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Resumen

En el presente proyecto de investigacion realizado en el Laboratorio de Inmunoterapia e
Ingenieria de Tejidos de la Facultad de Medicina UNAM; se presenta el desarrollo y la
evaluacion de un andamio dérmico a base de fibrina, adicionado con diferentes
concentraciones de alginato y agarosa respectivamente y sembrado con fibroblastos
dérmicos humanos. Al adicionar estos biomateriales, se garantiza una adecuada
biocompatibilidad es decir que los biomateriales empleados no interaccionen de manera
destructiva con el sistema bioldgico (no toxico), que el biomaterial permita la proliferacion
del componente celular, que sea resistente para desarrollar correctamente su funcion en el
individuo receptor, asi como un adecuado manejo quirargico y biodegradarse en el tiempo
que les tome a las células reparar o regenerar el nuevo tejido.

Entre los materiales seleccionados para la elaboraciéon del andamio dérmico se emplea
alginato, agarosa y fibrina debido a que estudios posteriores han comprobado que estos
polimeros naturales representan una buena alternativa como base en el desarrollo y disefio
de sustitutos dérmicos. Este tipo de biomateriales se caracteriza por poseer propiedades
fisicas y quimicas que se asemejan al tejido nativo; como es el caso de la fibrina, la cual al
reactivar la cascada de coagulacion se genera una red de fibrillas que podrian ser
aprovechadas para el crecimiento celular de queratinocitos y fibroblastos, células presentes
en la epidermis y la dermis respectivamente. En tanto que el alginato da resistencia y
conserva la actividad biologica que favorece la adhesion y proliferacion celular; y la agarosa,
nos va a permitir que se forme un hidrogel.

Para el cultivo celular In vitro se toma una biopsia de piel de un individuo sano, se procesa
la muestra separando la epidermis de la dermis para obtener los fibroblastos los cuales se
implantan en el andamio elaborado con fibrina, alginato y agarosa para posteriormente
aplicar las siguientes técnicas: 1) Marcaje fluorescente con calceina y homodimero de etidio
(Kit Vida y muerte) para determinar la viabilidad celular; 2) Evaluacion de la sintesis de
elementos de matriz extracelular mediante inmunohistoquimica dirigida contra procolagena
tipo I; 3) Evaluacion histoldgica en cortes de parafina con las tinciones H&E y Tricrémico de
Masson y 4) Morfologia del andamio, mediante Microscopia Electronica de Barrido.



Introduccion

Los andamios dérmicos constituyen una alternativa novedosa, eficaz y factible para el
tratamiento de multiples heridas consideradas como problemas de salud publica. Paises
desarrollados cuentan con equivalentes cutaneos, comercialmente disponibles y usados en
el tratamiento de lesiones de la piel; sin embargo, en paises en vias de desarrollo, como
México, ha sido limitado su uso por razones como falta de representacion directa o indirecta
de los laboratorios que los producen, dificultad para el transporte e importacion de los
equivalentes, altos costos, falta de cobertura en los sistemas asistenciales, entre otros, ante
lo cual los profesionales de la salud no incluyen rutinariamente estos tratamientos para los
pacientes (Malagén Romero, 2014).

Gracias a la Ingenieria de tejidos se han podido crear este tipo de andamios ya que esta
ciencia multidisciplinaria que combina el conocimiento y la tecnologia del cultivo celular,
principios y métodos de la ingenieria en materiales, biorreactores, biologia, medicina y
factores de crecimiento bioquimicos se ha podido reparar o regenerar 6rganos y tejidos
dafados. Uno de los tejidos que presenta una alta demanda en el pais es la piel, por lo cual
ha sido ampliamente investigado en el mundo, por su aplicabilidad y las implicaciones que
tiene dentro de los indicadores de salud publica, ya que la falta de piel afecta
considerablemente la calidad de vida de las personas. La pérdida de piel es debida
principalmente a heridas traumaticas, quemaduras y Ulceras (venosas, arteriales,
diabéticas, infecciosas, inflamatorias, de presion y tumorales) (Malagon Romero, 2014).
Ante esta probleméatica se cree necesaria la creacion de un andamio dérmico que sea
accesible para la poblacion y reduzca los costos por hospitalizaciones en México ya que un
estudio realizado por la Secretaria de Salud en 159 unidades médicas en México obtuvo un
total de 36,022 casos de heridas, donde las heridas méas recurrentes fueron las heridas
traumaticas y las Ulceras de pie diabético; los costos directos mensuales para el tratamiento
de estas lesiones fueron estimados en $46 563 070.76 (ambulatorio) y $1 864 124 436.89
(hospitalizacion) (Vela Anaya, et al 2018).

El desarrollo de un equivalente dérmico conlleva procedimientos in vitro e implica el
crecimiento de fibroblastos sobre materiales biocompatibles, que garanticen y promuevan
la proliferacion celular y faciliten la formacion de la matriz extracelular. Muchos materiales
poliméricos, tanto naturales como sintéticos se han evaluado a lo largo de los ultimos afios
con excelentes resultados en sus aplicaciones en pacientes.

Los biomateriales se utilizan ampliamente para la creacion de andamios dérmicos ya que,
por lo general, estos apositos son biodegradables, biocompatibles y no toxicos para la piel;
ademas, presentan buenas propiedades de manipulacion de fluidos que fomentan la
curacion de las heridas en un ambiente humedo y controlado. Los andamios preparados
con biomateriales son elaborados principalmente de polisacéaridos, proteinas y lipidos. Los
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polisacaridos poliméricos son los componentes mas importantes de estos sistemas debido
a sus caracteristicas de liberacion de farmacos y permeabilidad, asi como a sus propiedades
mecanicas, quimicas y bioldgicas, las cuales dependen de la formulacion de cada material
(Valencia Gomez, et al 2016).

Algunos de los biomateriales mas estudiados para la creacion de equivalentes dérmicos han
sido el alginato y la agarosa ya que numerosos estudios demuestran que estos polisacaridos
poliméricos permiten crear hidrogeles que tienen la capacidad de atraer y retener grandes
cantidades de agua lo que permite mantener un ambiente humedo en el lecho de las
heridas; tiene propiedades mecanicamente estables, presentan actividad
inmunoestimulante y facilitan la formacion de una matriz inerte y no toxica. Por otro lado los
derivados sanguineos se presentan como el biomaterial bioldégico idoneo para formar parte
de la composicién de un andamio dérmico por su facilidad de obtencion y la posibilidad de
obtener equivalentes autélogos. En condiciones fisiologicas, la reparacion tisular de un
tejido dafiado se inicia con la formacién de una compleja red proteica a base de fibrina en
la zona afectada. Los sustitutos de fibrina se caracterizan por promover la proliferacion y la
adhesion celular y facilitar la correcta distribucion de las células en la estructura
tridimensional (Fernandez Gonzalez, et al 2016).



Capitulo I. Marco Teorico

1.1 Histologia de la Piel

El sistema tegumentario compuesto por la piel, y los distintos tipos de anexos cutaneos
(foliculos pilosos, glandulas sebaceas, glandulas sudoriparas y uias) (ver fig.1), conforma
la cubierta que reviste toda la superficie externa de nuestro cuerpo, dentro de este sistema
la piel es el 6rgano mas grande y pesado del cuerpo, ya que constituye del 15 al 20% de su
masa total; la piel estd compuesta por dos capas principales, la epidermis y la dermis (Ross
& Pawlina, 2012). Estas dos capas forman una estructura compacta y resistente que
descansa sobre una capa subyacente de tejido conjuntivo mas laxo, la hipodermis o también
conocida como tejido celular subcutaneo, que esta conformada por tejido adiposo unilocular
y que participa en relacionar la piel con las estructuras mas profundas (Brtel, et al 2012).

1.1.1. Epidermis
La epidermis es la capa mas externa de la piel, compuesta por un epitelio plano estratificado

con estrato cérneo, que crece constantemente, pero mantiene su espesor normal gracias al
proceso de la descamacion.

En la epidermis se encuentran cuatro tipos celulares: queratinocitos, melanocitos, células
de Langerhans y células de Merkel.

o e

epidermis

glandula sebéacea
dermis

nervio

glandula
sudoripara

tejido
adiposo

© 2006 Encyclopmdia Britannica, Inc

vasos sanguineos

e foliculo piloso

Fig. 1. La piel y sus anexos cutaneos. En este esquema Podemos observar ambas capas
de la piel: epidermis y dermis, asi como los anexos cutdneos que la conforman (glandulas
sebaceas, glandulas sudoriparas, foliculos pilosos y algunos vasos sanguineos.



Los queratinocitos son las células mas abundantes de la epidermis, (aproximadamente el
80% del total de las células epidérmicas) estan en continua renovacion por abundante
descamacion, sufren una morfo diferenciacion a medida que ascienden en la epidermis este
proceso es la citomorfosis o cornificacion y dura 30 dias aproximadamente.

Gracias al proceso de cornificacion se pueden observar varios estratos bien definidos dentro
de la epidermis (ver fig. 2), donde los queratinocitos de cada estrato comparten
caracteristicas morfoldgicas y funcionales. Los estratos de la region profunda a superficial
son: estrato basal, estrato espinoso, estrato granuloso, estrato ltcido y estrato corneo (Ross,
et al 2012).

e El estrato basal o germinativo: es la capa mas profunda de la epidermis, encontramos
células cubicas o cilindricas, con nucleos ovales y citoplasma basoéfilo. Las células se
relacionan entre si mediante desmosomas y estan ancladas a la membrana basal
subyacente mediante hemidesmosomas (anclan la epidermis a la dermis); muestran una
elevada actividad mitética, renovando la poblacién celular de manera continua.

e Estrato espinoso: Este se conforma por 5 0 mas capas celulares de gran tamafio de
forma poliédrica y conforme se van dirigiendo a la superficie se van aplanando de
manera gradual, los nucleos son redondeados y el citoplasma posee moderada basofilia.
En este estrato se inicia la formacion de los granulos laminares qué contienen lipidos
agrupados densamente, también hay actividad mit6tica en la zona suprabasal que junto
con el estrato basal representa la region proliferativa de la epidermis.

e Estrato granuloso: representa el Gltimo estrato con células nucleadas y se compone de
3 a 5 capas de células aplanadas cuyo citoplasma contiene una cantidad creciente de
granulos muy basoéfilos denominados granulos de queratohialina; estos granulos son los
que le dan el aspecto caracteristico a este estrato. Los queratinocitos de este estrato
liberan el contenido lipidico de los granulos laminares mediante exocitosis en forma de
laminas de ceramidas formando una barrera impermeable al agua en el espacio
intercelular.

e Estrato lucido: solo se encuentra en la piel gruesa, se distingue como una delgada capa
palida de queratinocitos que carecen de nucleo y organelos, poseen abundantes
filamentos de queratina agrupados de forma densa paralelos a la superficie formando
moléculas de eleidina.

e Estrato cérneo: es la capa mas superficial de la epidermis y estd formada por restos
celulares sin organelos, aplanadas y totalmente cornificadas; en consecuencia, el estrato
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se distingue como una gruesa capa muy eosinofila de ldminas onduladas, en la que no
se diferencian células. En la superficie, tiene lugar una continua descamacion de las
células corneas que estan separadas entre si. Este estrato representa la primera barrera
mecanica de la epidermis y la barrera impermeable formada por la cubierta celular
cornificada y la cubierta lipidica (Ross, et al 2012), (Bruel, et al 2012).

Fig. 2. Estratos de la Epidermis. En esta
fotomicrografia tefiida con H&E podemos observar
los 5 estratos de la epidermis de abajo hacia arriba
tenemos el a) estrato basal, b) estrato espinoso, c)
estrato granuloso, d) estrato Ildcido y e) estrato
cérneo.

1.1.2. Dermis

La dermis esta compuesta por tejido conjuntivo denso que provee sostén mecanico,
resistencia y espesor a la piel. Situada debajo de la epidermis con un espesor de entre 0.6
a 3 mm, la interfaz entre la epidermis y la dermis estd formada por papilas dérmicas y
rebordes epidérmicos.

La dermis se compone de dos capas claramente diferenciadas: subyacente a la epidermis
se encuentra la dermis papilar, y por debajo la dermis reticular de mayor grosor y
conteniendo a los anexos cutaneos (fig.3) (Bruel, et al 2012).
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La dermis papilar consiste en tejido conjuntivo laxo y forma los rebordes dérmicos. Esta
delicada estructura contiene predominantemente moléculas de colagena tipo Il y fibras
elasticas. Contiene abundantes vasos sanguineos de tipo capilar continuo que irrigan a la
dermis papilar y nutren a la epidermis por difusion, también se observan numerosas
prolongaciones nerviosas. Las células que predominan en esta capa son: fibroblastos,
macréfagos, células plasméticas y células cebadas, caracteristicamente las células se
encuentran separadas entre si por una gran cantidad de matriz extracelular.

La dermis reticular, aunque su espesor varia de acuerdo con la region anatomica de la
superficie corporal que se estudie, siempre es la parte mas gruesa de la dermis y contiene
mucho menos células que la dermis papilar. Esta formada por tejido conjuntivo denso
irregular con un predominio de fibras de colageno tipo | y fibras elasticas, esta se localiza
por debajo de la red capilar superficial e inicia a la altura de los conductos de
desembocadura de las glandulas sebaceas en los foliculos pilosos. En ella se alojan los
distintos anexos cutaneos, incluyendo a los foliculos pilosos y su correspondiente musculo
piloerector, glandulas sudoriparas y glandulas sebaceas (Ross, et al 2012).

Fig. 3. Dermis papilar y Dermis reticular. En esta fotomicrografia
tefiida con Tricromico de Gallego, podemos distinguir la Dermis
# papilar (a) con su caracteristico tejido conjuntivo laxo
N e s € AN conformado por finas fibras de colagena | y Il en color azul asi
.323,#_ '-’ ‘;-J' Z\‘ :_‘.‘_‘_ como una gran cantidad de células y vasos sanguineos; en la
porcion profunda del corte se aprecia la Dermis reticular (b)

A&S AW conformada por tejido conjuntivo denso irregular donde las fibras
(5 -is_’.*‘-,.,/.";‘- S e de coladgeno | se tornas en gruesos fasciculos lo que les da la
iw:;b‘ ;," - coloracion verde-azul y se observan muchas menos células en
"".:',‘?“": & ,/',’7?'?‘—;1 f?‘*. '\\-« ) comparacion con la dermis papilar. Atlas de histologia, Fuente
-’ &"’Th\’ e by ALY Depto. de Biologia Celular y Tisular, Fac Med., UNAM.
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1.2 Fibroblastos y Matriz Extracelular Dérmica
1.2.1. Matriz Extracelular Dérmica

La matriz extracelular conjuntiva estda compuesta por una sustancia fundamental amorfa
(SFA) y fibras. La sustancia fundamental amorfa es una sustancia viscosa, amorfa
constituida por liquido tisular que contiene agua, sales minerales, proteinas, iones etc., junto
con proteoglicanos y glicoproteinas. Los proteoglicanos son complejos formados por
glucosaminoglicanos (GAGs, polimeros largos no ramificados de cientos de hidratos de
carbono), que se unen a una cadena proteica central, de manera que forman
macromoléculas altamente hidrofilicas debido a la gran cantidad de cargas negativas
proporcionadas por los GAGs, lo que confiere a la matriz una consistencia gelatinosa. La
matriz extracelular (MEC) basada en colageno constituye el principal elemento de soporte
estructural de los animales multicelulares; la proteina de colageno amortigua y lubrica las
células, en donde la MEC desempefia un papel principal en los procesos de organizacion y
orientacion tisular, adhesién celular, migracién, diferenciacion, proliferacion y apoptosis
(Saavedra Torres, et al 2018). La composicién molecular de la matriz extracelular es tipica
de cada tejido y sus componentes son renovados continuamente por las células que la
producen. Esto supone que la matriz extracelular est4 en constante renovacion (Saavedra
Torres, et al 2018).

