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RESUMEN

La piel es el érgano mas grande del cuerpe humano y desempefia funciones de proteccion,
regulacidn de temperatura, recepcion de sensaciones, excrecidn entre otras. Sin embargo,
cuando la piel llega a lesionarse, su funcionalidad se ve comprometida y de acuerdo a la
profundidad y extension de la herida puede ponerse en riesgo hasta la vida. Las lesiones
mas frecuentes de la piel, son causadas por quemaduras, las cuales requieren de un
tratamiento que no siempre esté al alcance de poblacion afectada. LaIngenieria de Tejidos
combina andamios y células que pueden faverecer la regeneracion tisular de estas lesiones.
Por lo que es fundamental el disefio de andamios que cumplan con las caracteristicas
necesarias para alcanzar dicho fin. El Quitosano (Qui) y el Acido Polilactico (PLA) son
materiales biocompatibles y biodegradables, ambos con aplicaciones biomédicas.

Los andamios de quitosano reportados son sintetizados a partir de su obtencion
netamente quimica, mientras que en este estudio se propone emplear peliculas de
quitosano obtenido por un método bioldgico-quimico. El objetivo de este trabajo es
determinar la biocompatibilidad de un copolimero (Quitosano-PLA) para el desarrollo de un
sustituto biolégico dérmico y su potencial uso en el tratamiento de quemaduras.

Los fibroblastos se obtuvieron de prepucios provenientes del INP con consentimiento
informado. Los andamios fueron sintetizados por la UAM y se probaron 5 lotes. Se
estandarizé el cultivo de los fibroblastos. Los fibroblastos se sembraron sobre las
peliculas de Qui-PLA y se cultivaron con DMEM/F12 suplementado a 37 °Cy 5% de CO; a
diferentes tiempos. La viabilidad fue probada por ensayos de Calceina y Homodimero de
etidio, mientras que la proliferacion celular se evalud mediante inmunofluorescencia contra
Ki67. La adhesidn celular con Microscopia de Barrido e inmunofluorescencia contra FAK.
Para evidenciar la sintesis de tropoelastina y colagena en los fibroblastos, se realizaron
inmunofluorescencias contra estas proteinas. Los niveles de expresion de tropoelastina,
procolagena | y fibrilina se evaluaron a través PCR-tiempo real.

Se aislaron en promedio 1.96x10° fibroblastos por ¢m?, con un promedio de viabilidad
celular del 91%. La viabilidad de los fibroblastos sembrados sobre los primeros lotes de las
peliculas de quitosano mantenidos in vitro por 5 dias, fue de 35% con una morfologia
redonda. Por lo que se procedio a estandarizar el lavado de estos materiales con el objetivo
de neutralizar su acidez. Para ello se purificaron las peliculas con acetona para eliminar el
exceso de PLA y se realizaron lavados alcalinos para neutralizar el pH. Se encontré que la
viabilidad de los fibroblastos sembrados en las peliculas de quitosano aumenté a 80%, sin
embargo, la morfologia se observo redonda.

Con el fin de promover la adhesidn celular a las peliculas se procediéd a lijarlas,
encontrandose una morfologia extendida tipica de los fibroblastos después de los 5 dias
de cultivo. El mayor porcentaje de vialidad que fue mayor al 85% a 5 dias de cultivo,
morfologia alargada tipica de los fibroblastos y confluencia después de 15 dias, fue



observado en el copolimero C, estando éste purificado con acetona, lavado con medio
alcalino y lijado.

También se obtuvo dicha morfologia tipica en otro lote de copolimero C sin lijar y ademas
con una confluencia del 20% a los & dias de cultivo. Una vez establecido que las células se
mantenian viables y alargadas se procedié a evaluar la sintesis de proteinas de matriz. Lo
que se observé fue que, los fibroblastos sembrados en el copolimero C proliferaron (Ki67,
positivos) y sintetizaron Tropoelastina y Procolagena . Por otro lado los anélisis de MEB e
inmunofluorescencia contra FAK evidenciaron la adhesion de los fibroblastos al copolimero.
Adicionalmente mediante PCR tiempo real se evalué la expresion a nivel de mensajero para
Tropoelastina y procolagena | y fibrilina encontrandose que no hubo diferencia significativa
entre los fibroblastos sembrados en los copolimeros C y los sembrados en placa. Las
peliculas a base de quitosano biclégico-quimico mostraron mayor viabilidad con respecto a
las elaboradas con quitosano comercial obtenido quimicamente.

La acidez de las peliculas se debid al porcentaje de incorporacion de PLA, el copolimero C
fue el que menor PLA presenté y por lo tanto mayor viabilidad y adhesién. La
biocompatibilidad de los copolimeros estuvo relacionada con la hidrofobicidad, carga y
topografia de las superficies de los copolimeros. La neutralizacion de las peliculas asi como
su lijado mejoraron la biocompatibilidad del biomaterial. La obtencién del quitosano, su
peso molecular y el grado de desacetilacién también influyeron en la viabilidad de los
fibroblastos sembrados sobre las peliculas.

De acuerdo a lo obtenido, los fibroblastos aislados de prepucio y cultivados en el
copolimero de Qui-PLA fueron viables, proliferaron, se adhirieron al biomaterial y
sintetizaron proteinas de matriz , por lo que se demuestra que este material es
biocompatible y tiene gran potencial para usarse como sustituto biolégico dérmico.



ABSTRACT

Skin is the body’s largest organ and performs protection functions, temperature
regulation, excretion, among others, However, some injuries can affect severely the
integrity of the skin and according of extent and depth endanger life. The most common
injuries are burns that require a special and available treatment for affected population.
Tissue Engineering is an alternative that aim the tissue regeneration in skin lesions when
combines scaffolds and cells. The scaffolds design is essential to fulfill the necessary
features to produce it, as well the selection of promising materials, such as Chitosan
(CTS) and Polilactic Acid (PLA), both biocompatible and biodegradable and with biomedical
applications.

Chitosan based scaffolds are obtained by chemical extractions while in our research we
proposed biological-chemical extraction. Our goal was to determine biocompatibility of a
scaffold based on CTS-FPLA, seeded with human fibroblasts for the development of a
biological dermal substitute and its potential use in burns treatment.

Human foreskin fibroblasts were obtained from children with informed consent at
Pediatric National Institute. Chitosan was obtained from lactic acid bacteria
fermentation of shrimp wastes and direct grafting of lactic acid onto the chitosan by
UAM, Iztapalapa. Cells were seeded on CTS-PLA films and cultured under standard
conditions. Cell viability was evaluated using calcein and ethidium probe. Cell proliferation
and functionality was evaluated by immunofluorescent staining of KiG7 and elastin/
collagen |, respectively. The samples were observed with a Confocal Microscope. Collagen
and elastin levels expression were evaluated by real time PCR and cell attachment was
analyzed with a Scanning Electron Microscopy (SEM) and immunofluorescent staining of
FAK.

The average isolation was 1.96x10° fibroblasts by cm? with an average viability of 91%.
Fibroblasts viability onto first batches of films (A-D} was 35% and they showed round
morphology. Films were washed with alkaline medium for increasing its pH and purified with
acetone for eliminate PLA excess. When films were neutralized, fibroblast viability
increased to 80%, however, the fibroblasts were round shape.

In order to promote cell adhesion to films, these were ground, this allowed fibroblast lead
typical morphology after 5 days of culture. The highest viability was £5% at 5 days of
culture. In C copolymer was obtained typical morphology of fibroblasts and total
confluence after 15 culture days, when it was purified, washed with alkali solution and
ground.

Other batch of C film, allowed that, without grinding, the confluence was 20% at & culture
days and their morphology was elongated. Fibroblast seeded onto copolymer C showed
proliferation and synthesis of procollagen and tropoelastin. SEM analysis demonstrated
cell attachment to films and adhesion by FAK staining. By the way, expression levels of
collagen | and elastin of fibroblast onto films and in vitro culture were not significant



differences. Film based on CTS bioclogical-chemical showed higher viability than those
elaborated with chemical commercial CTS.

Low pH of films were due to incorporation percent of PLA, so low PLA incorporation
enhanced cell viability. Copolymers biocompatibility was related to surfaces
hydrophobicity, electric charge and topography of material. Increase pH and grind of them,
improved their biocompatibility. Chitosan extraction, its molecular weight and
deacetylation degree influenced also fibroblast viability seeded onto copolymers.

According to the results, fibroblasts isolated of foreskin and seeded onto CTS-PLA film,
they were viable, showed proliferation, synthesis of proteins and cell adhesion, so
suggested that there copolymers are biocompatible and have a great potential for its use
as dermal substitute,



INTRODUCCION

PIEL

La piel es el érgano mas grande del cuerpo humano que representa el 16% del peso corporal
(Gartner et al, 2002), se encuentra integrada por células, tejidos y proteinas de lamatriz
extracelular que controlan una variedad de funciones. La piel se constituye basicamente de
tres capas: la mas externa, la epidermis; una capa de tejido conjuntivo, la dermis; y
finalmente la mas interna, la hipodermis, constituida por tejido adiposo (Fig. 1).
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Figura 1. Esquema de los estratos que conforman la piel, asi como sus componentes celulares.
{Modificado de Brohem et al, 2010).

La piel puede clasificarse en piel gruesa y piel delgada. El primer tipo de piel recubre palmas
y plantas. Su epidermis se caracteriza por la presencia bien definida de los cinco estratos
que la constituyen (basal, espinoso, granuloso, licido y cérneo). La piel gruesa carece de
foliculos pilosos y glandulas sebaceas, pero posee abundantes glandulas sudoriparas
ecrinas, La piel delgada, por su parte, recubre el resto del cuerpo. Su epidermis, a diferencia
de la piel gruesa, tiene un estrato cérneo delgado, carece de estrato liicido y su estrato
granuloso es poco aparente (Gartner et al, 2002). La piel delgada tiene foliculos pilosos,
misculos erectores del pelo, glandulas sebaceas y glandulas sudoriparas (Welsch et al,
2008).



Funciones de |a piel

La piel realiza una gran variedad de funciones, entre ellas, proteger del medio ambiente y al
mismo tiempo permitir la interaccion de ésta con su medio exterior, asi, es mas que sélo
una barrera impenetrable contra posibles agresiones externas (Chu et al, 2005). Ademas
de ser una barrera fisica de impermeabilidad y proporcionar un recubrimiento para la
totalidad de la superficie, también participa en el mantenimiento de la homeostasis,
proteccion contra lesiones, invasion bacteriana y desecacion; regulacién de temperatura
corporal; recepcidn de sensaciones continuas del ambiente (tacto, temperatura y dolor);
excrecion y secrecion por glandulas sudoriparas; y absorcién de la radiacién ultravioleta
(UVY) del sol para la sintesis de vitamina D (Lloyd y Patel, 2008). Las principales funciones
y los procesos en que esta involucrada, se enlistan en la siguiente tabla.

Tabla 1. Principales funciones de la piel
Funcién Proceso

Percepcion Calor, frio, dolor, presién.

Secrecion, excrecion Funcion glandular
Pérdida percutanea de liquidos

Inmunolégica Vigilancia Y respuesta

Epidermis
La epidermis es un epitelio escamoso estratificado en constante renovacion que se
cornifica. Embriolégicamente proviene del ectodermo, capa germinal de la cual también se
originan estructuras epiteliales, como pelo, ufias y glandulas (Gilbert, 2005). Esta capa
de la piel esta compuesta de cuatro poblaciones de células:

e Queratinocitos (85%)

e Melanocitos (5%)
e (élulas de Langerhans (2-4%)

e (élulas de Merkel (3-5%)

Capas de |a epidermis

Debido a que los queratinocitos siguen un proceso ciclico, de proliferacién, diferenciacion,
muerte y desprendimiento, es posible distinguir varios estratos en la epidermis

Estrato basal

Es la capa mas profunda de la epidermis, subyacente a este estrato se encuentra una
membrana basal que delimita la epidermis de la dermis. El estrato basal esta conformado
por una organizada capa de células cuboidales a cilindricas con un citoplasma baséfilo y un



niucleo grande. Las células estan unidas unas con otras a través de desmosomas y se
enlazan a la membrana basal por hemidesmosomas. Los filamentos de queratina de las
células basales se organizan en haces pequeiios alrededor del niicleo y se conectan con los
desmosomas y los hemidesmosomas. Los melanocitos se encuentran en esta capa basal
(Navarrete, 2003).

Las células del estrato basal son las encargadas de la renovacion celular de la epidermis.
Cuando se forman nuevas células por mitosis, la capa previa de células empuja a las
siguientes hacia la superficie con lo cual se agregan al estrato espinoso. Aunque el estrato
basal es el sitio primario de las células epidérmicas con actividad mitética, no todas las
células basales presentan el mismo potencial proliferativo.

Estrato espinoso

Representa la capa mas gruesa de la epidermis, la cual estd compuesta por células
poliédricas a aplanadas. Se le conoce como estrato espinosos por la apariencia de espinas
en la membrana plasmatica en los cortes histoldgicos, que no son mas que numerosos
desmosomas, que permiten la adhesion de las células epidérmicas y la resistencia a los
factores mecanicos. Las células espinosas suprabasales tienen forma poliédrica y niicleos
esféricos. Las células mas superficiales de la capa espinosa son mas grandes y mas
aplanadas. Los queratinocitos localizados en el estrato espinoso cerca del estrato basal,
también pueden tener actividad mitdtica (Gartner et al, 2002).

Estrato granuloso

Consiste de tres a cinco capas de queratinocitos aplanados y es la capa mas superficial de
la epidermis en la que las células ain tienen niicleo. El citoplasma de estos queratinocitos
contiene granulos de queratohialina grandes, de forma irregular, gruesos y baséfilos. Las
células del estrato granuloso también contienen granulos o cuerpos laminares que
contienen lipidos diversos, como: esteres de colesterol y ceramidas (Gartner et al, 2002).
Estos cuerpos laminares se originan en el estrato espinoso, pero persisten hasta el
estrato granuloso. El contenido de estos granulos se libera mediante exocitosis al espacio
extracelular y forman ldminas de sustancia rica en lipidos que actian como barrera
impermeable. Esta capa impermeable impide que el liquido tisular y el agua del medio
externo pasen a través del estrecho espacio intercelular. La importancia de estos lipidos
se manifiesta en condiciones en las que la epidermis se ha destruido como en las
quemaduras extensas, donde los pacientes tienen una gran pérdida de liquido tisular que
conduce a una grave deshidratacién,

Estratoe lucido

Es la capa delgada homogénea superficial al estrato granuloso. Esta capa de apariencia
eosinéfila sélo se reconoce en la piel gruesa y es una zona de transicién entre las capas mas
profundas de células vivas y las células cornificadas superficiales muertas. Aunque las
células aplanadas del estrato licido carecen de organelos y nicleo, contienen filamentos
de queratina agrupados en forma densa, orientados en haces paralelos a la superficie de la
piel junto con la proteina eleidina. La cara citoplasmatica de la membrana plasmatica de
estas células tiene un aspecto engrosado producido por la adhesion de una serie de



proteinas como lainvolucrina, 1a transglutaminasay la proteina rica en glicina que permiten
la estabilidad de la membrana plasmatica para que ho se rompa justo cuando los procesos
metabdlicos de los queratinocitos han dejado de funcionar en una célula cuyo niicleo ha
desaparecido (Chu et al, 2005).

Estrato cdrneo

La capa mas superficial de la epidermis, es el estrato cérneo, se compone de numerosas
capas de células cornificadas, aplanadas y muertas. Estas células carecen de nlicleos y
organelos y estan llenas de filamentos de queratina. En el estrato cérneo las células
pierden del BO al 0% del agua. Las células en este estrato continiian unidas por
desmosomas y se descaman en grupos o columnas.

El estrato cérneo forma una barrera muy eficaz que protege al organismo de diferentes
agentes lesivos presentes en el medio externo, por otro lado, ayuda al mantenimiento de la
homeostasis del medio interno.

Dermis

La dermis es el Lejido conjuntivo de la piel que se sitia justo debajo de la epidermis y deriva
del mesodermo. Esta capa esta compuesta por colagena, gllcosaminoglicanos y elastina
entre otras proteinas de la matriz extracelular. El principal componente celular de la
dermis, son los fibroblastos, aunque también se identifican células del sistema inmune,
como: mastocitos, linfocitos y granulocitos que ingresan en la dermis en respuesta a
diferentes estimulos. En esta misma capa de la piel se localizan vasos y nervios, ademéas de
los apéndices o anexos cutaneos (foliculos pilosos, glandulas sudoriparas y sebaceas)
derivados de la epidermis (Schulz et al, 2000). La dermis es el componente mas grande de
la piel y le confiere su flexibilidad, elasticidad y fuerza tensil. Protege al cuerpo de lesiones
mecanicas, atrae liquido tisular, contribuye a la regulacion térmica e incluye receptores de
estimulos sensoriales (Welsch et af, 20086).

Capas de la dermis

La dermis esta constituida, de afuera hacia adentro, por dos regiones: la papilar y la
reticular, que pueden diferenciarse por la organizacion del tejido conjuntivo y la densidad
celular. El limite entre la dermis papilar y la dermis reticular esta definido por un plexo
horizontal de vasos. Por otro lado, el limite profundo entre la dermis y la hipodermis es
proporcionado por la transicién de tejido conjuntivo a tejide adiposo.

Capa papilar de la dermis

La capa papilar es el estrato superficial de la dermis y esta compuesto por tejido
conjuntive laxo cuyas fibras de colagena tipo | y lll (fibras reticulares) y fibras elasticas
estan dispuestas en redes laxas. Se extiende desde la membrana basal donde descansa la
epidermis hasta la dermis reticular La dermis papilar contiene fibroblastos, macréfagos,
células plasmaticas y cebadas, en general presenta mayor cantidad de células con
respecto a la reticular.



La capa papilar también posee numerosas asas capilares, que se extienden al limite de la
epidermis y dermis. Estos capilares regulan la temperatura corporal y nutren a las células
de la epidermis ya que ésta es avascular.

Capa reticular de la dermis

No existe un limite definide entre la capa papilar y la capa reticular de la dermis porque
ambas capas se continian una con la otra. De manera caracteristica la capa reticular se
compone de tejido conjuntivo denso, irregular, que muestra fibras de colagena tipo |
gruesas, que estin agrupadas densamente en haces grandes que se encuentran
orientados en distintas direcciones. Con las fibras de colagena se entremezclan redes de
fibras elasticas gruesas que aparecen con especial abundancia cerca de las glandulas
sebdceas y sudoriparas. Los intersticios de la capa reticular estan llenos de
proteoglucanos, con abundancia de sulfato dermatan. Las células son mas escasas en esta
capa que en la papilar, pero pueden llegar a encontrarse fibroblastos, células cebadas,
linfocitos, macréfagos y con frecuencia, células adiposas en las zonas mas profundas de la
capa reticular en los limites de la hipodermis.

