UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA
DE MEXICO

FACULTAD DE CIENCIAS

COMPARACION DE DOS POBLACIONES DE
FIBROBLASTOS IN VITRO Y SOBRE UN ANDAMIO A
BASE DE AMNIOS HUMANO RADIOESTERILIZADO
MEDIANTE TECNICAS DE INGENIERIA DE TEJIDOS.

T E S I S

QUE PARA OBTENER EL TIiTULO DE:
BIOLOGO

P R E S E N T A:

OSWALDO GONZALEZ MENDOZA

DIRECTOR DE TESIS:

BiOL. ANA MARIA BRENA MOLINA

2017




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



1. Introduccion

Dermis
Diferencias en la matriz extracelular

Proteinas de la Matriz Extracelular

El fibroblasto

El origen embrionario de los fibroblastos
Los miofibroblastos
Los miofibroblastos en la cicatrizacion de heridas

Origen de los miofibroblastos en la herida

Regulacion de miofibroblastos por fuerzas mecanicas

Laingenieria de tejidos y el desarrollo de sustitutos de piel.

Sustitutos de piel
Membrana amniética humana (HAM)

Amnios Humano Radioesterilizado (AHR)

2. Antecedentes

3. Planteamiento del problema
4. Hipétesis

5. Objetivo general

6. Objetivos particulares

7. Material Y Método

Transporte de la muestra

Preparacion del tejido

10

13

17

18

19

19

22

23

24

27

27

28

28

29

30



Separacion de las capas de la piel
Procesamiento de la capa dérmica
Obtencion de fibroblastos humanos

Conteo celular

Cultivo celular In vitro
Subcultivos

Cultivo celular sobre un AHR
Viabilidad celular In vitro y sobre un AHR

Inmunofenotipo celular
Proliferacion celular
Analisis de imagen

8. Resultados

I. Aislamiento y expansion de fibroblastos humanos de biopsias de piel de prepucio y abdomen

31

32
33
34

35

36
37

37

38

39
40

43

44

44

II.Cultivo de fibroblastos humanos de prepucio y abdomen sobre AHR para la generacién de

constructos

lll. Analisis del inmunofenotipo de los constructos generados.

9. Discusién

10. Conclusiones

11. Referencias

46

49

57

62

63



Resumen

Los fibroblastos son el tipo de células mesenquimales méas importantes en el tejido
conectivo que depositan la colagena y las fibras elasticas de la matriz extracelular.
Los fibroblastos dérmicos representan una poblacién heterogénea de células
definida en funcién de su ubicacion dentro de la dermis y son los responsables de la
remodelacion del tejido después de una lesidon al establecer una red de coldgena
gue formara la cicatriz. El objetivo de este trabajo es la generacion de un constructo
con fibroblastos humanos aislados de biopsias de piel en condiciones in vitro. Para
determinar el inmunofenotipo celular de los constructos se seleccionaron tres
anticuerpos monoclonales. Los fibroblastos de abdomen y prepucio sobre el AHR
son 70% y 67% positivas a Anti-Fibroblast Surface Protein Antibody
respectivamente. Para Anti-Alpha Smooth Muscle Actin Antibody tenemos un 30% de
células positivas (miofibroblastos) a este marcador en el constructo hecho con
fibroblastos de abdomen, en comparacion al 33% presente en el constructo
constituido por fibroblastos de prepucio. La proliferacion en los constructos se
evalud, especificamente en las células positivas a a-sma. Los porcentajes de
miofibroblastos que se encontraban en proliferacion fueron de 35% en el constructo
de Fb.Ab. frente al 31% para el constructo de Fb.Pr. Estos resultados sugieren que
el AHR reduce la presencia de miofibroblastos al ofrecer una lamina basal a la cual
se adhieren las células, favorece la proliferacion de los fibroblastos y su topologia
favorece la migracion celular. Por lo que dos poblaciones son aptas para el

desarrollo del constructo heter6logo de AHR+fibroblastos.



1. INTRODUCCION

La piel, es el 6rgano mas grande del cuerpo se describe tipicamente en el contexto
de tres capas principales: la epidermis, la dermis y la hipodermis. La epidermis, es
la region mas externa de la piel que proporciona una barrera, con funcién
inmunoldgica y fotoprotectora. Es una capa celular altamente organizada y
estratificada que es capaz de autorrenovarse por un proceso continuo de
proliferacion y diferenciacion, referido como queratinizacion.® La dermis, la capa
intermedia, comprende tejido conectivo que proporciona integridad mecanica a la
piel. Esta compuesta principalmente de moléculas de la matriz extracelular (ECM
por sus siglas en inglés) y contiene apéndices de la piel y los receptores para
estimulos sensoriales. La hipodermis consiste predominantemente en un depadsito
subcutaneo de grasa que proporciona un aislamiento contra la pérdida de calor, pero
también contiene las raices foliculares del pelo. Ademas, la hipodermis es también

una fuente de células troncales mesenquimales (Figura 1). ?
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Figura 1. Estructura anatdmica de la piel. Se observan las tres capas principales de la piel: la epidermis, la dermis y la

hipodermis y los anexos cutaneos. [3]

La funcidbn méas importante y bien reconocida de la piel es su papel como una barrera
de permeabilidad, impidiendo la entrada de patdgenos y particulas, la pérdida de
agua del cuerpo por evaporacion; Otra funcién importante es la regulacion de la
temperatura. Y también posee receptores del dolor, del tacto, ademéas de otros

receptores mecanicos. ?

Dermis

Contiene pocas células y predominantemente comprende matriz extracelular fibrosa,
gue proporciona estabilidad mecénica a la piel. Ademas, contiene terminaciones
nerviosas, redes vasculares y células dérmicas. Esta altamente inervada y
vascularizada. Entre sus funciones por su composicién de colagena tipo | y lll es

responsable de la resistencia mecénica de la piel.



Las fibras de elastina proporcionan elasticidad a la piel, la dermis ejerce control
sobre la temperatura, la entrega de nutrientes, y el equilibrio de liquidos mediante el

control del flujo sanguineo.?

Las dos principales capas de la dermis son:

* La dermis papilar (superior): se compone de haces de fibras de colagena y
fibras elasticas de oxitalan, celularmente se observa una mayor actividad en el
estrato papilar en comparacién al estrato reticular. Los capilares mas importantes
se extienden desde el plexo subpapilar y entre las papilas (proyectadas desde la
dermis a la epidermis). El didmetro de las fibrillas de coldgena en una dermis
normal madura oscilan desde 53 + 3,0 nm en este estrato.” Por lo general, la
parte superficial de la dermis papilar se organiza en estructuras en forma de
cresta, las papilas dérmicas, que contienen componentes microvasculares y
neurales que sostienen la epidermis.> Las papilas dérmicas amplian en gran
medida el area superficial para las interacciones epitelio-mesénquima y la

entrega de moléculas solubles a la epidermis.

 La dermis reticular (inferior): Esta es la parte mas gruesa y profunda
responsable de la durabilidad y anclaje de los apéndices de la piel. La dermis
reticular se caracteriza por haces entrelazados de fibrillas de coladgena de gran
didmetro. El didmetro de estas fibrillas en una dermis normal madura oscilan

entre 82 + 4,9 nm (Figura 2). *



Epidermis

| Papillary
dermis

| Reticular
dermis

Figura 2. Estructura de la dermis. Tincién tricromica de Masson de la dermis humana normal. Se observa la estructura fina
de las fibras de colageno en la dermis papilar a diferencia de la estructura gruesa de las fibrillas de colageno en la dermis

reticular. [2]

Un plexo vascular superficial (rete subpapillare), demarca el limite inferior de la
dermis papilar. La capa reticular de la dermis se extiende desde esté plexo a un
plexo profundo vascular (rete cutaneum), que sirve como el limite entre la dermis y la

hipodermis (figura 3).5

Diferencias en la matriz extracelular

La dermis papilar y la dermis reticular difieren tanto en la composicion como en la
organizacion de sus respectivas matrices extracelulares. La dermis papilar se
caracteriza por haces de fibras de coldgena delgadas, mal organizadas, que
consisten principalmente en colagena de tipo | y Ill, que contrastan con los fibrados
gruesos y bien organizados de la dermis reticular (hecha de fibras gruesas de
colagena tipo | principalmente y elastina dispuestas paralelamente a la superficie de

la piel).®



Los haces de fibras de colagena en la dermis papilar contienen mas colagena tipo |l

que los de la dermis reticular.” Otras moléculas de la matriz también se distribuyen

diferencialmente entre la dermis papilar y reticular (Tabla 1).

Componente de

matriz

Dermis papilar

Dermis reticular

Foliculo piloso

Colagenas | y llI

Colagena IV

Colagena VI

Colagena Xli

Colagena XIV

Colagena XVI

Tenascina-C

Tenascina-X

Versicano

Decorina

Alta tasa de tipo | a
1

Presente en
membrana basal

Presente en unidn
dermo-epidermica
(DEJ)

Presente

Bajo a ausente

Presente en la
region DEJ

Presente en la
region DEJ

Débil en la region
DEJ

Difuso en la regién
DEJ, presente en las
fibrillas de la matriz

Presente

Bajatasadelll al

Ausente

Débilmente presente

Bajo a ausente

Presente

Ausente

Ausente

Presente

Presente en
asociacioén con fibras
elasticas

Presente

Presente

Presente en papilas
dérmicas

Presente en vainas
dérmicas

Alta expresion
alrededor de la vaina
folicular

Baja expresion

Desconocido

Presente en vainas y

papilas dérmicas

No asociada

Presente en papilas
dérmicas

Desconocido

Tabla 1. Distribucién de moléculas seleccionadas de matriz extracelular en compartimentos dérmicos. [6]



