye (1990), ellos cortan mecanicamente este tejido para posteriormente
colocarlo en tripsina al 0.25%. En el laboratorio a diferencia de los autores antes mencionados, no
se realiz6 la disgregacién mecanica desde un principio, Unicamente se efectud la disgregacion
enzimatica (una vez separada la epidermis de la dermis); las ldminas de tejido epidérmico colocadas
en tripsina-EDTA se mantuvieron en agitacion (300 r.p.m) a una temperatura de 37°C, con lo que
se observé se obtenia un buen nimero celular viable, para los cultivos in vitro de queratinocitos.
También se utilizaron las laminas epidérmicas las cuales no se alcanzaron a disgregar con la enzima
para realizar cultivo en explante, lo que mas adelante se discutira si es efectivo para nuestros fines o

no.

En cuanto a la técnica de aislamiento de fibroblastos, se probaron dos formas, la primera fue
utilizando colagenasa | a una concentracion de 10% con recuperaciones celulares cada 30 minutos,
colocéndolas en medio DMEM/F-12 suplementado al 10% con S. F. B. (para neutralizar la accién
de la enzima), y realizando un conteo al final de las cuatro recuperaciones totales. Este método
implica menos tiempo en la enzima, por lo que podia quedar un poco de tejido sin disgregar, este
tejido sin disgregar (a diferencia de las laminas epidérmicas) no se utiliz6 en cultivo en explante, ya
que los cultivos se contaminaban con mayor facilidad; también debido a que el método por explante
en dermis no es tan eficiente como en epidermis ya que se obtiene un ndmero celular bajo, debido a
que el tejido conectivo donde se encuentran los fibroblastos se compone de una red de colagena, y
los fibroblastos presentes se encuentran en una proporcion mas pequefia, por lo cual resulta dificil
para estos atravesar esta red de colagena y adherirse a las cajas de cultivo, obteniendo cultivos in

vitro de aproximadamente 20% de confluencia en cajas T25 a 3 semanas en cultivo.

La otra forma de aislamiento de fibroblastos fue realizada como en el trabajo de Noronha et al.
(2014), donde se deja el tejido disgregado mecanicamente en colagenasa | al 1% durante toda la
noche y en agitacion a 37°C, lo cual implica un mayor tiempo, pero el tejido se alcanza a disgregar
en su totalidad y el nimero celular obtenido es mayor. Comparando los resultados entre una y otra
técnica se puede decir que no varia el namero celular obtenido, pero se optd por dejarlo toda la

noche ya que se utiliza una concentracion menor de enzima (colagenasa I).
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La técnica empleada para el cultivo de queratinocitos, como se menciond, fue de acuerdo a dos

metodologias: sobre “feeder layer” (capa alimentadora) y sin “feeder layer”.

Se utilizé la técnica de Barlow y Pye (1990), realizando pruebas de densidad celular para los
fibroblastos que formarian las “feeder layers”, donde ellos mencionan que la confluencia empleada
de fibroblastos fue de 50-70%, por lo que se probd con diferentes densidades, obteniendo la
densidad Gptima para “feeder layers” en 15000 cel/cm?; ésta densidad en las “feeder layers”
permitio un crecimiento de manera 6ptima, observando que los queratinocitos se anclaban entre los
espacios dejados por los fibroblastos mitomizados, permaneciendo cerca de ellos. Siguiendo la
misma técnica de Barlow y Pye, los queratinocitos fueron cultivados por primera vez en medio
DMEM F12 con 2.5% de SFB ya que esto permite, en el caso de los explantes, que los
gueratinocitos invadan la superficie de la caja de cultivo al desprenderse de la lamina de tejido
epidérmico , y que estas células se adhieran a los fibroblastos adyacentes y puedan comenzar a
colonizar la caja de cultivo; para el primer cambio de medio se colocd el factor de crecimiento para
gueratinocitos, ya que los autores mencionan que de ser afiadido antes, los cultivos dificilmente se

logran.