Las glandulas sudoriparas y sebaceas asi como los foliculos pilosos derivados de la
epidermis invaden la dermis durante la embriogénesic y ahi se localizan de manera
permanente. También hay grupos de células musculares lisas en las regiones mas
profundas de la capa reticular en sitios particulares, como la piel del pene y el escroto, y la
areola alrededor de los pezones. Las contracciones de estos grupos musculares arrugan la
piel de estas regiones. Otras fibras de misculo liso, denominadas misculos erectores del
pelo, se insertan en los foliculos pilosos. Por otro ladoe, los misculos estriados de la cara
permiten la expresidn facial, la regién anterior cuello y el cuero cabelludo se origina en la
dermis reticular y se continiian hasta la papilar donde se insertan (Ross, 2010).

Hipodermis

Es la regidn subcutanea rica en el tejido adiposo localizada por debajo de la dermis. Los
adipocitos derivados del mesénquima son las células mas abundantes de la hipodermis.
Estan organizados en lébulos limitados por tabiques de tejido conjuntivo fibroso. Los
nervios, los vasos sanguineos y linfaticos estan localizados entre los tabiques y otorgan
una rica inervacién e irrigacién a la regién. Aunque la hipodermis este en estrecha
continuidad con la dermis y sean regiones distintas anatdmicamente, estan bien
integradas estructural y funcionalmente por redes nerviosas y vasculares. Los foliculos
pilosos en crecimiento activo penetran en la grasa subcutanea y las glandulas sudoriparas
apocrinas y ecrinas suelen estar confinadas en esta capa profunda de |a piel.

El tejido hipodérmico actiia como aislante del cuerpo, sirve como reservorio energético,
actiia como amortiguador de la piel y permite su movilidad sobre las estructuras
adyacentes (Chu et al, 2005).



FIBROBLASTOS: COMPONENTE CELULAR BASICO EN LA DERMIS

Los fibroblastos son células derivadas del mesénquima (Makpol et al, 2011) y el principal
tipo celular que caracteriza a los tejidos conjuntivos. Ultraestructuralmente tienen un
Reticulo Endoplasmico (RE) prominente y Aparato de Golgi caracteristico de células con
una alta actividad sintética. Su morfologia es fusiforme, en forma de huso o alargada.
Entre sus principales funciones destacan la sintesis, degradacién y remodelacion de la
matriz extracelular (MEC), por ejemplo secretan procolagena, proteoglucanos,
glicosaminogllcanos y factores de crecimiento (Benavides, 2008} ademas de estimular la
interaccion entre la epidermis y la dermis (Lanza, 2000).

Es uno de los tipos celulares mas importantes y abundantes en el proceso de reparacion de
tejidos debido a que esta presente en las etapas tempranas de una lesidn, jugando un papel
central en la regulacion dela homeostasis de la colagena ya que se encargan de controlarla
sintesis y degradacion de ésta y de otras proteinas de la matriz extracelular, induciendo la
remodelacion y recambio de estas proteinas ya que son capaces de producir enzimas como
proteasas y colagenasas. Ademas, estas células también sintetizan una variedad de
proteinas reguladoras de la reparacion de tejidos en heridas, incluyendo: interleucinas,
factores de crecimiento y factores angiogénicos (Naughton, 2000).

Los fibroblastos empleados para Ingenieria de Tejidos pueden ser: autdlogos cuando
provienen del propio paciente, o alogénicos cuando son de un donador. Los primeros tienen la
ventaja de no correr riesgo de rechazo o la transmision de algin virus, ademas de que se ha
reportado que cuando son usados en sustitutos dérmicos han mostrado una mejor
reparacion de la dermis y minima formacion de cicatriz comparado con aquellos donde se
utilizaron fibroblastos aldgenicos. Sin embargo, los fibroblastos autdlogos pueden
represetitar un retraso en la elaboracion del sustituto ya que a partir de su aislamiento se
hecesitan expandir para obtener los suficientes. En contraste, los fibroblastos alogénicos
pueden ser obtenidos y criopreservados para su uso en cualquier momento.

Las caracteristicas de fibroblastos en cultivo pueden verse influenciadas por el niimero de
pases en los cultivos, edad del donador y sitio anatémico de donde provengan las células
(Wong et al, 2007).

La respuesta de los fibroblastos a su microambiente, incluye: diferenciacién, migracion,
proliferacion y adhesién.

Los fibroblastos pueden diferenciarse a miofibroblastos dependiendo de la combinacion de
factores de crecimiento, citocinas, componentes de Matriz Extracelular (MEC) y estrés
mecanico. Los miofibroblastos son células de origen mesenquimal que comparten
caracteristicas de fibroblasto y de células de miisculo liso. El principal marcador del
fenotipo miofibroblastico es la proteina a-SMA (actina de musculo liso). El Factor de
Crecimiento Transformante (1 (TGF-B1) es necesario para la diferenciacion a
miofibroblasto (Tomasek et al, 2002). Otro regulador implicado en el cambio de fenotipo
fibroblastico a miofibroblastico es la trombina (Darby y Hewitson, 2007). Los
fibroblastos expresan receptores para citosinas, como: Factor de Crecimiento Derivado de
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Plagquetas (PDGF), TGF-B1 y Factor de Necrosis Tumoral a (TNF-Q), los cuales participan
en su activacién durante una lesién (Noronha et al, 1995).

La migracién depende de la interaccién de los fibroblastos con la Matriz Extracelular y de
las sefializaciones que se activan con ésta. En el caso de heridas, la presencia de factores
quimioatractantes como el TGF-By citocinas proinflamatorias, atrae tanto a fibroblastos
como leucocitos al sitio afectado (Kovacs y DiPietro, 1994).

Por otro lado, la proliferacion puede ser estimulada por el PDGF mientras que el TGF-[31
puede actuar como un inhibidor o como promotor de la misma, dependiendo de su
concentracion, cuando ésta es alta inhibe la proliferacién y cuando es baja la promueve
(Darby y Hewitson, 2007).

La adhesion esta mediada por vias de sefializacion activadas por la union de componentes
de MEC (gllcosaminogllicanes, fibronectina, laminina, colagena y vitronectina), con
mecanoreceptores transmembranales llamados integrinas (Schlie-Wolter et al, 2013). Es
de notar que la interaccién célula-MEC influye no sélo en el proceso de adhesién celular, sino
también en la morfologia, proliferacién y comunicacién intercelular.

Los fibroblastos expresan las integrinas: @131 y a2[1 (receptores con unién a colagena),
a3B1 (con unién a laminina), a5(31 (con unién a fibronectina) y el receptor para acido
hialurénico (CD44) (Mineur et al, 2005). Algunas proteinas como fibronectina y
vitrotiectina presentan una regién con la secuencia Arginina-Glicina-Acido aspartico (RGD)
que las integrinas reconocen para llevar a cabo la adhesion (Hirata et al, 2010).

La adhesidn celular se realiza por diferentes pasos: 1) las células redondas tienen
contacto con el sustrato e interactian mediante sus receptores de membrana con los
ligandos que pueda expresar las diferentes proteinas de la MEC. 2) Las células presentan
una morfologia extendida “spreading” debida a un rearreglo en la organizacion del
citoesqueleto que es originado por la sefializacion a partir de la unién ligando del MEC con el
receptor. 3) La adhesién celular que involucra la presencia de complejos de adhesién focal y
adhesiones focales (Couchman et al. 1283). Cuando las integrinas se unen a la MEC, la
actina se polimeriza y sus filamentos se organizan como fibras de estrés, promoviendo que
mas integrinas se agrupen y activando las vias senalizacion. En estos complejos de
adhesion focal participan diferentes moléculas, componentes estructurales de
citoesqueleto, como: vinculina, talina, actina o tensina que participan en la estabilizacion
de la unidn; cinasas de tirosina, como: la Cinasa de Adhesion Focal (FAK), Fyn o Src, y
moléculas adaptadoras como: paxilina, Cdc4 2 o She (Schile-Wolter et al. 201 3).

En el contexto de Ingenieria de Tejidos, cuando las células entran en contacto con un
biomaterial, identifican la quimica de su superficie a través de las integrinas con el fin de
encontrar sitios disponibles donde adherirse. Las células no adheridas tienden a presentar
una morfologia redonda mientras que las que las que lo estan, se observan bien extendidas
y con muchas fibras de estrés estableciendo adhesiones focales. Con respecto a la
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percepcion de la topografia, se ha descrito que los fibroblastos proyectan filopodios para
reconocer el relieve y la dimensicnalidad de |la topografia (Dalby et al, 2004).

COLAGENA

La colagena es la proteina extracelular mas abundante de la dermis, y forma alrededor del
80% de la matriz extracelular. Representa el 70% de peso en seco en piel y es una proteina
insoluble que se sintetiza en los fibroblastos y miofibroblastos. Estas fibras proporcionan
fuerza y elasticidad, y también estan relacionadas en la migracion celular, adhesion y
quimiotaxis. En los individuos adultos, la mayor parte de la colagena en la dermis esta
formada por fibras de tipo | (67%) que se alinean en haces compactos relativamente
grandes y colagena lll (10%) que forman redes laxas. La coligena de tipo IV y VIl se
encuentra en la membrana basal (Lloyd and Patel ,2008).

Se han identificado 29 tipos de coldgena y aunque los integrantes de esta familia de
proteinas son diferentes, sin embargo todas las moléculas de colagena estan formadas
por un trimero que consta de tres cadenas alfa envueltas entre si formando una triple
hélice. Cada cadena alfa tiene aproximadamente 1,000 residuos de aminoacidos, en donde
cada tercer aminoacido hay una glicina y la mayoria de los aminoacidos restantes esta
compuesta de prolina, lisina, hidroxiprolina e hidroxilisina (Karp, 2003).

La sintesis de la colagena se lleva a cabo en el Reticulo Endoplasmico Rugoso (RER) en
donde los polirribosomas sintetizan largas cadenas pro- a (moléculas precursoras de la
coldgena llamadas preprocoldgena), con propéptidos globulares grandes en los extremos
amino terminal y carboxilo terminal que simultaneamente pasan a las cisternas de RER.
Dentro de éstas sufren modificaciones postraduccionales, como:

1) Laescision dela secuencia amino terminal

2) La hidroxilacién de residuos de prolina y lisina cuando los polipéptidos aiin no se
encuentran en la conformacion helicoidal.

3) La glucosilacion a algunos residucs de hidroxilisina y la adicion de sacaridos N-
ligados a las dos posiciones terminales.

4) La formacion de la estructura globular en el extremo carboxi terminal para la
mantener alineada la triple hélice de las cadenas a.

5) Laformacién (con inicio en el extremo carboxi terminal) de la triple hélice.

©) La formacion de enlaces hidrégeno y disulfuro intracatenarios e intercatenarios
para estabilizar las interacciones de los polipéptidos.

7) La estabilizacion de la molécula helicoidal a través de la unién con la chaperona
hsp47. Dicha unién también contribuye a que se aglomeren los trimeros dentro de
la célula. La molécula resultante ahora es denominada procolagena.

Las moléculas de procolagena pasan al Aparato de Golgi y comienzan a asociarse en
conjuntos pequefios, para que posteriormente en vesiculas sean secretadas y
transportadas a la superficie celular.
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Una vez fuera de la célula, 1a enzima procoldgena peptidasa asociada a la membrana, corta
los extremos no heicoidales de la molécula y convierte a la procolagena en colagena madura.
Finalmente las moléculas de colagena se alinean para formar fibrillas de colagena (Ross,
2010).

La matriz extracelular es sujeta a remodelacion mediante enzimas que degradan a la
colagena, como: Metaloproteinasas (MMP), en el caso de la colagenas 1 y lll, es la MMP-1 [a
encargada de fragmentarlas, asi como algunos otros componentes de la matriz
extracelular de la dermis (Pardo y Selman, 2008). Sin embargo, las MMP’s también
estan altamente reguladas por los Inhibidores de Tejidos de Metaloproteasas, TIMPs
(Pardo y Selman, 2012). El balance entre la sintesis de coldgena y su degradacion es
importante por su implicacién en el envejecimiento (Darby & Hewitson, 2007).

ELASTINA

Es el componente fundamental de la matriz de la fibra elastica y también es una proteina
insoluble sintetizada por los fibroblastos. Es codificada por uno de los genes mas grandes
ya que posee 28 kilobases pero menos del 10% de éstas contiene |la secuencia que codifica
esta proteina.

Las fibras elasticas representan del 1 al 3% del peso seco de la dermis, son finas, muy
ramificadas, onduladas, entrelazadas en estado de relajacion. Se extienden cuando existe
alguna traccién y son precisamente ellas las que proporcionan la elasticidad a la piel. Las
fibras elasticas maduras estan conformadas por un niicleo central amorfo (propiamente la
elastina) rodeado por una envoltura de microfibrillas de fibrilina, aunque algunas de ellas
también estan dentro del componente amorfo (Uitto, 2005).

La elastina es procesada a partir de una molécula secretada y soluble precursora de la
elastina llamada tropoelastina, que es rica en aminoacidos hidréfobos, como la valina y la
alanina. Entre cuatro residuos lisilo de la molécula de tropoelastina se forman uniones
cruzadas intermoleculares covalentes de desmosina que le otorgan una estabilidad y una
insolubilidad a la molécula (Kozel et al, 2006).

La elastina cuenta con unos 750 residuos de aminoacidos de longitud, al igual que la
colagena, es rica en prolina y glicina pero no esta glucosilada y presenta un bajo contenido
en hidroxiprolina y carece de hidroxilisina. Ademas de los aminoacidos mencionados,
contiene desmosina e isodesmosina que son exclusivos de esta proteina.

Las moléculas de elastina son secretadas al espacio extracelular y se ensamblan formando
fibras elasticas préximas a la membrana plasmatica, generalmente en zonas invaginadas
de la superficie celular. Después de la secrecidn, las moléculas de elastina forman nimeros
puentes cruzados, dando lugar a una extensa red de filamentos y laminas. Dichos puentes
se forman entre residuos de lisina, mediante el mismo proceso por el cual se sintetizan las
moléculas de colagena (Alberts, 2002).
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Lesiones de |a piel

En las secciones anteriores, se describié como esta conformada la piel, sus estratos y
principales células, en un tejido integro y sano. No obstante es importante entender que la
piel puede sufrir lesiones que comprometen en diversos grados su integridad y traen como
consecuencia desde una discapacidad hasta la muerte. Dentro de las principales lesiones
de piel se encuentran:

Quemaduras

Ulceras crénicas (por presién, varicosas o por diabetes),

Traumas

Enfermedades dermatolégicas

De las anteriores, nos enfocaremos en las quemaduras, dada su incidencia y debido a que
este tipo de lesiones son atendidas precisamente en el Centro Nacional de Investigacion y
Atencion al Quemado (CENIAQ) del que forma parte el laboratorio de Biotecnologia donde
se desarrollé este proyecto.

Quemaduras

Las quemaduras son lesiones en la piel producidas por diversos agentes fisicos, quimicos,
eléctricos, quimicos y bioldgicos que provocan alteraciones variables desde el simple
enrojecimiento hasta la destruccién total del tejido afectado y los adyacentes. Las
consecueticias de una quemadura en el paciente son desde mayor vulnerabilidad a
infecciones, alteracion en el control de la temperatura, pérdida de liquidos corporales e

incluso la muerte.

Existen diferentes clasificaciones de quemaduras, de acuerdo a su etiologia o bien a su
profundidad. A continuacién se describe la mas aceptada mundialmente, propuesta por
Dupuyreny Boyer (Ruiz, 1947).

Primer grado: Aquella donde sélo se lesiona la capa mas superficial de |a piel, es decir,
la epidermis. No hay pérdida de la continuidad de la piel. Se puede presentar por exposicién
prolongada al sol, rayos ultravioleta A (UV A} o tipo B (UY B) o por la exposicion corta de
una flama.

Segundo grado. Se lesiona toda la epidermis y la dermis, se suelen conservar células
viables residentes de los anexos cutaneos que pueden servir como un reservorio para la
regeneracion del epitelio. Este tipo de quemaduras, por su profundidad pueden dividirse a
su vez en:

Sequndo grado superficial o de espesor parcial superficial: Afectan la
epidermis y la dermis papilar. Son producidas por escaldaduras (exposicién a liquidos
calientes) o por exposicién a flamas. Se caracterizan por la presencias de ampollas.
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Segundo grado profundo: Involucran la epidermis y la capa profunda de la

dermis reticular. Hay destruccion de fibras nerviosas.

Tercer grado: Son las mas severas, afectando todas las capas de la piel, pudiendo
afectar también musculo y hueso. Son producidas por escaldadura con tiempo prolongado
de exposicién y a temperaturas elevadas o bien por llamas, electricidad o por agentes
quimicos.

En los casos de quemaduras de primer grado, la epidermis es capaz de reepitelizar
debide a que algunos de los queratinocitos mantienen su capacidad proliferativa, de esta
manera son capaces de migrar desde los bordes de la quemadura hacia 1a lesion. Estas
células pueden provenir de remanentes del estrato basal o bien de los anexos cutaneos. En
las quemaduras de segundo grado superficiales, a pesar de que la epidermis y dermis
papilar estén afectadas, se puede considerar a los anexos cutaneos como una fuente de
células, ya que éstos en su parte apical cuentan con una poblacion celular capaz de
proliferar y puede ayudar en el proceso de reepitelizacién. Por su parte, los fibroblastos
vecinos a la zona quemada, pueden migrar a la lesion y producir componentes de matriz
extracelular, como fibronectina y colagena (Escdmez, 2004). El gran reto esta en las
quemaduras de segundo grado profundas y las de tercer grado, en donde tanto epidermis y
dermis practicamente estan ausentes y los anexos cutdneos son destruidos (Schulz,
2000).

Epidemiologia

En México, las quemaduras representan un grave problema de salud puiblica. La Secretaria
de Salud reporta anualmente un promedio de 115 mil casos de accidentes por
quemaduras, y casi 13 mil hospitalizaciones relacionadas con esta causa.