Proteinas de la Matriz Extracelular

La especie de glucosaminoglicanos (GAG’s) presentes determina la estabilidad de la
matriz y la relativa facilidad de movimiento de las células. Desde la etapa fetal y a
través de la maduracion, la dermis se compone cada vez mas de GAG'’s sulfatados,
lo que lleva a una mayor estabilidad. Los fibroblastos dérmicos secretan una gran
cantidad de proteoglicanos y glicoproteinas en el espacio extracelular, en concreto,
sulfatos de condroitina / sulfato de dermatan (biglicano, decorina y versicano),
proteoglicanos de sulfato de heparan / heparan (sindecano y perlecano), y
proteoglicanos condroitina-6 sulfato. Entre las moléculas producidas por los
fibroblastos encontramos la colagena tipo |, proteinas matriz (fibronectina vy

tenascina entre otras), acido hialurénico (HA), citocinas y factores de crecimiento.®

EL FIBROBLASTO

Los fibroblastos son células de origen mesenquimal y son el mayor componente
celular presente en la dermis. Convencionalmente los fibroblastos se definen por su
morfologia fusiforme (huso), su crecimiento adhesivo en plasticos de cultivo de
tejidos, la expresion de marcadores mesenquimales que incluyen vimentina y
colagena |, y la falta de expresion de marcadores relacionados con otros linajes

celulares especificos. ©

Los fibroblastos dérmicos son un componente esencial de la piel, no sélo producen y
organizan la matriz extracelular de la dermis, ellos también llevan a cabo
interacciones dindmicas y reciprocas entre si y con otros tipos celulares residentes:
células epiteliales, células endoteliales, células neurales, células inflamatorias,
adipocitos y células troncales mesenquimales, a través de comunicaciones celulares

directas, interacciones célula-matriz y la secrecién de factores solubles (factores de



crecimiento y citocinas) que juegan un papel crucial en la regulacion de la fisiologia

de la piel.®

Los fibroblastos dérmicos representan una poblacion heterogénea de células
definida en funcién de su ubicacion dentro de la dermis. Dos subpoblaciones de
fibroblastos residen en capas dérmicas distintas: los papilares y reticulares.> Un
tercer grupo esta asociado a los foliculos pilosos, estos se encuentran en la region

de la papila dérmica del foliculo y a lo largo de su eje (Figura 3).°

Aunque tradicionalmente se consideraban una poblacion estatica de células que
mantenian a la piel a través de la secrecion y degradacion de ECM, ahora se sabe
gue los fibroblastos juegan un papel importante en casi todos los procesos cutaneos
a lo largo de la vida. En el embrion, los fibroblastos dirigen la morfogénesis de la
piel, mientras que en el organismo maduro contribuyen a la homeostasis de la piel.
Su participacién en diversas condiciones fisiopatologicas, como la curacion de
heridas, la fibrosis, el envejecimiento, la psoriasis y el cancer de piel, esta

empezando a ser comprendida.®



Interfollicular dermis

Rete cutaneum

Figura 3. La piel humana adulta es un 6rgano estratificado que consiste en una epidermis que esta unida a una dermis por
una elaborada estructura de tejido conectivo, la membrana basal (BM). La superficie basal de la epidermis esta indentada
por componentes cutaneos y vasculares llamados papilas dérmicas (*) . La dermis se divide en dos capas funcionales, la
dermis papilar y la dermis reticular. Estas dos capas estan separadas por un plexo vascular, el rete subpapillare. Este plexo

es alimentado por otro plexo vascular, el rete cutaneum, localizado en la base de la dermis reticular. [Modificada de 6]

El origen embrionario de los fibroblastos

Los fibroblastos tienen multiples origenes embrionarios (Figura 4). Una caracteristica
gue contribuye a su diversidad. Gran parte de la informacién sobre el origen de la
dermis deriva de estudios embriologicos experimentales de embriones aviares y

murinos que dejan dudas en cuanto a su relevancia para el desarrollo humano.
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Figura 4. Mdltiple origen embrionario de los fibroblastos. [8]



Los progenitores de los fibroblastos surgen de diferentes origenes de desarrollo
como la cresta neural, el mesodermo de la placa lateral y el dermato-miotomo
dependiendo del sitio de la piel. Estos progenitores de fibroblastos sitio-especificos
experimentan un compromiso de linaje con progenitores de fibroblastos dérmicos
papilares y fibroblastos dérmicos reticulares que se diferencian adicionalmente para

dar lugar a diferentes poblaciones de fibroblastos dentro de la piel.®

Los fibroblastos dérmicos en la region dorsal surgen del desarrollo del dermato-
miotomo.'%111? Este tejido embrionario da lugar a la dermis, la hipodermis y la
musculatura subyacente. La somatopleura proporciona células que migran y se
diferencian en la dermis ventral. Por el contrario, los fibroblastos del cuero cabelludo
y de la piel facial proceden de la cresta neural, al igual que otros tejidos

mesenquimatosos de esta regién, como el cartilago y el hueso.*®141>

Junto con el origen embrionario de las poblaciones de fibroblastos en desarrollo, su
organizaciéon espacial dentro del embrion impulsa la formacién de patrones vy, en
dltima instancia, da lugar a la formacion de tejidos y sistemas de 6rganos.® Estos
patrones espaciales e informacién de posicién subyace en la especializacion celular
y por lo tanto debe mantenerse a lo largo de la vida del ser vivo a medida que los
tejidos experimentan renovacion, reparacion y regeneracion. Los fibroblastos, al
tener un origen variado presentan escasez de marcadores especificos para sus
subpoblaciones.® La Figura 5 resume algunos de los marcadores moleculares que

se usan para identificar fibroblastos y poblaciones relacionadas con fibroblastos.
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FIGURA 5. Diversidad de los fenotipos en fibroblastos. Se muestran ejemplos de moléculas celulares y ECM que
caracterizan a estas células: integrina alBl (se une a la colagena I), integrina alB5 (se une a fibronectina), FN
(fibronectina), TN (tenascina), FSP-1 (proteina especifica de fibroblastos-1), a-SMA (a- actina de musculo liso), FAP

(proteina activadora de fibroblastos), CD90 (THY-1/CD90), fosfatasa alcalina (no especifica), colagena | y colagena IV. [16]

LOS MIOFIBROBLASTOS

Los miofibroblastos se describieron por primera vez en la cicatrizacion de las heridas
cutaneas, donde se planted la hipotesis de que eran responsables del fendmeno de
la contraccion de la herida.’” Desde entonces, se han descrito células
morfolégicamente similares a miofibroblastos en muchos tejidos,
predominantemente en estados patolégicos donde su presencia sostenida es

generalmente un marcador de fibrosis y cicatrizacion.®

Los primeros estudios identificaron a los miofibroblastos sobre la base de su
morfologia ultraestructural, con haces de microfilamentos prominentes en su

citoplasma que los distinguen de fibroblastos de tejido quiescentes "normales”.
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Los miofibroblastos también poseen uniones de fibronexus (contactos membranales
focales via integrinas con conformacion de un complejo de microfilamentos
transmembranales), entre las células y la ECM circundante por lo que de alguna
manera parecen compartir algunas de las caracteristicas morfologicas de las células

del musculo liso (SMC).*®

Se han descrito muchos tejidos y patologias en las que se han identificado
miofibroblastos, incluyendo cicatrices hipertréficas y queloides en la piel, higado
fibrético como se observa en cirrosis hepatica y otras patologias hepaticas, fibrosis

renal y fibrosis pulmonar idiopatica.?’

El papel de los miofibroblastos en la conduccién de enfermedades fibréticas y el
reciente hallazgo de que los miofibroblastos asociados al cancer probablemente
influyen en el crecimiento tumoral y se correlacionan con un mal prondstico clinico,
por lo qué ha aumentado el interés por conocer su origen celular, su regulacion y su

papel en la reparacién y la enfermedad.?*

Actualmente se sabe que los miofibroblastos pasan por una etapa precursora de
expresion de grandes fibras de estrés que no se ven en los fibroblastos quiescentes,
haces prominentes de microfilamentos que permiten cierta contraccion, pretensando

y remodelando la ECM circundante.??

Mas tarde, los miofibroblastos completamente diferenciados expresan la proteina
citoesquelética especifica de células del masculo liso, a-Actina de musculo liso (a-
sma), Que ahora se utiliza a menudo para definir el fenotipo de los miofibroblastos.?*

(Tabla 2).

11



Caracteristica

Forma

Diametro

Proteinas del citoesqueleto

Fibronexus

Fibras de estrés

Contractibilidad

Sintesis de matriz extracelular

Proliferacién

Mitocondrias

Uniones intercelulares

Fibroblastos

Fusiforme

Menores a ~26uM

Vimentina
Actinas F, ayp

Ausente

Ausentes

Muy baja

Baja

Normal

Pocas

Ausentes

Miofibroblastos

Estrellada

Mayores a ~38uM

a-Actina de musculo liso
Desmina

Presente

Presentes

Alta

Muy alta

Muy baja

Muchas

Adherentes y Gap

Tabla 2. Diferencias principales entre fibroblastos y miofibroblastos. [24 ]

Estudios in vitro han demostrado que los fibroblastos normales pueden inducirse a
adquirir el fenotipo de miofibroblastos exponiendo estas células a la forma fetal de
fibronectina, que es altamente expresada en los sitios de la herida y al factor de

crecimiento transformante B1 (TGF-B1).?°

12



La otra caracteristica definitoria de los miofibroblastos es que no expresan el
repertorio completo de marcadores de SMC, tales como la cadena pesada de
miosina de musculo liso, n-caldesmona y la smootelina.?®?7?¢ Permitiendo que los

miofibroblastos se distingan de las SMC.

Por ultimo, los miofibroblastos muestran uniones fibronexus con otras células y
complejos de union especializados con la ECM; Estas grandes adherencias focales
maduras les permiten hacer adherencias fuertes, contraer y remodelar la ECM, y

proporcionar un medio de transduccién de fuerza mecanica en el tejido.?° 20

Los miofibroblastos en la cicatrizacién de heridas

Inmediatamente después de la herida, el proceso de cicatrizacion comienza, dando
lugar a la restauracion (parcial) del tejido lesionado. La cicatrizacion de la herida
procede en tres fases dindmicas interrelacionadas que temporalmente se
superponen. Estas fases se definen como la fase inflamatoria, la fase proliferativa (el
desarrollo del tejido de granulacion) y la fase de regeneracion, incluyendo la

maduracion, la formacion de cicatrices y la reepitelizacion (Figura 6).3*

13



T

i Epithelial

cell

1

¥
=

1

5 | : i " Sweat duet
Subcutanecus \ gland #

Platel \ !
layer  Fibroblast telet Sd,,Lom \ Monacite i el Granulation
Neutrophil gland Collagen Capillary BeTop tssue
Injury
Inflammation Tissue formation Tissue remodeling

‘a‘g‘\s
\n““ﬂ‘m

aa2"

ot angh 10N
ccp depostt

-} 1
ae-eP!