Las glicoproteinas son proteinas con distintas cadenas de carbohidratos ancladas a ellas,
este grupo de proteinas cuenta con numerosos motivos de adhesién que les permite
interactuar especificamente tanto con componentes de la MEC como con distintas células,
por lo tanto, sirven de puente de anclaje entre ambas; de entre estas glicoproteinas de
adhesion, algunas de las mas conocidas son la fibronectina y la laminina.

Las fibras presentes en la matriz extracelular de un tejido conjuntivo como la dermis son las
fibras de colagena, las fibras reticulares y las fibras elasticas. Las fibras de colagena son
flexibles pero muy resistentes a la traccion, y se disponen formando haces mas o menos
gruesos que a su vez estan formadas por fibrillas proteicas dispuestas en paralelo,
orientadas segun la fuerza a la que estan sometidas. Se conocen hasta 28 tipos de colagena
diferentes, segun la variacion en la secuencia de aminoacidos que las componen. La
colagena tipo | es la mas abundante en la dermis y forma haces gruesos de colagena. Otra
variedad de colagena es el tipo Ill, conocida como fibras reticulares, cuyas fibrillas forman
finas redes tridimensionales, las cuales también estan presentes en la dermis. (Sacho Tello,
et al 2015)

Las fibras de colageno son cordones de 0.5-20 micrometros de diametro y longitud
indefinida, se presentan ligeramente onduladas y presentan una estriacion longitudinal.
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El colageno esta constituido por un conjunto de tres cadenas polipeptidicas agrupadas en
una estructura helicoidal. La glicina constituye la tercera parte de los aminoacidos de cada
cadena, hecho unico entre todas las proteinas del organismo. La repeticion de 333 tripletes
de forma Gli-X-Y preside la estructura de cada una de las cadenas.

En la mayoria de los casos, en posicion X se encuentra la prolina, en posiciéon Y se
encuentran la hidroxiprolina y la hidroxilisina; dos aminoacidos que no abundan en la
constitucion de las otras proteinas del organismo (Saavedra Torres, et al 2018).

El tejido conjuntivo laxo o areolar es el que contiene una cantidad equilibrada de todos los
elementos (células, SFA, y fibras), y es el tipo de tejido conjuntivo que encontramos en la
dermis papilar por debajo de la epidermis. Esta variedad conjuntiva contiene abundantes
células conjuntivas de varios tipos, junto con un reticulado fino de fibras de colageno,
elasticas y reticulares, asi como una SFA relativamente abundante, lo que permite la facil
difusién de gases y sustancias nutritivas.

Sin embargo, cuando el componente mayoritario son las fibras se denomina tejido conjuntivo
denso, como el que se encuentra en la dermis reticular. En donde predominan gruesas fibras
de colageno tipo |, orientadas en los tres planos del espacio, junto con una red de gruesas
fibras elasticas, mientras que la proporcidn de células conjuntivas es menor que en el tejido
conjuntivo laxo. Esta disposicion confiere a la dermis reticular una resistencia a las fuerzas
de tension en todas las direcciones del espacio (Sacho Tello, et al 2015)

1.2.2. Fibroblastos

Las células mas abundantes del tejido conjuntivo son los fibroblastos, que representan el
mayor porcentaje celular en la dermis. Son los principales responsables de sintetizar y
mantener los diferentes componentes de la matriz extracelular conjuntiva que les rodea (fig.
4).

Los fibroblastos son células funcionalmente activas, de morfologia fusiforme vy
prolongaciones finas en sus extremos. (Sacho Tello, et al 2015)
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Fig. 4. En esta imagen se observan varios fibroblastos rodeados de sustancia
intercelular. Los fibroblastos tienen una forma alargada con ndcleos centrales
alargados; el citoplasma es basofilo. Fuente: Depto. de Biologia Celular y Tisular
Fac Med, UNAM.

Los fibroblastos mantienen la homeostasis de las células vecinas y controlan los infiltrados
inflamatorios presentes en el tejido conjuntivo, ya que son capaces tanto de secretar
citocinas y factores de crecimiento como de responder a ellos.

Por otra parte, los fibroblastos tienen capacidad mitética, por lo que proliferan ante
determinados estimulos, mediado por el factor de crecimiento de fibroblastos (fibroblast
growth factor, FGF), el cual es secretado por otros tipos celulares como los macréfagos.
(Sacho Tello, et al 2015)

Los fibroblastos tienen la capacidad no sélo de sintetizar a la colagena, sino también de
degradarla mediante actividad enzimatica, al igual que a los demas componentes de la
matriz extracelular participando activamente en procesos de remodelacion del tejido
conjuntivo (Acosta , 2006). También desempefian un papel importante en el proceso de la
cicatrizacion de las heridas mediante la produccion de enzimas de remodelacién, tales como
proteasas y colagenasas.

Los fibroblastos constituyen una poblacion heterogénea, es decir no todos los fibroblastos
tienen las mismas caracteristicas, ni siquiera entre los fibroblastos residentes de un mismo
organo. En la dermis se conocen diferentes subpoblaciones de fibroblastos con
localizaciones concretas, origenes diferentes, expresion genética especifica y que
desarrollan distintas funciones. Asi se ha descrito que existen diferencias entre los
fibroblastos de la dermis papilar, los de la dermis reticular y los fibroblastos asociados a
foliculos pilosos (Sacho Tello, et al 2015).
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Bajo el microscopio de luz, los fibroblastos son normalmente reconocidos en asociacion con
agrupaciones de fibras colagenas. En cortes tefildos con hematoxilina-eosina, éstos se
presentan como células con aspecto fusiforme, con finas prolongaciones, nucleo oval, algo
achatado y escaso citoplasma, el cual es eosinoéfilo, pero con una coloracién tan débil que
puede dificultar su apreciacion en estos cortes. (Acosta , 2006)

Una vez diferenciados, los fibroblastos poseen la capacidad de replicarse mediante
divisiones mitdticas. En cultivos de fibroblastos de tejido embrionario, éstos pueden
experimentar aproximadamente 50 divisiones antes de que adquieran una condicion de
senescencia y mueran. Sin embargo, este nimero se reduce a 20 cuando los fibroblastos
provienen de tejido adulto (Acosta , 2006).

1.3 Funciones principales de la piel

La piel y sus anexos cutaneos forman un 6rgano complejo compuesto por muchos tipos
celulares diferentes. La diversidad de estas células y la capacidad de actuar en conjunto
provee una serie de funciones que le permiten a la persona enfrentarse al medio externo.
Las funciones principales de la piel son:

= Actla como una barrera que delimita al medio interno y protege contra agentes
fisicos, quimicos y biolégicos provenientes del medio externo.

= Nos protege de los rayos ultravioleta.

» Regula la temperatura corporal (termorregulacion) y pérdida de agua (homeostasis).

» Transmite informacion sensitiva del medio externo al sistema nervioso.

* Interviene en la excrecion a través de la secrecion exocrina de las glandulas
sudoriparas y las glandulas sebéaceas.

» Cubierta flexible para el organismo. (Ross, et al 2012)

» Interviene en la inmunidad del organismo.

» Es reservorio de sangre debido a que la dermis tiene extensas redes de capilares
que transportan del 8 al 10% del flujo sanguineo total en un individuo en reposo.

* Interviene en la sintesis de la vitamina D

(Saavedra Torres, et al 2018).

Las propiedades y estado de la piel varian segun la zona del cuerpo en donde la piel se
localiza y pueden verse influidos por varios factores tales como; el tipo de piel, el origen
étnico, la edad, el género, el indice de masa corporal e incluso el estilo de vida.

La hidratacion de la piel es un parametro muy importante responsable de la homeostasis de
la piel, todas las variaciones de un nivel normal de hidratacion pueden provocar cambios
significativos en las propiedades y funciones de la piel. Un nivel bajo de hidratacion resulta
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en baja elasticidad de la piel, envejecimiento prematuro, aparicion de arrugas, mayor
rugosidad de la piel y menor resistencia mecéanica (Dgbrowska, et al 2017).

La piel protege al cuerpo de sustancias penetrantes a través de varios mecanismos ya sea
mecénicamente bloqueando la migracion de particulas hacia la piel o neutralizadndolas,
atacandolas o degradandolas

La resistencia mecanica de la piel se encuentra en la dermis, supone también una
importante reserva de agua y electrolitos; debido a su rica vascularizacién juega un papel
importante termorregulador, y debido a la red nerviosa formada en su interior actua
procesando informacion sensitiva referente al dolor, presion y temperatura, ademas de que
la dermis y su suministro de sangre son responsables de proporcionar nutrientes. En ella se
encuentran los anexos cutaneos (pelo, ufias, glandulas sebaceas y glandulas sudoriparas)
(Miguez Burgos, 2012)

La piel comprende un aspecto importante de la apariencia, lo que por supuesto tiene una
influencia significativa en la vida social; por lo tanto, la piel también puede considerarse
como un factor importante de la salud mental y reproductiva.

Dado que la piel es un elemento tan critico tanto para la salud fisica como mental, se debe
dar un cuidado 6ptimo a cualquier herida sostenida, de modo que la region de la piel dafiada
se restablezca a una estructura y forma similar a la original lo mas rapido posible para que
la piel pueda reanudar sus funciones (Seung-Kyu, 2016).
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1.4 Heridas cutaneas y su clasificacion

La Wound, Ostomy and Continence Nurses Society (WOCN) define herida como una
interrupcion en la estructura y funciones de la piel y de los tejidos subyacentes, relacionada
con diversas etiologias, como los traumatismos, las cirugias, la presién sostenida y las
enfermedades vasculares (Vela Anaya, et al 2018). Estas se pueden clasificar con distintos
criterios, uno de ellos es el tiempo que puede dilatar la reparacion del tejido dafiado,
clasificandolas como heridas agudas y cronicas:

~

* Las heridas agudas son aquellas que pasan por las etapas del proceso
de cicatrizacion de manera ininterrumpida, secuencial y en un periodo
predecible, por lo general en 2 semanas. Este tipo de heridas afectan
sélo a la epidermis.

J/

*Las heridas cronicas presentan retraso en el tiempo de cicatrizacion (mayor a}

meses), generalmente con complicaciones las cuales pueden ser por diversos
factores entre ellos edad avanzada, enfermedades metabdlicas como diabetes,
enfermedades autoinmunes, agentes quimicos, infecciones y enfermedades
vasculares periféricas. De acuerdo al espesor de la herida se tiene que las
heridas de espesor parcial afectan a la epidermis y parte de la dermis, las
heridas de espesor total pueden extenderse por toda la epidermis y la dermis y
las heridas de espesor completo pueden extenderse al tejido subcutaneo, la
fascia y el musculo.

(Seung-Kyu, 2016)

El mecanismo de la curacién de heridas depende de la comunicacion entre los fibroblastos
dérmicos y queratinocitos epidérmicos, moléculas de la matriz extracelular (MEC) y
vascularizacion, que se regula por la liberacion de citocinas inflamatorias y factores de
crecimiento.

La cicatrizacion de heridas en la piel es una integracion de procesos dinamicos altamente
regulado por mecanismos celulares, moleculares y humorales; involucra elementos
sanguineos, matriz extracelular y células parenquimatosas. Estos procesos de reparacion
de heridas siguen una secuencia de tiempo especifica (Lanza, et al 2007).

» Hemostasis: Inicia con la formacién provisional de una matriz, que ocurre
inmediatamente después de la lesion y se completa después de unas horas. El
organismo recluta muchas células y factores para el proceso de reparacion de la
herida en ausencia de la fuerza mecanica de la herida. Cuando la herida atraviesa la
capa epidérmica, la sangre y los vasos linfaticos estan lesionados, hay
vasoconstriccion. Se inicia la cascada de coagulacion activandose los diferentes
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factores de la coagulacién y por el coldgeno expuesto los trombocitos se activan para
agregarse, hay acaparamiento de plaquetas para reducir la pérdida de sangre y
formar un coagulo de sangre compuesto de citocinas, factores de crecimiento,
moléculas de fibrina, fibronectina, vitronectina y trombospondinas formando una
matriz provisional para la migracion de leucocitos, queratinocitos, fibroblastos y
células endoteliales (Reinke, et al 2012).

Fase inflamatoria: La fase inflamatoria comienza simultaneamente con la
homeostasis y la coagulacion, los cuerpos extrafios, las bacterias y los restos de
piel muerta, originados al momento de la lesion, deben ser eliminados del area
lesionada, ya que pueden interferir con el proceso de curacién de la herida. Esto se
hace principalmente mediante la participacion de las células inflamatorias que salen
del torrente sanguineo (plaquetas, neutrofilos y monocitos) y se alojan en el tejido
conjuntivo de la zona lesionada (ver fig. 5).

° -
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epidermis g
herida cutdnea plaquetas

e ;S & & . invasion para
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fagocitosis y
secrecion de
It-1a, IL-1B, IL-6
y TNF-a

foliculo piloso

tejido subcutineo

vasos sanguineos

Fig. 5. Fase inflamatoria después de una lesion cutanea; hemostasis e invasion de
las células inflamatorias. Imagen tomada de (Reinke & Sorg, 2012).

Fase de proliferacion: Las células de la piel, como lo son los fibroblastos y los
gueratinocitos, son las responsables de la regeneracion de la piel afectada, mientras
los fibroblastos producen colageno, proteoglicanos y otros elementos de la matriz
extracelular, los queratinocitos y las células endoteliales producen una gran cantidad
de factores de crecimiento con la finalidad de que se rellene el espacio ocupado por
la lesion, esta etapa dura aproximadamente 3 semanas (ver fig. 6).
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organizados
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macrofago

Fig. 6 Fase de proliferacion; secrecion de factores de crecimiento, sintesis de colagena
tipo 1ll. Imagen tomada de (Reinke, et al 2012)

Maduracién y remodelacién: El tejido de granulacién conformado principalmente por
leucocitos de tipo neutréfilos y linfocitos comienza a disminuir aumentando la
poblacién de macroéfagos los cuales se encargan de la remocion de detritos celulares
y tisulares al mismo tiempo que los fibroblastos depositan una mayor cantidad de
fibras en la nueva matriz dérmica, formando una cicatriz palida y avascular constituida
de fibroblastos fusiformes y tejido conjuntivo denso irregular rico en haces gruesos
de colagena tipo | y pocas fibras elasticas (ver fig.7) (Seung-Kyu, 2016).
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Fig. 7 Remodelacién, el proceso de
regeneracion del nuevo tejido y la
reorganizacion del tejido conjuntivo
y la respuesta contractil
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1.4.1 Problemas y estadisticas de la atencién de heridas en México

Tras una lesion cutanea, la pérdida de continuidad que se produce puede comprometer piel,
tejido subcutaneo, masculos, tendones, nervios, huesos y 6rganos blandos, dependiendo
de su severidad. Las tasas de cicatrizacion oscilan entre 21 y 35% y la tasa de recurrencia
de la lesion es alta, lo cual repercute en un alto nivel de ocupabilidad de las camas
hospitalarias, gastos excesivos en tratamientos y repercusiones negativas en la calidad de
vida de las personas. Desde el punto de vista econémico, se estima que, el comercio de
productos para el tratamiento de heridas sera de entre los 15 a 22 billones de ddlares para
el 2024 (Casado, et al 2020).

La atencién de las heridas agudas y cronicas representa diversos desafios tanto para las
personas que las desarrollan como para los sistemas de salud de todo el mundo. En lo que
se refiere a los pacientes, vivir con una herida crénica incide de manera negativa en todos
los niveles de la persona que padece la herida, lo cual impacta en su esfera fisica debido a
la presencia de dolor constante, incomodidad, limitaciones en la movilidad, trastornos del
suefio y disminucién del apetito; también en la esfera emocional de la persona por la
manifestacion de sentimientos de ansiedad, depresion, enojo, frustracidn y alteraciones en
la imagen corporal; y, por ultimo, en su esfera social mediante el desarrollo de
comportamientos de aislamiento, la pérdida parcial o total de su independencia y la
disminucién de su capacidad para trabajar (Vela Anaya, et al 2018).