Las alternativas para el tratamiento de las quemaduras graves son diversas, siendo el
objetivo principal, en las quemaduras de segundo grado profundo y tercero, el reemplazo de
la piel quemada por piel sana lo mas rapidamente posible e idealmente con los mejores
resultados estéticos y funcionales (Gomez y Palao, 2002).

Dentro de las estadisticas que se llevan a cabo en el Instituto Nacional de Rehabilitacion y
de acuerdo a su Unidad de Vigilancia Epidemiolégica Hospitalaria, en el CENIAQ desde que
abrio sus puertas en el 2011 hasta septiembre de 2013, se han registrado:

e 352 pacientes quemados, de los cuales predominan los varones.
¢ Lamayoriadeellos infantes, en el rango de los O alos 5 afios.
e Laetiologia principal de la quemadura es por fuego y escaldadura.

e Eltipo de quemadura mas frecuente es la de segundo grado mixto y las quemaduras
de segundo y tercer grado.

e Mas del 80% de los pacientes afectados son de bajos recursos econémicos.



Tratamiento

Entre los tratamientos mas socorridos para las quemaduras pueden considerarse a los
injertos de piel, que de acuerdo a su procedencia se clasifican en:
a) Autdlogos (autoinjerto): Cuando proviene del mismo paciente quemado.

b) Singénicos (isoinjerto): Si su procedencia es de un individuo genéticamente
idéntico, como seria el caso e gemelo homocigotico.

c) Alogénicos (aloinjerto): Se refiere al injerto que no es un individuo genéticamente
idéntico pero si comparte la misma especie. Por ejemplo piel cadavérica.

d) Xenogénicos (xenoinjerto): Cuando proviene de una especie diferente a la del
paciente, generalmente se utiliza piel de cerdo.

Desafortunadamente el uso de los injertos, presenta varias limitantes, como: rechazo
inmunoldgice, infecciones virales, niimero limitade de donadores o sitios donantes en el
caso del propio paciente cuando las quemaduras afectan grades extensiones corporales.
También existe gran variedad de apdsitos y cubiertas tanto celulares como acelulares
teniendo como limitante que son costosas y no todas pueden emplearse para el
tratamiento de quemaduras. De ahi que la Ingenieria de Tejidos sea una alternativa para
proveer de un sustituto que funcione como cubierta para evitar la pérdida de electrolitos y
las infecciones bacterianas y de manera general, pueda ayudar en el tratamiento de estas
lesiones.

INGENIERIA DE TEJIDOS

La Ingenieria de Tejidos es un 4rea techoldgica emergente e interdisciplinaria, que involucra
el uso de células para desarrollar sustitutos biolégicos para ser implantados en el cuerpo
ylo para promover la remodelacion de tejido. El objetivo de la Ingenieria de Tejidos es
reparar, reemplazar, mantener o aumentar la funcién de un tejido u érgano en particular
(Jayakumar et al, 2010). Para lograrlo, no sélo se requieren células, como en el caso de la
terapia celular, sino también de un andamio o una matriz extracelular artificial que las
soporte, mantenga y promueva la reorganizacion celular (Metcalfe et al, 2007).

Langer y Vacanti (1993) proponen ademas la necesidad de un tercer componente, y
resultaen lo que se conoce como la triada de la Ingenieria de Tejidos:
e Células

e Andamio, “scaffold” o matriz de sostén

e Factores de crecimiento

En donde, el andamio brindara el ambiente adecuado para que las células sean capaces de
adherirse y proliferar manteniendo la estructura celular. Mientras que la funcién de los
factores de crecimiento es inducir a las células a diferenciarse y asi recrear la
morfogénesis del tejido dafiado promoviendo |a regeneracion.
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En conjunto, los tres elementos son esenciales, sin embargoe para algunos, el factor crucial
para el desarrollo de sustitutos biolégicos, es el andamio a utilizar (Ma et al, 2003).

Sustitutos cutaneos desarrollados mediante ingenieria de tejidos

El reto mas grande que tiene la Ingenieria de Tejidos es precisamente combinar un andamio
de los materiales adecuados con las células, para producir un equivalente cutaneo que sea
funcional y permita la integracion en el hospedero. Generalmente, los modelos de piel se
desarrollan cultivando células in vitro y posteriormente sembréandolas en un andamio el
cual se coloca in vivo en el sitio de |a lesion (Metcalfe et al, 2007). Los sustitutos de piel
elaborados mediante Ingenieria de tejidos han sido usados como apésitos o injertos en el
tratamiento de pacientes con quemaduras o con lesiones de piel congénitas (Brohem,
2010).

Los sustitutos cutaneos han recibido diferentes términos en la literatura, sin embargo
Kim y cols. (2006) mencionan que también se pueden referir a ellos como: equivalentes
cutaneos, piel elaborada por Ingenieria de Tejidos, constructos cutaneos, sustitutos
biolégicos de piel, bioconstructos de piel, reemplazos de piel, modelos de piel o tejido
alternativo mediante Ingenieria Tisular.

Cualquier sustituto cutaneo debe cumplir con tres requisitos: ser seguros para el
paciente, clinicamente efectivos y de facil manipulacidn para su aplicacion. En general, los
biomateriales utilizados para desarrollar sustitutos no deben ser téxicos, inmunogénicos
o que causen una inflamacion excesiva y no riesgosos parala transmisién de enfermedades.
Por otro lado, el biomaterial debera ser biodegradable, con caracteristicas fisicas y
mecanicas semejantes ala piel, prevenir pérdida de fluidos y temperatura, y cubrir la herida
para evitar infecciones. Debemos considerar que sea de bajo costo y disponible para la
poblacién de bajos recursos econdmicos que en general es la mas susceptible a sufrir estas
lesiones (Shevchenko et al, 2010 y Metcalfe et al, 2007).

La situacién actual, s que no hay a un sustituto que cumpla con todos los requerimientos
antes mencionados.

No obstante hay diversos grupos de investigacion en el mundo que trabajan al respecto. La
tabla 2 muestra algunas formas en las que se puede clasificar a los sustitutos cutaneos.
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Tabla 2. Clasificacion de sustitutos cutaneos

Anatémico Epidérmicos
Dérmicos
Epidérmico-dérmico
Duracion Temporal
Semipermamente
Permanente
Tipo de biomaterial Biolégicos (autodlogo, alogénico o xenogénico)
Sintético (biodegradable o no biodegradable)
Componente biolégico ~ Celular
Acelular

Andamios o “scaffolds”

La Ingenieria de tejidos abarca también el disefio y la fabricacion de andamios de acuerdo al
propésito funcional que se quiera alcanzar, teniendo como objetivo definir estructuras que
mimeticen el ambiente in vivo en el cual las células existen naturalmente y estimularlas a
formar tejido. En particular, un andamiaje necesita proporcionar una estructura que
facilite la union celular y la regeneracion tisular; al mismo tiempo preservar la expresion o
diferenciacion de los fenotipos celulares. La composicidn quimica de los polimeros puede
influir en la unién celular y en la biocompatibilidad.

Estas estructuras llamadas andamio, en el sentido amplio y bajo este contexto, también
se les ha referido como: sustratos, andamiajes, armazones, soportes o matrices, cuya
funcion es servir de plataforma de anclaje para la adhesion de las células utilizadas y
retenerlas; transportar, almacenar y liberar factores activos; estimular las respuestas
celulares especificas y, en ciertas circunstancias, contribuir a la integridad estructural y
mecanica de la region tratada (Vallet y Munuera, 2000).

Los materiales que mas se emplean para la fabricacién de andamios en aplicaciones de
Ingenieria de Tejidos son los polimeros, los cuales pueden ser:
a) Naturales, incluyendo polisacaridos (almidon, alginatos, quitina/quitosano,
derivados del acido hialurénico, glicoaminoglicanos, hidroxiapatita) o proteinas
(soya, colagena, geles de fibrina, fibronectina y seda).
b) Sintéticos, como el 4cido polildctico (APL), 4acido poliglicdlico (PGA)
policaprolactona (PCL), polihidroxilo butirato (PHB),  politetrafluoretileno,
polietileno, tereptalato entre otros.

Ambos grupos tienen ventajas y limitaciones. Para el primer caso, los polimeros
naturales tienen gran reconocimiento con las células y favorecen su adhesion y
funcionalidad. Sin embargo presentan pobres propiedades mecanicas. Los polimeros
sintéticos, por su parte, tienen buenas caracteristicas mecanicas, y su indice de
degradacion puede ser modificado de manera sencilla, pero tienen la desventaja de
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tener superficies hidrofébicas y presentar bajo reconocimiento celular (Armentano et
al,2010).

Algunas de las principales caracteristicas que un candidato a ser andamio debe cumplir,
son:

1. Biocompatibilidad. Este término se refiere a la evaluacion de las propiedades de los
materiales, las cuales no causen un efecto adverso cuando éstos estén en
contacto con células, tejidos y el propio organismo. El andamio debe proveer una
soporte en donde la interaccion andamio- células promueva la adhesién celular, la
proliferacion, la viabilidad, y la produccién de matriz tanto en el cultivo invitro como
tras su implante in vivo (Armentano et al, 2010). La biocompatibilidad depende de
varias propiedades fisico-quimicas de los materiales, por ejemplo: carga de la
superficie, mojabilidad, energia libre de superficie, topografia, rugosidad y la
presencia de ciertos grupos quimicos en la superficie (Tanaka, 2011).

2. Biodegradabilidad en una tasa adecuada que permita la formacién del nuevo tejido
antes de que se degrade por completo.

3. No téxico. El contacto con el andamio y/o sus productos de degradacion no debera
comprometer a las células sembradas en éste.

4. No inmunogénico. Que no provoque unha respuesta inflamatoria una vez implantados
en el hospedero.

5. Propiedades mecanicas similares a las del tejido que se pretende reemplazar o
promover su reparacion.

6. Arquitectura adecuada para el transporte de células, metabolitos, nutrientes y
factores de crecimiento. Los andamios pueden disefiarse en diferentes
presentaciones, de acuerdo a la aplicacién que se busque, pueden ser: hidrogeles,
peliculas, esponjas, membranas, fibras, nanoparticulas, entre otras. (Dai et al.
2011).

Por lo anterior, las propiedades que deben cubrir estas matrices son miiltiples y en la
mayoria de los casos, resulta dificil encontrar un soporte que reina todas, de ahi que no
sea labor facil encontrar el andamio adecuado que cuente con las caracteristicas
hecesarias para que las células puedan desarrollarse plenamente y simular una
determinada estructura o tejido.

Tratando que el andamio cubra con el mayor nimero de caracteristicas posibles, se han
propuesto varias estrategias:
1) Modificar la superficie del material alterando a su vez, las propiedades de superficie

siendo éstas, factores clave que influyen desde el primer contacto que existe entre
las células y el sustrato donde se siembren. Las propiedades quimicas y
topograficas de la superficie del material pueden repercutir en el estado de las
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células, controlando su forma, funciones y movilidad. De este modo, modificaciones
quimicas en la superficie del biomaterial pueden aumentar la biocompatibilidad del
mismo (Armentano et al. 2010). Algunas de las principales modificaciones
quimicas utilizadas son: la inmovilizacion en plasma de proteinas como gelatina,
colagena, laminina y fibronectina en la superficie para aumentar la adhesién celular y
la proliferacion (Baek et al, 2008).

2) Combinar materiales de origen natural con biopolimeros sintéticos ya que
generalmente los materiales naturales presentan bajas propiedades mecanicas,
dificil manipulacién, altos indices de degradacion pero un buen reconocimiento por
parte de las células mientras que los sintéticos tiene mejores propiedades
mecanicas, su fabricacion es mas versatil y su indice de degradacion es mas lento
lo que permite que el neotejido se pueda formar antes de que se degrade por
completo el andamio, no obstante tienen bajo reconocimiento celular. Por lo
anterior, la combinacién de dos o mas polimeros diferentes es necesaria para
producir mejores andamics ampliando sus caracteristicas y equilibrandolas
ventajas y desventajas que puedan tener cada une de manera individual (Zhong et al,
2010).

Entre los po[imeros naturales que se han utilizado para el desarrollo de sustitutos
biolégicos para piel encontramos alos quitosanos.

QUITOSANO (Qui)

El quitosano es un polisacarido lineal compuesto de glucosamina y N-acetil glucosamina
unidos por enlaces glucosidicos P(1-4). Este polimero natural es obtenido por la
desacetilacion de la quitina (Fig. 2), de esta manera cuando el numero de grupos N-acetil
glucosamina es mayor a 50%, el biopolimero se considera quitina y cuando el nimero de
unidades de glucosamina es mayor entonces hablamos de quitosano (Khor, 2003). La
fuente mas importante de quitosano es la quitina, aunque puede encontrarse también en
cantidades significantes en algunos hongos, como: Mucor rouxi (30%) y Choanephora
cucurbitarum (26%), la limitante es que estan asociados a otros polisacaridos (Peniche, et
al, 2008).
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Figura 2, Estructura quimica de la quitinay el proceso de desacetilacién para la obtencién de quitesano,

La quitina es el componente organico mas abundante del esqueleto de muchas clases de
invertebrados, tales como: artrépodos, moluscos y anélidos. En animales, la quitina esta
asociada con otros constituyentes, como: lipidos, carbonato de calcio, proteinas y
pigmentos. Se ha estimado que la quitina de todoes los crustaceos en el mar es cerca de
1560 millones de toneladas. La quitina también es encontrada como el mayor
componente de la pared celular de los hongos y las algas. La quitina de los hongos presenta
algunas ventajas sobre la quitina animal, como tener una mayor uniformidad en la
composicion y la ausencia de sales inorganicas en su matriz. Sin embargo, la quitina de
hongos esta asociada con otros polisacaridos, tales como la celulosa y manosa las cuales
dificultan su aislamiento.

La mayor fuente de quitina a nivel industrial son los crustaceos ya que se encuentran
disponibles como desechos de la industria marisquera (Kurita, 2006). El exoesqueleto
contiene 15-407% de quitina, 20-407% de proteinas y 20-50% de carbonato de calcio,
entre otros componentes como: pigmentos, lipidos y otras sales (Briick, 2010).

Obtencion de quitinay quitosano
La obtencidn de la quitina (Fig. 3) a partir de exoesqueleto de crusticeos generalmente se
realiza mediante un procesamiento quimico que consiste en tres pasos:

1.- Desmineralizacion
2..- Desproteinizacidn
3.- Eliminacién de lipidos y pigmentos

Estos procesos emplean acidos inorganicos para el primer paso y fuertes bases para el
segundo, mientras que para el tercero se emplean solventes como la acetona. Porlo que al
final, los subproductos de estas reacciones son sustancias corrosivas y contaminantes.
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Otras desventajas de este método es que reduce la polimerizacion y la calidad de la quitina
ademas de producir su degradacion (Jo, 2010).

Recientemente se ha propuesto, un método alterno, el bioldgico, que recurre a la
fermentacion lactica ya sea por bacterias, hongos, protozoos y tejidos animales. El uso de
la fermentacién para la obtencién de quitina, es un método mas amigable con el ambiente,
evita la despolimerizacion y se obtiene un biopolimero con alta estructura cristalina
aumentando asi sus aplicaciones biomédicas (Pacheco et al, 2010). La eficiencia de la
fermentacion depende de factores tales como: niveles de indculo, contenide de
exoesqueleto en el medio, asi como su tamaiio, presencia de azucares, pH y duracién de la
fermentacién. Se ha reportado que incrementando la concentracién del inoculo bacteriano,
se mejora la desmineralizacidn (Shirai et al, 2001).
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Figura 3. Comparacion de obtencién de la quitina y quitosano mediante proceso quimico y bioldgico
(Modificado de Jo, 2010)

Finalmente la obtencién de quitosano a partir de la quitina se lleva a cabo generalmente
por un método quimico donde soluciones alcalinas al 40-50% a 100-160 °C durante
varias horas desacetilan la quitina transformandola en quitosano (Zhang 2006,
Honarkar, 2009). Las condiciones de desacetilacidn, como: la temperatura, la
concentracion de la base, el tiempo de reaccidn y las propiedades de las materias primas,
es decir la calidad de la quitina, afectan las caracteristicas del quitosano obtenido (Hwang
etal, 2002).

Caracteristicas y propiedades del quitosano

El quitosano es un polimero con una alta variabilidad en sus propiedades fisico-quimicas
debido a su origen natural. (Aranaz, 2010). Dependiendo de la materia prima y de su
procesamiento el peso molecular esta en un rango de 300-1000 kDa y un grado de
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desacetilacién de 30-925%. Su peso molecular es de 150-200 kDa, es un polication cuya
densidad de carga depende del grado de acetilacion y del pH. Presenta una estructura
cristalina, es hidrofilico y no elastico. En su forma cristalina, el quitosano es insoluble en
solucién acuosa con pH mayor a 7, sin embargo, se solubiliza en soluciones acidas.

La calidad del quitosano varia de acuerdo al grado de desacetilacion, peso molecular,
pureza, proceso de obtencidn, color, claridad, consistencia y uniformidad (Knezevic-
Jugovic, 2010).

Sus propiedades quimicas son: es una poliamina, cuenta con grupos aminos (NH:)
reactivos, grupos hidroxilos (OH) reactivos libres y es un quelante de metales (Dutta et al,
2004).

Entre sus propiedades bioldgicas se encuentran: biocompatible, biodegradable, no téxico,
citocompatible, hemostatico, hipocolesterolémico e hipolipidémico, antimicrobiano y
mucoadhesivo. Se ha reportado también que tiene accién antiinflamatoria, estimula la
angiogénesis, promueve la formacién de tejido de granulacion y la activacién de macréfagos
(Aranaz, 2010).

El quitosano como biomaterial en la Ingenieria de tejidos de piel

La Ingenieria de tejidos ha recurrido a este polimero para la elaboracién de andamios por
varias razones:

1) La versatilidad que cuenta para poder formar estructuras porosas, peliculas,
“composites”, hidrogeles, fibras, etc. Se ha usado ampliamente fabricandolo en
peliculas por naturaleza hidrofilica (Honarkar, 2009).

2) Lanaturaleza catiénica que permite la interaccion con los grupos aniénicos de los
glicosaminoglicanos y proteoglicanos que se encuentran en el cuerpo. Por otro lado,
al presentar ese tipo de carga, hay cierta afinidad celular hacia este biomaterial
(Prashanth y Tharanathan, 2007).

3) La degradacién in vive por hidrolisis enzimatica asi como la inocuidad de sus
productos.

4) Laactividad antibacteriana que reduce la infeccién en lesiones de la piel.

5) No hay rechazo por parte del cuerpo, ademas de estimular la angiogénesis y la
formacién normal del tejido de granulacion (Peniche, 2008).