Las laminas epidérmicas de tejido no disgregado se colocaron sobre las capas alimentadoras,
evitando en lo posible el movimiento de la caja de cultivo, ya que se observd que el roce de las

laminas sobre los fibroblastos mitomizados los desprende.

Para los queratinocitos aislados del tejido, se siguié el mismo procedimiento, se cuantificaron y
colocaron sobre “feeder layers”, Barlow y Pye utilizan una densidad de 12,500-25,000 cel/cm?,
argumentando que dicha densidad para cultivo in vitro de queratinocitos debe ser alta para que
logren expandirse en la capa alimentadora; utilizando la misma idea se sembrd a distintas
densidades, partiendo de las utilizadas por estos autores, y llegando a la densidad éptima de 50,000
cel/cm®. También estos autores mencionan que la densidad Optima para los queratinocitos
sembrados sin “feeder layer” es de 62,500-125,000 cel/cm? ya que el nimero de células sembradas
debe ser mucho mayor para que se logre la expansion; tras diversas pruebas se establecio la

densidad de 100,000 cel/cm? como densidad Optima de sembrado sin “feeder layer”.

Para el cultivo de queratinocitos, éstos se obtuvieron tanto del aislamiento de células de la lamina
de tejido epidérmico y cultivos en explante, para lo cual se probaron tres medios de cultivo
distintos: a) un medio universal (DMEM/F-12), b) un medio para células epidérmicas (Epilife) y c)
un medio especifico para cultivo de queratinocitos (M154), a los cuales después del primer cambio

de medio se les adicioné 1% de HKGS. Cabe mencionar que los medios fueron preparados sin
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Antibidtico-Antimicotico, ya que se ha reportado que éste reduce el crecimiento de los

queratinocitos.

En los queratinocitos aislados de piel humana sobre “feeder layer” y sin ésta, se observd que la
mejor manera de cultivar queratinocitos aislados es utilizando una “feeder layer” con medio
DMEM/F-12, a pesar de no ser un medio especifico para este tipo celular como lo son Epilife y
M154.

En cuanto a la técnica de cultivo para fibroblastos (a diferencia de la de queratinocitos) fue una
tarea un poco mas sencilla, ya que estda muy bien documentada en la literatura. Segin Rolin y
colaboradores (2014), una vez que se tienen aislados los fibroblastos del tejido dérmico, deben ser
contados y sembrados a una densidad de 25,000cel/cm? y cultivados con medio DMEM/F-12 con
10% S. F. B. y 1% de Antibiético-Antimicotico, técnica que se empled en el laboratorio variando la
densidad a 10,000cel/cm?, resultando en cultivos de fibroblastos viables alcanzando una confluencia
de 100% en 10 dias.

Una diferencia notoria que existe entre los queratinocitos y los fibroblastos, y que se observo
durante la estandarizacion de ambos cultivos, es que los queratinocitos requieren de una capa
alimentadora para poder crecer y dependen del FGF7 (factor de crecimiento de fibroblasto 7),
mientras que los fibroblastos crecen facilmente sin ayuda de una. Otro aspecto que se observd fue
gue para el tiempo en que los fibroblastos ya habian alcanzado una confluencia del 100%, los
gueratinocitos aln no alcanzaban la confluencia deseada del 60%, su crecimiento fue mas lento.
Cabe mencionar que en los queratinocitos se optd por este porcentaje para hacer los pases, debido a
gue mientras mas tiempo permanecian en cultivo, las células iban diferenciandose, hasta el punto de
desprenderse. Por lo anterior podemos decir que la obtencién de fibroblastos es mas facil si se logra

una disgregacién en el tejido dérmico.

Se encontro sobre la viabilidad de cultivos, que se logran cultivos considerablemente viables tanto
de queratinocitos como de fibroblastos humanos, los cuales pueden ser empleados en un futuro para

cultivos sobre materiales biosintéticos en bioingenieria de piel.