En lo que corresponde a los sistemas de salud, la atencién de las heridas implica una
importante inversibn econodmica, relacionada con la formacién y contratacion de recursos
humanos especializados en el cuidado de heridas, la adquisicion de insumos de alta
tecnologia, el incremento en los dias de estancia hospitalaria de los pacientes o del nimero
de reingresos y la respuesta legal ante inconformidades de pacientes relacionadas con la
falta de calidad en la atencion sanitaria.

En un estudio realizado por la Secretaria de Salud en 159 unidades médicas en México, se
obtuvo un total de 36,022 casos de heridas donde: la atencion de las heridas principalmente
fue en unidades de segundo nivel (79.4%) y ambulatorias (75.1%). Las heridas mas
recurrentes fueron las heridas traumaticas (26.6%) y las Ulceras de pie diabético (23.4%).
Los costos directos mensuales en pesos fueron estimados en $46 563 070.76 (ambulatorio)
y $1 864 124 436.89 (hospitalizacion) (Vela Anaya, et al 2018).

Debido a lo expuesto y a la problematica existente a nivel hospitalario y de gestion en las

diferentes instituciones de salud en México, se cree importante la creacion de un andamio
dérmico econdmico y de facil acceso para la poblacion.
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1.5 Apdsitos en el tratamiento de heridas cronicas

Las lesiones que comprometen los tejidos blandos alterando el lecho vascular,
independientemente de su extension y profundidad, hacen complejo establecer un protocolo
de tratamiento que optimice el tiempo de formacion de tejido de granulacion para lograr un
cierre eficaz en primera o segunda intencion (Casado, et al 2020). El tratamiento topico
seleccionado para conseguir la cicatrizacion de las Ulceras cutaneas cronicas o heridas
dependera de las caracteristicas y estadios de la lesidén: necrosis, tejido de granulacion,
profundidad, exudado, signos de infeccion, pH tisular, dolor, regiébn anatomica, piel
perilesional (Fornes Pujalte, et al 2008).

Un apoésito es un producto que cubre, protege y aisla la Ulcera de factores externos
perjudiciales al medio y que actla de manera pasiva absorbiendo exudados, o de manera
activa modificando el lecho de la herida e interviniendo en el proceso de cicatrizacion. Los
requisitos que debe reunir un aposito son: proteger la Ulcera de microtraumatismos y de
agentes microbianos, mantener la temperatura corporal en el lecho de la lesion y una
humedad adecuada que no dafie la piel perilesional ni interfiera en los procesos bioquimicos
de la cicatrizacion, favorecer la autdlisis, promover la cicatrizacion, ser absorbente y
controlar el exudado, ser de facil aplicacion y no doloroso al retirarlo, resultar adaptable y
poder proteger la piel lesionada y mantener un pH idéneo de 6.6 en el lecho de la herida
(Fornes Pujalte, et al 2008).

Los beneficios que proporciona un apésito son tanto la reduccién de los tiempos de curacién,
reduccion de tiempos de enfermeria, disminucién del dolor por seguir los principios de la
cura en ambiente hiumedo y menos manipulacién de la herida y por tanto también una mejor
calidad de vida del paciente (Fornes Pujalte, et al 2008).

Hoy en dia existen en el mercado una amplia variedad de apdsitos para el tratamiento de
heridas, sin embargo es importante conocer esta amplia gama de productos para poder
elegir el producto mas adecuado para cada Ulcera o herida, segun el proceso de
cicatrizacion en el que se encuentra.

A continuacion se mencionaran algunas de las formas en las cuales podemos encontrar a
los apaositos en el mercado:

» Gasas: Los apositos tradicionales son fundamentalmente los de gasa tejida,
impregnada o no con parafina, cremas, pomadas, o0 humedecida con solucién salina
u otras soluciones. Su composicion es de algodon hidrofilo o sintético. Son utiles para
la limpieza de las lesiones y de la piel. Hay que cambiarlos diariamente para evitar
infecciones y la incorporacion con el tejido de granulacion, los inconvenientes a la
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hora de retirarlos son: dolor, hemorragias e incluso retroceso de la cicatrizacion,
suelen quedarse restos de filamentos (Fornes Pujalte, et al 2008).

Hidrocoloides: Estos apdsitos estan compuestos de polimeros en una fina
suspension y en ocasiones contienen polisacaridos, proteinas y adhesivos. Al
contacto con la herida los polimeros se mezclan con el exudado y forman una masa
gelatinosa (Casado, et al 2020). Los hidrocoloides hacen que las Ulceras se
mantengan en un ambiente humedo y célido, debido a la gelificacion del apdsito y
aumento de su volumen en contacto con el lecho de la herida con el propio exudado,
las heridas presentan un cambio de color y olor originado por el desbridamiento
autolitico, aumento de tamafio en la lesion en los primeros dias originada por el
desbridamiento autolitico lo cual estimula la angiogénesis en la herida, la proliferacion
de los queratinocitos y diferenciacion de los fibroblastos; estos apdsitos se ponen en
fase de granulacion y con exudado bajo o moderado. En el mercado se presenta en
todas las variedades: apositos finos, absorbentes, hidrofibra, malla y pastas por
mencionar algunos (Fornes Pujalte, et al 2008).

Espumas poliméricas: Estos apositos de polimeros tienen diferentes capas con una
superficie adhesiva y una externa repelente al agua. Son similares a los hidrocoloides
pero en vez de formar un gel, el exudado es absorbido por el apdsito que a su vez
mantiene un ambiente humedo (Casado, et al 2020). Esponjas con capacidad de
absorber (4 6 5 veces su volumen), el exudado de lesiones con moderado a alto nivel
de exudado, mantienen un ambiente humedo y protejen frente a presiones externas,
ayudan a un desbridamiento autolitico, hay intercambio gaseoso pero actuan como
una barrera frente a microorganismos y liquidos, no se adhieren al lecho de la herida,
pueden tener una capa adhesiva o necesitar de un apdésito secundario para su
sujecién (Fornes Pujalte, et al 2008).

Hidrogeles: Se presentan en forma de gel, malla o placa, compuestos por agentes
humectantes que son polimeros hidrofilos, se componen entre un 60 y un 95% de
agua, polisacaridos, pectina, almidon, hidrocoloides, cloruro sdédico, e incluso algun
producto lleva en su composicion alginatos. Son desbridantes autoliticos, alivian el
dolor del lecho de la ulcera, favorecen el tejido de granulacién y la fase de
epitelizacion y no se recomiendan para Ulceras o lesiones muy exudativas por el
riesgo de maceracion de la piel perilesional. Es compatible tanto con lesiones
infectadas, tejido necrético y tejido de granulacion. Necesitan para su acoplamiento
un aposito secundario (Fornes Pujalte, et al 2008).

Poliuretanos: Se usan en heridas superficiales y limpias, en la prevencion de Ulceras
por presion o en heridas post quirdrgicas. Son apadsitos transparentes, finas peliculas
de poliuretano bafiados con una capa de adhesivo acrilico, semioclusivos,
permeables a gases y vapor de agua e impermeables al agua, nula capacidad de
gestion de exudados y si 6ptimos para fijar otros apdsitos secundarios en zonas de
dificil adherencia, tiene muy poca capacidad de absorcion y se saturan rapidamente;
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se pueden encontrar en forma de film transparente o spray (Casado, et al 2020)
(Fornes Pujalte, et al 2008).

Apositos con plata: Controlan y reducen la carga bacteriana, presentan amplia
capacidad antimicrobiana con un amplio espectro de accion, por lo que resultan una
alternativa a la utilizacién de antibioticos locales. La plata se activa por humedad del
exudado, aplicacion de hidrogeles o suero fisiologico. La forma de actuar es distinta
segun los apositos, unos liberan la plata en el lecho de la herida y en contacto con
esta, otros absorben el exudado en el apésito y ahi son liberados los iones plata
(Fornes Pujalte, et al 2008).

Aloinjertos: Hace referencia a la piel humana cadavérica y es utilizada como una
medida temporal para cubrir heridas hasta que suceda el cierre con un injerto de piel
permanente. Sin embargo tienen alta tasa de rechazo por reaccion inmune del tejido
receptor. La piel de cadaver puede ser tratada con un proceso quimico para disminuir
los componentes antigénicos, dejando una matriz celular inmuno-dérmica. El
incorporar material aloinjerto en una herida profunda proporciona alivio del dolor y
una cubierta durante y después de la lesion.

Cuando el aloinjerto se vasculariza, las células epiteliales altamente inmundgenas
desencadenan la respuesta inmune del huésped. Cuando el aloinjerto es liofilizado,
se destruye el componente celular, disminuyendo la reaccion inmunolégica, la parte
cutdnea del injerto se incorpora en la parte de la herida y sirve como una cama
dérmica para mas deposiciones del injerto de piel autéloga. Sin embargo, su uso se
ve limitado a la disponibilidad de bancos de piel (Colorado, et al 2013).

Autoinjertos: se separa una zona de piel de un tejido adecuado y se trasplanta en el
mismo individuo a la zona receptora de la que debe recibir un nuevo suministro de
sangre. Los materiales utilizados como autoinjertos se basan en cultivos
criopreservados del paciente que son depositados sobre una matriz constituida por
el material comercial (Colorado, et al 2013).

Xenoinjerto: El injerto xenogénico implica la transferencia de tejido entre especies,
pero al igual que el trasplante alogénico se presentan problemas ante la posibilidad
de rechazo del injerto (Colorado, et al 2013).
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1.6 Medicina Regenerativa e Ingenieria de Tejidos

La Medicina Regenerativa es un campo multidisciplinario de investigacién donde se aplican
diferentes herramientas con el objetivo de reparar, reemplazar y regenerar los 6rganos y
tejidos humanos. Entre los principales abordajes de la Medicina Regenerativa estan:

= Terapia Celular (Tratamiento con células).
= Terapia Génica.
» Ingenieria de Tejidos o Tisular.

(Chen, et al).

La Ingenieria de Tejidos es un campo de investigacion interdisciplinario de la ciencia que
combina conocimientos de numerosos campos cientificos, como la biologia, la bioquimica,
la fisica, la quimica, la ingenieria aplicada y la medicina. (Sarvazyan, 2020). Uno de los
objetivos mas importantes de la Ingenieria de Tejidos es el disefio de los biomateriales que
soporten células y las moléculas de sefializacidon que permitan la regeneracion del tejido
dafiado y que esto lleve a una alternativa de trasplante de 6rganos y a la posterior
reconstruccién de tejidos. Un ingeniero de tejidos debe comprender la relacion entre la
estructura y la funciéon de las células, tejidos y 6rganos, asi como combinar conocimientos
de biologia, materiales, ingenieria y cirugia (Roldan, et al 2016).

El tejido nuevo, vivo y funcional se fabrica utilizando células vivas que generalmente estan
asociadas, con una matriz extracelular o andamiaje para guiar el crecimiento del tejido. Las
células, los andamios y los factores de crecimiento son los tres materiales claves para la
ingenieria de tejidos (fig.8).

&
)+
&
Células "
Andamio Factores
bioactivos

Regeneracion de
tejido

Fig. 8 Células, andamios y factores de crecimiento; los tres elementos basicos
para la Ingenieria de tejidos. Foto tomada de (Roldan Vasco, et al 2016).
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Las células son los componentes fundamentales del tejido, y los tejidos son la unidad basica
de la funcién en el cuerpo. Generalmente, grupos de células forman y secretan sus propias
estructuras de soporte, llamadas matriz extracelular. Esta matriz, o andamio, hace mas que
s6lo servir como soporte para las células; también actian como una estacion repetidora
para varias moléculas de sefalizacion. Por consiguiente, las células reciben mensajes de
muchas fuentes que se vuelven disponibles desde el entorno local. Cada sefial puede iniciar
una cascada de sefalizacion que determina qué le sucede a la célula. Al entender cémo
responden las células individuales a las sefiales, como interactian con su entorno y cémo
se organizan en los tejidos y organismo, los investigadores han podido manipular estos
procesos para sanar los tejidos dafiados o incluso crear nuevos (Ingenieria de tejidos y
Medicina Regenerativa, 2013).

1.7 Biomateriales y Andamios en Ingenieria de Tejidos.

Los biomateriales se pueden considerar como materiales naturales o fabricados por el
hombre, que pueden ser empleados directamente para funciones de sustitucion o
reemplazo de tejidos vivos. Desde el punto de vista de la ingenieria de tejidos, los
biomateriales se definen como una sustancia o material de ingenieria que adopta una
estructura, que sola o como parte de un sistema complejo, se emplea para dirigir el
desarrollo de cualquier procedimiento terapéutico o de diagndstico mediante el control de
interacciones con componentes de sistemas vivos (Roldan Vasco, et al 2016).

Los biomateriales, para su implementacion en aplicaciones biomédicas, exigen previo
analisis y cumplimiento de normas técnicas que relacionen respuesta al contacto con los
tejidos vivos del cuerpo, propiedades del material, caracteristicas de fabricacion de las
piezas y los dispositivos a escala industrial, asi como factores éticos y de regulaciéon (Roldan
Vasco, et al 2016).

Toxicologia; normalmente un biomaterial debe ser inocuo y nunca debe ser téxico para
evitar la migraciéon de sustancias a través de este.

Biocompatibilidad; en términos generales, se puede afirmar que la biocompatibilidad evalta
la interaccion entre el biomaterial y los sistemas vivos; cuando la respuesta biologica es
minima, el material empleado es entonces considerado como biocompatible (Roldan Vasco,
et al 2016). Debido a que los materiales implantados provocan en el tejido vivo una
respuesta, podemos clasificar la biocompatibilidad implante-tejido como bioinerte,
biodegradable o bioactiva.
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Los materiales bioinertes son aceptados por el sistema, donde pueden permanecer durante
largos periodos de tiempo bajo el ambiente corrosivo de los distintos fluidos corporales.

Los materiales biodegradables son disefiados para su gradual degradacion con el tiempo y
ser reemplazados por el tejido huésped.

Por ultimo, los materiales bioactivos son aquellos disefiados para reaccionar quimicamente
con el tejido huésped, creando una fuerte interaccion entre ellos (Gonzales Jiménez, et al
2014).

No sobra comentar que cada biomaterial y dispositivo tienen un requerimiento de
desempefio fisico y mecanico de acuerdo con la necesidad a desempefiar en la funcién
fisiologica. Estos requerimientos pueden ser divididos en tres categorias: desempefio
mecanico, durabilidad mecéanica y propiedades fisicas.

Un amplio rango de consideraciones éticas se debe tener en cuenta en el desarrollo y
aplicacion de biomateriales. Estas involucran desde experimentacion en animales, su uso
en humanos, su produccién industrial, el campo de investigacion, la calidad de vida de los
pacientes y las agencias regulatorias de gobierno ya que en cada pais debe existir un
mecanismo de regulacion de dispositivos meédicos y biomateriales para uso en pacientes.
(Roldan Vasco, et al 2016).

Los biomateriales juegan un papel critico en la ingenieria de tejidos, desarrollando la funcion
de matriz artificial extracelular y medio de soporte tridimensional de las células durante el
proceso de regeneracion del tejido.

La gama de materiales validos para esta aplicacion abarca desde polimeros, ceramicos,
metales y materiales compuestos. Los polimeros son los biomateriales mas populares en
ingenieria de tejidos, debido a su versatilidad mecanica y a su similitud con las
caracteristicas estructurales del tejido, por lo que se han dedicado grandes esfuerzos en el
desarrollo de biomateriales poliméricos que imitan tejidos naturales (Gonzales Jiménez, et
al 2014).

Los polimeros se producen por la union de cientos de miles de pequefias moléculas
denominadas mondmeros, que forman enormes cadenas (macromoléculas) de diferentes
formas. La mayor parte de los polimeros estan formados por estructuras de carbon y, por lo
tanto, se denominan compuestos organicos. Se pueden sintetizar polimeros de origen
natural o sintético, ambos empleados en diferentes aplicaciones biomédicas.