6) Este polimero in vivo estimula la proliferacién de fibroblastos y regula la migracion
de neutrofilos y macréfagos parala reparacion de heridas (Khor y Yong, 2003).

7) Actividad hemostatica (Aranaz, 2010).
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Aplicaciones

El quitosano por presentar todas esas propiedades antes mencionadas y ser un material
disponible en la Naturaleza, de facil acceso y manufactura, ya que puede fabricarse en
diferentes presentaciones, cuenta con aplicaciones en diferentes areas. La siguiente
figura, enlista la diversidad de sus aplicaciones
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Industriadela -Suplementosalimenticios
comida/Nutricién - Hiocolesterolémi
- Antioxidantes - Prebidticos
= -Hidrocoloides - Electroquimica (kiesensores)
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Ciencia _ L
- Acabados textiles - Membranas polliméricas
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Figura 4., Aplicaciones potenciales del quitosano (Modificado de Prasshanth y Tharanathan 2007).

Debido al alto indice de degradacion de los polimeros naturales se hace necesaria su
combinacion con diversos polimeros sintéticos.



ACIDO POLILACTICO (PLA)

El acido polilactico es un poliéster alifatico cuyo precursor es el acido lactico (Fig. 5). Es
uno de los pocos polimeros que puede ser modificado facilmente en cuanto a su estructura
estereoquimica, por polimerizacién, Es uno de los polimeros biodegradables sintéticos de
mayor uso, asi como de los mas ampliamente investigados.
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Figura 5. Estructura quimica del 4cido lactico y del PLA tras la polimerizacidn de su precursor.,

Isémeros

Ya que el 4cido lactico es una molécula quiral, existe en 2 formas estereoisémeras que dan
lugar a 4 polimeros diferentes: 2 polimeros estereorregulares, D-PLA y L-PLA y la forma
racémica D,L-PLA. Una cuarta forma, la meso-PLA puede obtenerse a partir de la D,L-
lactona pero se usa muy poco en la practica. Los polimeros derivados de los mondmeros
épticamente activos D y L, son materiales semicristalinos, mientras que el dpticamente
inactivo D,L-PLA es siempre amorfo. Generalmente, se usa mas frecuentemente L-APL que
D-PLA debido a que su hidrélisis da lugar a acido lactico L(+), que es el estereoisémero
natural del acido lactico. Las diferencias en cristalinidad de D,L-PLA y L-PLA tienen
importantes implicaciones practicas, ya que D.L-PLA es un polimero blando elegido
habitualmente para aplicaciones de liberacidon de farmacos y el L-PLA que es semicristalino,
es el compuesto preferido en aplicaciones donde se necesita altas propiedades mecanicas
y resistencia, como en suturas y dispositivos ortopédicos (Yallet y Munuera, 2000).

Caracteristicas y propiedades

El PLA es un polimero sintético, renovable, biocompatible, con una variedad amplia de
procesamiento, hidrofobico, presenta baja afinidad celular y su tasa de degradacion es
muy baja (Xiao et al, 2008). En cuanto a su solubilidad, se disuelve en cloroformo y otros
disolvente clorados o fluorados, como el dioxano, dioxolano y el furano. La degradacién del
PLA se realiza por hidrdlisis de los enlaces esteres y no necesita de enzimas que catalicen
esta reaccion. La degradacion de este poliéster puede efectuarse a altas temperaturas
por arriba de los 200°C, por fermentacion oxidativa, corte de la cadena principal y
reacciones de transesterificacion inter o intramoleculares (Garlotta et al, 2002). Este
biomaterial presenta baja reaccién tisular y una minima toxicidad, ya que los productos de
degradacion (acido lactico) son metabolitos que participan en el Ciclo de Krebs en los
procesos metabdlicos del organismo.

25



La sintesis del PLA puede darse por policondensacion directa o polimerizacién por apertura
de anillo del acido lactico. El PLA es de los pocos polimeros sintéticos aprobados por la
FDA comercialmente disponible para su produccién a gran escala en un rango amplio de
grados, su relativo bajo costo y sus propiedades lo hacen muy utilizado para infinidad de
aplicaciones (Averuos, 2008).

Aplicaciones Biomédicas

El PLA ha sido estudiado ampliamente para uso en aplicaciones médicas por su
biodegradabilidad y biccompatibilidad en el cuerpo (Fig. 6). Los principales ejemplos de
productos biomédicos en donde se ha utilizado, son dispositivos de fijacién de fracturas,
como: tornillos y placas (Ding et al, 2004). Fibras de PLA son usadas para la fabricacion de
suturas reabsorbibles,

Las micro y nanoparticulas son una importante categoria en los sistemas de liberacién de
farmacos usados en Medicina. Se han utilizado también en conductos y sistemas de
liberacién de farmacos para regeneracion de hueso y nervio (Ding et al, 2004).

Finalmente, en la Ingenieria de Tejidos, las matrices de PLA han sido usadas como
andamios porosos, encontrandoles un gran potencial en la reconstruccion de tejidos y
drganos dafiados (Avérous, 2008).

Ingenletia de Tefldos

Andamios poroso para la
remodelacion de tejidos,
Incluyendoveliga, cartilago,

N\ higado, piel y hueso
Sletema de liberacion Otros campos
Formas de dosificacién Membranas (cubiertas de
comopelets, microcapsulas, lesicnes); implantes y
microparticulas, etc, drogas dispositivos médicos
blanco, proetinas/péptidoy (clavos, tornillos, suturas)y
3 ‘: ’ ) liberacidnde RNA/DNA tratamientos
S dermatoldgicos .
> N A \.
- Gl 0
A .

Aplicaciones

biomédicas

Figura &, Aplicaciones del Acido Polilictico (Modificado de Xiao, 2008),
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ANTECEDENTES

En cuanto a la utilizacién del quitosano para la fabricacién de andamios en el drea de
Ingenieria de Tejidos se ha hecho bastante, ya sea linicamente con este polisacarido
natural o bien en combinacién con otros materiales. Y se han probado diversos tipos
celulares buscando la reparacion de diferentes tejidos o estructuras. En la siguiente tabla
se resumen algunos de los trabajos ya reportados.

Tabla 3. Andamios con base en quitesane aplicados en la Ingenierfa de Tejidos

Andamio Arquitectura Aplicacién Efecto Referencia

Quitosano-4cido Fibras Ligamento Adhesion Funakoshi et al,

hialurénico Proliferacion 2005
Produccién de MEC

Ruitosano- Porosa Vasos sanguineos  Adhesién Zhu et al, 2009

colagena Proliferacién Shietal 20086
Produccién de MEC

Guitosano- Hidrogel Tejido adiposo Induccion de Wu et al 2007

coldgena vascularizacion

Formacién de
tejido adiposo

Quitosano gelatina  Tubos Vasos sanguineos  Proliferacién

Migracién

Zhang et al, 2000

Quitosano - Porosa Fiel Citocompatibilidad Ma etal 2003
coldgena Infiltracidn
Proliferacion.
Quitosano- Porosa Piel Viabilidad Han etal 2010
coldgena y fibrina Reepitelizacién
Quitosano Porosa Piel Adhesidn Mohd Hilmi et al
Viabilidad 2013
Infiltracion
Quitosano- Fiel lyer et al, 2012
gelatina
Quitosano-FLA FPeliculas Piel Citocompatibilidad Yao et al, 2003
Quitosano -PLA Peliculas Fibroblastosy Control de Ding et al, 2004
hepatocitos Morfologia

(lineas celulares)

Sin embargo, hay pocos trabajos que se enfocan especificamente en la combinacién de
Quitosano y Acido Polilactico evaluando mas all4 de la viabilidad y la morfologia de las
células sembradas en estos andamios. Ademas otro factor importante a considerar es
que, todos los materiales que se han probado, provienen de un quitosano comercial,
obtenido por un método netamente quimico, por lo cual, no existe comparacién con el
copolimero que se propone en esta tesis, ya que, en ésta se utilizé un quitosano obtenido
por un procedimiento bioldgico quimico reportado ya por Pacheco y cols. 2010 que
mantiene mejores propiedades biolégicas. For otro lado Sothornvit y col. 2000
reportaron que las peliculas elaboradas a base de quitosano son fragiles, poco flexibles y
quebradizas, es por ello que se combinaron con PLA para que el copolimero en si, mejore sus
propiedades mecanicas.
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Cabe mencionar, que la sintesis y caracterizacién del copolimero QUI-PLA en cuestion se
realizé en un proyecto de tesis previo que ya ha sido publicado por Espadin et al, 2014. De
esta forma, se sentaron las bases para poder proceder a la evaluacion biolégica de este
copolimero en este trabajo.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las lesiones por quemaduras de segundo ylo tercer grado requieren cuidados
especializados en centros ad hoc con personal altamente calificado y con técnicas
avanzadas como las de la Ingenieria de tejidos.

El tratamiento para quemaduras profundas incluye la aplicacién de autoinjertos en la
lesion, sin embargo, una de las limitantes frecuentes es la ausencia de zonas donadoras de
piel sana del mismo paciente. Por otro lado, las cubiertas sintéticas actuales son caras y
poco disponibles en nuestro pais.

Actualmente existe gran cantidad de apédsitos y sustitutos cutdneos empleados para el
tratamiento de las lesiones de piel. Gran parte de ellos, han sido desarrollades fuera del
pais limitando su disponibilidad, y los pocos que se fabrican en México utilizan células
alégenicas, ademas de que no todos son aplicables para las lesiones por quemaduras. Por
otro lado, tienen un precio muy elevado y este costo se incrementa debido a que con
frecuencia las quemaduras abarcan extensiones corporales considerables.

El panorama en México, es que las quemaduras son un problema de Salud Publica y que
lamentablemente afectan al sector de la poblacién mas desprotegido econémicamente
hablando.

JUSTIFICACION

Es necesario caracterizar y desarrollar materiales que puedan ser posibles candidatos a
ser utilizados como sustitutos de piel que sean biocompatibles y proporcionen una
eficacia en el tratamiento de pacientes con quemaduras profundas.

Existe una alta demanda no cubierta de sustitutos cutaneos en el Sector Salud en México.
Unicamente en el CENIAQ més de 350 pacientes han sido atendidos y en su mayoria con
escaso0s recursos econémicos.

Es de notar que el caparazén de los camarones se desecha, sin embargo, puede ser
utilizado como fuente accesible de quitosano para la fabricacién de un andamio. La puesta
en marcha de técnicas dentro del laboratorio para aislar fibroblastos autdlogos y
expandirlos para después sembrarlos en un andamio de quitosano y posteriormente
colocarlos en pacientes con quemaduras profundas es una posible alternativa disponible y
de bajo costo para el tratamiento de estos pacientes.
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HIPOTESIS

Las peliculas del copolimero Quitosano-Acido Polilactico (Qui-PLA) presentan regiones con
alto contenido de Glucosamina y N-acetilglucosamina, las cuales se encuentran en una
diversidad de tejidos animales y mediante estas moléculas las células interaccionan con
sus matrices extracelulares; en base a esto, los fibroblastos sembrados sobre
copolimeros de Qui-PLA son capaces de reconocer la estructura similar a la de los
glicosaminoglicanos permitiendo adherirse a ellos y mantener sus capacidades
funcionales y morfolégicas, asi como su fenotipe diferenciado, haciendo de éstos un
material biocompatible.

OBJETIVOS

General: Determinar la biocompatibilidad de un copolimero (Quitosano-FLA) para el
desarrollo de un sustituto bioldgico dérmico para su uso en el tratamiento de quemaduras.

Especificos:

¢ Aislary cultivar invitro fibroblastos humanos.

e Cultivar invitro fibroblastos humanos sobre el material.

e Analizar viabilidad celular y adhesién de fibroblastos sembrados en el copolimero.

¢ Analizar la proliferacién celular de los fibroblastos en las peliculas de Qui-PLA.

¢ Evaluar la produccién de procoldgena | y tropoelastina de fibroblastos cultivados
en el copolimero.

e Evaluar la expresién génica de colagena |, elastina y fibrilina en los fibroblastos
sembrados en el biomaterial.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencidn y manejo de las biopsias

Las biopsias de piel provinieron de remanentes de circuncisiones de infantes realizadas en
el Instituto Nacional de Pediatria. Fueron donadas con el asentimiento informado de los
padres de familia.

Los criterios de inclusion fueron pacientes masculinos de O a 12 atios, prepucios sanos
sih ningun cuadro de infeccion ni alteracion genética o patologia asociada a piel. Criterios
de exclusion: pacientes mayores de 12 afios y con balanopostitis o alguna patologia que
afecte [a piel. Criterio de eliminacion: contaminacion de la biopsia.

Las muestras biolégicas se trasladaron en medio de cultivo DMEM con 5% de antibiotico
en condiciones estériles desde el Instituto Nacional de Pediatria hasta llegar laboratorio
en donde se procesaron. Se retiréd el tejido subcutaneo a las muestras con la ayuda del
bisturi y pinzas de punta fina, posteriormente fueron lavadas con PBS para retirar
residuos de sangre o de tejido adiposo.

Aislamiento de fibroblastos

Las biopsias de piel se fragmentaron para poder realizar la separacion dermoepidérmica
que se efectud con dispasa 2.4 unidades/ml (Gibco) durante 16 horas a 4°C y colagenasa
0.3% durante 3 horas a 37 °C en agitacién para la obtencidn de fibroblastos.

Al final de la primera digestion con dispasa, se separo la epidermis, de la dermis con unas
pinzas, La dermis se colocd en un tubo de 50ml con la solucidn de colagenasa en agitacion a
37 °C. Después de la digestion de las dermis, se filtro la suspension obtenida un colador
celular de 70um y después se centrifugd a 1000 rpm durante 10 minutos. El “pellet” se
resuspendio en medio DMEMYy se determiné el rendimiento por cm?y la viabilidad celular a
través de un conteo con azul de tripano.

Los fibroblastos obtenidos del aislamiento se congelaron en una solucion de Suero Bovino
Fetal (90%) y DMSO (10%) a -80 °C y se mantuvieron criopreservados de acuerdo a como
se requirieron para su siembra.

Cultivo de fibroblastos in vitro

Se descongelaron los fibroblastos en cultivo primario para su expansion hasta el pase dos.
Los cultivos celulares se mantuvieron en cultivo en Medio DMEM/F12 (Gibeo)
suplementado con 10% de Suero Bovine Fetal (SBF) (Gibco) y 1% de antibidtico en una
incubadora (Thermo Scientific) a 37° C y a 0.5% de CO,. Se reemplazé el medio cada
tercer dia hasta llegar al 90% de confluencia. Los fibroblastos adherentes se obtuvieron
de las cajas de cultivo utilizando Tripsina- EDTA 0.05% (Gibco).
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Peliculas de Quitosano- PLA

Sintesis

Los biomateriales fueron provistos por el Departamento de Biopolimeros de la Universidad
Auténoma Metropolitana plantel Iztapalapa. La quitina utilizada como materia prima se
extrajo de restos de exoesqueleto del camarédn Litopeneaous vanameii y se obtuvo el
quitosano mediante un procesamiento biolégico- quimico, iniciando con una fermentacién
lactica empleando Lactobacillus sp. El quitosano obtenido tuve un peso molecular de
900kDa y un grado de acetilacion del 2.6% Mientras que el Acido Lactico fue adquirido en
JT Baker. Los catalizadores en las reacciones de sintesis fueron trietanoclamina (TEA) y
acido sulfonico p-tolueno (p-TSA), ambos de Sigma Aldrich.

Se sintetizaron 4 tipos de copolimeros:

~Copolimero A: 160ml de quitosano, 40 ml de D- 4cido lactico mas catalizador p-TSA
-Copolimero B: 160ml de quitosano, 40 ml de L- lactico mas catalizador p-TEA
-Copolimero C: 160ml de quitosano, 40 mlde D- acido lactico y sin catalizador
-Copolimero D: 160ml de quitosano, 40 ml de D- 4cido lactico, sin catalizador mas
sorbitol.

Las mezclas obtenidas fueron vertidas en cajas Petri y se dejaron secar para se formaran
peliculas de aproximadamente 100 Um de grosor.

La tabla siguiente enlista los lotes que se usaron durante este proyecto.

Tabla 4. Lotes de copolimeros de Qui-PLA probados para analizar su biocompatibilidad

LOTE | SUBLOTE | Caracteristicas generales
1 AB,CD Quitosano quimico-bioldgico
No purificados acetona
Sin lijar
2 AB.CD Quitosano quimico-bioldgico
Furificados con acetona
Lijados
3 C Quitosano quimico-bioldgico /Purificados con acetona / Lijados
4 C Quitosano quimico-bioldgico /Purificados con acetona
5 C Quitosano quitmico (comercial) / Purificados con acetona

FPurificacion con acetona de las peliculas Qui-FLA

Las peliculas sintetizadas se purificaron en un “soxhlet” con acetona (Sigma) para retirar
por completo el monémero de acido lactico que no reacciond. El tiempo de purificacién se
ensayd a las 12 y 186 horas. Este procedimiento se realizé por el Departamento de
Biopolimeros, UAM.

Esterilizacion y desgaste superficial de las peliculas

Los copolimeros se cortaron en circulos y se esterilizaron con luz UY durante 10
minutos por cada cara del material en un “Cross Linker” (BLX-254 Vilber Lourmant,
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Germany). Los lotes de copolimeros 2-5 se desgastaron superficialmente con una lija
P&OO por ambas caras haciendo movimientos circulares homogéneos sobre el material,
hasta que la superficie tuvo una apariencia opaca.

Hidratacion de peliculas previo al sembrado

Las peliculas se lavaron con diferentes soluciones, entre ellas: Solucién Salina Balanceada
de Fosfatos (PBS) (Gibco), Medio DMEM F12, medio alcalino al 0.1M de NaOH y agua
desionizada estéril. El nimero de lavados asi como su orden se determinaron con la
experimentacion. Las condiciones de lavado que se probaron en la siguiente tabla.

Tabla 5. Condiciones de lavados realizados para neutralizar la acidez de las copolimeros de Qui-PLA.

LAYADO  Descripcién

A 7 lavados con Medio DMEM sin suplementar
B 10 lavados con PBS

1 lavado con Medio DMEM sin suplementar
c 10 con lavados PES

3 lavados con Medio DMEM alcalino

1 lavado con Medio DMEM sin suplementar
D 10 con lavados con FBS

2 lavados con Agua estéril

3 lavados con Medic DMEM alcalino

2 lavados con Agua estéril

T lavado con Medio DMEM sin suplementar

Sembrado en copohheros Qui-PLA

Los copolimeros con los fibroblastos se cultivaron en placas de 926 pozos (Costar)
recambiando el medio de cultivo diariamente. Se probaron diferentes variantes para el
sembrado de las peliculas, como lo refiere la siguiente tabla. Se sembraron 50 000
fibroblastos /cm? en pase 3.