Contraction

cat formation Scar remodeling

Scar persists

5 10 15 20 25 3 6 9 12
Days Months

Figura 6. Fases de la cicatrizaciéon de heridas. (A) Hemostasia e inflamacién, 0-48 h después de la lesién. Inmediatamente
después de la herida durante la inflamacion, se forma un coagulo de fibrina que contiene plaquetas degranuladas, células
inflamatorias y muchos factores de crecimiento. (B) Reepitelizacion, 2-6 dias después de la lesion, y nueva formacion de
tejido, 2-21 dias después de la lesion. Los nuevos vasos sanguineos se infiltran en el tejido de granulacién fibroso del sitio
de la herida. (C) Remodelacion del tejido, hasta 1 afio. Una region de colagena desorganizada, en su mayoria colagena I,

es establecida por fibroblastos. Esta red densa de colagena formara la cicatriz. [32]

La fase inflamatoria comienza con el dafio de los capilares, provocando la formacién
de un coagulo de sangre que consiste de fibrina y fibronectina. Esta matriz
provisional colma la lesion y permite que una variedad de células migren hacia la
lesién. Las plaquetas presentes en el coagulo liberan multiples citocinas (TGF-B y
PDGF), que participan en el reclutamiento de células inflamatorias, neutréfilos y
macrofagos, pero también promueven el reclutamiento de fibroblastos y células
endoteliales. La segunda etapa de cicatrizacion de heridas es la fase proliferativa, se
caracteriza por angiogénesis, depoésito de colagena, formacion de tejido de

granulacion, epitelizacion y contracciéon de la herida.

14



La angiogénesis es critica para el proceso de cicatrizacion, permite a los nuevos
capilares suministrar nutrientes a la herida y contribuye a la proliferacion de
fibroblastos. Inicialmente la herida es hipoxica debido a la pérdida de perfusion
vascular, pero con el desarrollo de una nueva red capilar, se restablece la perfusion
vascular. La regulacion de la angiogénesis en la herida representa un medio para
mejorar la cicatrizacién en algunos casos, particularmente cuando la angiogénesis

retardada o defectuosa esta implicada en el deterioro de la cicatrizacion.*?

En el tejido de granulacién, los fibroblastos son activados y adquieren la expresion
de a-sma y se convierten en miofibroblastos. Estas células miofibroblasticas
sintetizan y depositan los componentes ECM que eventualmente sustituyen a la
matriz provisional. Estas células exhiben propiedades contractiles, debido a la
expresion de a-sma en haces de microfilamentos o fibras de estrés, desempefiando
un papel importante en la contraccion y maduracién del tejido de granulacion (Figura

7). %

Actualmente, se acepta que la modulacién miofibroblastica de las células

fibroblasticas comienza con la aparicién del protomiofibroblasto, cuyas fibras de

estrés solo contienen actinas citoplasmaticas de tipo y y B. Los protomiofibroblastos

generalmente evolucionan en miofibroblastos diferenciados, con fibras de estrés que
contienen a-sma. La presencia de a-sma representa el marcador mas fiable del

fenotipo miofibroblastico. *°
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Figura 7. Evolucién del fenotipo de los miofibroblastos. [36]

La tercera fase de cicatrizacion, la formacion de cicatrices, implica una remodelacion
progresiva del tejido de granulacién. Las enzimas proteoliticas, esencialmente las
metaloproteinasas de la matriz (MMP’s) y sus inhibidores (inhibidores tisulares de

metaloproteinasas [TIMPs]) juegan un papel importante.®’

La sintesis de ECM no se detiene totalmente, solo se reduce considerablemente, y
los componentes sintetizados se modifican a medida que se remodela la matriz.
Progresivamente, la colagena tipo lll, el principal componente del tejido de
granulacion, es reemplazado por la colagena tipo I, que es el principal componente
estructural de la dermis. Por ultimo, la elastina, que contribuye a la elasticidad de la

piel y estd ausente en el tejido de granulaciéon, también reaparece.

En la fase de resolucion de la cicatrizacion, el nimero de células se reduce
drasticamente por la apoptosis tanto de las células vasculares como de los

miofibroblastos.3®
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Origen de los miofibroblastos en la herida

La principal fuente de miofibroblastos son fibroblastos de tejido conectivo local que
son reclutados en la herida.*° Los fibroblastos dérmicos localizados en los bordes de
la herida pueden adquirir un fenotipo miofibroblastico y participar en la reparacion
tisular. “° Sin embargo, también se ha tomado en cuenta la importancia de la
heterogeneidad de las subpoblaciones de células fibroblasticas. Estas
subpoblaciones residen en diferentes localizaciones dentro de la piel y tienen
propiedades especificas de activacion y desactivacion. Estas subpoblaciones
celulares pueden ser aisladas y exhibir, dependiendo de la naturaleza y edad de la

piel original, diferencias fenotipicas distintas cuando se cultivan por separado.°

En general, las células troncales mesenquimales (localizadas en la envoltura
dérmica que rodea el exterior del foliculo piloso frente a las células troncales
epiteliales), los fibrocitos (células circulantes, entran en la piel lesionada junto con
las células inflamatorias y pueden adquirir un fenotipo miofibroblastico), las células
derivadas de la médula 6sea (otro tipo de célula circulante) y las células derivadas
de los procesos de transicion epitelio y endotelio-mesenquima (este mecanismo se
reconoce cada vez mas como parte integral de la fibrogénesis tisular después de la
lesion, pero parece desempefar un papel limitado durante la reparacién tisular
normal), pueden representar fuentes alternativas de miofibroblastos cuando los
fibroblastos locales no son suficientes para realizar la reparacion y remodelacion de

los tejidos.3°
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Regulacién de miofibroblastos por fuerzas mecanicas

Se ha demostrado que las sefales mecanicas desempefian un papel en la
diferenciacion de miofibroblastos ya que la ECM que rodea a los fibroblastos en los
tejidos dafiados cambia su composicidn y su rigidez a medida que avanza la

reparacion tisular.**

La naturaleza contractil de los miofibroblastos por si misma conduce a un aumento
de la rigidez y el estrés mecanico de la ECM a medida que progresa la cicatrizacion,
dando lugar a un bucle de retroalimentacion positiva donde el estrés aumentado
sefala la diferenciacion de miofibroblastos y también aumenta la supervivencia de
miofibroblastos. Por esta razon, la retroalimentacion mecanica se considera
importante en la conduccién de condiciones patologicas tales como contracturas

postlesion.*?

La sefalizacion mecanica y el estrés modulan la diferenciacion de miofibroblastos a
través de una serie de vias y mecanismos. El estrés puede activar directamente la
transcripcion del gen de a-sma, puesto que se ha demostrado que la aplicacién de
la fuerza a través de los sitios de union a integrina aumenta la actividad del promotor

de a-sma.*3

La fuerza mecéanica por si sola no es generalmente suficiente para inducir la
diferenciacion de miofibroblastos, otros factores son necesarios para actuar en

conjunto, especificamente TGF-B1.

La sefalizacion mecéanica y la estimulacion del TGF-B1 también aumentan la
expresion geénica de la colagena en los fibroblastos, haciendo hincapié en el papel
gue juegan estos factores en la estimulacion de un fenotipo profibrotico, como se

observa en los miofibroblastos activados.*°
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El TGF-B1 también favorece la deposicion de proteinas ECM sobre la degradacion
por la regulaciéon positiva de TIMPs mientras que disminuye la expresion de las

mismas MMPs.44

LA INGENIERIA DE TEJIDOS Y EL DESARROLLO DE
SUSTITUTOS DE PIEL.

Millones de personas sufren de enfermedades y dafios en la piel cada afio, las
heridas agudas y crénicas son los principales retos para la ingenieria de tejidos de
piel. El factor clave en la reparacién de los defectos cutaneos es promover el cierre
de la herida para reducir las complicaciones causadas por trastornos del medio
interno o la invasion de microorganismos. Sin trasplante oportuno, los pacientes
pueden sufrir facilmente la pérdida de fluidos, infeccidbnes agudas e incluso sepsis
gue pueden amenazar sus vidas. Aunque la toma de autoinjertos es un tratamiento
ampliamente utilizado en clinica, esta sujeto a disponibilidad. Una de las desventajas
de tomar autoinjertos desde areas donadoras, es que se generan lesiones cutaneas
que generalmente son de espesor parcial que pueden retrasar el proceso de

reepitelizacion. Por lo que se han propuesto alternativas como los sustitutos de piel.

Sustitutos de piel

Basada en los principios de la ingenieria de tejidos, la bioingenieria de constructos
de piel consiste en células, factores bioactivos y biomateriales desarrollados en
décadas pasadas que proporcionan un nuevo enfoque para la reparacion de los
defectos de piel de espesor total. En general, la ingenieria tejidos de piel debe
cumplir con tres requisitos principales, es decir, la seguridad para los pacientes, la

eficacia clinica y la conveniencia de la manipulacion.*>
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A diferencia de los autoinjertos que dependen de la disponibilidad de tejido sano en
el paciente, los sustitutos de piel pueden adquirirse de otros humanos (alogénicos),

animales (xenogénicos) o producirse enteramente en el laboratorio.

Entre los sustitutos de piel que existen se encuentran los biolégicos (grupo
heterogéneo de biomateriales que en combinacion con células heterdlogas y/o
autdlogas cubren y promueven la reepitelizacion de heridas cutaneas) y los
sintéticos. Los primeros son mas baratos y abundantes, ademas poseen una matriz
extracelular natural. En cambio los sintéticos estan formados por moléculas no
bioldgicas o polimeros no presentes en la piel normal y que a pesar de carecer de
una membrana basal, han demostrado tener cualidades especificas en el
tratamiento de los pacientes. Sin embargo, al dia de hoy no existe ningun sustituto
de piel que pueda reemplazar todas las funciones de la piel humana, debido a que
algunos estan desprovistos de células y solo proveen el microambiente para que las

propias células del paciente proliferen (Tabla 3).
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Nombre comercial

fabricante

Composicién

Aplicacién

Integra®

Dermagraft®

Transcyte®

Hyalograft 3D®

Apligraft®

Integra Life
Science

Advanced
Biohealing Inc.