La principal ventaja de los biomateriales poliméricos, comparados con los metales y
ceramicos, es su facilidad de fabricacion para producir diferentes formas y tamafios
(peliculas, laminas, fibras, etc.), facil procesamiento secundario, costos razonables y amplio
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rango de propiedades mecénicas y fisicas. En cuanto a requerimientos exigidos para
biomateriales, los polimeros son biocompatibles (no son téxicos, no producen cancer, no
generan respuesta alérgica), son esterilizables, presentan elasticidad, durabilidad y
resistencia adaptables a los diferentes requerimientos de las aplicaciones. Otra
caracteristica importante de los polimeros es que permiten la modificacion superficial para
mejorar su biocompatibilidad e interaccion celular (Roldan Vasco, et al 2016).

La biodegradabilidad controlada de algunos polimeros, sumado a su buena compatibilidad
y facil fabricacion han hecho de estos materiales una opcién excelente para la fabricacion
de andamios para sistemas de reparacion en ingenieria de tejidos, asi como en sistemas
de liberacién de farmacos. Varios tipos de polimeros pueden ser reabsorbibles y fabricados
en formas de fibras para aplicaciones de suturas, mallas y diversos productos quirargicos
(Roldan Vasco, et al 2016).

Los polimeros de origen natural son obtenidos del ser humano, los animales o las plantas,
y por su procedencia se caracterizan por tener sitios de reconocimiento biomolecular.

La mayoria de los polimeros naturales son solubles en medios acuosos o hidrofilicos, debido
a esto no son apropiados como andamios 3D, por lo cual deben ser convertidos en
materiales insolubles en agua mediante reacciones fisicas o quimicas. Entre los polimeros
naturales se encuentran las proteinas (colageno, gelatina, fibrina, seda fibroina y elastina);
los polisacéaridos (glicosaminoglicanos, acido hialurénico- AH, quitina, quitosano y alginato)
(Roldan Vasco, et al 2016).

Un andamio es una estructura donde las células son implantadas o cultivadas, es capaz de
soportar la formacién de tejido en tres dimensiones; proporciona un armazén y respaldo
inicial que facilita el anclaje, la migracién y diferenciacion celular; sirve como soporte para
las células, los factores de crecimiento y otras biomoléculas; permite la difusién de nutrientes
celulares y productos expresados; forma la matriz extracelular la cual es la encargada de
proveer la integridad estructural del tejido.

El proceso de creacion de andamios comienza con la eleccion de los biomateriales
adecuados, que luego sigue con la fabricacion del andamio. Durante este proceso, el
andamio se somete a modificaciones fisicas y/o quimicas para cumplir con los requisitos
especificos y el tejido creado pueda volverse utilizable para fines de ingenieria de tejidos;
después de crear un andamio con las propiedades necesarias, puede poblarse con células
y cultivarse in vitro hasta que se desarrolle el tejido deseado, o se puede injertar al paciente
sin la adicion preliminar de células para que las células huésped puedan infiltrarse y crecer
en el andamio (Sarvazyan, 2020)

Un andamio ideal debe cumplir con las siguientes caracteristicas:
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» Los biomateriales para fabricar el andamio deben ser compatibles con los
componentes celulares de los tejidos disefiados y con las células enddgenas en el
tejido huésped.

* Proveer apoyo a las células exégenas o enddgenas, para unir, crecer y diferenciarse,
tanto durante el cultivo in vitro como al momento de la implantacion in vivo.

» Materiales degradables tras la implantacion, a una velocidad equivalente a la de la
produccion de la matriz extracelular por el nuevo tejido en desarrollo.

» Interactuar activamente con los componentes celulares de los tejidos disefiados, y
asi facilitar y regular su actividad. Los biomateriales pueden activar sefiales
biologicas que pueden mejorar la adhesion celular o sefales fisicas, que pueden
influir en la morfologia y alineacién celular.

= Debe proporcionar estabilidad mecénica y de forma para defectos que pueda tener
el tejido.

» Resistir la manipulacion durante el trasplante y deben ser soporte mecanico durante
la regeneracion tisular.

» Los biomateriales deben dar una estructura suficientemente porosa, que permita el
transporte suficiente de nutrientes y metabolitos sin comprometer significativamente
la estabilidad mecéanica del andamio.

* No debe ser toxico.

(Roldan Vasco, et al 2016).

Ahora bien, para el desarrollo de un andamio, la eleccién del biomaterial dependera del
servicio que prestard, ya que este reemplazara completa o parcialmente la funcion del tejido
o de 6rganos al ser implantado en un sistema o cuerpo vivo.

Para este proyecto de investigacion se emplearan como biomateriales polimeros naturales
como fibrina, alginato y agarosa para la elaboracion de un andamio dérmico con el cual se
buscara la epitelizacion de heridas crénicas. Como ya vimos para este tipo de heridas
cronicas es importante mantener un medio humedo entre el lecho de la herida y la cobertura,
favoreciendo y aumentando la velocidad de cicatrizacion. Winter, en 1962, demostré que,
en medio humedo, las enzimas como las colagenasas y las proteasas capacitan a las
células para que emigren, a través de la herida, hacia las areas humedas donde hay
fibrina. Como epitelizacion significa emigracion celular, el medio humedo favorece las
condiciones fisiologicas para la cicatrizacion (Guimaraes Barbosa, et al 2010).
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1.7.1. Fibrina

La sangre es un liquido viscoso de color rojizo (a causa de la hemoglobina que contiene)
formada por células en suspension (leucocitos, hematies y plaguetas) presentes en una
solucion acuosa (plasma).

Se considera que la sangre estd compuesta por plasma/suero (50-55%) y células
sanguineas, que son los glébulos rojos (eritrocitos), glébulos blancos (leucocitos) y
plaquetas (trombocitos).

El plasma es un liquido amarillento que forma parte de la sangre. Esta formado por agua
(90%), electrolitos, metabolitos, nutrientes, hormonas y una mezcla de proteinas que se
dividen en tres grandes grupos: albuminas, globulinas y fibrinégeno. Las proteinas
plasmaticas poseen una serie de propiedades funcionales dependiendo de su interaccion
con el agua; estas propiedades pueden ser aprovechadas con distintos fines. Su capacidad
gelificante ha sido de interés en el campo biomédico. El plasma se obtiene cuando a la
sangre recién obtenida se le afladen sustancias anticoagulantes, que impiden la formacion
de redes de fibrina y separacion de las células durante los procesos de centrifugacion. Una
vez afiadida la sustancia anticoagulante, se procede a someter a la sangre a un proceso de
centrifugacion pudiendo separar asi el plasma de las células (Ibafiez Antufia, 2013).

El plasma humano puede constituir una alternativa para el desarrollo de geles que puedan
aplicarse como soporte para el desarrollo de nuevas pieles con aplicacion en tejidos
dafiados. La principal caracteristica que lo hace interesante es la posibilidad de sintetizar el
gel a partir del plasma del propio paciente, lo cual hace practicamente imposible el riesgo
de rechazo. Otros aspectos para tener en cuenta son la facilidad de sintesis de estos geles
y la posibilidad del crecimiento de las células adecuadas para su buen funcionamiento
(Ibafiez Antufia, 2013).

El fibrinégeno es un dimero formado por tres cadenas polipeptidicas unidas por puentes
disulfuro. Esta proteina se forma en el higado y es insoluble tanto en agua como en
disoluciones salinas débiles. El fibrinGgeno constituye la parte disuelta de la fibrina,
sustancia presente en el proceso de coagulacion de la sangre (Ilbafez Antufia, 2013); el
fibrinbgeno puede ser activado mediante una serie de reacciones enzimaticas llamada
cascada de coagulacion que lo transforman en fibrina, la cual es una red de fibrillas que
conforman el coagulo. In vitro es posible activar la cascada de coagulacion, mediante el
empleo de trombina o cloruro de calcio, con el objetivo de generar esa red de fibrillas que
podrian ser aprovechadas para el crecimiento celular (ver fig. 9) (Malagon Romero, 2014).

La fibrina es un polimero natural, producto de la hidrélisis del fibrinbgeno por la accion
enzimatica de la trombina (Roldan Vasco, et al 2016); aunque no es un compuesto natural
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de la dermis, es la base para la reparacion de heridas, ya que actia como hemostético, y
en un primer momento es la matriz extracelular provisional necesaria para que las células
inicien el proceso reparador (Reyes Martinez , 2011).

El plasma sanguineo tiene muchas ventajas en el uso de ingenieria de tejidos ya que es
barato, facil de obtener por medio de los bancos de sangre, tiene propiedades gelificantes
y presenta propiedades que pueden ayudar a la sintesis de piel a través de la estimulacion
de la angiogénesis o la proliferacion de los fibroblastos (ver tabla 1) (Ibafiez Antufia, 2013).
Ademas de que la gran experiencia clinica utilizando plasma humano, lo convierte en un
material extremadamente seguro (Llames, et al 2006).

Tabla 1. Propiedades y aplicaciones de la fibrina

Propiedades Aplicaciones
Su estructura molecular espacial Curacién de heridas conocido como
genera fibras ramificadas de diferentes sellante de fibrina o adhesivo
dimensiones que le confieren un grado quirdrgico, que promueve la
de porosidad, rigidez y elasticidad, angiogeénesis, la union celular y la
propiedades que dependen de factores proliferacion.
como temperatura, concentracion de El gel de fibrina se puede infiltrar
iones y otras sustancias plasmaticas. | facilmente por las células, activando la
Dadas sus propiedades permite migracion celular, proceso conocido
generar procesos de coagulacion. como cascada fibrinolitica.
Aceleramiento de cicatrizacion de
heridas.

(Roldan, et al 2016)

w“\ Fig. 9 Eritrocitos atrapados en una red de
‘ fibrina. Foto tomada de Infomedicos
[
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1.7.2. Alginato

El alginato es un polisacarido lineal obtenido principalmente de las algas pardas (Roldan,
et al 2016). Los alginatos son derivados de la sal del acido alginico y constituyen largas
cadenas de polisacéaridos, lo que proporcionan flexibilidad y capacidad gelificante a su
estructura (Rastogi, et al 2019). Funcionan principalmente como polimeros iénicos debido
a la presencia de cationes divalentes de calcio. Los alginatos son ampliamente utilizados
en la fabricacion de hidrogeles, debido a la peculiar organizacion de las cadenas lineales
que contienen acido alginico (B-D-acido manurénico (M) y a-L-acido gulurénico (G)
bloques) que concurren al ensamblaje de redes estables tridimensionales reticuladas con
alta capacidad de retencion de agua, propiedades de hinchamiento adecuadas y liberacion
molecular. En particular, solo los bloques G del alginato participan principalmente en el
entrecruzamiento intermolecular con cationes divalentes por ejemplo Ca?* para formar
hidrogeles con diferentes propiedades. Sin embargo, las proporciones relativas de los
grupos My G presentes, el peso molecular y la longitud de los bloques, son otros factores
que afectan las propiedades fisicas del alginato y en Gltima instancia sus propiedades
biologicas resultantes en los hidrogeles (Guarino, et al 2018).

A
pH oM 0. OH oM
o OH - —7 \ ,/O
oon\ \0_0‘8,',.00 0\0“ K
OH ? o /AToH
o 0" on
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B

¢ Hidrogel a base de alginato

Fig. 10 A) Estructura quimica del alginato, B)
Hidrogel de alginato y C) Hidrogel de alginato
aplicado en una herida. Foto tomada de (Zhang &
Zhao, 2020).

Hidrogel aplicado como apésito para heridas
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Sus peculiares propiedades quimicas aseguran una compatibilidad total en el
microambiente biolégico, al minimizar las reacciones inflamatorias después de su
administracion en el cuerpo (ver tabla 2). Sin embargo, de manera similar a otros hidrogeles
bioldgicamente reconocidos, los geles de alginato tienen una rigidez mecanica muy limitada
(Guarino, et al 2018).

Cuando un aposito de alginato esta en contacto con una herida, hay un intercambio iénico
entre los iones de calcio en el apdsito y los iones de sodio en la sangre o el exudado de la
herida; cuando este intercambio alcanza un punto donde se han intercambiado suficientes
iones de calcio, las fibras de alginato comienzan a hincharse y a disolverse parcialmente
formando un gel (Clark, 2018).

Los apd@sitos avanzados para heridas, incluidos los apdsitos de alginato, estan disefiados
para mantener un ambiente himedo en el lecho de la herida. Ademas, los apositos de
alginato ayudan a absorber el exudado de la herida y detener el sangrado en el sitio de la
herida (Clark, 2018). Los hidrogeles de alginato pueden absorber 20 veces su propio peso
en el exudado de la herida haciéndolos ideales en el uso de heridas con moderada a alta
exudacion (Kyu Han, 2016).

Tabla 2. Propiedades y aplicaciones del alginato

Propiedades Aplicaciones
El alginato tiene propiedades Los alginatos son ampliamente
hidrofilicas lo que permite crear un utilizados en aplicaciones biomédicas
ambiente hUmedo necesario en el pueden ser usados en forma de
lecho de la herida; es un material no peliculas, hidrogeles, nanofibras,
toxico, biocompatible, biodegradable y gasas y espumas.
bioestable. También el alginato se Los hidrogeles a base de alginato se

puede entrecruzar con otros materiales | han utilizado en vendajes de heridas,
organicos e inorganicos para formar | ingenieria de tejidos, administracion de
una estructura de red reticulada. farmacos y materiales de impresion
Este biomaterial es ecolégico y dental o quirurgicos.
rentable para la elaboracién de
materiales para el cuidado de heridas
ya que puede activar los macréfagos y
estimular a los monocitos para producir
interleucina 6 (IL-6) y factor de
necrosis tumoral (TNF-a) para acelerar
la curacion de heridas cronicas.

(Zhang & Zhao, 2020) (Varaprasad, et al 2020)
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1.7.3. Agarosa

La agarosa es un polisacarido biocompatible extraido de las algas marinas rojas que
contiene repeticiones de agarobiosa (disacarido de D-galactosa y 3,6- anhidro-L-
galactopiranosa), y puede ser preparado como un gel termo reversible. La gelificacion de la
agarosa va de los 30-40°C y su punto de fusion va de 80-90°C, dependiendo del peso
molecular, la concentracion y el nimero de sus grupos laterales. El proceso de gelificacion
de agarosa ocurre en tres pasos: induccion, gelificacion y pseudoequilibrio, donde el enlace
de hidrogeno y la interaccion electrostatica dan como resultado la estructura helicoidal de la
molécula de agarosa y luego la formacion del gel (Zarrintaj, et al 2018).

La agarosa tiene propiedades autogelificantes, alto contenido de agua y una estructura poro
elastica; estas propiedades proporcionan un microambiente adecuado para el crecimiento,
la proliferacién y diferenciacién celular (ver tabla 3). La mecéanica de los hidrogeles de
agarosa puede ser ajustada cambiando la concentracion, resultando en caracteristicas
similares al tejido deseado (Patino Vargas, et al 2022).

Este polimero natural tiene una estructura similar a la matriz extracelular, permite la
adhesién celular y proporciona un intercambio de oxigeno y nutrientes para el crecimiento
celular. Ademas, la agarosa se ha combinado con otros biomateriales o que permite la
generacion de andamios biolégicos con gran versatilidad hacia tipos especificos de tejidos
blandos. Entre otros, los biomateriales de agarosa se han combinado con fibrina para
generar piel humana artificial, cérnea y mucosa oral (Rastorza Lorenzo, et al 2021).