Tabla ©. Tipos de siembra que se probaren para cultivar los copolimeros Qui-PLA,

Dia de sembrado Al dfa siguiente de ser lavadas
En el mismo dia de ser lavadas

Hidratacion de las peliculas Secas
Semisecas ( 2 horas de secado)
Himedas

Sembrado de las células Por regiones

Resuspension
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Pruebas biologicas

Viabilidad celular

Se determiné la viabilidad de los fibroblastos sobre los copolimero mediante el "Kit”
LIVE/DEAD® Viability/Cytotoxicity Kit for mammalian cells (Invitrogen) que consistié en
una prueba con calceina y homodimero de etidio. Los copolimeros sembrados con las células
se les retiré el medio de cultivo, se lavaron con PBS y se les adiciond una Solucién de Hanks
con la calceina (O.5um/ml) y homodimero de etidio { Tum/ml) a los copolimeros sembrados,
ser incubd por 45 minutos y al final de este tiempo, se lavaron 2 veces con PBS y se
montaron en un portaobjetos con FPBS-Glicerol. Posteriormente se observaron con
Microscopia de fluorescencia en un Confocal LSM 780 Carl Zeiss para la obtencién las
imagenes.

Para obtener el porcentaje de viabilidad y mortalidad se realizé un conteo celular. El
analisis de la confluencia de células viables se realizo con el programa Image J® midiendo
dreas ocupadas por las células viables y calculando la media y la error estandar de los
ensayos por triplicado. El andlisis estadistico para la comparacion de porcentajes de
confluencia en los tipos de siembra se realizé mediante la Prueba de Tukey en el programa
GraphPad Prism B.

Adhesion celular

Los copolimeros del lote 1-5 sembrados con fibroblastos se fijaron con Glutaraldehido al
2.5% (Sigma) por 30 minutos a los dias 2, 4, 6 y & de cultivo. Se realizaron 2 lavados con
PBS antesy después de adicionar el fijador. Finalmente los copolimeros se mantuvieron a
4°C en solucién de fosfatos hasta su analisis con un Microscopio Electrénico ESEM XL 30
Phillips.

Para el lote 6, se realizaron inmunofluorescencia contra la Cinasa de Adhesién Focal {(FAK).
El procedimiento fue el ya mencionado antes, se usé como anticuerpo primario FAK
(Abcam ab 38512) a una dilucién 1:100 mientras que el anticuerpo secundario fue Alexa
594 (Invitrogen A-11001) dilucidn 1:300. Los niicleos fueron tefiidos con DAPI (Sigma)
(10mg/ml) con una dilucién 1:1000 durante 10 minutos. Al final, se lavaron con PBS dos
veces y se tifieron las fibras de actina del citoesqueleto con faloidina 0.025ul/ml (Alexa
547 Invitrogen) dejando incubar 20 minutos a temperatura ambiente. Por lltimo, se
lavaron con PBS y se montaron en portaobjetos con PBS-Glicerol.

Proliferacion celular

Se realizaron inmunofluorescencias para evaluar la proliferacién. Los copolimeros
sembrados se les retiré el medio de cultivo y fueron lavados con PBS durante 5 minutos.
Se fijaron con PFA AL 2% durante 20 minutoes y se lavaron con PBS. Después se realizé el
mismo protocolo que se siguid para hacer las inmunofluorescencia de los criocortes
descrito antes. El anticuerpo primario Ki67 (Biolegend) se utilizé a una dilucién 1:100 y el
anticuerpo secundario fluoresceinado Alexa 4868 (Invitrogen A-21203) dilucién 1:300.
Los nicleos fueron tefiidos con DAPI (Sigma) {10mg/ml) con una dilucién 1:1000 durante
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10 minutos. Al final, se lavaron con PBS 2 veces y se montaron en un portaobjetos con
PBS-Glicerol.

La estimacion del nimero de células proliferando se realizé con conteo mediante el
programa lmage J®. Los datos de los ensayos por triplicado fueron procesados en
GraphPad Prism 5 para obtener su media y su error esténdar.

Sintesis de proteinas de matriz

Se realizaron inmunohistoquimicas e inmunofluorescencias contra Procolagena |, y
tropoelastina.

Para el caso de las inmunchistoquimicas, las peliculas sembradas se lavaron con PBS
después de retirarles el medio y se fijaron con PFA 2% durante 20 minutos a 4°C. Se retiré
el fijador y se lavaron nuevamente antes de adicionar una solucién de peroxido de hidrogeno
al 0.3% durante 20 minutos. Se continud lavande con FBS y después se bloqued con PBS
fAlbimina 1% por 20 minutos. Los anticuerpo primarios Procolagena | (Dilucién 1:50) y
Tropoelastina (Dilucidén 1:100) se dejaron incubando a 4oc toda la noche. Al siguiente dia,
se lavaron con PBS y se les adiciond el anticuerpo secundario antiratén y anticonejo
respectivamente a una dilucion 1:100 del “Kit ABC Vectastain” durante una hora. Se lavé
con PBS y se incubd durante 30 minutos con el complejo A/B del “Kit” antes mencionado.
Nuevamente se lavé con PBS y se agregé la diaminobenzidina (DAKO) a 0.02ul/ml durante
unos minutos hasta que aprecié sefial café en el corte. Para detener esta reaccidn, se lavé
con agua destilada y se tifié con hematoxilina de Harris para evidenciar los niicleos, se
realizaron posteriormente lavados con agua para eliminar el colorante y finalmente se
montaron en portaobjetos con gelatina. Al dia siguiente se capturaron las fotos en un
Microscopio Zeiss Imager Z2.

Para las inmunofluorescencias, se fijaron con Paraformaldehido (FFA) al 2% durante 20
minutos y se siguié el mismo procedimiento que se ha estado realizando para esta técnica.
Los anticuerpos primarios fueron: Procolagena | (Dilucién 1:50) y Tropoelastina (Dilucion
1:100), mientras que los anticuerpos secundarios fueron Alexa antiraton 488 y Alexa
594 anticonejo (Invitrogen A-21203 y A-11001) respectivamente en una dilucién
1:300. Los niicleos fueron tefiidos con DAPI (Sigma) (10mg/ml) con una dilucion 1:1000
durante 10 minutos. Al final, se lavaron con FPBS 2 veces y se montaron en un
portaobjetos con PBS-Glicerol. Las imagenes fueron capturadas con un microscopio
Confocal LSM 780 Carl Zeiss.

Tincion de Verhoeff

Los cortes se desparafinaron 10 minutos a 60°C y después se rehidrataron en xilol,
alcoholes (100%-70%) y agua destilada. La primera tincidn se realizé con el colorante de
Verhoeff durante 15 minutos después lavé durante 20 minutos con agua. La siguiente
tincién fue con Cloruro Férrico 2% para diferenciar las fibras elasticas de un color negro y
posteriormente con Tiosulafato de sodio 5%. Se lavé con agua destilada por 5 minutos y
se tifio con Solucién de Van Gieson para contrastar. Los cortes se deshidrataron y se
montaron en resina.
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Inmunfluorescencia contra Elastina y Colagenal |

Los criocortes guardados a -20° C y se lavaron con agua destilada y PBS. Se bloquearon
con una solucién de PBS/Albimina 1%, y se permeabilizé a con triton 0.3% durante 20
minutos a 4° C. Posteriormente se le agrego el anticuerpo primario, Tropoelastina (Abcam
ab 21600) a una dilucién 1:100 y procolagéna | (Sigma C2456) 1:50 y se dejé incubar
durante toda la noche a 4 °C. Al siguiente dia, se lavé con PBS durante 10 minutos y se
agregd el anticuerpo secundario, Alexa anti mouse 4868 y Alexa 524 anti conejo
(Invitrogen A-21203 y A-11001 respectivamente) en una dilucién 1:300 que se incubd
durante 2 horas a 37 °C y en oscuridad. Se retird el anticuerpo secundario y se lavo con
PBS -Tritén al 0.3% durante 10 minutos y después con PBS. Finalmente se montaron con
DAPI Yectastain para la tincidn de niicleos y se guardaron a 4°C protegidos de la luz hasta
su andlisis en el Microscopia de fluorescencia en un Confocal LM 780 Carl Zeiss

Andlisis de expresion génica

Se extrajo RNA de los fibroblastos de cinco pacientes en dos condiciones: fibroblastos
pase 2, cultivados en frascos de poliestireno y fibroblastos sembrados sobre copolimero
en pase 3, ambos extrayéndose a los & dias de cultivo. La extraccion de RNA se realizé a
través del “RNeasy Plus Mini Kit” (Quiagen). Al inicio, se retiré el medio en que se
encontraban las células, se lavé con PBS y se agregd buffer de lisis; con ayuda de un
separador celular, se recuperd el extracto celular y se trasladé a tubos “eppendorf”
tratados con DPCE. Mediante los componentes del Kit mencionado, se aislé y purifico sélo
el RNA. La cuantificacion del acide ribonucleico se determiné con el equipo “Nanodrop”
(Thermo Scientific). Posteriormente se llevé a cabo la RetroTranscripcion para obtener
DNAc y efectuar [a PCR-TR mediante “QuantiTect Reverse Transcription Kit” (Quiagen) en
el “Thermal Cycle 2720 (Applied Biosystems). La PCR- Tiempo Real se realizé con
“QuantiTect BYBR Green PCR Kit” {Quiagen} en el “Rotor Gene” (Quiagen). Los “primers”
que se utilizaron pertenecen a la plataforma "QuantiTec Primer Assay” de Quiagen y
correspondieron a Procolagena 1(QTO0037793), Tropoelastina (ATO0034594) y
Fibrilina (QTO0O024507). Se uséd actina (QATO0095431) y GADPH (QTO1122646)
como genes constitutivos en la PCR.

Finalmente, los valores obtenidos de la expresion de los genes de interés fueron analizados
con el programa REST® 2009 aplicando una prueba no paramétrica preestablecida por
Quiagen.
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RESULTADOS

Aislamiento de fibroblastos por digestion con colagenasa.

El aislamiento de los fibroblastos se realizé primero mediante la separacién
dermoepidérmica y posteriormente por digestion de la dermis. En |la Figura 7 se observa la
piel después de la incubacién con dispasa (separacion dermoepidérmica) con la cual fue
posible separar epidermis de la dermis.

Figura 7. Separacién dermoepidérmica tras su incubacién con dispasa (2.4u/ml).La epidermi delgada y
traslicida (B) y las dermis de color blanco y mas gruesa conrespecto a la epidermis(C).

Las biopsias procesadas provenian de pacientes de diferentes edades (Tabla 7). Aunque
las muestras presentaron diferente tamafio, en la tabla 7 se enlista el nimero de
fibroblastos obtenidos por cm 2, asi como el porcentaje de viabilidad que se obtuvo tras la
digestion con colagenasa. El promedio del rendimiento celular de todas las biopsias fue de
1.96x 10° células /cm* con una desviacién estandar de 7.5 x10° mientras que el
porcentaje de viabilidad promedio fue de 91%.

Tabla 7. Rendimiento celular y porcentaje de viabilidad de los fibroblastos aislados. Las biopsias
seleccionadas para ser cultivadas sobre los copolimeros de Qui-FLA se denotan con letras (A-E).

No. Edad del % de viabilidad Rendimiento
biopsia  donante celular celular

(#células/cm?)
1 4 94 9.4 x10°
2(A) 4 g3 1.048x 10°
e & 96 2.6x10°
4 b 95 1.4x10°
5 12 20 1.7 x10°
6(B) 6 g1 1.02x 10°
7 10 &2 2.4x10°
8(C) 6 a1 2.6x10°
g(D) 6 83 2.9x 10°
10 12 &6 21x%x10°
T1(E) 7 20 2.3x 10°
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Se seleccionaron 5 biopsias y se utilizaron sus fibroblastos para ser sembrados en las
peliculas de Qui-PLA, Los criterios para la seleccidn fueron el rendimiento celular, la edad y
la viabilidad celular.

En relacién a la edad, de manera arbitraria se eligieron los fibroblastos provenientes de los
pacientes mas jovenes, en un intervalo de 4-7 afios. El rendimiento celular fue un criterio
secundario que también se valord, por lo que a pesar que las biopsias 3, &, 15 presentaron
rendimientos mayores a los 2 millones de fibroblastos /cm? éstas no fueron seleccionadas
por la edad de los pacientes que provenian y en alguno de los casos, también por la
viabilidad celular que fue otro de los criterios que se tomé en cuenta. Se consideraron
fibroblastos de pacientes de edades en un intervalo reducido para disminuir la variabilidad
per se de las células, ademds de que las fibroblastos entre mas jovenes, mayor es su
capacidad proliferativa.

Tomando en cuenta sélo las biopsias elegidas, la viabilidad celular fue de 91.6% y el
rendimiento celular promedio de 2.01x10° células /cm?,

Expansion de fibroblastos para su sembrado en los copolimeros de Qui-PLA.

Los fibroblastos recién aislados se congelaron de 4-7 meses a -80°C, fueron
descongelados para mantenerse en condiciones estandares de cultivo hasta el segundo
pase. Cuando estuvieron al 90% de confluencia se tripsinizaron para ser resembrados. En
la Figura & se muestra un cultivo de fibroblastos in vitro en donde se observa la morfologia
de las células cuando se sembraron en frascos de cultivo durante el transcurso del
proyecto. Se hace énfasis en la morfologia evidenciando que en condiciones estandares
este tipo celular presenta una morfologia fusiforme, extendida o alargada que a pesar de
que los fibroblastos fueron congelados, este proceso no afecté la morfologia ni la viabilidad
celular.

Figura &. Morfologia fusiforme tipica de fibroblastos aislados de prepucio y mantenidos en frascos de
cultivo. Los fibroblastos adoptaron esta morfologia desde las 24 horas posteriores a su siembra.

37



Cultivo de fibroblastos en el copolimero de Qui-PLA

Los fibroblastos fueron cultivados en diferentes lotes y sembrados en el pase tres. El
primer lote estuvo conformado de 4 sublotes (A, B, C y D). En la tabla & se enlistan las
caracteristicas observadas de cada uno de los sublotes correspondientes al primer lote.

Tabla &. Caracteristicas fisicas y quimicas del primer lote de Qui-FLA, sublotes A, B,CyD.

SUBLOTE Caracteristicas

A Con catalizador 1

Reaccién por policondensacion
Color oscure

Rugoso

Con catalizador 2

Reaccion por apertura de anillo
Color oscuro

Rugoso

Sin catalizador

Reaccidn por policondensacion
Color claro

Liso

Sin catalizader pero con serbitol
Reaccion por policondensacion
Color claro

Liso

Enla Tabla &, se observa que en cuanto a sus caracteristicas fisicas, los copolimeros Ay B
eran de un tono mds oscuro con superficies rugosas. En tanto que el polimero C y D
tuvieron en comin que ambos eran mas claros, lisos, mas delgados con respecto a Ay B.
En cuanto a su sintesis, al sublote A y B se les adicionaron un catalizador, mientras que Cy
D no. Este liltimo tiene sorbitol D que sirvié como un plastificante para la mejor formacion
de la pelicula. Las reacciones de sintesis para A, C y D fueron la misma, por
policondensacién, y solo el sublote D fue mediante una reaccion de apertura de anillo.
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La siembra en seco del primer lote, presentd algunas limitantes que dificultaron el cultivo
de los fibroblastos sobre el material. Algunas de ellas fueron: el cambio de tamaiio de las
peliculas al ser lavadas y después secadas lo que no permitié cubrieran perfectamente el
fondo del pozo donde se colocaron y cultivaron (Fig. 9C, C*); y por otra parte, la
modificacion en la forma del material (Fig. 9 A, A"), ya que cuando las peliculas se secaban,
dejaban de estar planas y se ondulaban propiciando que la gota que contenia las células se
desbordara y cayeran gran parte de ellas por debajo de |las peliculas.

Figura 9, Modificaciones de las peliculas después de su lavado. En C, C” el aumento de tamafioc yen A, A’ la
modificacidn de su forma plana a ondulada después de secarse.

Para el lote 2, los componentes y la reaccion de sintesis de los sublotes A, B, C, y D se
mantuvieron, los rasgos adicionales fueron: la purificacién con acetona que se les aplicé
después de la formacidn de las peliculas y un mayor tiempo de despigmentacién para
aclarar el color de los copolimeros. La siembra de los fibroblastos se realizé en hiimedo y
por regiones para evitar el que las células cayeran por debajo de la pelicula. Las
caracteristicas de los nuevos sublotes son enlistadas en la Tabla 9.
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Tabla 9. Caracteristicas fisicas y quimicas de los Copolimeros de Qui-PLA sublotes A, B, C, D del segundo
lote con la implementacidn de la purificacién con acetona

SUBLOTE Caracteristicas

A Con catalizador 1

Reaccion por policondensacion
Coler claro

Liso

Purificacion con acetona 12
horas

Con catalizador 2

Reaccidn por apertura de
anillo

Color claro

Liso

Purificacion con acetona 12
horas

Sin catalizador

Reaccion por policondensacion
Color claro

Lise

Purificacion con acetona 12
horas

Sin catalizador pero con
sorbitol

Reaccidn por policondensacion
Color claro

Liso

Purificacion con acetona 12
horas

A partir del lote 3, inicamente se evalud el sublote C.

La formacion de agregados celulares se presentéd desde el primer dia de cultivo
independientemente del tipo de siembra.

El cultivo de los fibroblastos sobre las peliculas mostré un rasgo en comin en los
diferentes tipos de siembra que se estudiaron en este trabajo. Este fue la presencia de
agregados celulares desde el primer dia de cultivo sobre los materiales.
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Con el fin de determinar si la formacion de los agregados estaba influenciada con la manera
de sembrar los fibroblastos, se comparé sembrar en las peliculas secas colocando las
células en una gota de medio e incubar durante 2 horas antes de agregar el medio total,
sémicas y sembrarlas en himedo por regiones sobre el copolimero, o cubriendo el material
completamente con un volumen de medio en el cual las células estuvieron resuspendidas.