Advanced
Biohealing Inc.

Fidia Advanced
Biopolymers

Organogenesis

Soporte de colageno | y
condritin sulfato, cubierta
con una capa de silicona.

Cultivo alogénico de
fibroblastos de prepucio
de neonatos
criopreservados en una
matriz (3D) de silicon/
nylon, GAG’s y colagena
dermal porcina.

Cultivo alogénico de
fibroblastos
criopreservados de
prepucio de neonatos en
una malla de nylon,
cubierta por colageno
porcino unida a una
membrana de silicon.

Cultivo autologo de
fibroblastos sobre acido
hialuronico

Soporte de colageno |
bovino, sembrado con
fibroblastos y
gueratinocitos
neonatales, crecen en
monocapa y
posteriormente los
gueratinocitos
estratifican.

Quemaduras y remodelacion
de heridas de quemaduras,
(Semipermanente).

Indicado en el tratamiento
de Ulceras por pie diabético,
(permanente).

Cobertura temporal de
heridas de espesor total y
parcial de pacientes
guemados para antes del
autoinjerto.

Segura, ayuda a una rapida
formacion de la membrana
basal, especifico para
lesiones termales profundas,
usado éxitosamente en
Ulceras cutaneas por
esclerodermia,
(permanente).

Tratamiento de Uulceras
venosas y Ulceras
neuropaticas de espesor
total.

Tabla 3. Algunos sustitutos de piel empleados en el tratamiento de heridas agudas y cronicas.
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MEMBRANA AMNIOTICA HUMANA (HAM)

Entre los sustitutos biolégicos encontramos al amnios que es una membrana fetal
delgada que tiene un espesor entre 0.02mm y 0.05mm, elastica, translicida y
semipermeable unida a la membrana coridnica. La capa externa, el coridén, se
compone de tejido corionico trofoblastico y mesénquima. La capa interna, el amnios,
consta de una sola capa de epitelio derivado ectodermicamente y dispuesto
uniformemente sobre la membrana basal, que es una de las membranas mas
gruesas que se encuentran en cualquier tejido humano, y una capa mesenquimal

rica en colageno.*¢ (Figura 9)

La ECM del amnios tiene varios componentes como elastina, laminina, diferentes
tipos de colagena (I, lll, 1V, V, VI y VII), niddégeno, fibronectina, vitronectina, factores
de crecimiento, hialuronano y proteoglicanos.*’“849 Estos en la piel son abundantes
ademas de ser responsables de la regulacién y el mantenimiento del metabolismo
normal de los fibroblastos, por lo que se sugiere su uso como andamio bioldgico
para la ingenieria de tejidos de piel en comparacion con otros productos

biocompatibles.

« Amniotic Fluid

Epithelium

Basement Membrane

Compact Layer

Fibroblast Layer

Spongy Layer

Figura 9. Estructura de la membrana amniotica humana. [47]
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El amnios en su aplicacion clinica se emplea: fresco, liofilizado, congelado y
radioesterilizado. Se ha descrito que la membrana fresca preservada a 4-8 °C es
mejor que la membrana congelada a -70°C. Sin embargo el uso del amnios humano
radioesterilizado ofrece una mayor seguridad biolégica a los pacientes, al
encontrarse libre de bacterias, organismos fungicos. Ademas del monitoreo
mediante pruebas serolégicas en el momento del parto y 6 meses después de éste

antes de ser liberado para su aplicacion en la clinica.

Amnios Humano Radioesterilizado (AHR)

El Banco de Tejidos Radioesterilizados del Instituto Nacional de Investigaciones
Nucleares (BTR - ININ) junto con el Sistema Mexicano de Salud, se han dado a la
tarea de reducir la cantidad de tejidos importados. Esto se ha hecho mediante el

procesamiento de tejidos esterilizados con radiacion ionizante.

El banco es el resultado del fuerte apoyo que el pais recibi6 del Organismo
Internacional de Energia Atomica (AIEA), de 1997 a 2004. El 7 de julio de 1999 la
secretaria de Salud emiti6 la licencia sanitaria al BTR-ININ. El ININ firmé
posteriormente un convenio con el Hospital Materno Infantil-ISSEMYM (HMI) en la
ciudad de Toluca, para la procuracion, procesamiento, esterilizacion y uso de los

tejidos.>°

El hospital que suministra el amnios (HMI), es responsable de la seleccion de
donantes, pruebas serolégicas (VIH 1y 2, hepatitis B y C y Sifilis), procuracion de
amnios, limpieza preliminar y almacenamiento temporal. EI BTR-ININ es

responsable de: recepcion, lavado, secado, corte, envasado y etiquetado, control

microbiologico, esterilizacion con radiacibn gamma (y) de Cobalto-60 a 25 kGy (la

dosis determinada durante el control microbioldgico), pruebas de esterilidad,
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almacenamiento a temperatura ambiente y la distribucién de tejidos de alta calidad
para la aplicacion clinica. Todas las actividades se realizan bajo riguroso control de
calidad para cumplir con los requisitos del Sistema de Gestion de la Calidad (SGC)

BTR-ININ, que fue certificado bajo ISO 9001: 2000 el 1 de agosto de 2003.°*

2. ANTECEDENTES

Actualmente existen un sin nimero de trabajos que exploran las caracteristicas del
amnios como andamio biolégico para su potencial uso en ingenieria de tejidos en el

desarrollo de sustitutos de piel:

En el 2015 Moreira-Rocha, S. C. y Maia-Baptista, C. J., basados en la morfologia y
propiedades bioquimicas, encuentran que el amnios humano tiene un nimero de
caracteristicas que lo hacen Unico para su aplicacion en ingenieria de tejidos.
Algunas de estas son: 1) efecto antiinflamatorio; 2) propiedades anti-bacterianas; 3)
no inmunogénico y baja antigenicidad; 4) proporciona una ECM para la migracion
celular y la proliferacién; 5) Promueve una mayor curacién y mejora del proceso de
cicatrizacion de heridas y por ultimo 6) actividad anticicatrizante y antiadhesiva al
reducir la actividad de las proteasas a través de la secrecion de TIMP’s y regulacion
negativa de TGF-B responsable de la activacion de los fibroblastos previniendo asi el
riesgo de fibrosis. Ademas de las propiedades especiales, la disponibilidad, el bajo
costo y su recuperacion no invasiva lo convierten en un candidato ideal para su

aplicacién en este trabajo.>?
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Por otro lado Guo, Q. y su grupo en 2012 muestran que las matrices naturales
tridimensionales (3D) comerciales, presentan limitaciones en términos de sus
propiedades biomecénicas y por consiguiente son incapaces de imitar las
condiciones para que las células se adhieran como sucede en condiciones in vivo
entre las células y la ECM que desempefia un papel crucial en la diferenciacion,
proliferaciéon y migraciéon celular, asi como en la remodelacion tisular. Por lo que
proponen un método simple para producir una matriz amniotica humana acelular
(AHAM) con propiedades biomecéanicas conservadas y un potencial de adhesion
favorable. En el lado estromal de la AHAM, siembran fibroblastos humanos de
prepucio (HFFs), estos se adhieren y extienden con su morfologia caracteristica de
huso, proliferan en multicapa, cubren completamente el AHAM y migran en linea
recta. Sus resultados indican que la AHAM puede ser un candidato ideal como
sustrato de adhesion y migracion, asi como otras funciones in vitro bajo una fuerza

de traccién que imita el entorno in vivo.>®

Otro trabajo que explora el potencial como andamio del amnios es el de Mahmoudi-
Rad, M. y su grupo en 2013, tienen como objetivo investigar la proliferacién de
fibroblastos humanos de prepucio sobre membrana amnidtica humana, y el
desarrollo de un sustituto temporal de piel. En este estudio investigan la adecuacion
de un andamio de amnios humano acelular para el cultivo de fibroblastos y, de este
modo, generar un sustituto de piel para el tratamiento de heridas como quemaduras
y Ulceras cronicas. Ellos encuentran que los fibroblastos alogénicos cultivados tenian
adherencia y viabilidad aceptables sobre el amnios, y obtienen un sustituto temporal

de piel que puede utilizarse en heridas frescas antes de la reparacion definitiva.>*
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La membrana amniética humana descelularizada y deshidratada (DDHAM) es una
matriz extracelular (lamina basal) carente de células y por tanto de factores de
crecimiento. En este estudio Guo, X. et al. 2016, examina el efecto de la union
celular a la DDHAM vy las respuestas celulares inducidas. Los tipos célulares
empleados fueron fibroblastos dérmicos humanos (HDF), queratinocitos epiteliales
humanos (HEK) y células endoteliales microvasculares dérmicas humanas
(HDMEC), los cuales desempefian un papel critico en el proceso de cicatrizacion de
heridas. Ademas, se compara la DDHAM con una membrana amnios/coriéon humana
deshidratada (dHACM), que contiene y libera factores de crecimiento y citocinas. Los
HDF y HEK se cultivaron en la DDHAM y la dHACM, y se realizaron ensayos de
proliferacion e imagen celular para evaluar la union de las células y su capacidad de
proliferar sobre la DDHAM en relacion con el dHACM. Ademas, examinan el efecto
de los factores solubles liberados por la DDHAM y la dHACM sobre la supervivencia,
union y proliferacion celular. Los autores también evaluaron el efecto de los factores
solubles producidos por el cultivo de células en la DDHAM en ensayos funcionales in
vitro, incluyendo la supervivencia celular y la migracién de células endoteliales en un

ensayo de angiogénesis de cierre de herida.