La agarosa tiene grupos ionizables en su estructura, conocidos como polielectrolitos. Esta
caracteristica otorga propiedades sensibles al pH a la agarosa. También presenta actividad
de electro-respuesta que afecta la estabilidad de su estructura. Las propiedades
termogelificantes de los hidrogeles de agarosa permite que se adapten cuando se mezclan
con biomateriales sintéticos para formar redes interpenetrantes y copolimeros (Zarrintaj, et
al 2018)

Tabla 3. Propiedades y aplicaciones de la agarosa

Propiedades Aplicaciones
La agarosa es un polisacérido con buenas
propiedades gelificantes, aunque tiene baja La agarosa se ha utilizado en aplicaciones
actividad biolégica y una lenta tasa de biomédicas para la creacién de andamios en la
degradacién que limita su papel en la regeneracion de piel, cartilago, regeneracion
ingenieria biomédica por lo que es necesario Osea y otros tejidos.
mezclar la agarosa con otros materiales
bioactivos.
Los hidrogeles de agarosa muestran buena
transparencia, fuerza de gel constante y
conserva sus propiedades térmicas
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1.8 Hidrogeles

Los hidrogeles representan redes poliméricas 3D llenas de agua (hasta un 90-99%
dependiendo de la concentracién del polimero). Por lo tanto, son hidrofilicos y pueden
incorporar de forma segura proteinas, células, factores de crecimiento, y otras entidades
bioldgicas.

Por sus propiedades viscoelasticas pueden inyectarse o colocarse directamente en el sitio
de la lesion del paciente. Los hidrogeles pueden estar hechos de biomateriales ya sean
naturales o sintéticos. Ademas, se someten a un proceso de gelificacion que puede llevarse
a cabo por entrecruzamiento ya sea covalente o fisico, el entrecruzamiento covalente crea
enlaces adicionales entre las cadenas poliméricas (fig.11). El comportamiento de las células
(su unién, proliferacién y diferenciacion) depende en gran medida de las diferentes
caracteristicas del hidrogel incluida la rigidez y elasticidad de este (Sarvazyan, 2020).

Los hidrogeles como soportes para ingenieria de tejidos, actan como guia para el
desarrollo de tejidos in vitro e in vivo, los polimeros utilizados para la fabricacion de los
soportes deben asemejar las matrices extracelulares presentes en los tejidos; es por esta
razén que los hidrogeles han sido sumamente investigados para este tipo de aplicacion,
especificamente para reemplazo de tejido blando ya que los hidrogeles presentan la
capacidad de retener agua en su estructura polimérica al igual que retienen proteinas
bioactivas (Sanchez, et al 2007).

; —_— NN
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Alginato )
Gel de alginato,
reticulado i6nico
b)
Alginato
[e]e] oo p
Cationes + Cationes > =
Polimeros o
naturales o )
Baja densidad de entrecruzamiento por sintéticos Alta densidad de
cationes entrecruzamiento por cationes
Hidrogeles de alginato blandos Hidrogeles de alginato rigidos

Fig. 11 Las propiedades de los hidrogeles dependen principalmente de su reticulacién ya que esto
puede cambiar su comportamiento al flujo. Reticulacién iénica de: a) un hidrogel de alginato y b)
hidrogeles blandos (densidad de reticulacion baja, izquierda) a base de alginato e hidrogeles rigidos
(densidad de reticulacion alta, derecha); las propiedades fisicas (blandas o rigidas) de los hidrogeles
de alginato se pueden personalizar por medio de la reticulacion idnica entre los componentes naturales
o0 sintéticos (Varaprasad, et al 2020).
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Los hidrogeles usados en ingenieria de tejidos presentan poros, los cuales tienen la
funcionalidad de permitir que las células vivas se acomoden adecuadamente o se disefian
para que se disuelvan o degraden, liberando factores de crecimiento y por ende creando
poros en los cuales las células puedan penetrar y proliferar. Las ventajas que presentan los
hidrogeles es su capacidad de brindar un ambiente favorable para las proteinas, la
capacidad de moldearse en diferentes formas y su alta biocompatibilidad; sin embargo,
presentan limitaciones como baja resistencia mecanica y dificultad para esterilizar
(Sanchez, et al 2007).

Los hidrogeles soélo pueden absorber una cantidad minima de liquido, pero donan humedad
a las heridas secas. Los hidrogeles son permeables al gas y agua. La mayoria de los
hidrogeles son casi no adhesivos, por lo que requieren un vendaje secundario.

Los hidrogeles estan indicados para heridas de cualquier tipo de espesor con exudado
minimo o moderado, pueden disminuir el dolor y proporcionar almohadillas para disminuir
las fuerzas de corte; también son efectivos para ablandamiento de escaras (Kyu Han, 2016).

Debido a la similitud estructural con la matriz extracelular, hoy en dia, los hidrogeles se
usan ampliamente para aplicaciones de ingenieria de tejidos. Entre los diversos
hidrogeles, el alginato se considera un biomaterial muy Gtil que ha encontrado numerosas
aplicaciones en el campo biomédico debido a sus propiedades favorables, incluida la
biocompatibilidad y la facilidad de gelificacion (Sarker, et al 2018).
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Capitulo Il. Antecedentes

En este capitulo se presentan los antecedentes de los diferentes estudios relacionados con
el tema de este proyecto. Se analizaron 6 articulos de investigacion donde se abordan la
elaboracion de andamios dérmicos y el uso de los biomateriales de interés; en este caso
fibrina, alginato y agarosa.

El uso de fibrina ha demostrado ser un excelente biomaterial para la elaboracion de
andamios dérmicos ya que distintos estudios demuestran que su utilizacion promueve la
adhesidn, activacion y proliferacion tanto de fibroblastos dérmicos como de queratinocitos.

En un estudio en el que se evalud el uso clinico de un modelo de piel cultivada en lesiones
cutaneas de gran extension superficial construyeron un equivalente tisular cutaneo
compuesta por una capa dérmica conformada por un hidrogel de fibrina sembrado con
fibroblastos dérmicos humanos y una capa epidérmica constituida por un cultivo de
gueratinocitos epidérmicos humanos, en donde se observdé no solo una gran actividad
proliferativa de los fibroblastos sino también una adhesién de la capa epidérmica la cual
estratific6 formando un epitelio plano estratificado cornificado (Llames S. y cols. 2006).

Por otra parte, Castell y Herrera evaluaron la velocidad de crecimiento de fibroblastos
dérmicos sembrados sobre un hidrogel de fibrina en el que demostraron que en un lapso de
7 dias de cultivo los fibroblastos no solo muestran una gran actividad proliferativa, sino que
también recuperan su capacidad de sintesis de matriz extracelular (Castell Rodriguez, et al
2008)

Reyes Martinez en 2011 utiliz6 el mismo andamio de fibrina sembrado con fibroblastos
humanos alogénicos como un apoésito biolégico para tratar Ulceras dérmicas, en donde se
demostré que el andamio de fibrina mejora la reparacion de las heridas en comparacion con
otros apdsitos comerciales ya que aumenta la hemostasia y tiene un efecto protector
resultado en la disminucién de infeccion bacteriana.

Estos estudios han permitido demostrar que los andamios dérmicos de fibrina tienen buenas
propiedades bioldgicas para ser utilizados en la ingenieria tisular de piel, pero a pesar de
ello, estos son muy friables, dificiles de manipular debido a sus débiles propiedades
mecanicas Yy tienen una baja retencion de agua por lo que se han investigado diferentes
polimeros naturales que puedan ser implementados a los andamios de fibrina.

Uno de los biopolimeros mas estudiados ha sido el alginato debido a sus propiedades como
hidrofilicidad, biocompatibilidad, biodegradabilidad, es econdmico y es muy utilizado en
aplicaciones biomédicas para formar hidrogeles y tratar heridas cronicas exudativas.

Otro de los polimeros que se estudia es la agarosa ya que este biopolimero tiene
propiedades autogelificantes ademas de aportar resistencia y consistencia a los andamios
y al igual que el alginato es ampliamente usado en aplicaciones biomédicas.
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En este sentido (Ferndndez-Gonzalez y cols 2016) desarrollaron un equivalente dérmico
compuesto por fibrina y fibroblastos en presencia de una solucion de agarosa, con lo que
se incrementd la resistencia y manipulacion, cuando este dispositivo fue aplicado en
pacientes con distintos tipos de lesiones se observé una buena reparacion tisular sin que se
evidenciaran reacciones adversas del tipo irritacion o alergia al aplicarse directamente por
via topica.

Patino-Vargas y cols. (2022) evaluaron las propiedades viscoelasticas de hidrogeles
plasma-agarosa (PA) con diferentes concentraciones de agarosa: 0%, 0.5%, 1%, 1.5% y
2% y su influencia en el nimero de células y la actividad metabdlica de los fibroblastos
dérmicos humanos sembrados en estos hidrogeles; se evaluo la estructura de los hidrogeles
a través de microscopia electronica de barrido y la retencion de liquidos. En cuanto al
comportamiento de los fibroblastos, la expresion de los filamentos de f-actina fue mayor en
las concentraciones mas bajas de agarosa. La morfologia tipica fusiforme de los fibroblastos
predominaba en todas las regiones de los hidrogeles al 0% y 0.5% de concentracion PA.
Por otro lado, las propiedades viscoelasticas demuestran que la rigidez de los hidrogeles
derivados del plasma se puede ajustar aumentando la concentracion de agarosa. En cuanto
al hinchamiento de los hidrogeles (retencién de liquidos) se obtuvo que el hidrogel con 0%
de PA tuvo menor indice de hinchamiento que el de 1%, 1.5% y 2%; la adicién de agarosa
condujo a un aumento de la relacion de hinchamiento. El nimero de células se cuantifico
con la técnica DAPI (nucleos celulares) y la cuantificacion indicé que el numero de células
disminuia a medida que aumentaba la concentracion de agarosa.

Por otra parte la utilizacién de alginato también ha sido evaluada como componente de
andamios dérmicos, en este sentido Saikhim Panawes y cols. (2017) evalué el uso de gasas
impregnadas con soluciones de alginato de sodio a distintas concentraciones y evaluo6 la
tasa de hinchamiento, el microambiente humedo y las propiedades de coagulacion de la
sangre, también evalué la actividad antimicrobiana del andamio suplementado con un
extracto de Garcinia mangostan. En estos andamios evaluo la actividad antibacteriana y la
biocompatibilidad in vitro de queratinocitos y fibroblastos dérmicos humanos. Demaostraron
gue los fibroblastos y queratinocitos se mantienen en buenas condiciones, sin embargo, al
aumentar la concentracion de alginato, se reportd un incremento de la respuesta
inflamatoria, un menor ambiente himedo y resultados de coagulacion sanguinea bajos.

En 2023, Mao y cols., elaboraron un hidrogel compuesto de alginato de sodio, arginina e
iones de zinc (SA-Arg-Zn?*); en donde evaluaron sus propiedades fisicoquimicas como son,
la morfologia del andamio por microscopia electronica de barrido, su tasa de hinchamiento,
angulo de contacto del agua, ademas hicieron estudios antibacterianos a través del método
de difusion en agar; también se evalud la hemolisis y hemostasis y la proliferacion celular y
la citotoxicidad. Este hidrogel mostr6 una alta capacidad de hinchamiento lo cual es
benéfico para absorber los exudados de las heridas; por otra parte, el hidrogel (SA-Arg-
Zn?%) presentd una mayor eficacia en la cicatrizacion de heridas ya que la tasa de cierre de
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las heridas alcanzo el 100% en 14 dias. El hidrogel regul6 a la baja la expresion de factores
inflamatorios (TNF-a e IL-6) y promovié los niveles del factor de crecimiento (VEGF y TGF-
B1), ademas de que el hidrogel redujo la respuesta inflamatoria de la herida y aceleré la re-
epitelizacion, angiogénesis y la cicatrizacion de la herida.

38



Autor y afio

Llames S. y cols.

2006

Reyes Martinez
2011

Fernandez

Gonzalezy cols.

2016

Tabla 4. Antecedentes

Articulo ¢, Qué se hizo?
Modelo de piel completa artificial a
base de fibrina que contenia
epidermis y dermis; esta piel fue
Clinical Results of an disefiada para tratar lesiones

autologous engineered
skin

epiteliales graves. En este andamio
dérmico se sembraron fibroblastos y
gueratinocitos.

En este estudio se comparo la
eficacia de un apdésito dérmico in
vitro a partir de fibroblastos
alogénicos en una matriz de fibrina
contra un hidrocoloide en pacientes
con Ulceras venosas de miembros
pélvicos. Se compararon los
centimetros que disminuye el area
de la herida tratada con el apésito
de fibrina contra el area de la herida
tratada con un hidrocoloide.

Estudio ciego aleatorizado
y controlado de la eficacia
de un apdésito biolégico
dérmico en el tratamiento
de Ulceras venosas

Los apdsitos de fibrina se
caracterizan por promover la
proliferacion y la adhesion celular,
sin embargo, la adaptacion clinica
de este tipo de sustitutos presenta
limitaciones basadas en su escasa
consistencia y resistencia que
dificulta su manipulacién. Es por ello
gue en este estudio se combiné la
fibrina con la agarosa para crear un
andamio mas resistente; ademas se
aplicé en 7 voluntarios sanos para
evaluar su tolerabilidad cutanea.

Estudio piloto de
tolerabilidad cutanea de
laminas de fibrina-agarosa
en voluntarios sanos

Conclusiones
El plasma sanguineo es un producto
barato obtenido de los bancos de
sangre, el cual es aprobado y evita la
transmisién de algun virus de la sangre
lo que lo hace seguro y es un
excelente andamio dérmico ya que
hace crecer rapidamente a los
fibroblastos y queratinocitos.
Ambos grupos demostraron reduccién
en la superficie de la Ulcera al final del
tratamiento; en el grupo de pacientes
del apdsito dérmico la reduccion de
area de la herida fue del 68% mientras
gue en el grupo de apdsito hidrocoloide
la reduccion de la herida fue del
71.4%. Hubo un aumento en el tejido
de granulacion y de islas de epitelio,
disminucién de fibrina, menor dolor y
exudado en los pacientes donde se
aplicé el apoésito dérmico.

El uso de laminas de fibrina-agarosa
en voluntarios sanos no presenta
reacciones adversas del tipo irritacién
o alergia al aplicarse directamente por
via topica. Ademas de que la
combinacioén de fibrina-agarosa se
presenta como el biomaterial idoneo
para el desarrollo de un modelo de piel
artificial humana.
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Saikhim Panawes y
cols. 2017

Patino Vargas y
cols. 2022

Se evaluaron la tasa de
hinchamiento, el microambiente
hamedo y las propiedades de
coagulaciéon de la sangre de una
gasa impregnada con una solucién
de alginato a distintas
concentraciones
Por otro lado, a una gasa con 0.5%
de alginato se le agrego el extracto
de la cdscara de la fruta garcinia
mangostan evaluando la actividad

Antimicrobial mangosteen
extract infused alginate-
coated gauze Wound
dressing

antibacteriana y se hicieron ensayos

in vitro de la biocompatibilidad con
gueratinocitos y fibroblastos
dérmicos humanos.

Este estudio reporta la
caracterizacion de las propiedades

viscoelasticas de hidrogeles plasma-

agarosa (PA) con diferentes
concentraciones de agarosa: 0%,
Viscoelastic properties of
plasma-agarose hydrogels
dictate favorable fibroblast
responses for skin tissue
engineering applications

en el numero de células y la
actividad metabdlica de los
fibroblastos dérmicos humanos
sembrados en estos hidrogeles; se
evalud la estructura de los
hidrogeles a través de microscopia
electrénica de barrido y la retencion
de liquidos.

0.5%, 1%, 1.5% y 2% y su influencia

Al aumentar la concentracion de
alginato, se report6 que la gasa mostré
una mayor proporcion de hinchazon,
un menor ambiente humedo y
resultados de coagulacién sanguinea
bajos.

Al agregar a la gasa el extracto MT, se
demostr6é que mejora la eficacia
antimicrobiana en comparacion con el
control.