En los tres tipos de siembra, los fibroblastos se observaron individuales inmediatamente
después de sembrados (Fig. 10 A, B.C)

Figura 10, Siembra de fibroblastos en copolimeros Qui-FLA, En A, siembra seca, B siembra semiseca 2 horas,
C hiimedo por regiones y D himedo resuspensién, En los paneles inferiores se observan las células después
de un dia de cultivo sobre la pelicula. En todos los casos se formaron agregados celulares, {Barra 100um)

No obstante, independientemente de si el copolimero fue sembrado en seco o en hiimedo, o
si las células se sembraron en regiones o en resuspension, se observd la presencia de esos
cUmulos al siguiente dia de su siembra sobre el andamio (Fig.10,A’-C"), lo que sugiere que
posiblemente la razén por la cual los fibroblastos pierden su individualidad y se organizaron
en esos agregados podrian estar relacionados con la interaccion que tienen los
fibroblastos con el copolimero de Qui-PLA y no con una ineficiente tripsinizacion de los
fibroblastos o con el método de sembrado.

Una vez que se logré cultivar fibroblastos humanos sobre las peliculas, se evalué si estando
en la condicion de agregados, o de manera individual, las células se mantenian vivas o no, por
lo que se procedid a evaluar si viabilidad.
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Viabilidad celular

La acidez dellote 1 de copolimeros de Qui- PLA afectd la viabilidad de los fibroblastos.

El primer lote de copolimeros tuvieron un pH acido, y debido a que este pH no es compatible
con ningun cultivo celular, se procedié a determinar qué condicién de lavado era el mas
adecuado para neutralizar y promover la biocompatibilidad de los lotes con los fibroblastos
de prepucio (Tabla 5). La condicién de lavado A fue ensayada con medio DMEM y se observé
que para los 4 sublotes de copolimeros el medio viraba a un tono amarillo inmediatamente,
lo que indicaba la acidez de las peliculas.

Se implementé, la condicion de lavados B utilizando PBS y medio DMEM neutro, sin
embargo no se logré abatir la acidez y esto se vio reflgjado en las pruebas de viabilidad
como lo muestrala Figura 11, en donde los copolimeros Ay B se encontraron los més altos
porcentajes de células muertas, en el copolimero D el porcentaje de vivas y muertas es
similar mientras que fue en el copolimero C donde mayor porcentaje de viabilidad se
presentd con respecto a los otros tres, sin embargo con un 40% de mortalidad. Los
fibroblastos se apreciaron en los 4 sublotes conuna morfologia redonda.

Copolimero A " Copolimero B Copolimero € Copolimero D

2

k4

% de células

% de células

% de células
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% de células
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Vivas Muertas

Vivas Muertas Vivas Muertas

Vivas Muertas

Figura 171. Viabilidad de fibroblastos al 5° dfa de cultivo en Copolimeros Quitosano-FPLA lote 1, sublotes A,
B, C, D, posterior a los lavados con medio neutroy PES. Enverde las células vivas y en rojo las muertas. Las
graficas corresponden al porcentaje de viabilidad y mortalidad en cada lote.

Debido a que el porcentaje de viabilidad en l1a mayoria de los lotes de copolimeros estuvo
por debajo del 60%, se implementé la condicidn de lavade C con medio alcalino, como
alternativa para neutralizar la acidez de las peliculas.

Los lavados con medio alcalino aumentaron la viabilidad celular del lote 1

Con la implementacién de los lavados alcalinos, la viabilidad aumentd. Sin embargo la
morfologia de los fibroblastos fue redonda aiin en células viables (Fig.12). lLas graficas
(Fig.12) muestran que en los sublotes A y B, la viabilidad se encuentra oscilando entre el
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30 y 35%, y sdlo el lote C y D rebasa el 50% de viabilidad, nuevamente el copolimero C
muestra el mayor porcentaje de células vivas con un 78%.

Copolimero B Copolimero C

“/al de células
% de células
Y% de células
% de células

Vivas Muertas Vivas Muertas Vivas Muertas -Vivas Muertas

Figura 12. Viabilidad de fibroblastos en el 5° dia de cultivo sobre copolimeros Qui-PLA, lotes A, B, C, D
después de la neutralizacion con los lavados alcalinos. Los lotes A, B muestran un porcentaje de viabilidad
menor 50%, el D de 50%, mientras que sdlo el lote C mostré el mayor porcentaje de células vivas, En los
cuatro lotes, los fibroblastos no mostraron una morfologia extendida.

Para aumentar el porcentaje de viabilidad de las peliculas, se sintetizé un segundo lote
purificandolo con acetona

Purificacion con acetona neutralizd Ia acidez de las peliculas dellote 2 y aumento la viabilidad celular hasta un
0%

La viabilidad celular se incrementé cuando los copolimeros tuvieron un pH fisiolégico. Las
graficas muestran como los lotes A, C y D alcanzaron el 80% de viabilidad y el B estuvo
cerca de esta cifra. Sin embargo a pesar de que los fibroblastos fueron viables, su
morfologia seguia siendo redonda. El quitosano presenté autofluorescencia que fue
evidente al momento de capturar las imagenes (Fig. 13).
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Figura 13. Viabilidad de fibroblastos sembrados en copolimeros de Qui-PLA en sublotes A, B, C, D purificados
con acetona El copolimero C mostré el mayor % de viabilidad con un £5%. La morfologia de los fibroblastos no

fue la habitual de os fibroblastos.

La viabilidad celular se logrd incrementar en los 4 sublotes probados, sin embargo en
ninguno de ellos se pudo observar que los fibroblastos adoptaran una morfologia
extendida, como tipicamente ellos la presentan. Por tal razon, se lijaron las superficies de
las peliculas para conocer si esto teniendo algiin efecto en la merfologia de los fibroblastos

viables,

El desgate de la superficie de los peliculas del lote 2 mejord la morfologia de los fibroblastos viables sdlo en los

sublotes Cy D

4 1z

Se lijé la superficie de los copolimeros A, B, Cy D y se aplicé la condicién de lavado D. Las
pruebas de viabilidad mostraron que de los 4 sublotes de copolimeros, en el copolimero C y
D se observaron fibroblastos alargados, y con una viabilidad mayor al 80% (Fig. 14). En el
resto de los sublotes, aunque vivas, las células se observaron redondas y con una
confluencia del 5%, menor con respecto a los copolimeros CyD.
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Figura 14, Viabilidad (A-D) de fibroblastos al 5° dia de cultivo sobre los copolimeros de Qui-PLA ,sublotes A,
B, C.D en donde se implementd la purificacion con acetona y el lijado de la superficie. 56lo en los copolimeros
Cy D se observd la morfologia tipica de los fibroblastos.

De acuerdo a los resultados de los 4 sublotes del lote 2, en donde fueron purificados con
acetonay lijados, los copolimeros C y D sobresalieron por tener los porcentajes mas altos
de viabilidad y la morfologia extendida con respecto a los copolimeros A y B, se continué
trabajando con los copolimeros C y D que fueron los que mostraron una confluencia mayor
sobre las peliculas y una morfologia extendida de las células.

La viabilidad de los fibroblastos se evalué a 12 dias de cultivo inicamente en los sublotes
C y D que habian sido los de los mejores resultados. Se observé que ambos mantuvieron un
porcentaje de viabilidad superior al 20%, sin embargo solo el copolimero C mostré a los
fibroblastos extendidos y ya cubriendo gran extension de su superficie con una confluencia
del 78% (Fig.15C).

Figura 15, Viabilidad de fibroblastos a los 12 dias de cultivo en copolimeros CyD purificados con acetona y
lijados, Nétese que inicamente en C se conservd la morfologia extendida,

Basandose en que a los 12 dias de cultivo, en el copolimero D las células no se observaron
con una morfologia extendida y retomando los resultados de viabilidad obtenidos desde el
lote 1, en donde C siempre fue el sublote con el mayor porcentaje de células vivas, se
concluyd seguir trabajando tinicamente con el lote C. De esta manera se evalué la viabilidad
del copolimero C a otros tiempos.
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El copolimero C mostrd una viabilidad cercana al 1007 alos 15 dias de cultivo

Ellote 3 de copolimero C que se trabajé para continuar los objetivos de este proyecto, fue
purificado con acetona durante 12 horas, fue lijado, hidratado con la condicién D de lavado
yadescritay sembrado en himedo el mismo dia en que se efectuaron los lavados.

El sembrar en hiimedo aumenté la probabilidad de que las células se mantuvieran sobre el
copolimero ya que las peliculas no se plegaron ni ondularon estando hiimedas. Por otro
lado, la implementacién de los lavados con agua desionizada y estéril después de los
lavados con PBS y medio alcalino, logré lavar los restos de dichas solucioties que pudieran
afectar alos fibroblastos.

La combinacion de purificar con acetona y aplicar la modalidad de lavado D, propicié que se
obtuvieran unos mejores resultados tanto de viabilidad, de morfologia, asi como de
confluencia celular sobre el material. A continuacion se muestran las imagenes de las
pruebas de viabilidad evaluadas a 3 diferente tiempos, 5,10y 15 dias de cultivo en placas
de 48 pozos (Fig. 16).

VIABILIDAD CELULAREN COPOLIMERO C
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Figura 16. Viabilidad de fibroblastos sobre el copolimero C purificado con acetona y lijado A) 5 dias, B) 10
dias y C) 15 dias de cultivo. En verde las células vivas, con una morfologia extendida que gradualmente van
cubriendo la superficie del material.

Los resultados de viabilidad fueron mayores al 90% y se observaron agregados o cimulos
celulares en donde los fibroblastos se mantuvieron redondos. Debido a esto, no fue posible
hacer un conteo, asi que se calculé el porcentaje de la confluencia sobre el copolimero.
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Se observé que a los 5 dias de cultivo, hube presencia de algunos agregados celulares y
posteriormente a los 10 y 15 dias se observaron a los fibroblastos individuales y
extendidos. Debido al arreglo agregado que presentaron, no fue posible cuantificarlos pero
se calculé el porcentaje de confluencia promedio que mantuvieron en cada uno de los dias
evaluados. De esta manera se obtuvo que a los 5 dias de cultivo, los fibroblastoes cubrieron
el 16% de la superficie, a los 10 dias el 37% y a los 15 dias un 56% de la superficie del
copolimero. Los fibroblastos mostraron un porcentaje de viabilidad de 97% y con una
tendencia a lo largo de los dias a alcanzar una confluencia.

Para determinar si el modo de siembra o procedencia de las células estaban influyendo en la
viabilidad y confluencia, se compararon dos tipos de siembra: la semiseca y la hiimeda.

La todalidad de siembra en hiimedo en resuspension fue la que mayor confluencia de células viables mostro con
respecto ala semiseca de 2 horas.

Se realizaron pruebas de viabilidad con los fibroblastos provenientes de 5 pacientes alos
2,4, 6y & dias. El porcentaje promedio de viabilidad para el dia 2 en ambas modalidades de
siembra fue del 96%, aunque las células se observaron formando en su mayoria
aglomerados (Fig.17).

A los 2 dias de cultivo, las pruebas de viabilidad revelaron que en el caso de siembra en
semiseco, la confluencia promedio para todos los pacientes fue de 4% observandose a los
fibroblastos en agregados aislados en donde las células del paciente B y E se pudieron
apreciar extendidas (Fig. 17B, E).

Para el caso de la siembra en himedo y resuspensién, los fibroblastos se observaron
también en agregados pero en mayor cantidad, lo cual se vio reflgjado en la confluencia
promedio para los 5 pacientes, siendo ésta de &%, duplicando el valor obtenido en la otra
modalidad de siembra. En la siembra en himedo también se observaron fibroblastos
extendidos del paciente Ay D (Fig.17 A’, D”). Cuando se compraron por paciente, los tipos
de siembra, se encontro que de acuerdo al andlisis estadistico, sélo en el paciente D existié
una diferencia significativa en la confluencia mostrada, sugiriendo que la siembra en
himedo promovia una mayor confluencia.
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Figura 17. Viabilidad a los 2 dias de cultivo para fibroblastos provenientes de 5 pacientes (A, B, C, D, E)
sembrados sobre copolimero C cara lisa lifada. FPaneles superiores probando la siembra 2 horas de secado y
en los inferiores, siembra en himedo y resuspensidn. Prueba de Tukey mostré diferencias significativas en el
paciente D al comparar los tipos de siembra (p= 0.0036, p>0.05).

En la Figura 18 se muestran los resultados de viabilidad a los 4 dias de cultivo, donde el
porcentaje promedio fue de 95% sin embargo, contrastando los tipos de siembra,
huevamente se observé mayor nimero de células fusiformes en la siembra del copolimero
en himedo y resuspension. Los aglomerados celulares persistieron en ambos tipos de
siembra, semiseca y himeda.

En la modalidad semiseca, la confluencia promedio de los & pacientes fue del 6%,
observandose en el paciente B el valor mds alto de esta modalidad. Para la siembra en
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humedo, la confluencia promedio fue de 17% en donde los fibroblastos del paciente D
tuvieron el mas alto valor de confluencia dentro de esta modalidad y de la semiseca.

Se encontro que los fibroblastos provenientes del paciente B que se habian mantenidos
extendidos a los 2 dias de cultivo siembra en seco, a los 4 dias no conservaban esa
morfologia y que eran las células del pacientes D quienes la presentaban junto con las del
paciente E que en ambas evaluaciones los fibroblastos se mantuvieron extendidos. Parala
siembra en himedo, las células del paciente A que a los 2 dias habian mostrado
fibroblastos extendidos, a los 4 dias ya no mostraron esa morfologia y sdlo las del
paciente D se mantuvieron asi tanto alos 2 como alos 4 dias. Las células del paciente C si
continuaron tanto en el dia 2 y 4 con una morfologia redonda y para los dos tipos de
siembra.

De manera global, a los 4 dias y de acuerdo a los resultados de viabilidad y confluencia y
morfologia se tuvieron las cifras mas altas en la siembra en humedo y en resuspension.
Nuevamente, el lnico valor significativo entre pacientes contrastando los tipos de
siembra, se obtuvo en los fibroblastos del paciente D, en donde la confluencia fue
significativamente mayor en la siembra en himedo con respecto a la semiseca.
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Figura 18. Viabilidad de celular a los 4 dias de cultive para fibroblastos provenientes de 5 pacientes (A, B, C, D, E)
sembrados sobre copolimero Qui-PLA, Paneles superiores probando la siembra 2 horas de secado y en los inferiores,
siembra en himedo y resuspension. Prueba de Tukey mostré diferencias significativas en el paciente D al
gcomparar los tipos de siembra (p= 0.001, p>0.05).

La viabilidad en el dia & fue en promedio de 97% para ambas modalidades de siembra.
Considerandose la morfologia de los fibroblastos, se tuvo en las células del paciente C que
alos 2 y 4 dias de cultivo habia sido redonda, a los 6 dias en la modalidad de semiseco se
observaron 1007% extendidos. La siembra en himedo que en el dia 2 y 4 habia presentado
fibroblastos alargados, a los © dias se encontré gran cantidad de agregados celulares y
escasas células extendidas en 4 de los 5 pacientes. Los fibroblastos del paciente A si
lograron mantenerse extendidos (Fig. 19 A).
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En cuanto ala confluencia, 1a siembra en semiseco tuvo un porcentaje promedio para todos
los pacientes de 46% en donde 4 de los 5 pacientes presentaron una confluencia entre
46-53%. En contraste, la modalidad de siembra en himedo tuvo la mitad de la confluencia
promedio obtenida en la siembra semiseco, con 23%. A pesar de esto, fueron los
fibroblastos del paciente A en siembra hiimeda quienes presentaron el mas alto porcentaje
de confluencia para ambos tipos de siembra, con el 55%. De acuerdo al analisis estadistico,
no hubo diferencia significativa entre las confluencias de cada uno de los pacientes al
comprar los dos tipos de siembra.
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Figura 12, Viabilidad de celular a los 6 dias de cultive para fibroblastos provenientes de 5 pacientes (A, B, C, D, E})
sembrados sobre copolimero Qui-PLA, Paneles superiores probando la siembra 2 horas de secado y enlos inferiores,
siembra en himedo y resuspension. Se encontro las confluencias més altas en la siembra en semiseco 2 horas. No se

encontraron diferencias significativas en las confluencias de acuerdo a la Prueba de Tukey (p=0.0018, p>0.05).

Finalmente, el porcentaje de viabilidad promedio para ambas medalidades al dia & de siguié
siendo de 27%. La siembra en semiseco no mostré aglomerados celulares en ninguna de las
células de los 5 pacientes. Los fibroblastos de los pacientes A, B, y E (Fig.20 A, B, y E)
obtuvieron confluencias entre los 45%-23% con células extendidas en su totalidad,
mientras que en los pacientes C y D presentaron el &%. La confluencia promedio para la
siembra sémica fue de 24%
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Por otro lado, en la siembra himeda y resuspensién, los mejores resultados se pudieron
observar en los fibroblastos del paciente A y E (Fig. 20A",E”) en donde la confluencia de
células viables, rebaso el 60% mientras el resto de los pacientes, se encontraron
agregados celulares y pocos fibroblastos fusiformes, asi como confluencia bajas entre los
3-16%. La confluencia promedio en la siembra en himedo fue de 29%. Estadisticamente,
no se presentaron diferencias significativas entre las confluencias obtenidas en cada
paciente para cada modalidad de siembra.
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Figura 20, Pruebas de viabilidad de celular a los & dias de cultivo para fibroblastos provenientes de 5 pacientes (A, B, C,
D, E) sembrados sobre copolimero Qui-FLA. Paneles superiores probando la siembra 2 horas de secado y en los inferiores,
siembra en himedo y resuspension.. No se encontraron diferencias significativas en las confluencias de acuerdo a la

Prueba de Tukey (p= 0.0011, p>0.05)..
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Con base a los resultados obtenidos de las evaluaciones a los diferentes dias de cultivo,
las pruebas de viabilidad indican que en ambos tipos de siembra, la viabilidad promedio se
mantuvo igual o mayor a 95%. La morfologia de los fibroblastos fue el parametro que mayor
variabilidad presenté sin poder generalizar si las células se observaron extendidas en
alguno de los tipos de siembra o si fue las células de algiin paciente mostraron una
morfologia extendida sobre las del resto y en todas las evaluaciones. Lo que se puede
concluir es que en los dias 2,4 y 8, la confluencia fue mayor en la siembra en himedo,
mientras que para el dia © fue lo contrario y la siembra semiseca presentd mayor
confluencia. Estadisticamente, existié una mayor confluencia en la siembra en hiimedo al
menos para el paciente D a los y 4 dias. Considerando lo anterior, fue como se determiné
elegir la siembra en hiimedo para seguir ensayando los siguientes lotes de copolimero C.