Sus resultados muestran que las células HDF y HEK se unieron facilmente y
proliferaron en la DDHAM, mientras que el dHACM no apoy6 la union celular ni la
proliferaciébn cuando se cultivé en las mismas condiciones. Los factores solubles
secretados cuando se cultivaron HDF en la DDHAM aumentaron tanto la
supervivencia de células endoteliales como la supervivencia de queratinocitos y la
migracion de células endoteliales en el ensayo de cierre de heridas. Por lo que
concluyen: aunque DDHAM es s6lo una matriz extracelular y sirve principalmente

como un andamio, tiene sefales suficientes para permitir la adhesion celular y la
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proliferacion. Ademas, los factores de crecimiento liberados como consecuencia de

la adhesién celular favorecen la supervivencia y migracion celular.>®

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En el campo de la ingenieria de tejidos de piel, uno de los retos ha sido el hecho de
poder restaurar la funcion de esté organo lesionado ya sea por enfermedades o
traumatismos. En las dltimas décadas el cultivo de células in vitro y el desarrollo e
investigacion en biomateriales esta haciendo posible la produccion de sustitutos de
piel que puedan lograr restaurar la funcionalidad parcial o total de esta. Sin embargo,
al dia de hoy no existe ningan sustituto que pueda reemplazar todas las funciones
de la piel humana, ademas de que generan resultados altamente variables su costo
es muy elevado.

Por lo que en este estudio se propone comparar fibroblastos de abdomen (Fb.Ab.)
contra fibroblastos de prepucio (Fb.Pr.) cultivados en condiciones in vitro sobre un
AHR mediante la evaluacién del inmunofenotipo celular, para el desarrollo de un
constructo (AHR+Fibroblastos), ya que se sabe que los miofibroblastos, a diferencia
de los fibroblastos dérmicos tipicos, no apoyan adecuadamente la regeneracion

epidérmica o la formacion de membrana basal en equivalentes de piel.

4. HIPOTESIS

El AHR sera el andamio optimo para el cultivo de fibroblastos humanos de prepucio
lo cual ayudard a la generacion de un constructo que presente baja tasa/ presencia

de miofibroblastos.
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5. OBJETIVO GENERAL

Generacion de un constructo con fibroblastos humanos aislados de biopsias de piel

en condiciones in vitro.

6. OBJETIVOS PARTICULARES

l. Aislar y expandir fibroblastos humanos de biopsias de piel de prepucio y

abdomen.

[I.  Cultivar fibroblastos humanos de prepucio y abdomen sobre AHR para la

generacion de constructos:

v AHR+FDb.ADb.

v AHR+Fb.Pr.

v Analizar las caracteristicas biologicas de los fibroblastos en los

constructos.

[ll.  Analizar el inmunofenotipo de los constructos generados.
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7. MATERIAL Y METODO

Se obtuvieron 6 muestras en total de piel de remanentes de cirugias de
abdominoplastias y circuncision. Se procuraron 3 muestras de prepucio en el
Instituto Nacional de Pediatria (INP), la edad de los donantes fue menor a 1 mes de
vida. De las 3 muestras de abdominoplastias, las donantes fueron mujeres con una
edad promedio de 34 afios. Las muestras fueron proporcionadas con previa firma de
Consentimiento Informado del paciente cumpliendo asi con los siguientes aspectos
éticos: Manejo de pacientes de acuerdo a Declaracion de Helsinki de la Asociacion
Médica Mundial (AMM) -Principios éticos para las investigaciones médicas en seres
humanos version 2013 56, Pautas Internacionales para la Evaluaciéon Etica de los
Estudios Epidemioldgicos publicado por el Consejo de Organizaciones
Internacionales de las Ciencias Médicas (CIOMS) 1991 °/, Guias de buena practica
clinica, Codigo Etico para el Personal Académico del Instituto de Investigaciones
Biomédicas UNAM 2005 °8, Ley federal de protecciéon de datos personales *° y la

Ley general de salud.®®
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Transporte de la muestra

La muestra procurada por el personal médico fue depositada en medio de
transporte: DMEM-F12 (Gibco® Ref. 11320-033) + 10% Antibiotico-antimicético
(100X) (Gibco® Ref. 15240-062) a una temperatura de 4°C (Figura 10). La muestra
se transporto al laboratorio de Biotecnologia del Centro Nacional de Investigacion y

Atencidon de Quemados (CENIAQ) del Instituto Nacional de Rehabilitacion (INR).

Figura 10. Remanente de abdominoplastia en medio de transporte.
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Preparacion del tejido

Todas las muestras se procesaron manteniendo condiciones de esterilidad dentro de
una campana de flujo laminar (Thermo Scientific 1300 SERIES CLASS Il Type A2);
las muestras fueron procesadas antes de cumplir 24 horas después de haber sido

procuradas para asegurar la maxima viabilidad celular (Figura 11).
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Figura 11. Procesamiento de la muestra en condiciones de esterilidad. campana de flujo laminar (A) y muestra de abdomen

(B).
En una caja petri estéril de vidrio se depositdé la muestra manteniendo medio de
transporte para mantenerla himeda. Con la ayuda de unas pinzas de diseccion y
tijeras se retirg el tejido adiposo en su totalidad y parte del tejido dérmico en el caso
particular de los remanentes de abdominoplastias y, por otro lado, se retir6 la
mucosa epitelial de los remanentes de circuncisiones. Las muestras se depositarén

en un tubo conico de 50mL (Falcon® Ref. 352070), para posteriormente ser medidas

y pesadas en una balanza analitica (OHAUS Adventurer® Pro AV264C).
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Las muestras fueron sometidas a una serie de tres lavados de forma vigorosa con
Buffer de fosfatos (PBS 1X) (Gibco® Ref. 10010-023) + 10% Antibidtico-antimicotico
(100X) durante 5 minutos cada uno. Finalizados los lavados se removio el tejido
dérmico remanente con la ayuda de tijeras de diseccion y con un bisturi se
practicaron cortes a la muestra de piel para facilitar la accién de la enzima Dispasa,

y lograr asi, la separacioén de las capas de la piel.

Separacion de las capas de la piel

En un tubo conico de 50ml se preparo la solucibn de Dispasa (Gibco® Ref.
17105-041) (3mg/mL) diluida en Buffer de fosfatos (PBS 1X), la cual se filtr6
utilizando un filtro de 0.20uM (Corning® Ref. 431224) antes de ser utilizada. La
muestra de piel fue depositada en la solucion de Dispasa (3mg/mL) y colocada en un
agitador orbital (Thermo Fisher, MaxQ 4000, Mod. 4330), manteniendo el tubo de la

muestra en agitacion a 210 rpm a 37°C durante 1h y 30min.

Transcurrido el tiempo de digestion del tejido en Dispasa, se observo la separacion
de la capa epidérmica y dérmica. Una vez separadas estas capas que conforman la
piel, se procedid al aislamiento de los fibroblastos, principal componente celular del

tejido dérmico (Figura 12).

*La dispasa es una enzima que se emplea para disociar una amplia gama de tejidos
con el minimo dafio a las células, manteniendo generalmente la integridad de la

membrana celular.
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Figura 12. Separacion de la dermis de la epidermis.

Procesamiento de la capa dérmica

La dermis fue colocada en una caja petri estéril y con ayuda de tijeras de diseccion,
pinzas de diseccion y bisturi el tejido fue disgregado mecanicamente en fragmentos
pequefios (Figura 13), los cuales se colocaron en tubo cénico de 50 mL con solucién
salina equilibrada de Hank’s (HBSS) (Gibco® Ref.14170-161) + colagenasa de tipo I
(Worthington Biochemical Corporation, Ref.S5B15572) al 1% para su disgregacion
enzimatica. La dermis se mantuvo en agitacion a 210rpm a 37°C toda la noche en el

agitador orbital.

*La colagenasa es Unica entre las proteasas por su capacidad para degradar las
fibrillas de colageno nativo de triple hélice que comunmente se encuentra en tejidos

conectivos, como la piel, los tendones, los vasos sanguineos y los huesos.
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Figura 13. Disgregacion mecéanica de la dermis.

Obtencion de fibroblastos humanos

Una vez transcurrido el tiempo en la solucién de colagenasa Il, el tejido dérmico se
disgrego en su totalidad, la solucion se filtré con un filtro celular 70uM (Falcon® Ref.
352350) para evitar pequefios fragmentos de tejido no disgregado. Se neutralizé la
accion de la colagenasa Il adicionando medio suplementado (DMEM-F12 + 10%
Suero fetal bovino (FBS) (Gibco® Ref. 16000-044) + 1% Antibidtico-antimicético
(100X)) en relacion 1:2. El tubo con el tejido dérmico disgregado se centrifugd

(Centrifuge 5702, Eppendorf, Germany) a 1500rpm durante 5 minutos.

Finalizada la centrifugacion se obtuvo un boton celular al fondo del tubo cénico, se
desecho el sobrenadante con cuidado. Se adicioné 1mL de medio suplementado se

resuspendié el botdn celular y se procedié al conteo celular.
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Conteo celular

Las células se mezclaron con el colorante azul tripano, el cual penetra Unicamente
en las células cuya membrana no esta integra, tifiéndolas de azul logrando asi
diferenciar las células vivas que se observan transparentes. Este procedimiento se

realiza con una Camara de Neubauer (hematocitometro).

Se tomé una alicuota de 10uL de la suspensién de células y se mezclaron con 10uL
de azul tripano con la ayuda de una micropipeta (Rainin PR-20, Ref. 17008650).
Esta suspensién se coloc6 dentro de ambos lados del portaobjetos que conforma la
camara de Neubauer y se realiz6 el conteo celular bajo un microscopio éptico (Axio
observer.A1 Research Microscope, Carl Zeiss, Germany). Se contaron los cuatro

cuadrantes de ambos lados de la camara y se sacé un promedio (Figura 14).