En cuanto al comportamiento de los
fibroblastos, la expresion de los
filamentos de actina-f fue mayor en las
concentraciones mas bajas de

agarosa. La morfologia tipica fusiforme

de los fibroblastos predominaba en
todas las regiones de los hidrogeles al
0% y 0.5% de concentracion PA. Por
otro lado, las propiedades
viscoelasticas demuestran que la
rigidez de los hidrogeles derivados del
plasma se puede ajustar aumentando
la concentracién de agarosa. En
cuanto al hinchamiento de los
hidrogeles (retencion de liquidos) se
obtuvo que el hidrogel con 0% de PA

tuvo menor indice de hinchamiento que

el de 1%, 1.5% y 2%; la adicién de
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Ganzhe Mao y cols.
2023

En este estudio se elabor6 un
hidrogel mezclando alginato de
sodio, iones de zinc y arginina (SA-
Arg-Zn?*); se evaluaron sus
propiedades fisicoquimicas como
son, la morfologia del andamio por
microscopia electrénica de barrido,
su tasa de hinchamiento y angulo de
contacto del agua. También se
hicieron estudios antibacterianos a
través del método de difusién en
agar, ademas de evaluar: la
hemodlisis y hemostasis, la
proliferacion celular y la citotoxicidad

Preparation and
evaluation of a novel
alginate-arginine-zinc ion
hydrogel film for skin
wound healing

agarosa condujo a un aumento de la
relacion de hinchamiento.

El nimero de células se cuantificé con

la técnica DAPI (nucleos celulares) y la

cuantificacién indicé que el numero de
células disminuia a medida que
aumentaba la concentracion de

agarosa.

Este hidrogel presenta una alta
capacidad de hinchamiento lo cual es
benéfico para absorber los exudados

de las heridas, ademas el hidrogel (SA-
Arg-Zn?*) muestra una mayor eficacia
en la cicatrizacion de heridas ya que la
tasa de cierre de las heridas alcanzo el
100% en 14 dias. El hidrogel regula a
la baja la expresion de factores
inflamatorios (TNF-a e IL-6) y
promueve los niveles del factor de
crecimiento (VEGF y TGF-B1), ademés
de que el hidrogel reduce la
inflamacién de la herida y acelera la re-
epitelizacion, angiogénesis y la
cicatrizacion de la herida
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Capitulo Ill. Contexto general de la investigacion

3.1 Planteamiento del problema
Debido a la alta incidencia de heridas cronicas en nuestro pais, es necesaria la creacion de
un andamio dérmico que ayude a la cicatrizacion y sea accesible para los pacientes que
tienen este tipo de lesiones.

Con los andamios de fibrina se tienen buenos resultados en términos de la adhesion y
proliferacion celular tanto in vitro como in vivo, también muestran una excelente respuesta
en términos de reparacion de lesiones cutaneas de distinta etiologia, sin embargo sigue
siendo necesario incrementar sus capacidades de retencion de agua, resistencia a la
fractura y manipulacioén, por lo que es necesario evaluar la combinacion otros polimeros que
se puedan combinar con la fibrina y que no modifican sus propiedades bioldgicas, como lo
son el alginato y la agarosa

3.2 Hipotesis
Previamente se ha evaluado la gran capacidad de adhesion y proliferacion de fibroblastos
dérmicos humanos sembrados sobre un andamio de fibrina obtenida de plasma sanguineo
humano. También se ha demostrado que la adicion de alginato y agarosa modifica las
propiedades fisico-mecanicas del andamio.

Debido a lo antes expuesto, si el andamio de fibrina es suplementado con alginato y
agarosa, este sera mas manipulable y sus propiedades fisico-mecanicas hablando
macroscopicamente, incrementaran; ademas se mantendran las propiedades biolégicas en
términos de la proliferacion celular y actividad secretora de los fibroblastos dérmicos.

3.3 Objetivos

3.3.1 Objetivo general

Evaluar el comportamiento (viabilidad, proliferacion y sintesis de procolagena tipo I) de los
fibroblastos dérmicos humanos sembrados en un andamio de fibrina suplementado con
distintas concentraciones de alginato y agarosa.

3.3.2 Objetivos especificos
= Construir un andamio dérmico de fibrina suplementado con diferentes

concentraciones de alginato y agarosa.
= Examinar la morfologia del andamio mediante Microscopia Electronica de Barrido.
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= Obtener fibroblastos dérmicos humanos a partir de una biopsia de piel de un
donador sano.

» Analizar la sobrevida y proliferacion de los fibroblastos humanos sembrados en el
andamio de fibrina con concentraciones crecientes de alginato y agarosa a 1,2 y
4 semanas.

» Contrastar a través de los cortes histoldgicos la actividad celular y morfologia de
los fibroblastos a las 4 semanas mediante la aplicacion de la técnica de
inmunohistoquimica dirigida contra Procoladgena tipo | y las tinciones histoldgicas
de H&E y Tricromico de Masson.

3.4 Disefo experimental

Para comenzar con este proyecto de investigacion, primero se hizo un ensayo prospectivo
en el que se evaluaron distintas concentraciones de alginato y agarosa para suplementar al
andamio de fibrina; en el que se determind que las concentraciones experimentales de
alginato y agarosa fueran de 0.2, 0.4, 0.6 y 0.8%.

Posteriormente se realizaron cultivos primarios de fibroblastos dérmicos humanos, para ello
se tomd una biopsia de piel de un donador sano a la cual se retiré la ldmina epidérmica y
posteriormente se proceso el tejido dérmico mediante digestion enzimatica para asi obtener
una suspension celular.

Para los andamios de fibrina, alginato y agarosa con células, se construyeron cuatro
diferentes hidrogeles con las cuatro concentraciones con las que se trabajé y cada hidrogel
tuvo un volumen de aproximadamente 10 ml. Ademas, se hizo un control el cual sélo fue
elaborado de fibrina con las células y este sélo fue evaluado hasta el final del experimento
es decir, hasta las 4 semanas.

Se hicieron 3 cajas de 24 pozos una caja para cada periodo de tiempo que se trabajo (1,2
y 4 semanas) y cada caja tuvo 3 repeticiones de cada concentracion, haciendo un total de
9 pozos por concentracion.

1 semana 2 semanas 4 semanas

4 1 . 3 4

0.2% 0.4% 0.6% 0.8% 0.2% 04% 0.6% 0.8%

Fig. 12 Disefio experimental de las placas de cultivo con los hidrogeles a las diferentes
concentraciones
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Para el ensayo prospectivo utilizaremos la inmunohistoquimica DAPI (Santa Cruz, nUmero
de catalogo sc-3598) que es una tincién de acido nucléico fluorescente azul que se une al
ADN bicatenario de las células y parece asociarse al ADN rico en adenina y timina. DAPI se
utiliza en citometria de flujo para medir el contenido de ADN nuclear o para clasificar
cromosomas aislados y tambiénn es util para la deteccion microscopica de nucleos y ADN
nuclear en las células normales y apoptéticas.

Para la evaluacion de la proliferacion celular se va a utilizar el kit de citotoxicidad/viabilidad
LIVE/DEAD para células de mamiferos con el nimero de catalogo L3224, el kit vida y muerte
es un ensayo de dos colores rapido y sencillo para determinar la viabilidad de las células en
una poblacion basada en la actividad de la esterasa y la integridad de la membrana
plasmética. Este kit discrimina rapidamente las células vivas de las muertas mediante la
tincién simultanea con calceina AM verde fluorescente para indicar actividad de esterasa
intracelular y homodimero-1 de etidio rojo fluorescente para indicar la pérdida de integridad
de la membrana plasmatica.

Para la evaluacion de la actividad celular se hizo técnica histologica contra H&E vy tricrémico
de Masson esto para evidenciar los fibroblastos y poder observar la estructura de las células
También se hizo inmunohistoquimica contra procolagena tipo | usando el kit ab64409 de la
marca abcam esto para marcar el propeptido amino terminal localizado intracelularmente en
las células productoras de procolagena tipo |.

Morfolégicamente el andamios se evalu6 a través de Microscopia electrénica de barrido y
se evalu6 su porosidad.

El siguiente esquema muestra de manera general los experimentos que se llevaran a cabo

Esquema 1. Disefio experimental

Ensayo DAPI
prospectivo Vida y muerte

—_—

Proliferacion Vida y muerte

Grupos |
experimentales R H&E, Tricrémico
: Aggm%?d de Masson IHQ
Procolagena tipo |
Morfologia Microscopia
del andamio Electrénica de
/ Barrido
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3.5 Materiales y métodos

3.5.1. Toma de biopsia y cultivo de fibroblastos

Para el aislamiento de las células de interés, en este caso los fibroblastos dérmicos
humanos se tomo6 una biopsia de piel de un donador sano que con un consentimiento
informado accedid a que se realizara dicho procedimiento. Previo a la toma de la muestra,
se realiza la técnica antiséptica sobre el area de donacion de piel, posteriormente se limpia
bien la zona con suero fisiologico para eliminar todo resto de antiséptico que podria dafar
el cultivo de las células, se anestesia el area a través de una inyeccion subcutanea de
lidocaina con epinefrina y con un punch de 5 mm de diametro se toma un fragmento de piel
gue contenga epidermis, dermis y tejido celular subcutaneo; la biopsia de piel se coloca en
un tubo que contiene medio de transporte (15 ml de solucién Hank’s estéril suplementado
con 150 microlitros de antibiético) y se procede a suturar la herida del donador.
Inmediatamente después de haber tomado la biopsia se lleva el tejido a la campana de flujo
laminar para trabajar en condiciones estériles; se decanta el tejido eliminando el medio de
transporte y por 10 segundos aproximadamente y agitando el tubo, se hacen 3 lavados con
etanol al 70%, después se lava 2 veces el tejido con solucion Hank’s y de la misma forma
se agita el tubo, con ayuda de unas pinzas estériles se pone el tejido en una caja petri; bajo
el microscopio Optico, y con un bisturi se retira en tejido adiposo y se fragmenta la biopsia
en 4 partes, cada uno de los fragmentos se colocan en un tubo y se agregan 10 ml de una
solucion de dispasa (1.2 unidades/ml o 1mg/ml en medio plano) esto para romper la
membrana basal; se deja el tejido en refrigeracion por 24 horas. Transcurrido este tiempo,
se pasan los fragmentos de tejido a una caja petri y se evallUa la actividad de la dispasa
observando en el microscopio 6ptico; se detiene la actividad de la dispasa agregando medio
de cultivo suplementado con suero fetal bovino y antibiotico, con una aguja para insulina 'y
con ayuda de un bisturi se separan ambas capas de la piel ( epidermis y dermis), teniendo
ambas capas separadas colocamos la dermis (capa de interés) en una caja petri de plastico
y le agregamos 10 ml de la enzima colagenasa (2mg/ml en medio plano) y se incuba a 37°C
por 30 minutos, cada 10 minutos hacer pipeteo con mucho cuidado de no despegar las
laminas dérmicas de la caja petri (repetir esto 3 veces), este sobrenadante se pasa a un
tubo de 15 ml y se lleva a centrifugar a 1200 rpm por 10 minutos decantar y al boton de
células que quede se le agrega 1 ml de medio de cultivo para fibroblastos y se hace conteo
celular, las laminas epidérmicas se pasan a una nueva caja petri de plastico y se adhieren
bien a la caja, agregar el mililitro del boton de células anterior y complementar con mas
medio de cultivo, aproximadamente 8 ml; se incuba a 37°C, 5% de C0, y cada 48 horas
revisar el cultivo celular y hacer cambio de medio hasta que obtengamos una confluencia
del 80% al 90% de los fibroblastos.
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Fig. 13 Esquema representativo de latoma de biopsia de piel para el aislamiento y cultivo
de fibroblastos

3.5.2. Suspension celular

Ya que la poblacion celular esta a una confluencia del 80% al 90% se procede a sacar las
células, primero se observan las células en el microscopio para asegurarnos de que el
cultivo esté en éptimas condiciones y no haya contaminacion, después retiramos el medio
de cultivo y se hacen 2 lavados con solucion Hank’s (3ml c/u), después se colocan 2 ml de
tripsina/EDTA y se incuba por 3 minutos, transcurrido el tiempo observar nuevamente las
células en el microscopio y dar pequefios golpes a la caja para despegar las células y
asegurar asi que las células estan en suspension; se inactiva la tripsina agregando 3ml de
DMEM suplementado, esta suspension celular se lleva a centrifugar a 1200 rpm a 4°C por
10 minutos, se decanta y se conserva el botén celular, resuspender el botén celular en 2 mli
de medio y hacer conteo celular en la camara de Neubauer.
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3.5.3. Construcciéon del andamio dérmico

Para la construccion del andamio dérmico primero se pesé en una balanza analitica los
gramos de alginato (Aldrich) y agarosa (Sigma) correspondientes a los porcentajes de las
concentraciones con las cuales se va a trabajar, colocar estas mezclas en frascos y dentro
de la campana de flujo laminar a condiciones estériles se agrega 1200 microlitros de una
solucion NaCl que esta al 0.9% y 160 microlitros de acido tranexamico, después los frascos
se llevan al autoclave para esterilizar y pasado este tiempo, se lleva nuevamente el frasco
a la campana para continuar con las condiciones estériles y colocarlos sobre la parrilla de
agitacion y calentamiento a bafio maria para conservar la temperatura (30°C a 750 rpm);
poco a poco se agrega el plasma el cual es donado por un banco de sangre de una clinica
del ISSSTE ubicada en Iguala Guerrero hasta un total de 6.8 ml de plasma manteniendo la
temperatura y agitacion constante. En las cajas de 24 pozos se agregan 2 ml de la solucion
CaCl, al 1% y ya que esta bien homogenizada y sin grumos la mezcla del plasma, alginato
y agarosa agregar rapida y simultineamente a cada pozo esta mezcla junto con la
suspensién celular (10,000 células por pozo) y agitar para que todo se mezcle de manera
uniforme. De cada concentracion se tendran 9 pozos y 3 cajas para los tres diferentes
tiempos a los que se trabajaran (1,2 y 4 semanas).
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Fig. 14 Esquema representativo de la elaboracién de los andamios de fibrina, alginato y
agarosa con fibroblastos dérmicos.
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3.5.4. Procesamiento de las muestras para histologia

Transcurridos los tiempos de cultivo de los andamios se procede a hacer técnica histologica
para H&E y Tricromico de Masson; se desmoldan los andamios de la caja de pozos y se
fragmentan con ayuda de un bisturi en porciones pequefas, después se lavan con agua y
posteriormente con PBS (dos veces cada uno) esto para retirar el medio, luego los
fragmentos se pasan a un frasco que contiene una solucion de formol amortiguador y se
dejan ahi durante 6 horas para fijarlos. Pasado el tiempo de fijacion, se sacan los fragmentos
y se colocan en los cassettes de inclusién dandoles una orientacion correcta dependiendo
de la region que se va a observar; teniendo listos los cassettes se comienza con el proceso
de deshidratacion pasando las muestras por el tren de alcoholes y xilol de la siguiente
manera: alcohol al 70% por 15 min, alcohol al 80% por 15 min, alcohol al 90% por 15 min,
alcohol absoluto 1 por 30 min, alcohol absoluto 2 por 30 min, xilol 1 por 30 min, xilol 2 por
30 min y después se hacen dos bafios de parafina de una hora cada uno. Teniendo listos
los blogues de parafina, se hacen los cortes de las muestras en el microtomo y se procesan
para después ser tefiidos con hematoxilina y eosina.

3.5.5. Procesamiento de las muestras para citotoxicidad/viabilidad, vida/muerte.

Esta prueba fue realizada sélo para los andamios a las 4 semanas de cultivo y los andamios
del ensayo prospectivo. Se sacan los andamios de la incubadora y se observan bajo el
microscopio para cerciorarnos que estan en buen estado; es decir, no hay contaminacion;
después se retira el medio de cultivo y se seccionan los andamios en fragmentos pequefios.
Se prepara la solucion de calceina y homodimero de etidio como se menciona a
continuacion: para 1 ml de solucion Hank’s, se agrega 0.5 pl de calceina y 2 pl de
homodimero de etidio y a cada pozo donde se tienen las muestras se le agrega 100 pl; se
incuba por 20 a 30 minutos y posteriormente se agrega de 500 a 600 pl de Hank’s.