También se observd que los porcentajes de confluencia fueron aumentando conforme
mayor era el nimero de dias de cultivo, exceptuando lo que se encontrd para el dia & donde
en la siembra en semiseco, la confluencia disminuyé con respecto al dia 6, de 46% a 247%

Dada la variabilidad que se presentd en las evaluaciones anteriores en cuanto a la
morfologia de los fibroblastos de los 5 pacientes, para determinar si la procedencia de
ellos presentaba alguna tendencia por formar agregados celulares, se cultivaron las células
de todos los pacientes en frascos de cultivo para evaluar su viabilidad y morfologia.

Viabilidad celular de fibroblastos cultivados en p!aca muitipaza

Para evidenciar la morfologia, |a viabilidad y la confluencia que presentaron los fibroblastos
de los diferentes pacientes cultivados sobre placa multipozo, se realizé una prueba de
viabilidad a los 2 dias de cultivo, como se observa en la Figura 21 en ningun de los casos se
presentaron cumulos celulares.

Figura 2. Viabilidad de fibroblastos de los pacientes A-E sobre placas de cultivo a los 2 dias de cultivo.
Independientemente de la procedencia de los fibroblastos, en todos los casos, éstos se observan extendidos y con una
confluencia cercana al 100%

El porcentaje de viabilidad para los controles positivos de los fibroblastos de los 5
pacientes, fue del 99%, en donde desde el primer dia de cultivo se observé a las células
extendidas cubriendo a los 2 dias de cultivo el pozo donde fueron sembrados. Al
observarse en los cinco pacientes una morfologia alargada en los cultivos de los
fibroblastos en placa de poliestileno, se propone que es la interaccion de las células con el
polimero lo que repercute en los cambios morfolégicos.
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Debido a [a tendencia que existio de aumentar la confluencia conforme mas dias de cultivo
se mantuvieron los fibroblastos sembrados en los copolimeros, se dejé cultivar 30 dias
para observar el efecto en la confluencia celular y evaluar si los fibroblastos se mantenian
vivos hasta entonces.

Los copolimeros mostraron unaviabilidady confluencia cercanas al 100% a los 30 dfas de cultivo.

Las pruebas de viabilidad realizadas al mes de cultivo, revelaron que el copolimero estaba
totalmente confluente, es decir, que la confluencia de células vivas era de un 100% e
inclusive se observéd que se encuentran distintas capas ya que cuando se traté de enfocar
con el Microscopio fue posible observar que las células se encontraban en distintos planos.
Ademas de que el porcentaje de células vivas fue de 98%, se aprecié la morfologia
extendida caracteristica de este tipo celular a diferentes aumentos sin la presencia de
es0s agregados celulares (Fig. 22).

Figura 22, Viabilidad de fibroblastos a 30 dias de cultive en copolimero C. Atiempos tardios, no se
observaron cumulos celulares y se llegd a la confluencia.

En los copolimero cultivados por mas de 30 dias, puede sugerirse que los fibroblastos que
forman los agregados observados hasta los 6 dias de cultivo fueron capaces de abandonar
las agrupaciones en dias posteriores. El hecho de que a un mes de cultivo ya no se
observaran aglomerados puede estar relacionado con que los mismos fibroblastos
produzcan matriz y esto ayude a que éstos abandonen sus cimulos y poco a poco al ir
recubriendo la pelicula con esa matriz para que vayan cubriendo toda la superficie del
material o que también contribuyan a la erosién que el material sufrié haciendo una
superficie mas amigable para ellas. Las peliculas sufrieron una mayor erosién cuando tenian
células que cuando sélo se mantenian con medio de cultivo.

Debidoe a que la confluencia total de fibroblastos viables fue obtenida hasta después de un
mes de cultivo, nos fue importante obtener dicho resultado en menor tiempo y
prescindiendo del paso metodolégico de lijar las superficies, por lo que se sintetizo un
huevo lote de copolimeros C con una superficie lisa.
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Pelicitas del copolimero C sin lijar presentaron una viabilidad del 987 y una confluencia del 91% en menor tietipo

que las lijadas.

La viabilidad promedio evaluada del dia 2 al 15 fue de 96%. Ademas de eliminar el lijado de
las peliculas, se probo la incubacion de éstas con medic con Suero Bovino fetal una hora
antes de que las peliculas fueran sembradas. La Figura 23 muestra las células viables a los
diferentes dias de cultivo, en donde ya no se observé la formacién de esos agregados que
se habian presentado en los anteriormente y los fibroblastos mostraron una morfologia
alargada desde el dia 2 de cultivo. La confluencia celular (Fig. 23) a los 2 dias fue del 24%,
para el dia 4 de 22%, dia © de 45%, dia & de 55 y a los 15 dias de cultivo estuvo cerca de
lograr la confluencia total, conun 91%.

VIABILIDAD CELULAR
SOBRE COPOLIMERO SIN LIJAR

100+

% de cobertura de
celulas vivas

m b

4 6 8 1
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Figura 23. Viabilidad de fibroblastos alos 2 (A), 4 (B), 6 (C) y & (D) dias de cultivo en un copolimero de Qui-
PLAliso y sin lijar, lote 4 en donde ya no se formaron ciimulos celulares y la morfologia de los fibroblastos fue
extendida desde el dia 2 hasta el dia & con una confluencia superior al 50% a los & dias.

En general considerando todos lotes y dias evaluados, fueron en estos copolimeros y bajo
estas condiciones donde se observaron los mas altos porcentajes de confluencias
alcanzados en menos dias de cultivo ademas con una viabilidad casi del 100%.

Después de que la viabilidad de los fibroblastos fue evaluada, se procedié a analizar si los
fibroblastos se encontraban adheridos al biomaterial

56



Adhesion celular

Dado la acidez y a la modificacion que sufrian las peliculas dejandolas secar y que
sembrandolas asi, no propiciaban que la mayoria de las células quedaron sobre los
copolimeros del primer lote, los anélisis de Microscopia Electrénica de Barrido (MEB) se
realizaron a partir del lote 2 con los lavados alcalinos en donde la siembra ya fue en himedo
y las células en su mayoria se mantenian sobre las peliculas.

Para el lote 2 donde las peliculas fueron purificadas y lavadas con medio alcalino, las
micrografias mostraron que los fibroblastos estan redondos lo cual no era indicativo de
que estuvieron adheridos al copolimero. En la Figura 24 puede observarse ademas los
copolimeros sin células como un control negativo de este ensayo y la ausencia de estrias
ya que alin no se implementaba el lijado de las peliculas.
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Figura 24, Andlisis de MEB al 5° dia de cultivo en copolimeres Cy D lijados, pero no purificados con acetona,
En ninguno de los casos, los fibroblastos presentaron una morfologia extendida, enfatizando que es
necesario que los copolimeros sean purificados y lijados

Después de que se implementd lijar las superficies de los copolimeros del lote 2, se
encontrd que solo el sublote C y D mostraban fibroblastos extendidos. Para conocer si
esto sucedia por la combinacién de la purificacién y el lijado o sélo por uno de esos dos
factores, se montaron ensayos en donde se lijaron los copolimeros Cy D sin haber sido
purificados con acetona (Lote 1). Con anélisis de MEB, fue posible apreciar que en ambos
copolimeros los fibroblastos estaban redondoes (Fig. 25C y D).
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Figura 25. Adhesién celular al 5° dia de cultivo en copolimeros CyD lijados, pero no purificados con acetona
{Lote1). En ningune de los casos, los fibroblastos presentaron una morfologia extendida, enfatizando que es

necesario que los copolimeros sean purificados y lijados.

De este modo, se llegé a la conclusion de que ambos factores eran necesarios para que los
fibroblastos se extendieran y se mantuvieran adheridos a los copolimeros.

El copolimero C, que fue el que finalmente se eligié para seguir probando su
biocompatibilidad, mostré a pesar de la presencia de agregados celulares, en la base
existian fibroblastos que mantenian adheridas a estas formaciones.

Alos 5 dias se apreciaron fibroblastos redondos que ain no se terminaban de extender,
sin embargo los que se encentraron ahi en la superficie del polimero, emitieron
prolongaciones que los mantuvieron sobre el andamio. Para el dia 10 y 15 se encontraron
fibroblastos extendidos cubriendo el andamio, con morfologia habitual a la que ellos
presentan en cultivo (Fig. 26).

07mba = B mBar | Y ‘ ; ,"ﬁ
Figura 26, Adhesidn celular al copolimero C, lote 3, a los & (1), 10 (Il) y 15 dias de cultivo (lll). Notese la
morfologia que al inicio los fibroblastos forman aglomerados y que después presentan una morfologia tipica
de fibroblastos.
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Con los andlisis de MEB pudo observarse las peliculas sembradas después de 10 dias las
estrias hechas con el lijado no se logran distinguieron en las peliculas por lo que se puede
sugerir dos cosas: que las peliculas se van erosionando por el componente bioldgico y/o las
células sintetizaron matriz extracelular que se deposité en la superficie del copolimero.
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Mientras que en aquellas peliculas lijadas y sin células, las estrias son evidentes (Fig. 27).

Figura 27. Controles negativos sin fibroblastos, en A evaluados a los 2 dias y en B a los & dias. Nétese que
enel caso Alos bordes de las estrias estan mas pronunciados que en B,

Cabe resaltar cémo las estrias a los 2 dias se observaron mas pronunciadas y con el paso
del tiempo se fueron erosionando (Fig. 27B).

La adhesién celular fue evidenciada través de la presencia de FAK fosforilada a dias
tempranos en donde se observaron agregados celulares, asi como dias después en donde
los fibroblastos se encontraban ya extendidos. En ambos casos fueron positivos para FAK
(Fig. 286 A, A").

Figura 2&. Adhesidn en fibroblastos cultivados sobre copolimero C sinlijar alos 2 (A, A"}y & (B, B") dias de
cultivo. Inmunoflucrescencia contra FAK en verde, faloidina en magenta y azul para niicleos.

En el dia &, los fibroblastos fue posible ver células alargadas (Fig. 28 B, B") que fueron
positivas para FAK donde su citoesqueleto tuvo arreglo extendido y pudo apreciarse
algunas fibras de estrés.

En cuanto a la adhesion en copolimero que no se lijé, se pudo observar como las células
desde el 2, los fibroblastos presentan prolongaciones que los mantienen unidos a la
pelicula. Nétese como en los dias 2 y 4 de cultivo (Fig.29 A, B), las células se vieron
extendidas y la superficie donde se observaron fue lisa ausente de estrias por la
eliminacién del lijado en este lote. Para el dia © y & ya no fue posible ver la base del
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material, porque todo se mostré cubierto por células alargadas como tipicamente se
encuentran en cultivo sobre placa (Fig. 29 C,D).

Figura 29. Analisis SEM para los mismos dias 2 (A). 4 (B). 6 (C")y &(D}. Apariencia del polimero de lote G,
caras lisas,

En cuanto a la adhesion, estas fueron las condiciones en las que se encontréd una mejor
adhesién desde el dia 2 de cultivo y sin el desgaste de la superficie.

Proliferacion celular

La proliferacion fue evaluada en el sublote donde se encontré la mas alta viabilidd y mejor
adhesién a las peliculas, el copolimero C. En la figura 30 se observa una imagen
representativa de los fibroblastos sobre el copolimero C lote 3 aparecen con una marca
verde dentro del niicleo, correspondiente a KiG7 con la que se evidencié su proliferacion
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PROLIFERACION
SOBRE COPOLIMERO C LIJADO
(5 dias)

100+

B0+

% de células

Ki 67 + Ki 67 -
Figura 30. Proliferacidn de fibroblastos en el copolimero C lijado sembrado con alos 5 dias de cultivo.

Inmunoflucrescencia contra KiG7, en azul, los niicleos tefiidos con DAFly en verde aquellas células positivas
paraKiG7.

En los casos, donde los fibroblastos se encontraban individuales y aislados (Fig. 30A) asi
como formando agregados (Fig. 30B), también se encontré la positividad de los
fibroblastos para Ki67. En la grafica también se puede observar que el porcentaje de
células proliferando (Ki 67+) es de 17.2% alos 5 dias de cultivo.

En el lote 4, donde las peliculas no fueron lijadas, se encontro que los fibroblastos en estas
condiciones también se encontraban proliferando, como puede observarse en la Figura 31.
Fue mayor el nimero de nicleos visualizados en este lote, sin embargo, considerando el
porcettaje de células proliferando, se obtuvo que éste fue de 21.2. De esta forma fue
mayor al obtenido en el lote donde se lijaron los copolimeros.
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Figura 31, Proliferacién de fibroblastos a 5 dias de cultivo en copolimero C sin lijar, lote 4 . En {A) nicleos
tefiidos con DAFI (azul) y enverde la sefial para Ki67; en (A’ } sefial de KiG 7 y (B) nlicleos con sefial KiG7 a
mayor aumetto,

La proliferacion para fibroblastos sembrados sobre placa multipozo fue similar al
encontrado en el lote 4. De acuerdo a la Figura 32, las células proliferaron en un 21.35% .
Contrastando este resultado y considerandolo un control positivo de proliferacion a los 5
dias de cultivo, se puede indicar en el copolimero C lote 4 los fibroblastos tiene una mayor

proliferacién.

PROLIFERACION SOBRE
PLACA DE CULTIVO
(5 dias)

1004

% de células
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Figura 32. Proliferacién de fibroblastos a b dias de cultivo en placa multipozo. En azul aparecen los niicleos
tefiidos con DAPI y en verde la sefal para KiG7.

Continuando con la evaluacién de la biocompatibilidad, se procedié a evaluar si los
fibroblastos viables, adheridos y proliferando también eran funcionales y capaces de
sintetizar las proteinas tipicas de Matriz.

Sintesis de proteinas

De acuerdo a la tincion e inmunofluorescencia realizadas a los cortes histoldgicos de la piel
de prepucio se evidencié la presencia de colagena tipo | y elastina, (Fig. 33) teniendo asi un
control positivo como referencia al momento de evaluar su sintesis en los fibroblastos
cultivados sobre los copolimeros de QUi-PLA.

Figura 33. Presenciade proteinas estructurales en la dermis de biopsias de prepucio. Expresion de coldgena
| {verde}y elastina (rojo), los niicleos fueron tefiidos con DAPI (azul); inmunofluorescencia. En B, Tincion de
Verhoeff, en dénde se aprecian las fibras de colagena en rojo y las fibras elasticas en negro.

En la doble inmunofluorescencia (Fig. 33A) se observa los dos tipos de fibras, las mas
aumentantes en verde son las correspondientes a coldgena, mientras que en menor
proporcion se observan las de elastina. Con la tingién de Verhoeff se evidencié también la
presencia de las fibras de colagena y elastina en los cortes realizados de los prepucios con
los cuales se realizaron los cultivos celulares para evaluar la biocompatibilidad. lLos
resultados obtenidos son indicatives de biopsias sanas.

En el copolimero C, lote 3 se evalud la sintesis de procolagena | y tropoelastina de los
fibroblastos sembrados en éste, en la Fgura 34 se observa que las células en su totalidad
son positivas para procolagenaly tropoelastina.
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Figura 34.5intesis de procoligena y tropoleastina en fibroblastos a los 13 dias de cultivo sembrados sobre
el copolimero Qui-PLA lote 3. Células positivas para procoligena | (A) y el control de latécnica (A7), células
positivas para tropoelastina (B} y control de |a técnica (B”).

Los fibroblastos donde las células se encontraron en agregados, también resultaron ser
positivos para estas dos proteinas (Fig. 35).

Figura 35. Sintesis de procolagena ly tropoelastina en firboblastos formadores de agregados. Doble
Inmunofluorescencia contra procolagena (A) y tropoelastina (B) a 2 dias de cultive en copolimero C lijado
lote 3. Los nicleos fueron tefiidos con DAFI,

Los fibroblastos sembrados en el copolimero C donde se prescindié de lijarse, se observé
una confluencia cercana al 100% en donde las células en su totalidad fueron evidenciadas
que sintetizan procolagena | y tropelastina (Fig. 36).
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Figura 36. Sintesis de procolagena y tropoelastina en fibroblastos de 13 dias de cultivo en copolimero C liso
y sinlijar, Inmunofluorescencia contra procolagena y tropoelastina. En verde la sefial para procolagena y rojo
para tropoelastina. Los niicleos fueron tefiidos con DAFI,

Para demostrar el fenotipo celular antes y después del sembrado sobre los copolimeros, se
analizo la expresion de los genes de procolidgena, tropoelastina y fibrilina en los
fibroblastos cultivados sobre los biomateriales.

Niveles de expresion celular

Los niveles de expresidn de coldgenal, elastina y fibrilina no se vieron afectados por el copolimero de Qui-PLA.

Se evalud el fenotipo de las células que se sembraron en el copolimero analizado la
expresion génica de procolagena |, tropoelastina y fibrilina. Ademas, se comparé el nivel de
sU expresion génica en frascos de cultivo y sobre las peliculas de Qui-PLA.

Se aislé RNA de cultivos de fibroblastos de 5 pacientes en frasco de cultivo asi como de
fibroblastos sembrados sobre el copolimero Qui-PL ambos a los & dias de cultivo. Se tuvo
una pureza de RNA necesaria para poder realizar la PCR. Se utilizé la misma concentracion
de 4cido ribonucleico proveniente de los cultivos de fibroblastos en frasco y de aquellos
cultivados en los copolimeros (0.5g) para poder retrotranscribirlo a DNA copia.

A continuacion se muestra una grafica representativa de la expresion génica de colagena |,
elastinay fibrilina de fibroblastos (Fig.37).
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Figura, 37. Niveles de expresidn para los genes de pro colagena (rojo), elastina (azul) y fibrilina (amarillo) a los
& dias de cultivo de fibroblastos invitro del paciente D y sobre el copolimero de Qui-FLA en donde no hay
diferencias significativas entre los niveles de expresion, pero hay ligero aumento principalmente para la

expresion de colidgena | cuando los fibroblastos estan sobre el copolimero. (n=3, p>0.05 )

De acuerdo a los datos obtenidos y analizados por Rest®, considerandose el valor de uno
como el control en el que los fibroblastos se cultivaron en frascos, los resultados indican
que aunque no se encontro una diferencia significativa entre los niveles de expresién para
los genes ya mencionados, existe una tendencia a aumentar los niveles de expresion para
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los fibroblastos sembrados sobre el copolimero, siendo ésta mayor para el gen de colagena
l. De manera similar a lo obtenido con el paciente D, se observd lo mismo en las muestras
del resto de los pacientes (A, B, Cy E).