El inmunofenotipo y proliferacion de queratinocitos fueron analizados al mismo tiempo en las

células cultivadas sobre “feeder layer” y sin ella, con medio DMEM/F-12, Epilife y M154, con el

54



fin de verificar si las células en cultivo eran queratinocitos, si estas estaban en proliferacion y que

medio era el éptimo para dichos cultivos.

Los cultivos de queratinocitos in vitro en las distintas condiciones de cultivo mostraron un
porcentaje alto de células positivas a marcadores para queratinocitos humanos (CK5 y CK10), sin
una diferencia significativa entre ellos, por lo que se podemos decir que en todas estas condiciones
se obtiene el tipo celular deseado.

Los porcentajes de los queratinocitos humanos in vitro marcados para Ki67 (proliferacion), fueron
considerablemente mas altos en los que fueron sembrados sin “feeder layer”. La diferencia entre el
porcentaje de células en proliferacion entre los cultivos sin “feeder layer” y con “feeder layer”,
puede deberse a que los queratinocitos con “feeder layer” llegaron a confluencia antes y las células
dejaron de proliferar y comenzaron a diferenciarse como pasaria en la vida de un queratinocito en la

piel.

La determinacién del inmunofenotipo de fibroblastos se hizo utilizando “Antigeno de superficie
de fibroblasto”, donde se obtuvieron fibroblastos marcados positivos en su totalidad. Por lo que
podemos decir que los cultivos de fibroblastos, a comparacion de los de queratinocitos, no

mostraron “contaminacion” de otro tipo de celular.

CONCLUSIONES

Se logré el aislamiento de queratinocitos y fibroblastos de remanentes de cirugias de
abdominoplastias, asi como su posterior cultivo in vitro y expansion celular. Los cultivos in vitro de
queratinocitos fueron viables, positivos a los marcadores de proliferacion. Los cultivos in vitro de
queratinocitos mostraron un fenotipo celular positivo a CK5 y CK10, en tanto los cultivos in vitro

de fibroblastos mostraron un fenotipo celular positivo al antigeno de superficie del fibroblasto.

PERSPECTIVAS
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Ante la falta de zonas donadoras de los pacientes con quemaduras de tercer grado se emplean los
sustitutos bioldgicos dermo-epidérmicos, los cuales no se encuentran en muchas ocasiones al
alcance de los pacientes y cuando se encuentran disponibles afectan la economia familiar, entre
otras. Por esto, el trabajo de estandarizacion realizado en la presente tesis es la base para la
obtencion de los principales tipos celulares de la piel (tejido tegumentario), los cuales se emplearan
para el desarrollo de sustitutos bioldgicos heterélogos para el tratamiento de quemaduras de tercer
grado de los pacientes del Centro Nacional de Investigacion y Atencidon de Quemados (CENIAQ)
del Instituto Nacional de Rehabilitacion, los cuales seran desarrollados bajo los mas estrictos
estandares de calidad dentro de la unidad GMP del Laboratorio de Biotecnologia.

El desarrollo de un sustituto biolégico dermo-epidérmico heter6logo conlleva el uso y aplicacion de
distintas técnicas microbiolégicas, de control de calidad, almacenamiento y distribucién, ya sea de
las células aisladas o constructos generados, dichas técnicas se encuentran establecidas para
productos de grado médico en las diferentes NOM’s, y seran desarrollados dentro del laboratorio de
Biotecnologia.

La relacion que existe entre queratinocitos y fibroblastos se encuentra reportada en la literatura
desde los afios 60°s y sigue siendo un tema de estudio importante ya que es la base para la
investigacion bésica en el entendimiento del crecimiento, migracién, proliferacién de los dos tipos
celulares principales del sistema tegumentario, las diferentes rutas de sefializacion que llevan a que
estos tipos celulares se complementen y lo que podria ayudarnos a beneficiar los productos
dérmicos en la clinica.

Por ultimo, el andamio a utilizar para el desarrollo del sustituto biolégico dermo-epidérmico para
pacientes con quemaduras de tercer grado sera un amnios humano radioesterilizado, al cual se le

cultivaran las células de piel heterélogas aisladas, tema de estudio en proximos trabajos.
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