=

Figura 14. Conteo celular. Camara de Neubauer (A), dilucién de la suspension de células con azul tripano y llenado de la
camara de neubauer (B), observaciéon al microscopio (c) y cuadrante de la cAmara donde se distinguen claramente las
células vivas (») de las células muertas (- )(d).
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Para hacer el calculo total de células en 10uL se utilizé la siguiente formula:

(X) (2) (10,000) (#mL de la suspension)

- ZX X.- Es el promedio
X _—— 2X.-NUimero de células contadas
n N.- Nimero de cuadrantes contados

Cultivo celular In vitro

Finalizado el conteo celular y conociendo el total de células, los fibroblastos se
sembraron en cajas de cultivo celular de 75 cm?2 (Corning® 75cm? Cell Culture Flask,
Ref. 430641U) a una densidad de 10,000 cel./cm? (cultivos primarios C.p.). Para esto
se tom6 una alicuota de la suspension que contenia la cantidad de células para
cubrir dicha densidad. Se adicioné medio DEMEM-F12 suplementado a las cajas de
cultivo y con movimientos suaves oscilatorios se homogeneizaron de manera

uniforme las células en toda la superficie de cultivo de la caja.

Las cajas se guardaron dentro de un incubador (NUAIRE™ Auto Flow, NU-4750),
manteniendo los cultivos a una temperatura de 37 °C, humedad relativa del 95% y
CO: al 5%. Una vez alcanzada la confluencia celular del 90-95% en los C.p. se llevo

a cabo el subcultivo y siembra del AHR.
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Subcultivos

Dentro de la campana de flujo laminar se retird el medio de cultivo, posteriormente
se hicieron 2 lavados con PBS 1X de 15 segundos cada uno, para enjuagar en su
totalidad el medio de la caja de cultivo. Terminado el segundo lavado se retiré el PBS
1X para después adicionar tripsina-EDTA al 0.25% (1X) (Gibco® Ref. 25200-056) a
las cajas de cultivo, se utilizé en relacion 2:5 diluida con PBS 1X , la caja de cultivo
se guardo dentro del incubador a 37°C por 6 minutos.

Concluido el tiempo en tripsina-EDTA se observaron las cajas de cultivo al
microscopio para asegurarse que las células se hubieran desprendido de la
superficie de cultivo. Una vez desprendidas en su totalidad se adiciono medio
suplementado para inactivar la accién de la tripsina en relacién 1:2. Ya neutralizada
la tripsina la solucién con células se paso a un tubo cénico de 50 mL y se centrifugo
a 1500rpm durante 5 minutos. Finalizada la centrifugacion se obtuvo el boton celular
y se desechd el sobrenadante, el botdn celular se resuspendié en 1mL de medio
suplementado y se procedié al conteo celular, conociendo el total de células, estas
se sembraron en cajas de cultivo (C.c.) a la densidad de 10,000 cel./cm? y 240,000

cel./cm2sobre el AHR.

Cultivo celular sobre un AHR

Para realizar la siembra sobre el AHR, este se corta previamente dentro de la
campana de flujo laminar en una caja petri estéril con la ayuda de una perforadora

para papel.
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El cultivo sobre AHR se realiz6 de la siguiente manera:

Las células se expandieron en C.p., alcanzada la confluencia celular del 90-95%

se llevo a cabo la siembra del AHR, los fibroblastos se sembraron a la densidad de
240,000 cel./cm? (previamente estandarizado para fines de este estudio). Las células
para la siembra se concentraron, es decir, alta densidad de células en poco volumen
de medio de cultivo. Se hicieron los célculos para la siembra y dependiendo del
volumen que contenia la densidad celular deseada, la siembra se realiz6 por
dosificacion de volumenes de aproximadamente 2uL - 4uL para cubrir de manera

homogénea la superficie del AHR.

Después de la siembra de los fibroblastos sobre el AHR se incubaron de 1h y 30
minutos a 2 horas, transcurrido este tiempo se adiciono medio suplementado. Al dia
siguiente después de la siembra se evalto la viabilidad de los fibroblastos para

poder proceder con los ensayos posteriores.

Viabilidad celular In vitro y sobre un AHR

Las pruebas de viabilidad se realizaron al dia siguiente después de la siembra del
AHR con el kit LIVE/DEAD ® Viability/Cytotoxicity Kit for mammalian cells
(Invitrogen, Ref. L3224). Este kit proporciona un ensayo de viabilidad celular de
fluorescencia, se basa en la determinacién simultanea de células vivas y muertas,
con dos sondas que miden parametros reconocidos de viabilidad celular (la actividad

de la esterasa y la integridad de la membrana plasmética).
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El ensayo de viabilidad se realiz6 de acuerdo a las especificaciones del fabricante:

Previamente en un tubo Eppendorf se prepar6 la solucion Calceina-AM/EthD-1 y se
mantuvo cubierta de la luz, para esto se coloca 1mL de solucion salina equilibrada
de Hank’s (HBSS) al que se le adiciona en este orden, 1uL de EthD-1+0.5uL de
calceina-AM.

Posteriormente se retir6 el medio de cultivo de la caja de cultivo, enseguida se
hicieron 2 lavados con PBS 1X con duracion de 20 segundos cada uno; al finalizar
los lavados con PBS 1X se adiciono la solucion de calceina-AM/EthD-1 a los cultivos
a ensayar.

Se incubo por 45 minutos a 37°C, transcurrido el tiempo de incubacion se retir6 la
solucion y se hizo un lavado con PBS 1X de 20 segundos de duracion. Luego se
procedié a observar al microscopio Optico de fluorescencia (Axio IMAGER.Z2
Research Microscope, Carl Zeiss, Germany). Se tomaron fotografias de las C.c.

(Control +) y del AHR (experimentales).

Inmunofenotipo celular

El inmunofenotipo celular se determind por el siguiente panel de anticuerpos
monoclonales primarios: Anti-Fibroblast Surface Protein antibody [1B10] (IgM)
(Abcam, Ref. 11333) hecho en raton, dilucién [1:750], Anti-alpha smooth muscle
Actin antibody (IgG) [EPR5368] (Abcam, Ref.124964) hecho en conejo, dilucion
[1:1000]. Estos anticuerpos se utilizaron para ensayos de Inmunofluorescencia. Los
nacleos celulares fueron marcados usando Hoechst 34580 (Sigma-Aldrich, Ref.

63493) (1mg / ml) dilucion [1: 1000].
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Los anticuerpos secundarios utilizados fueron: Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) (Texas
Red ®) (Invitrogen, Ref. T-6391) [1:400] y Goat Anti-Mouse 1gG (H+L) (FITC)

(Thermo-Fisher, Ref. F-2761) [1:200].

Proliferaciéon celular

La proliferacion se evalué por Inmunofluorescencia utilizando el anticuerpo
monoclonal primario Purified anti-human Ki-67 (IgG) (BioLegend, Ref. 350501)
hecho en raton, dilucion [1:100]. Los nucleos celulares fueron marcados usando
Hoechst 34580 (Sigma-Aldrich, Ref. 63493) (1mg / ml) dilucion [1: 1000].

El anticuerpo secundario utilizado fue Goat Anti-Mouse IgG (H+L) (FITC) (Thermo-
Fisher, Ref. F-2761) [1:200].

Ki-67 es una proteina nuclear que se expresa en todas las fases activas del ciclo
celular (G1, S, G2 y Mitosis), pero se encuentra ausente en las células en reposo

(GO).
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Protocolo general estandarizado para Inmunofluorescencias:
Posterior a la evaluacion de la viabilidad de los fibroblastos sobre el AHR, se
procedio a las pruebas de inmunofenotipo siempre y cuando se obtuvo un ~95% de

células viables sobre el AHR.

Fijacion de las muestras

Después de retirar el medio de cultivo a los constructos (AHR+FDb.) se realizaron dos
lavados con PBS 1X para enjuagar todos los restos de medio de cultivo. Las
muestras se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 4%, durante 10 minutos a
temperatura ambiente enseguida se hicieron dos lavados con PBS 1X para quitar los

restos de PFA.

Permeabilizacion

Las muestras se permeabilizaron, 10 minutos a temperatura ambiente. Y
dependiendo de la localizacion de la proteina de interés se usaron dos tratamientos
para la permeabilizacion.

e Superficie: Tween 20 al 0.1% en PBS: [1B10].

* Intracelulares: Triton X-100 al 0.5% en PBS: [Ki-67 y a-sma].

Finalizado el tiempo en solucion de bloqueo se hicieron dos lavados con PBS 1X.

Bloqueo

Las muestras se bloquearon, 30 minutos a temperatura ambiente. Al igual que la
permeabilizacién también hay diferentes tratamientos dependientes de la

localizacion de la proteina de interés.
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* Sero albumina bovina (BSA) 8% en PBST (PBS (1x)+Tween 20 al 0.1%) :
[1B10].

* Suero Fetal Bovino (SFB) al 10% en PBS 1X: [a-sma].

» Suero Fetal Bovino (SFB) al 5% en PBS 1X: [Ki-67].

En el caso particular de los marcajes dobles se bloquea con la solucion de mayor

concentracion.

Incubacion del anticuerpo primario

El anticuerpo 1° se diluye en solucion de bloqueo a las siguientes concentraciones:
» 1B10[1:750] en [BSA 8% en PBST].

e a-sma[1:1000] en [SFB al 10% en PBS].

* Ki-67[1:100] en [Triton X-100 al 0.5% en PBS].

El el caso particular de los marcajes dobles los anticuerpos 1° se diluyen:

* 0a-sma+1B10 en [BSA 8% en PBST].

* a-sma+Ki-67 en [Triton X-100 al 0.5% en PBS].

Teniendo siempre en cuenta la concentracion a la que se emplean.

Se incuba toda la noche a 4°C.

Dia 2.

Incubacion del anticuerpo secundario.

Se retiro la solucién del anticuerpo 1° y se hicieron tres lavados con PBS 1X, los
anticuerpos 2° Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) (Texas Red ®) [1:400] y Goat Anti-Mouse

IgG (H+L) (FITC) [1:200] se diluyeron en BSA 1% en PBS 1X.
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Se incubo 1h y 30 minutos en obscuridad a temperatura ambiente, transcurrido el

tiempo de incubacion se realizaron tres lavados con PBS 1X.

Para tefiir los nucleos se utilizo Hoechst diluido en PBS 1X [1:10000], se deja
actuar por 5 minutos en obscuridad a temperatura ambiente. Después se hizo un

lavado con PBS 1X y se observo al microscopio.