Por lo anterior, se sugiere que las células que se aislaron y se sembraron sobre el
biomaterial, son fibroblastos y que este copolimero no afectd la expresion de los genes de
coldgena |, elastinay fibrilina manteniéndose el fenotipo celular.

Para evidenciar el que el quitosano obtenido por método bioclégico-quimico, y empleado para
la sintesis de todos los lotes probados, conservé mejor las propiedades bioldgicas sobre el
obtenido por una metodologia completamente quimica, también se evalué la viabilidad de
los fibroblastos sobre peliculas hechas en la misma proporcién que el polimero C.

Cultivo de fibroblastos humanos sobre peliculas de Qui-PLA con base en quitosano
comercial por obtencién netamente quimica.

Los copolimeros del lote 5 fueron sintetizados con quitosano quimico comercial, se
obtuvieron peliculas que fisicamente fueron mas lustrosas, y totalmente lisas

Las pruebas de viabilidad revelaron que en el dia 2 cultivo se observé el 30% de células
muertas, y que conforme el tiempo pasé las células no adoptaban una morfologia
extendida. En el dia & el porcentaje de viabilidad fue de 77% y su morfologia seguia siendo
redonda. Hasta el dia 15 de cultivo, la confluencia no rebaso el 20% (Fig. 67). Enlos dias 6,
&y 15 de cultive la confluencia disminuyo hasta en un 14% con respecto a la obtenida a los
2 y 4 dias. Lo cual podria indicar que las células se van muriendo o se van perdiendo en cada
recambio de medio que se hizo diariamente.

Para conocer cudl seria el resultado a mayor tiempo, se evalué a 30 dias como se realizé en
el lote 3. Laviabilidad de los fibroblastos sobre este material aumenté con respecto a los
primeros dias, fue de 93%. Al comparar los resultados de viabilidad y confluencia
obtenidos en lote 3 a un mes de cultivo, y se encontré que a los mismo 30 dias, el
copolimero elaborado con quitosano comercial presenté una mayor tendencia a la
formacion de agregados celulares,, la viabilidad y la confluencia fueron menores, siendo 93
y 49% (Fig.38).

Es de notar que, a pesar de un mes de cultivo, en el copolimero con quitosano comercial se
observaron agregados celulares mientras que en el copolimero lote 3 en el mismo tiempo
se observo completamente confluente y el copolimero liso sin lijar (lote4) alos 15 dias no
presentaba agregados y su confluencia era de 91%.

Por otro lado, en el copolimero elaborado con base en quitosano obtenido por un método
netamente quimico, a un mes de cultivo apenas y se alcanza el 50% de confluencia celular
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VIABILIDAD EN COPOLiMERO
A BASE DE QUITOSANO QUIMICO COMERCIAL
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Figura 38. Viabilidad de fibroblastos alos 2 (A), 4 (B), 6(C}Y 115 dias (D) en el copolimero C Qui- PLA
elaboradoe con quitosano quimico comercial,

Con base a los resultados, todo indica que los copolimeros elaborados a partir de
quitosano quimico comercial presentaron menor viabilidad, tardaron mas dias en alcanzar
la confluencia, no mostraron una morfologia extendida hasta después de 15 dias y
presentaron agregados celulares por lo que en comparacién con los propuestos en este
trabajo, los elaborados con un quitosano con un método biolégico-quimico mantuvieron
mejores propiedades que se vieron reflejadas en mayores porcentajes de viabilidad,
confluencia y morfologia.
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DISCUSION

La biocompatibilidad de un andamio es determinante para poder cumplir con el objetivo que
se platea la Ingenieria de Tejidos. Los biomateriales elaborados a base de quitosano han
mostrado tener biocompatibilidad y este polisacarido por si sélo ha mostrado promover la
morfologia normal, adhesién, proliferacién y la viabilidad de las células (Shin et al, 20086,).

El copolimero de Qui-PLA es un material nuevo del cual se ha reportado poco sobre su
caracterizacion bioldgica, su originalidad radica en la obtencién bioldgica-quimica del
quitosano con el cual se elabora. Debido a esto, se probaron distintas peliculas y
condiciones estandarizando y discerniendo cudl de todas era la que propiciaba mayor
biocompatibilidad.

Inicialmente los cuatro sublotes (A-D) de peliculas presentaron un pH bajo con el cual no
fue posible cultivar los fibroblastos debido a 1a alta acidez. Se traté de minimizar la acidez
con diferentes condiciones de lavados, los lavados con medio alcalino y PBS, aumentaron
en un 20% la viabilidad celular en todos los sublotes; sin embargo, no se logré obtener un
pH neutro debido a que estas soluciones no lograroen eliminar por completo los restos de
acido lactico no polimerizado durante [a reaccion de sintesis. Fue con la purificacién con
acetona que se logré remover los monomeros y oligémeros de acido lactico presentes en
las pelfculas, aumentandose la viabilidad hasta un 80%. Trabajos similares como el de Yao
et al, (2010) reportaron también la purificacion de peliculas Qui-PLA pero usando
cloroformo o metanol para resolver el problema de acidez.

A pesar de que todos los copolimeros A-D se componian de quitosano y PLA en la misma
proporcion, las reacciones de sintesis y catalizadores empleados para su obtencién fueron
diferentes, resultando en una incorporacion diferencial de PLA en cada una de los sublotes.
La acidez presentada en los materiales, estuvo altamente relacionada con el porcentaje de
incorporacion del PLA; los copolimeros A, B, C y D presentaron el 55%, 75%, 30% y 35% de
incorporacién de Acido Lactico; respectivamente (Espadin y cols. (2014)). La viabilidad de
los fibroblastos estuvo correlacionada con los porcentaje de incorporacion de PLA; a mayor
porcentaje de incorporacion, menor viabilidad celular. De acuerdo a el porcentaje de
incorporacion y otros trabajos, los productos de degradacion del PLA pueden producir la
acidificacidn del microambiente (Li et al, 2003). Con todoe lo anterior, se puede explicar las
razones por la cuales, el copolimero C haya sido el sublote con el mayor porcentaje de
viabilidad.

En cuanto a la adhesién que esta asociada con las propiedades quimicas y de superficie,
como: el angulo de contacto, la carga eléctrica y la topografia (Vitte et al, 2004), los
sublotes A y B tuvieron un angulo de contacto de 94°, el C de 73°y el D de &5° (Espadin et
al, 2014) por lo que podemos indicar que los copolimeros Cy D presentaron una superficie
mas hidrofilica que Ay B. Lo que se sugiere que el quitosano favorece la hidrofilicidad de los
materiales y que este polisacarido es mas hidrofilico que el PLA. Li y cols. 2003
encontraron que en materiales de Qui-PLA, el angulo de contacto disminuye conforme la
proporcion de quitosano aumenta. Nuestros resultados son similares a los evidenciados en
ese estudio, ya que el copolimero C es el que presenta el menor angulo de contacto y el que
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contiene el mayor porcentaje de quitosano. A su vez, los copolimeros A y B tienen los
angulos de contacto mas altos y los que contienen el menor porcentaje de quitosano.
Trabajos como los de Xie et al, (2010) y Depan et al. (2006} observaron el mismo
comportamiento; mayor incorporacion de PLA se obtiene un mayor angulo de contacto
debido a la formacién de zonas hidrofébicas.

La carga negativa de la superficie del material también pudo haber estado relacionada con
la morfologia redonda de los fibroblastos. Si el PLA que presenta este tipo de carga, se
encontré expuesto en la superficie de las peliculas puede sugerirse que cuando los
fibroblastos entraron en contacto con la superficie, experimentaron una repulsion.

La topograffa, por su parte, se encontrsd que cuando las pelfculas eran lijadas, los
fibroblastos mostraban una morfologia alargada, lo que nos puede indicar que las estrias
producidas por el desgaste proporcionaban una superficie en donde las células se pudieran
adherir, ya que se ha reportado que en superficies rugosas existe una mayor adhesion
(Rodriguez et al, 2008). Ademas, estos copolimeros de Qui-PLA presentaban cadenas
laterales de PLA (Espadin et al., 2014) por lo que al lijar se estarian exponiendo la cadena
principal de quitosano que es el que presenta similitud con la estructura de los
glicosaminoglicanos y le confiere la afinidad y reconocimiento celular. Sin embargo, la
formacion de agregados celulares a los primeros dias de cultivo sobre las peliculas de Qui-
PLA fue un factor que se presentd en los diferentes lotes evaluados, excepto para el lote
4. Con los resultados obtenidos, se descarté la posibilidad de que los agregades
provinieran de una ineficiente tripsinizacién o que se debiera por la procedencia de los
fibroblastos, ya que los mismos fibroblastos en placa de cultivo, desde el primer dia
después de su siembra, se observaron extendidos y no agregados.

Nuestros resultados mostraron la presencia de fibroblastos extendidos en la vecindad de
los agregados celulares que con el paso de los dias aumentaban su nimero mostrando una
morfologia fusiforme, sugiriendo que las células que formaban esos agregados iban
abandonéndolos para adoptar una morfologia fusiforme y conseguir la confluencia sobre el
material. De acuerdo a las micrografias de SEM, después de 5 dias de cultivo, no era
posible distinguir las estrias realizadas por la lija, por lo que se puede indicar que los
fibroblastos antes de los primeros & dias de cultivo, se agrupaban en cimulos como una
estrategia de defensa mientras sintetizaban matriz extracelular que les sirviera de
sustrato y que poco a poco cubriera la superficie del copolimero permitiendo que llegaran a
confluencia sobre las peliculas. Los agregados celulares fueron centros de reclutamiento
para la sintesis de matriz y posteriormente centros de distribucién de fibroblastos que
parecian abandonarlos para observarse individuales y extendidos en la cercania de estas
agrupaciones.

La formacién de estos agregados fue de suma importancia, ya que finalmente fue mediante
estos cumulos que los fibroblastos se mantuvieron sobre las peliculas hasta que las
condiciones les favorecieran. De cualquier modo, como los resultados lo mostraron, los
fibroblastos aun en agregados, seguian manteniéndose viables, adheridos al copolimero,
proliferando, sintetizando proteinas de matriz y manteniendo su fenotipo.
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Ya que no se ha demostrado cudl es el receptor implicado en la adhesién con el quitosano
(Hynes et al, 2000) es posible que no exista una adhesion celular directa al material, sino
que, es la matriz de las propias células la que promueve su adhesion y que la erosién del
copolimero con los dias puede influir también en este evento. Los resultados de la
evaluacion de FAK, indican que la adhesion presentada pudo haberse llevado no sélo
mediante puntos focales, sino por otros receptores expresados por los fibroblastos.
Posiblemente también puedan adherirse por receptores a colagena y/o fibronectina.

La prefuncionalizacién del copolimero C con Suero Bovine Fetal que contiene proteinas y
factores de crecimiento pudo haber modificado la superficie de las peliculas mejorando la
adhesion y la proliferacién (Armentano et al. 2010). De hecho fue en esta condicion en
donde se observé a los fibroblastos con morfologia extendida desde los 2 dias de cultivo,
ya no se presenté la formacion de agregados, el porcentaje de proliferacion fue similar al
obtenido en los cultivos en placa y el tiempo para alcanzar |a confluencia fue de 15 dias.
Algunas de las ventajas que resultaron de la prefuncionalizacién, fueron: la eliminacion del
lijado, ya que al realizarlo manualmente, no era reproducible totalmente; la ausencia de
formacion de agregados celulares observandose sdlo fibroblastos extendidos y la
disminucion en el tiempo para alcanzar la confluencia. Este ultimo factor es esencial en la
Ingenieria de Tejidos, ya que el reto a lograr es contar un sustituto bioldgico en el menor
nimero de dias posible, desde la toma de la biopsia, aislamiento celular hasta su implante.
De ahi la importancia de obtener un alto rendimiento celular con alta viabilidad en la
obtencion de los fibroblastos para poder expandir y contar con un nimero suficiente y
sembrarlos en los andamios.

Dentro de los trabajos registrados en la literatura en los que se han utilizado
biomateriales con la combinacién Qui-PLA, encontramos a:

Yao y cols. 2003 trabajaron con peliculas de quitosano y evaluaron la proliferacion de
fibroblastos dérmicos en copolimeros con diferentes proporciones de PLA. El ensayo de
MTT indicé que la proliferacién fue mayor en las peliculas con menor proporcién de PLA
debido a la hidrofobicidad de este compuesto. Estos resultados son similares a los que se
obtuvieron en este estudio; altas proporciones de PLA repercuten en las pruebas
biolégicas.

Ding y cols. 2004 trabajaron con peliculas de PLA pretratadas con quitosano en su
superficie para conocer su efecto en la morfologia de dos lineas celulares asi como en su
proliferacion. Observaron que las células se mantenian redondas pero que su proliferacion
no se veia afectada. Dicho hallazgo es similar al obtenido en los copolimeros evaluados, ya
que aunque los fibroblastos se mantenian agregados, mostraron evidencia de que
proliferaron sobre las peliculas de Qui-PLA

Por su parte, Fakhry y cols. 2004 compararon dos quitosanos comerciales con diferentes
pesos moleculares y grados de acetilacién, el primero con 1.4X10° gmol™ y 20% y el
segundo con 2.7 X 107 gmol " y 30% respectivamente. Evaluaron la adhesién celular y la
morfologia de una linea celular de fibroblastos 3T3 y osteoblastos a través de las fibras de
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estrés de actina a 1 y 24 horas de ser sembradas. La adhesidén fue mas rapida para el
quitosano con mayor peso molecular y mayor grado de desacetilacion. Lo anterior,
respalda el resultado que se obtuvo al comparar las peliculas elaboradas a base de
quitosano quimico-biolégico y las de quitosano quimico, en donde queda evidenciada
influencia del peso molecular y el grado de acetilacién del quitosano en la adhesidn y
morfologia de los fibroblastos; un mayor peso molecular y un menor grado de acetilacion
promueven una morfologia extendida y la adhesion celular.

Espadin y cols, 2014 reportd que el quitosano obtenido con la metodologia propuesta
tiene un peso molecular 2.59X10° gmol " y un grado de acetilacion del 2.8% mientras que
los materiales sintetizados a partir de quitosanos comerciales presentan un de peso
molecular de 3.19-5.5X10° gmol ' y grado de acetilacion del 15%. No existe ningtin
trabajo que estudie la viabilidad celular comparando quitosanos comerciales obtenidos
completamente por el método quimico contra los obtenidos por un método biolégico-
quimico. Los resultados de las pruebas de viabilidad de este estudio mostraron que en los
copolimeros de quitosano quimico, los fibroblastos presentan una viabilidad del 70% y una
confluencia del 49% a los 30 dias de cultivo. Dichos porcentajes son menores a los
obtenidos tanto en el copolimero lijado como en el no lijado y prefuncionalizado. En el primer
caso, s¢ obtuvo una viabilidad del 95% con una confluencia total para los mismos 30 dias.
Mientras que para los prefuncionalizados, la viabilidad fue de 98% y a los 15 dias de
cultivo se obtuvo una confluencia del 21%. Estos resultados evidencian que los
copolimeros de Qui-PLA propuestos en este trabajo, ademas de su biocompatibilidad,
cuenta con mejores propiedades bioldégicas superando a los elaborados con base en
quitosano quimico.

La perspectiva de este estudio va encaminada a continuar con los ensayos invivo utilizando
algin modelo de quemadura profunda en animales de experimentacién inmunodepremidos,
monitoreando el tiempo de reepitelizacién, la histologia de la piel en el area reparada, el
destino de los fibroblastos humanos una vez implantados asi como el tiempo de
degradacién del material in vivo. Y por otro lado seria interesante evaluar la
biocompatibilidad de fabricar esta mismo copolimero ahora fabricandolos con una
estructura 3D esponjosa.
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CONCLUSIONES

El aislamiento de fibroblastos fue posible con la digestion de dispasa para la separacion
dermoepidérmica y la digestion de la dermis con colagenasa para el aislamiento de
fibroblastos, obteniendo un rendimiento celular promedio de 1.96x 10° ¢células /cm? con
una viabilidad de 91%.

Posteriormente fue posible cultivar estos fibroblastos dérmicos humanos sobre el
copolimero de Qui-PLA sembrando las peliculas hidratadas y teniendo las células en
resuspension.

La viabilidad celular se vio afectada por la acidez de los copolimeros, sin embargo la
purificacion con acetona logro elevar la viabilidad celular hasta un 90%. El copolimero que
mostro una mayor viabilidad celular fue el copolimero C, sintesis sin catalizador y con un
porcentaje de incorporacion de PLA de 30%, que se eligié para realizar el resto de las
evaluaciones bioldgicas.

A pesar de diferentes variables probadas del copolimero C en los lotes 4-6 se evidencié

que los fibroblastos en cualquier condicién proliferan, sintetizan procolagenal y elastina y
ademas se adhieren mostrando una morfologia extendida después de & dias de cultivo.

Los niveles de expresion de colagena, elastina y fibrilina en fibroblastos cultivados sobre el
copolimero C no se vieron afectados indicando el fenotipo celular se mantuvo.

Considerando la totalidad de lotes, se puede concluir que las propiedades éptimas para
obtener los mejores resultados bioldgicos son: porcentaje de incorporacién de PLA de
30%, superficie hidrofilica, topografia lisa y lijada, purificacién con acetona de 12 horas,
condicién de lavados D y siembra en himedo y resuspensiéon. Sin embargo para alcanzar
dichos resultados, prescindiendo de lijar la superficie, en menor tiempo y con una adhesion
desde los primeros dias, esto se puede lograr prefuncionalizando la superficie de las
peliculas incubando con medio suplementado con Suere Bovino Fetal los copolimeros antes
de sembrarse.

Con respecto a las peliculas sintetizadas con quitosano bioldgico quimico propuesto en
este trabajo, los resultaron sugieren que éste guarda mejores propiedades biolégicas con
respecto a los comerciales obtenidos por un método netamente quimico y que esto a su
vez estd relacionado a que entre mayor peso molecular y grado de desacetilacion presente
el quitosano mayor viabilidad celular.

La combinacidn de quitosano bioldgico-quimico con el Acido Polilactico para la sintesis de
copolimeros presentd la biocompatibilidad necesaria para ser considerado una opcion con
potencial en el tratamiento de quemaduras profundas y que pudiera para ser evaluado
posteriormente in vivo como un andamio que favorezca que lleguen a confluencia las células
encargadas de la regeneracién dela piel.
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