3.5.6. Procesamiento de las muestras para DAPI

Esta prueba de inmunohistoquimica sélo fue realizada en los cortes de los ensayos
prospectivos es decir los andamios que tenian una concentracion de 1.5%. Se comienza a
desparafinar las muestras, para ello los cortes que estan en los portaobjetos se meten en la
estufa (30 a 40 min.), posteriormente se llevan estas laminillas al proceso de
desparafinacion y rehidratacién pasando las muestras por el tren de xiloles, alcoholes y
agua destilada; después las muestras se llevan a una camara humeda esto para que no se
vaya a secar el anticuerpo y se mantenga. Se hace una solucion de PBS+ triton al 0.1% de
concentracion; el PBS va a hidratar la muestra y el tritbn ayuda a abrir las membranas
celulares, posteriormente se cubren las muestras con la solucion PBS+ tritdbn y se deja
actuar por 10 minutos. Para preparar DAPI, se coloca 999.84uL de PBS+0.16uL de DAPI.
Regresando a las muestras, se retira la solucién de triton y se hacen tres lavados con PBS
(3 minutos c/u); secamos el exceso de PBS cuidando de no tocar los tejidos, poner el
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anticuerpo DAPI que se habia preparado anteriormente e incubar por 30 minutos a 37°C;
transcurrido este tiempo se lavan las laminillas con PBS (3 lavados de 3 min c/u). Para hacer
el montaje y poder poner el cubreobjetos a las laminillas, se hace una mezcla de
glicina+PBS (1:9) y se pone una gota de esta mezcla para poder adherir el cubreobjetos y
asi poder observar las muestras en el microscopio.

3.5.7. Procesamiento de las muestras para procolagena 1.

Esta inmunohistoquimica fue realizada para los grupos experimentales a las 2 y 4 semanas
de cultivo. Comenzar con el proceso de desparafinacion de las muestras, para ello los cortes
que estan en los portaobjetos se meten en la estufa (30 a 40 min.), posteriormente se llevan
estas laminillas por el tren de xiloles, alcoholes y agua destilada, después se pasan a un
buffer de citratos esto se hace para recuperar los antigenos; en seguida, las muestras se
llevan a la olla de presion y esperar que la temperatura llegue a los 120°C y tomar 3 minutos,
pasado este tiempo las laminillas se enfrian en bafio de agua fria por 10 minutos y luego se
lava cada laminilla con agua destilada. Posteriormente se pone sobre cada laminilla una
solucién de perdxido de hidrogeno+PBS a una concentracion del 3% y se deja actuar por
10 minutos y pasado este tiempo se lavan las muestras 2 veces con PBS, dejar reposar las
laminillas con PBS durante 3 minutos (repetirlo 3 veces); realizado esto, se escurren muy
bien las laminillas y se le agrega a cada laminilla una mezcla de PBS+ albumina 0.1%-+
tween 20 al 0.05% de concentracion (0.02g de albumina mp biomedicals para 20 mL de
PBS mas 10yuL de tween 20) y esto se deja reposar por 10 minutos. Lo siguiente es preparar
el anticuerpo procolagena 1 en una concentracion 1:200; se preparan 250 uL en total en
una solucion de PBS+albumina.

Se ordenan y etiquetan las laminillas dependiendo de los grupos experimentales y se
marcan las regiones que seran positivas (P) y negativas (N): positivas seran aquellas que
llevaran el anticuerpo y las negativas soélo llevaran PBS+albumina. Una vez hecho lo
anterior, incubar las muestras a 4°C por 24 horas.

Transcurrido el tiempo, hacer 3 lavados con PBS de 3 minutos c/u, luego se le pone a cada
muestra una solucién PBS+albumina y se deja actuar por 10 minutos; mientras transcurre
este tiempo se procede a preparar el anticuerpo secundario Anti-rat 1:100 en
PBS+albumina. Regresando a las muestras, se retira el PBS+albumina y escurrir muy bien
las laminillas, después poner el anticuerpo secundario en las laminillas 25 pL en c/u y se
deja reposar de 30 minutos a 1 hora a 37°C.

Lo siguiente es preparar un vector HRP (estrepto abidina peroxidasa) 1:1200 diluido en PBS,
se pone el vector HRP sobre las muestras y se incuba a 37°C por 30 minutos y después se
va a retirar con PBS mas 3 lavados de 3 minutos cada uno y hecho esto se deben escurrir
muy bien las laminillas.
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Lo siguiente es hacer el proceso de revelado con Diaminobencidina (Biocare Medical,
codigo BDB2004L). Para preparar este cromégeno se hace una soluciéon en Buffer (500uL
buffer+ 15uL Diaminobencidina) colocar sobre las muestras 25ulLde la solucion de
diaminobencidina y dejar actuar durante 5 minutos, transcurrido este tiempo enjuagar las
laminillas con agua destilada y después las laminillas se van a tefiir con hematoxilina.

Posteriormente llevar las muestras al proceso de deshidratacion; pasando por el tren de
deshidratacion de alcoholes y xiloles.

Como ultimo paso se montan las muestras para poder ser observadas en el microscopio.

3.5.8. Procesamiento de las muestras para Microscopia Electrénica de Barrido

Para llevar las muestras a microscopia electronica de barrido, es necesario darles cierto
tratamiento y se debe preparar una solucién de cacodilatos mas glutaraldehido que esta al
25%, en total se preparan 10ml de cacodilatos.

Transcurrido los tiempos de cultivo de los andamios, se sacan las muestras y se fragmentan
en porciones pequefias, se lavan con agua y PBS (dos veces) para retirarles el medio de
cultivo, después se lavan los fragmentos con la solucién de cacodilatos y posteriormente se
pasan las muestras a un frasco que contiene la soluciéon de cacodilatos mas glutaraldehido
para fijarlos por 3 horas. Pasado este tiempo, se sacan los fragmentos y se dejan en un
frasco con cacodilatos solamente y se conservan en refrigeracion.

3.6 Universo

Se van a elaborar cuatro hidrogeles suplementados con alginato y agarosa a las diferentes
concentraciones (0.2%, 0.4%, 0.6% y 0.8%), en cada andamio se van a sembrar un total de
10,200 fibroblastos humanos.

3.7 Variables

Variables Independientes: Concentracidén de alginato y agarosa, para este experimento se
utilizaron cuatro concentraciones 0.2%, 0.4%, 0.6% y 0.8%

Variables Dependientes: La actividad celular (viabilidad, proliferacion y sisntesis de matriz)
se vera afectada en los andamios en una relacion inversamente proporcional con la
concentracion de alginato y agarosa.
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3.8 Analisis estadistico
De los resultados obtenidos a partir de las pruebas histolégicas con la tincion H&E se va

a hacer un conteo celular a través de los diferentes campos captados en las
fotomicrografias a los 1, 2 y 4 semanas de cultivo celular; teniendo estos datos se procede
a hacer un tratamiento cuantitativo y su analisis estadistico a través de una prueba de
varianza ANOVA de dos vias y una prueba Tukey de multiple comparacion. Los resultados
fueron procesados y graficados en el software GraphPad Prism 7.

Para calcular la porosidad y tamafio de poro de los andamios se utilizo el software ImageJ
esto para darle un tratamiento digital a las fotografias tomadas en SEM y asi poder calcular
el area porosa y el tamafio de los poros. Posteriormente y teniendo los datos arrojados
por ImageJ, en GraphPad Prism 7 se hacen el andlisis estadistico de varianza ANOVA de
una via y una prueba de Tukey de multiple comparacion con una P<0.05.
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Capitulo IV Resultados

Cultivo de Fibroblastos Dérmicos Humanos.

A partir de voluntarios sanos mediante donacion se obtuvieron diversas biopsias de piel
delgada de la region interna del antebrazo, utilizando un punch de 5 mm de diametro. Las
biopsias fueron procesadas en condiciones estériles en campana de flujo laminar, donde
fueron troceadas e incubadas en una solucién de Dispasa para separar enzimaticamente la
lamina epidémica de la dermis y posterior digestion enzimatica de la MEC con una solucion
de colagenasa, finalmente fueron mantenidas en cultivo hasta alcanzar confluencia y
expandidas hasta alcanzar la densidad celular necesaria, en la figura 15 se muestran
imagenes representativas del procesamiento y obtencién del cultivo de fibroblastos.
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Fig. 15 Cultivo primario de fibroblastos dérmicos humanos, a-b) Toma de muestra en condiciones
asépticas. c) Fragmentacion de biopsia en condiciones de esterilidad. d-f Cultivo primario de
fibroblastos humanos en distintos tiempos. N6tese el cambio morfolégico de las células y el incremento
en el nimero celular. Microscopia de Contraste de Fases Inter Diferencial.

Construccion del andamio Fibrina/Alginato/Agarosa

Para determinar el rango de concentracion de alginato y agarosa para la construccion de
los andamios de los grupos experimentales y evidenciar si pudiera tener un efecto
citotoxico, se realizé un estudio prospectivo en el que evaluamos una alta concentracion
1.5% de alginato y agarosa.

En este estudio se encontré que a la concentracion de 1.5% de alginato y agarosa,
macroscOpicamente se forma un hidrogel sélido que al ser desmoldado retiene los
liquidos, no pierde la forma del contenedor y es altamente manipulable (fig. 16 ay b)
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Sin embargo cuando se analiza esta concentracion de alginato y agarosa, en cortes
histoldgicos, se observa que el andamio muestra un predominio de zonas en donde el
material conformado por alginato y agarosa se dispone formando grandes agregados
mientras que la fibrina se encuentra formando pequefios y delgados fasciculos de fibras
dispersos entre el material de alginato y agarosa, por otra parte se puede evidenciar la
presencia de espacios o burbujas, las cuales se forman durante el proceso de mezclado
y que posiblemente debido a la alta viscosidad del compuesto quedaron enclaustradas
durante la gelificacion (fig. 16 c).

——
25 pm

Fig. 16 Andamios de Fibrina alginato y agarosa 1.5% de concentracién. (a-b) Imagenes
macroscopicas de los hidrogeles en donde se puede observar la retencidon de agua y la alta
consistencia del andamio. c) Corte histolégico tefiido con H-E en el que se observan las fibras de
fibrina formando pequefos y dispersos fasciculos irregulares. d) Fibroblastos tefiidos con tincion
nuclear DAPI, se observan un cimulo de fibroblastos cuyos nucleos celulares se aprecian integros.
e) Cultivo de fibroblastos tefiidos con calceina /homodimero de etidio, se aprecian células vivas con
tincion fluorescente en verde lo que significa vitalidad, sin embargo, tienen una morfologia esferoide
debido a que no muestran proyecciones citoplasmicas.
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Para evaluar la viabilidad celular de los fibroblastos sembrados en dichos andamios se
realizaron cultivos a cuatro semanas y posteriormente fueron procesados con la tincion
nuclear DAPI y el kit de citotoxicidad vida y muerte.

En estos cultivos se observé que con esta alta concentracion (1.5%) de alginato y agarosa,
los fibroblastos se mantuvieron vivos como se puede apreciar en las fotomicrografias de
fluorescencia (fig. 16 d y e), sin embargo no adquirieron una morfologia fusiforme y tampoco
proliferaron, lo cual fue atribuido a que al tener un mayor porcentaje de alginato y agarosa
gue de fibrina posiblemente los ligandos de unién ofrecidos por la fibrina al estar dispersos
en la abundante matriz de alginato y agarosa no permite una adecuada adhesion intercelular
que favorezca la adhesion y proliferacion celular.

Con la finalidad de encontrar un rango de concentracion en el que hubiera un adecuado
comportamiento de los fibroblastos se realizé otra curva de concentracion utilizando 0.2%,
0.4%, 0.6 % y 0.8% de alginato y agarosa. En esta curva se observd que la solidez y
retencion de agua disminuyé directamente proporcional con la concentracion de alginato y
agarosa, es decir que conforme menos alginato y agarosa menor es la retencion de agua y
menor el mantenimiento de la forma macroscopica (ver fig.17). En todos los grupos de este
rango de concentracion se observaron de manera dispersa grupos de fibroblastos con
aspecto fusiforme (fig.17 e).

Fig. 17 Andamios de fibrina, suplementados con alginato y agarosa a) 0.2%; b) 0.4%; c) 0.6% y d)
0.8% Note como los andamios de menor concentracién de agarosa alginato pierden mayor
cantidad de agua y no mantienen la forma macroscépica. e€) Corte histolégico tefiido con H-E en
donde se aprecian fibroblastos con aspecto fusiforme.
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Morfologia del Andamio

Con la finalidad de evaluar el efecto de la adicidén de alginato y agarosa al andamio de fibrina
se tomaron muestras que fueron procesadas para microcopia electronica de barrido y de
ellas se analizé tanto el porcentaje de porosidad como el tamafio de poros encontrados en
las distintas concentraciones.

En las micrografias (ver fig. 18) se puede apreciar que, en el andamio construido
exclusivamente con fibrina, las fibras protéicas se polimerizan formando una red laxa en
donde los espacios que quedan entre las fibras, conocidos como poros, se comunican en
todas direcciones. Esta disposicion reticular, permite no solamente un gran flujo de liquidos
a través del andamio sino también que las células puedan anclarse y emitir proyecciones
citoplasmicas sobre este reticulado, lo que favorece la adhesion, proliferacion, migracion y
activacion celular; como se ha demostrado previamente.

En todos los andamios que fueron suplementados con alginato y agarosa se observo que
en los espacios existentes entre la red de fibrina se depositdé una mezcla de alginato y
agarosa dando un aspecto de estructura laminar. Conforme se incremento la concentracion
de alginato y agarosa mayor fue la proporcion de zonas con estructuras laminares.

/ /\" %
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Fig. 18 Micrografias de MEB de andamios de fibrina suplementados con distintas concentraciones de
alginato y agarosa. Note el aspecto reticular laxo del andamio construido exclusivamente con fibrina. En
los andamios suplementados con alginato y agarosa se observa una conformacién laminar, misma que
ocupa mayor cantidad de espacios conforme se incrementa la concentracién de alginato y agarosa.

Mediante el uso del software de andlisis morfométrico Image Pro-plus, se evalué tanto el
tamafo de poro (espacio interfibrilar) como el porcentaje de porosidad del andamio, es decir
se cuantifico el area ocupada por fibras y el area ocupada por espacios interfibrilares
(poros).
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El analisis morfométrico revel6 que el tamafio de poro guarda una relacion inversamente
proporcional con la concentracion de alginato y agarosa utilizado en la construccion del
andamio. En las concentraciones de 0.2% y 0.4% se encontré en promedio tamafos de poro
de 4.3 um y 4.1 um de didmetros, en estas concentraciones no se demostro una diferencia
estadisticamente significativa, sin embargo, en las concentraciones de 0.6% y 0.8% en
promedio evidenciaron un tamafo de poro de 2.2 um y 2.1um respectivamente y en estas
concentraciones si se demostré diferencias significativas con las concentraciones de 0.2%
y 0.4% (p<0.005).

De igual manera, cuando analizamos el porcentaje de porosidad de los andamios, se
encontré un comportamiento similar. En promedio los valores del porcentaje de area de
porosidad fueron de 0.13%, 0.22%, 0.05% y 0.09% para los grupos experimentales de 0.2,
0.4, 0.6 y 0.8% respectivamente. El analisis estadistico revel6 que la disminucién de
porosidad fue estadisticamente significativa en las concentraciones de 0.6% y 0.8% (ver
fig.19) (p<0.05).
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Fig. 19 Andlisis morfométrico de porosidad del andamio fibrina, alginato y agarosa. En el analisis
estadistico encontramos que el incremento de concentracién de alginato y agarosa disminuye
tanto en tamafio de poro, como el &rea de porosidad. En las concentraciones de 0.6 y 0.8 % se
demostré una mayor disminucion cuya diferencia fue estadisticamente significativa con respecto a
las concertaciones de 0.2 y 0.4%.
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Evaluaciéon de citotoxicidad en fibroblastos dérmicos.