Analisis de imagen
Las imagenes de las inmunofluorescencias se analizaron con ImageJ, que es un

programa informético de tratamiento digital de imagen orientado principalmente
hacia el ambito de las ciencias de la salud. Se analizaron 8 imagenes por ensayo, se
uso la separacion y filtrado de canales, se realizaron conteos directos y

posteriormente se sacaron promedios.
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8. RESULTADOS

I. Aislamiento y expansion de fibroblastos humanos de biopsias de piel de
prepucio y abdomen

Se aislaron L 65% de fibroblastos humanos de los distintos tejidos remanentes de
cirugias plasticas y se establecieron C.p para su expansion in vitro en cajas de
cultivo (Figura 15). El rendimiento celular no se relacion6 de forma directa al peso de
la muestra, en las biopsias de prepucio que no fueron mayores a 1.13 g en promedio
se obtuvo un mayor rendimiento en comparacion con las biopsias de abdomen con
un peso promedio de 6.14 g, es decir una muestra de mayor peso no garantiza un
mayor rendimiento celular (Grafica 1). Otro aspecto que es de hacer notar fue el
tiempo que tardaron los C.p. en llegar a confluencia aqui nuevamente los Fb.Pr.
tuvieron una tasa de crecimiento mayor a la de los Fb.Ab., en general los Fb.Pr.
tardaron una semana en llegar a confluencia, mientras que, los Fb.Ab. demoraron
tres semanas. La técnica de aislamiento de fibroblastos humanos que se emple6 en

este trabajo se esquematiza en la Figura 16.

F

Figura 15. Cultivos primarios (C.p.) de fibroblastos In vitro aislados de: prepucio (A) y Abdomen (B).La morfologia de los
Fb.Pr. y Fb.Ab. son similares.
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Grafica 1. El prepucio tiene un mayor rendimiento celular, las biopsias de prepucio tuvieron un peso promedio de 1.13208 g
y un rendimiento celular de 2,605,000 células frente a los 6.140075 g en promedio de las biopsias de abdomen y su

rendimiento celular de 921,872 células.

Aislamiento de fibroblastos humanos de remanentes de
cirugia

Eliminacién del tejido adiposo Dermis y epidermis

Muestra de piel

Separacién de la capa dérmica y
epidérmica

A =
Obtencién de fibroblastos humanos Disgregacién mecénica de
la dermis

Figura 16. Técnica de aislamiento de fibroblastos humanos.
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[I.Cultivo de fibroblastos humanos de prepucio y abdomen sobre AHR para la
generacion de constructos

El primer subcultivo celular se realizé sobre el AHR para la generacion de los
constructos tanto de AHR+Fb.Pr. como de AHR+Fb.Ab., la densidad celular utilizada
para la formacion de los constructos fue de 240,000 cels/cm?. Las pruebas de
viabilidad se hicieron al dia siguiente donde se observo ~90% de células viables al
comparar ambos constructos. Las pruebas de viabilidad celular se realizaron 24
horas después del cultivo para evitar que las células se desprendieran del amnios o

comenzaran a morir debido al gran numero utilizado para este ensayo (Figura 17).

Figura 17. Cultivo de Fb.Pr. y Fb.Ab. humanos sobre el AHR. confluencia del 90-95% en C.p. de fibroblastos (A), corte de
amnios en condiciones de esterilidad (b) y siembra del amnios por dosificaciéon de volimenes de aproximadamente 2pL -

4pL (C).
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La densidad celular utilizada para el cultivo del AHR, se estandariz6 previamente
utilizando las densidades de: 30,000 cels/cm?; 60,000 cels/cm?; 120,000 cels/cm? y
240,000 cels/cm?2. En 30,000 cels/cm? no se observaron células sobre el AHR, en
60,000 cels/cm?y 120,000 cels/cm? solo se observaron células muertas (tefiidas en
rojo), también se alcanza a apreciar el epitelio tefiido en verde (autofluorescente)
gue se separa de la lamina basal del AHR. Este ensayo se hizo por triplicado para
los dos tipos de fibroblastos a seis, cuatro y un dia después del cultivo, obteniendo
resultados similares. Sin embargo donde se obtuvo una mayor cantidad de células

viables sobre el AHR fue al dia siguiente después del cultivo (Figura 18).

Con la densidad de 240,000 cels/cm?, se observaron células fusiformes, morfologia
caracteristica del fibroblasto, estas células se tifieron en verde y fluorescieron de
acuerdo a lo descrito en el kit LIVE/DEAD ® son células que mantienen integra su
membrana celular es decir se encuentran viables sobre el AHR. Por tal motivo se
utilizé la densidad celular de 240,000 cels/cm? para cultivar el AHR con Fb.Pr. y
Fb.Ab. respectivamente, en cuanto a C.c. la densidad celular empleada fue de
10,000 cels/cm?, los cultivos se realizaron simultdneamente tanto en C.c. como en

AHR, las pruebas de viabilidad se hicieron al dia siguiente.
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Figura 18. Densidades probadas de Fb.Ab. sobre el AHR. 30,000 cel/cm2 (A), 60,000 cel/cm2 (B), 120,000 cel/lcm2 (C) y
240,000 cel/cm2 a 5x(D), 10x(E) y 20x(F).

Estandarizada la densidad celular sobre el AHR se generaron los constructos de
AHR+Fb.Pr. y AHR+Fb.Ab., se evallo la viabilidad de los fibroblastos sobre el AHR.
Ya evaluada la viabilidad se procedié a las pruebas de inmunofenotipo celular y

proliferacion de los constructos y las C.c.

En los constructos generados se observo un patrén de migracion celular en forma de
rejilla de los Fb.Pr. como de los Fb.Ab. sobre el AHR por lo que quedaron algunas
zonas libres de fibroblastos () y otras donde se concentraron una gran cantidad de
células (») (Figura 19). Este patrén fue consistente en todos los constructos

generados para este estudio.
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Figura 19. Migracion de los fibroblastos sobre el AHR. Concentracion de fibroblastos (») y AHR libre de células ().

[ll. Analisis del inmunofenotipo de los constructos generados.

Dejando por un lado los obstaculos de la técnica de sembrado y la densidad celular
sobre el AHR, se comparé la proliferaciéon y viabilidad de los constructos generados.
Para el analisis de proliferacion se utilizo el anticuerpo monoclonal Ki-67, los
nacleos celulares se observaron en azul y algunos de estos presentaron el marcaje
positivo a Ki-67 (»), cuando se comparo la proliferacion de los Fb.Pr. con los Fb.Ab.
se vio que la proliferacion fue mayor en los Fb.Pr., en cuanto a la viabilidad no se
observaron diferencias entre los Fb.Pr. y Fb.Ab., Pero al comparar la proliferacion
con la viabilidad es notable que no todas las células viables se encontraron en

proliferacion (Figura 20).
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Fb.Pr.

Fb.Ab.

Figura 20. Los Fb.Pr. (A) exhiben una mayor proliferacion en comparacion a los Fb.Ab.(B). Respecto la viabilidad, los Fb.Pr.

(A) y Fb.Ab. (B’) no se observan diferencias.

En la grafica 2 se muestran los porcentajes comparativos de proliferaciéon de los
Fb.Pr. 'y Fb.Ab. que fueron de ~75% y ~50% respectivamente. La grafica 3
muestra que la viabilidad no difiere entre Fb.Pr. y Fb.Ab. y ambos tipos de

fibroblastos estuvieron ~95% viables sobre el AHR.

Los controles (C.c.) mostraron la misma tendencia en cuanto a proliferacion aunque

en porcentajes menores, la viabilidad celular fue similar al grupo experimental (datos

no mostrados).
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Grafica 2. Porcentajes comparativos de proliferacién entre Fb.Pr. y Fb.Ab.

Calceina/EthD-1

100%

83%

67%

Grafica 3. Porcentajes comparativos de viabilidad entre Fb.Pr. y Fb.Ab.
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La expresion de diferentes marcadores de linaje especifico se examinaron en los
fibroblastos humanos derivados de prepucio y abdomen, en condiciones C.c y AHR
+Fb mediante inmunofluorescencia, para lo cual se seleccionaron tres anticuerpos
monoclonales: anti-fibroblast surface protein antibody [1B10] que reconoce la
proteina de superficie de fibroblastos humanos, anti-alpha smooth muscle actin
antibody [EPR5368] que reconoce a-sma presente en miofibroblastos, se localiza en
el citoesqueleto dispuesta en haces de microfilamentos. Aqui nuevamente se evaluo

la proliferacion utilizando purified anti-human Ki-67.

Los resultados comparativos de los Fb.Pr. y Fb.Ab. mostraron en el caso particular
de Ki-67: Que los Fb.Pr. tuvieron una mayor tasa de proliferacion en las dos distintas
condiciones de cultivo en relacion a los Fb.Ab. (como ya se habia observado), pero
gue en ambos grupos de fibroblastos su tasa de proliferacion aumento cuando se
encontraron sobre el AHR. Aqui lo interesante es que se presentaron diferencias en
las tasas de proliferaciéon dentro de los grupos de Fb.Pr. y Fb.Ab., siendo mayor la
proliferacion sobre el AHR en comparacion al C.c. La grafica 4 muestra los
porcentajes comparativos dentro y entre los grupos de fibroblastos en las dos

condiciones de cultivo.
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Grafica 4. EI AHR favorece la proliferacion de los Fb.Pr. y Fb.Ab.

Por otro lado se realizé el marcaje a-sma / 1B10 para distinguir cuantos de los
fibroblastos cultivados en el AHR y C.c. eran positivos a a-sma es decir presentaban
un fenotipo miofibroblastico. Se observo en general que los miofibroblastos
comparten el marcador de superficie de fibroblastos y que en la condicion C.c. se
presentaron altos porcentaje de miofibroblastos en los grupos de Fb.Pr. y Fb.Ab.
Sin embargo, cuando estos grupos se cultivaron sobre el AHR la cantidad de
miofibroblastos presentes disminuyo en comparacion a los cultivos C.c. y se
ubicaron con porcentajes similares. En la grafica 5 se muestran las diferencias al
interior de los grupos de fibroblastos como entre los grupos, lo remarcable es como

los miofibroblastos presentes Fb.Pr. y Fb.Ab. disminuyen sobre el AHR.
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Grafica 5. EI AHR disminuye la presencia de miofibroblastos en los Fb.Pr. y Fb.Ab.

En el marcaje a-sma/Ki67 se observaron que del total de miofibroblastos presentes
en los grupos de Fb.Pr y Fb.Ab no todos estaban proliferando en condicién C.c. y
sobre el AHR a primera vista se aprecia una gran cantidad de células en
proliferacion de las cuales solo una minima cantidad corresponde a un fenotipo
miofibroblastico. La grafica 6 muestra los porcentajes de miofibroblastos positivos al
marcador de proliferacion Ki-67 tanto en condiciones C.c. como sobre un AHR, aqui
se observa una disminucion considerable en los porcentajes de miofibroblastos
positivos a Ki-67 sobre el AHR en comparacién a C.c. para ambos grupos de

fibroblastos.
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Grafica 6. EI AHR disminuye la proliferacién de los miofibroblastos en presentes Fb.Pr. y Fb.Ab.

La Figura 21 muestra los resultados comparativos de las pruebas del inmunofenotipo
celular entre los grupos de Fb.Pr. y Fb.Ab. en las condiciones de cultivo C.c. y

AHR.

En el primer panel correspondiente a Ki-67 de izquierda a derecha se observan
nacleos celulares tefidos en azul y algunos de estos son positivos al marcador de
proliferacion celular (verde brillante), como se describié con anterioridad los Fb.Pr
muestran una mayor tasa de proliferacion en comparacion a los Fb.Ab. en las

condiciones de cultivo manejadas en este estudio.

El segundo panel muestra el marcaje a-sma / 1B10, en general se observa que los
Fb.Pr. y Fb.Ab. en condiciones C.c., la mayoria muestra microfilamentos de a-sma
(rojo) que corresponden al fenotipo miofibroblastico, pero ademas también son
positivos a la proteina de superficie de fibroblastos (verde). Por otro lado, cuando se
cultivaron sobre el AHR el nimero de células positivas a a-sma disminuyeron

considerablemente sin desaparecer por completo.
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El dltimo panel correspondiente a a-sma/Ki67 de manera global se observa de
izquierda a derecha en la primer imagen células con fenotipo miofibroblastico de las
cuales solo algunas se encuentran en proliferacion, en la segunda imagen se
observa una cantidad mayor de células en proliferacién de las cuales solo algunas
son miofibroblastos, la tercer imagen muestra mas claramente que no todos los
miofibroblastos presentes estan proliferando. La ultima imagen corresponde a un
campo de Fb.Ab. cultivados sobre AHR que no son positivos a a-sma pero que Si

estan proliferando activamente.
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9. DISCUSION

El nimero de publicaciones en las que se usan fibroblastos en ingenieria de tejidos
(Guo, Q. et al., 2012, Mahmoudi-Rad, M. et al., 2013, Guo, X. et al., 2016 ), esta
en aumento. Sin embargo, uno de los factores limitantes en el desarrollo de
sustitutos bioldgicos de piel es el nimero insuficiente de células que se obtienen del
aislamiento celular de una biopsia pequefia de piel (menor a 1 g).°* Por esta razén
en este trabajo optamos por un tejido de facil obtencién y constante procuraciéon. Y
actualmente, una de las fuentes que mas se estan empleando son los tejidos
remanentes de cirugias.

Los tejidos remanentes elegidos fueron prepucios de neonatos y abdomenes de
mujeres adultas, teniendo en consideraciéon que las poblaciones de fibroblastos
jovenes y adultas tienen aproximadamente 60-70 y 30-40 dobles de poblacién,
respectivamente, hasta que se alcanza la senescencia replicativa.®?% Ademas, de
que las condiciones de cultivo también inducen estrés celular y senescencia celular
prematura.®+6°

A este respecto, se encontrd que el rendimiento celular de las biopsias no se
relaciono directamente al peso de estas. El mayor rendimiento celular se obtuvo en
las biopsias de prepucio (1.13 g en promedio) en comparacion con las biopsias de
abdomen (6.14 g en promedio), aqui se pudiera establecer un peso ideal para las
biopsias del cual se obtendria el maximo rendimiento celular. Esto permitira reducir
el tiempo requerido para producir sustitutos de piel y contar con un peso/tamario
ideal de muestra.®’ Por otro lado los Fb.Pr. tuvieron una tasa de crecimiento mayor

(doubling time) a la de los Fb.Ab., esto asociado a la edad del donante.®?:52
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En este contexto, Wang et al., 2003. Reporta que la edad de los donantes no parece
tener un efecto sobre el aislamiento y rendimiento celular de las biopsias, pero la
ubicacion anatomica de la biopsia en relacion con la obesidad parece ser de
influencia, el observa una tendencia en la piel abdominal de la que se obtiene un
rendimiento celular inferior en comparacién con biopsias de pecho. Esto puede
explicar de forma parcial la diferencia en los rendimientos celulares obtenidos de los

tejidos de prepucio y abdomen.

La membrana amniética es uno de los biomateriales mas antiguos utilizados como
andamio en el tratamiento de quemaduras y heridas. Fue utilizado por primera vez
por Davis como sustituto de piel y méas tarde para mdultiples aplicaciones en
oftalmologia, cirugias reconstructivas y el tratamiento de quemaduras y heridas.
66,6768 Esta larga historia de uso de la membrana amniotica en el tratamiento de
heridas ha dado lugar a un volumen considerable de evidencia clinica que Incluye
una asociacion con la reduccion del dolor, inflamacion y cicatrizacion, asi como la

capacidad de proporcionar una barrera bioldgica no inmunogénica para la herida.

En la actualidad se emplean diversos métodos de preparacion del aloinjerto de
membrana amnioética, lo que da lugar a una amplia variedad de configuraciones de
aloinjertos. Las opciones van desde hojas de una sola capa a varias capas, algunas
contienen la capa epitelial y factores de crecimiento, hasta membranas
completamente descelularizadas con factores de crecimiento minimos o
inexistentes. Cada uno de estos aloinjertos difiere en las caracteristicas de
superficie, composicion y cantidades de moléculas biolégicamente activas y factores
de crecimiento. Como resultado, pueden tener diferentes atributos de curacién de

heridas y mecanismos de accion.®®
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Una gran cantidad de estudios han establecido que la membrana amnidtica acelular
(AAM) apoya la adherencia e infiltracion de fibroblastos.>*%° En el presente estudio,
el sustituto de piel fue construido con fibroblastos alogénicos (Fb.Pr. y Fb.Ab.)
cultivados en un AHR en condiciones in vitro. Se encontré que el AHR es el
biomaterial apropiado para la adhesion, migracion y proliferacion de fibroblastos.
Ademas, en el constructo se observo una menor presencia de miofibroblastos en
comparacion a los controles en cajas de cultivo. El énfasis que se le da a la
presencia de miofibroblastos en los constructos se debe a que estas células, a
diferencia de los fibroblastos dérmicos tipicos, no apoyan adecuadamente la

regeneracion epidérmica o la formacion de membrana basal en equivalentes de piel.

70

Se sabe que el anclaje y la unién de células adherentes a una ECM es un requisito
primario para su supervivencia y proliferacion en los sustitutos de piel.”* Una ECM
contiene multiples proteinas de adhesion celular, tales como colageno, fibronectina y
laminina, que son reconocidas por Integrinas de superficie celular especificas para

mediar la fijacién a la superficie de la matriz.”? "3

El AHR cuenta con la capa epitelial y algunas moléculas componentes de la lamina
basal como colagena IV y laminina principalmente, que permitieron la adhesion,
proliferacién y migracién de este tipo celular. Sin embargo, permanece desconocida
la cantidad de moléculas biologicamente activas y factores de crecimiento que
ayudaron a reducir la tasas de miofibroblastos. Por lo que valdria la pena

caracterizar el AHR y ver que moléculas permanecen intactas después del proceso

de esterilizacién con radiacibn gamma (y) de Cobalto-60 que pudieran dar una

mayor comprension a estos eventos celulares.
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La razén que pudiera explicar parcialmente la baja presencia de células con fenotipo
miofibroblastico en los constructos: los fibroblastos estan rodeados por un
microambiente de soporte, lo que aumenta su capacidad proliferativa y también

facilita la migracion de los fibroblastos.

En este sentido se observo un patron de migracion celular peculiar de rejilla en los
constructos que pudiera deberse a la topografia del AHR. Se sabe que la
proliferacion celular, la infiltracion del andamio y la subsiguiente regeneracion tisular
se potencian significativamente mediante la introduccion de superficies texturadas
(topografias).’* Las interacciones entre biomateriales y células estan reguladas por
sefales nanotopograficas dentro de la ECM y se ha demostrado repetidamente que
las micro y nano-topografias actian no solo como puntos de anclaje para la
adhesion celular sino también como sefiales fisicas para la diferenciacion celular.
/57677 De forma similar, diferentes tipos celulares pueden presentar diferentes
velocidades de proliferacion o diferenciacion a ciertos linajes en superficies

mecanicamente estimulantes.’8.79.60

Las superficies de los andamios pueden ser texturadas a varios grados, nano o
microtopografia, dependiendo del tamafo de la estructura biolégica a ser afectada o
activada. Las células responden de manera diferente a cambios sutiles en las

sefales topograficas (tamafio y forma).
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10. CONCLUSIONES

Se lograron aislar y cultivar fibroblastos humanos de tejido remanente de cirugias
de circuncision y abdominoplastias, una vez expandidas las células se logré
estandarizar el método de siembra de fibroblastos sobre un AHR, obteniendo asi
constructos viables formados por AHR-fibroblastos , aislados de dos tejidos
diferentes.

Una vez realizado el inmunofenotipaje de los constructos se puede afirmar que el
AHR reduce la presencia de la poblacion con fenotipo de miofibroblasto asi como
también se encuentra favoreciendo la proliferacion de los fibroblastos sembrados en
este andamio. Por lo que las dos poblaciones son aptas para el desarrollo de un

constructo heterdlogo de AHR-fibroblastos.
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