Con la finalidad de demostrar que el andamio de fibrina, alginato y agarosa no tiene un
efecto citotoxico sobre la poblacion celular se sembraron fibroblastos humanos dérmicos
sobre los andamios de las distintas concentraciones experimentales y se mantuvieron en
cultivo durante un periodo 4 semanas y al transcurso del tiempo se realizé un ensayo de
citotoxicidad con el analisis de vida y muerte (calceina/homodimero de etidio).

Como se puede observar en las fotomicrografias, en todos los grupos experimentales se
encontraron numerosos campos con fibroblastos tefiidos con calceina, lo que nos indica que
la combinacién de los biomateriales empleados en la construccion del andamio, no ejercen
un efecto citotoxico sobre la poblacion de fibroblastos dérmicos. También se pueden
apreciar escasas Yy dispersas células tefiidas en rojo con el homodimero de etidio,
representando células muertas o en proceso de muerte.

En los ensayos de citotoxicidad, siempre encontramos numerosas células de aspecto
fusiforme formando cumulos o colonias (ver fig. 20), lo que nos permite inferir, hasta este
momento, que las células no solo se estan anclando adecuadamente al andamio sino que
estan recuperando su actividad proliferativa y posiblemente capacidad de sintesis.

0.8%

Fig. 20 Evaluacion de citotoxicidad de fibroblastos dérmicos sembrados sobre el andamio de
fibrina, alginato y agarosa. Cultivos de fibroblastos sembrados sobre el andamio
fibrina/alginato/agarosa después 4 semanas, note como los fibroblastos muestran un aspecto
fusiforme con largas y delgadas proyecciones citoplasmicas, las células muestran una
disposicion irregular y en diferentes planos del andamio, note también que las células forman
cumulos o colonias de distinto tamafio. (Microscopia de fluorescencia (verde= células vivas
[Calceina] rojo= células muertas [etidio]).
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Proliferacion de fibroblastos dérmicos en los andamios de fibrina alginato y agarosa.

Con la finalidad de demostrar que los fibroblastos dérmicos son capaces de proliferar en el
andamio fibrina/alginato/agarosa se realizaron cultivos de fibroblastos durante 1, 2 y 4
semanas en las distintas concentraciones experimentales, y posteriormente fueron
procesados mediante técnica histolégica en parafina y tefiidos con H-E (ver fig.21).

En todas las concentraciones se observé un comportamiento similar, en el que con el paso
del tiempo la densidad celular fue incrementandose.

Al realizar un andlisis estadistico se encontré que en las concentraciones de 0.2 y 0.4%
existe una diferencia significativa en el nimero de células entre la primer y cuarta semanas,
mientras que en las concentraciones de 0.6 y 0.8% aungue no existe significancia se puede
observar la misma tendencia lo largo del tiempo evaluado (ver gréfica de fig.21).

Proliferacion celular a los diferentes dias de cultivo Fig. 21. Evaluacion de Ila

proliferacion de fibroblastos
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Imagenes representativas de los
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andamio. H-E a) 1 semana, b) 2
semanas c) 4 semanas; Note el
incremento  de las células
delimitadas por las elipses. d)
Analisis de la densidad celular
para cada concentracion en los
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celular muestra el mismo patrén
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Con la finalidad de evidenciar en qué concentracion ocurre la mayor proliferacion de
fibroblastos en el periodo evaluado, se realizo un analisis en el que se comparon la densidad
celular en cada punto de la curva de tiempo (1 semana, 2 semanas y 4 semanas) entre las
distintas concentraciones (0.2, 0.4, 0.6 y 0.8%).

Como se puede apreciar en las fotomicrografias, en las concentraciones de 0.2 y 0.4%
existe una mayor densidad celular en comparacion con las concentraciones de 0.6 y 0.8%,
este patron de comportamiento se observé en los tres puntos de tiempo establecidos siendo
mayor la diferencia a la cuarta semana de cultivo (ver fig. 22).

Este patréon de comportamiento de los fibroblastos puede relacionarse con los hallazgos
encontrados en la microscopia electronica de barrido, donde evidenciamos que con el
incremento en la concentracion de alginato y agarosa la morfologia del andamio se modifica,
cambiando el arreglo reticular por uno laminar, por lo que al ser mas compacto el andamio
en las concentraciones de 0.6 y 0.8 posiblemente exhiba menos sitios de unién para las
integrinas de los fibroblastos disminuyendo su adhesion y proliferacion.

Fig. 22 Comparacion de la densidad
de fibroblastos en las distintas
concentraciones a través del
periodo de tiempo establecido.
Imagenes representativas de los
cortes histolégicos obtenidos de
cultivos de fibroblastos sobre el
andamio. H-E a) 0.2%, b) 0.4%, c)
0.6% y d) 0.8%. Note que en los
campos histolégicos de las
concentraciones 0.2 y 0.4% se
aprecia un mayor nimero de células
en comparacion con las
concentraciones 0.6 y 0.8%. e)
andlisis estadistico de la densidad
celular para cada tiempo de cultivo
comparando entre las distintas

Proliferacion celular a los diferentes dias de cultivo

60 - concentraciones  experimentales.
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=1 densidad celular observada a los 28
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Sintesis y secrecidn de colagena .

Con la finalidad de demostrar que los fibroblastos recuperan su capacidad de sintesis al ser
sembrados sobre el andamio, se evalué la expresion de procolagena | mediante
inmunohistoquimica y también el depdsito de colagena en la matriz, mediante la tincién
Tricromico de Masson.

Después de 4 semanas de cultivo en todas las concentraciones experimentales se evidencio
la expresion de procolagena tipo I, mostrando un marcaje en el citoplasma de los
fibroblastos, (tincion café por Diaminobenzidina, ver fig. 23 a). Cuando se analiz6 el deposito
de colagena tipo | en la matriz extracelular mediante la tincién “Tricrdmica de Masson” se
evidencio la presencia de fibras de colagena (fibras en tincion azul, ver fig. 23 b) formando
fasciculos de distinto grosor dispuestas irregularmente entre la matriz del andamio alrededor
de los cumulos de fibroblastos.
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Fig. 23. Evaluacion de la sintesis y secrecion de coldgena. En las siguientes fotomicrografias
podemos observar en un corte procesado por inmunohistoquimica (a) la marca café tefiida con
diaminobenzidina demostrando la expresion de la proteina procolagena tipo | en el citoplasma de
los fibroblastos. En (b) podemos apreciar un corte a menor magnificacién tefiido con Tricrémico de
Masson en donde las fibras de colagena se tifien selectivamente de azul. Note que se forman
fasciculos de distan grosor y disposicion.
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Capitulo V Discusion y Conclusiones

Propiedades del andamio de fibrina morfologia y retencion de agua

En el plasma sanguineo anticoagulado, al ser incubado a 37°C en presencia de una solucién
de cloruro de calcio, se reactiva la cascada de coagulacion, en donde el fibrinbgeno
plasmatico es transformado en fibrina, la cual tiene una gran capacidad de polimerizacion
formando redes tridimensionales, en donde se pueden depositar células y proteinas (Ibafiez
Antufia, 2013), por lo que el uso de plasma sanguineo en ingenieria de tejidos es
ampliamente aceptado para la construccion de andamios tridimensionales tipo hidrogel
(Llames, et al 2006). Los hidrogeles de fibrina muestran una estructura en microscopia
electronica de barrido similar a un reticulo tridimensional, en donde dependiendo de la
concentracion de fibrina presente en el plasma sanguineo, puede variar el tiempo de
gelificacion, el grado de reticulacion y por tal la rigidez del andamio (Ibafiez Antuiia, 2013).

Cuando se utilizan distintos polimeros para construir andamios compuestos, como en este
caso fibrina, alginato y agarosa, el tipo y magnitud de interacciones (hidrofébicas,
estequiométricas y covalentes) entre las moléculas de los distintos materiales, pueden ser
decisivas para determinar el tipo de estructura formada y sus propiedades fisicas, las cuales
pueden ir desde cambios en la hidrofilicidad y el arreglo tridimensional del polimero (Zhang
& Zhao, 2020).

Los andamios a base de fibrina plasmatica muestran una estructura reticular cuyas fibras
tienen un didmetro de 100nm en promedio y se encuentran con disposicion irregular en
distintas direcciones, formando numerosos poros (espacios interfibrilares) llegando a tener
porosidades alrededor del 20% (Patino Vargas, et al 2022) (Castell Rodriguez, et al, 2008).
Cuando la fibrina plasmética se polimeriza en combinacién con agarosa, el porcentaje de
porosidad y tamafio de poros disminuyen en relacién directamente proporcional con la
concentracion de agarosa empleada (Patino Vargas, et al 2022). En este proyecto se
encontré un comportamiento similar en cuanto al patrén morfol6gico del andamio, donde
conforme se incrementa la concentracién disminuye no solo el tamafio de los poros , sino
también el porcentaje de porosidad; sin embargo el andamio elaborado en este proyecto al
contar no sélo con agarosa, sino también con alginato, y al considerar que el alginato al ser
un polisacéarido formado por bloques lineales aniénicos y que al agregar cationes divalentes
como el calcio, conduce a una interaccion de alta afinidad con sus mondémeros, creando
una estructura como de carcasa (Ganzhe, et al 2022). El andamio compuesto de Fib/Alg/Aga
elaborado en este proyecto mostré no solo una disminucion en el tamafio de poro y la
porosidad, sino que ademas se perdio la estructura fibrilar mostrando un arreglo de zonas
laminares, lo cual puede deberse por una parte a la combinacion en el proceso de
polimerizaciébn de ambos materiales resultando en ldminas de alginato/agarosa que se
encuentran encapsulando a las fibras de fibrina, la estabilidad y tipo de estas interacciones
podrian revelarse mediante otros estudios como la espectroscopia de Fourier de Infrarrojo
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(FTIR) en donde se podria demostrar la presencia de interacciones covalentes o no, entre
las distintas moléculas del andamio.

Por otra parte al suplementar al andamio de fibrina con los polisacaridos alginato y agarosa,
se esta adicionando a la estructura una gran cantidad de sitios posibles para que se formen
enlaces covalentes entre ellos dos y asi formar estructuras de mayor estabilidad, ademas
de numerosos sitios para formar puentes de hidrégeno lo que resulta en una estructura con
mucho mayor hidrofilicidad y por tanto retencion de agua o liquidos en el hidrogel, lo
anterior es compatible con los resultados de este proyecto en donde se observa este
comportamiento, a mayor concentracion, mayor retencion de agua y rigidez, ademas de la
estructura observada en microscopia electrénica de barrido.

Comportamiento celular

Tomando como punto de referencia el estudio de Patino Vargas, et al (2022) donde
evaluaron el comportamiento de fibroblastos sembrados dentro de un andamio de plasma
agarosa, demostraron que la suplementacion del andamio con agarosa no tiene actividad
citotdéxica ya que no se observaron células muertas o en proceso de muerte, y las células
presentes en el andamio retuvieron su actividad metabdlica, incluso en algunas
concentraciones la actividad fue mayor, sin embargo ellos también demostraron que el
incremento en la concentracion de agarosa indujo una menor densidad celular en los
distintos tiempos de cultivo, una menor expresion de actina-f y un predominio de células de
morfologia esferoide, lo que indirectamente indica que en altas concentraciones de agarosa
los fibroblastos aunque se mantienen vivos y metabdlicamente activos, no tienen una
morfologia y actividad de células proliferativas y secretoras de matriz, lo cual puede ser
consecuencia de la falta o disminucién de ligandos para sus integrinas.

Los resultados obtenidos son compatibles con lo mencionado anteriormente. En términos
de citotoxicidad demostramos que el andamio en todas las concentraciones experimentales
no indujo un incremento en el nimero de células muertas como lo demostraron los ensayos
de Vida-Muerte y DAPI, donde la mayoria de las células fueron calceina positivas, HD-etidio
negativas, DAPI positivas.

En cuanto a la morfologia también se demostré que a altas concentraciones de alginato y
agarosa (1.5%) los fibroblastos al ser sembrados dentro del andamio, no son capaces de
recuperar la morfologia ahusada, incluso después de largos periodos de cultivo (4
semanas), lo que indirectamente puede estar evidenciando una pérdida o disminucion en la
remodelacion del citoesqueleto de actina, ya que los fibroblastos al no tener una sefal de
adhesion membranal suficiente, no se desencadenan las cascadas de sefalizacion
intracelular relacionadas con la sintesis y polimerizacion de actina-F. y las correspondientes
proyecciones citoplasmicas. En concentraciones menores (0.2 y 0.4%) fue en donde se
observaron una mayor cantidad de células fusiformes, lo cual puede deberse a que al haber
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mayor proporcion de fibrina que de alginato y agarosa a estas concentraciones el nUmero
de ligandos para los receptores de membrana de los fibroblastos sea mayor
desencadenando una sintesis y reorganizacion de los filamentos de actina.

En términos de proliferacion, los resultados de densidad celular a lo largo del tiempo indican
que conforme se incrementa la concentracion de alginato y agarosa, el nimero fibroblastos
presentes dentro del andamio es menor, lo cual como ya se mencioné no se debe a muerte
celular, sino a una menor tasa de proliferacion con respecto a lo observado en andamios
construidos Unicamente con fibrina, lo cual puede estar relacionado nuevamente con las
interacciones entre las células y el andamio, donde las altas concentraciones de alginato y
agarosa no ofrezcan tantos ligandos para las proteinas membranales de los fibroblastos.

Finalmente, en términos de sintesis y depdésito de colagena los resultados son compatibles
con la literatura en el sentido de que no solamente son células metabdlicamente activas,
sino que después de 4 semanas de cultivo en el andamio, los fibroblastos recuperan su
actividad sintética como lo pudimos demostrar en los ensayos de inmunohistoquimica contra
procolagena 1, y también recuperan su capacidad de secrecién y deposito de coldgena 1
sobre el andamio, como se puedo evidenciar con la tincion Tricromico de Masson.

CONCLUSIONES.

De este trabajo experimental se puede concluir que el hidrogel de fibrina tiene las
condiciones idoneas para hacer crecer fibroblastos dérmicos humanos y ser empleado en
el tratamiento de heridas crénicas; ademas de que la fibrina es un material facil de obtener,
es barato y estudios posteriores indican que es seguro ya que no transmite enfermedades;
sin embrago, al formar un hidrogel con débiles propiedades mecénicas, se ha optado por
suplementarlo con polimeros que le den una mayor resistencia y pueda ser manipulado de
mejor manera por los profesionales de la salud pero que al mismo tiempo se mantengan las
propiedades bioldgicas de las células.

De los experimentos realizados se puede concluir que la adicion de alginato y agarosa a un
hidrogel de fibrina si modifica las propiedades mecanicas del andamio, y aunque no se
hicieron pruebas mecanicas como tal, se pudo observar macroscopicamente un hidrogel de
consistencia solida y facil de manipular por lo que se recomienda que en estudios
posteriores se puedan determinar y estandarizar las propiedades mecanicas de estos
hidrogeles con la finalidad de evaluar su uso como diversos dispositivos médicos, distintos
a los equivalentes cutaneos.

El alginato y la agarosa al ser polimeros naturales con propiedades fisico-quimicas
semejantes a la matriz extracelular permiten no sélo dar una mejor consistencia a este
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dispositivo, sino que también permiten el crecimiento y proliferacion de los fibroblastos
dérmicos humanos sembrados en €l es por ello que son biopolimeros idoneos para ser
utilizados en ingenieria de tejidos.

La suplementacion con alginato y agarosa a grandes concentraciones disminuye la actividad
proliferativa y secretora de los fibroblastos, por lo que para el uso de este andamio como un
aposito biologico para el tratamiento de heridas crénicas cutdneas la mejor concentracion
es la de 0.4%, ya que dando prioridad a las propiedades bioldgicas, este fue el hidrogel que
tuvo una mayor proliferacion celular en el tiempo y mejoré notablemente la manipulacion del
dispositivo, haciéndolo mas solido y facil de implantar.
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