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. RESUMEN
Una de las caracteristicas mas desafiantes en la obtencién de biomateriales es

generar una estructura que mimetice la compleja arquitectura de la matriz
extracelular, asi como brindar el microambiente efectivo para la regeneracion de
un tejido. De esta forma, la obtencion de andamios por sintesis HIPE (High
Internal Phase Emulsion) ha sido atractiva por la versatilidad para generar poros e
interconectividad, que da como resultado un material con una configuracion
macroporosa y jerarquica (varios tamafios de poros). También son de facil
preparacion ya que se genera una emulsion a partir de una fase acuosa y una fase
organica, sin embargo la sintesis acuosa puede ser limitante para algunos
materiales. Para abordar este problema, se obtuvieron andamios macroporosos de
poli metil metacrilato (pMMA) por sintesis no acuosa utilizando mezclas eutécticas
profundas (DES) como una estrategia de quimica verde. En este trabajo se evalu6
la biocompatiblilidad del poliHIPE de pMMA con fibroblastos humanos in vitro. El
analisis de biocompatibilidad se realiz6 por ensayos de viabilidad celular
(Celltraker Green dye/homodimero de etidio y MTT) de fibroblastos humanos. Los
fibroblastos cultivados en el poliHIPE de pMMA presentaron un incremento en la
poblacion a las 72 horas de cultivo. Los resultados mostraron que el poliHIPE no
fue citotdxico ya que permite la adhesién y proliferacion celular. Ademas, el
poliHIPE posee una estructura estable, facil de maniobrar in vitro. Con base en
estos resultados, la sintesis de materiales macroporosos interconectados

utilizando HIPE como plantilla, es un método prometedor en ingenieria de tejidos.
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l1l. INTRODUCCION

A. PIEL
La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo humano, con una extension

aproximadamente de 2 m?, el espesor varia entre los 0.5 mm (en péarpados) y 4

mm (en talén) y con un peso de aproximadamente 5 kg (Ross et al., 2006).

Las funciones principales de la piel son: evitar la entrada de patdgenos (al ser
semipermeable al agua y a sustancias de uso externo). Promover la regulacion
térmica, ayuda a conservar la temperatura corporal y sintetiza moléculas como lo
es la vitamina D. Excrecion de sustancia toxicas (mediante sudoracion) ademas de
poseer receptores para el tacto, presion, calor, frio y dolor, proporcionando
informacion al individuo sobre el medio ambiente que lo rodea (Portas et al.,
2002).

B. CAPAS DE LA PIEL
La piel esta compuesta por tres capas (Figura 1): epidermis, dermis e hipodermis.

Epidermis—{ [ o

Dermis

Hipodermis— &

Figura 1. La imagen muestra la clara division de las capas de la piel en epidermis, dermis e hipodermis (Khavkin et al., 2011).
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C. EPIDERMIS
La epidermis es una estructura en constante renovacion que da origen a

estructuras denominadas apéndices (uiias y glandulas sudoriparas). La epidermis
posee un espesor de 0.4 a 1.5 mm. La mayor parte de las células en la epidermis
son queratinocitos, los cuales se diferencian de manera progresiva a partir de las
células proliferativas adheridas a la membrana basal epidérmica, hasta células
terminales del estrato queratinizado (capa mas externa que constituye la barrera
de la piel). Intercaladas entre los queratinocitos se encuentran otro tipo de células
como son: los melanocitos, células de Langerhans, células de Merkel y otras
células como los linfocitos (habitantes transitorios escasos en piel sana). La
epidermis a su vez, esta conformada por cuatro capas: la capa basal, capa

espinosa, capa granulosa y estrato corneo (Goldsmith et al., 2014).

C.1 Capa basal
La capa basal (estrato germinativo), constituida mayoritariamente por

queratinocitos (80%), contribuye a los componentes que formardn la barrera
epidérmica. La diferenciacion del queratinocito (queratinizacién), consta de una
serie de pasos complejos que da como resultado un queratinocito muerto,
terminalmente diferenciado (corneocito), que contiene filamentos de queratina,
proteinas de la matriz extracelular y una membrana plasméatica reforzada por
proteinas y lipidos asociados a superficie. Las queratinas son una familia de
filamentos intermedios con papel estructural que constituyen una caracteristica
distintiva de todas las células epiteliales, incluyendo los queratinocitos (Goldsmith
et al., 2014).

La capa basal contiene queratinocitos mitéticamente activos, en forma de columna
gue se adhieren mediante filamentos de queratina a la zona de la membrana basal
y originan las células diferenciadas de las capas epidérmicas mas superficiales.
Otras células probablemente contenidas dentro de la capa basal, son células
progenitoras de larga vida, las cuales tiene un extenso poder proliferativo y que

también podrian estar localizadas en los foliculos pilosos (Goldsmith et al., 2014).

Instituto Nacional de Rehabilitacion LGII 12
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C.2 Capa espinosa
Compuesta por células espinosas supra basales, cuya estructura, forma y

propiedades tiene correlacion con su lugar dentro de la epidermis media. Dichas
células son de forma poliédrica y con un nucleo redondeado, a medida que se
diferencian y se desplazan hacia arriba a través de la epidermis, se tornan
progresivamente mas planas y desarrollan organulos laminares, asi como grandes

fasciculos de filamentos de queratina como son la K1 y K10 (Fox, 2008).

C.3 Capa granulosa
Denominada asi por el predominio de granulos queratohialinos, esta capa es el

sitio de generacion de numerosos componentes estructurales que formaran la
barrera epidérmica, asi como también numerosas proteinas que procesan estos
componentes. Los granulos queratohialinos estan compuestos principalmente por
profilagrina, queratina y loricrina. En esta capa comienza a formarse la envoltura
de células queratinizadas con la conversion de la profilagrina en mondmeros de
filagrina. Al irse degradando la filagrina se va formando la envoltura cérnea en la
queratinizacion epidérmica normal. Al terminarse el proceso, las células
granulosas mueren por apoptosis, con excepcion de los de los filamentos de

gueratina y la matriz de filagrina (Le Vay, 2008).

C.4 Estrato cérneo
Proporciona a la piel proteccidn mecanica, constituye una barrera para la pérdida

de agua y la penetracion de sustancias solubles desde el ambiente. La barrera
esta compuesta por una sub-barrera rica en proteinas y con escasa cantidad de
lipidos, rodeados de una matriz lipidica extracelular. Tienen comportamientos
independientes pero complementarios. La regulacion de la permeabilidad, la
descamacion, la actividad de los péptidos antimicrobianos, la exclusion de toxinas
y la absorcion quimica selectiva, son funciones primarias de la matriz lipidica
extracelular. Por otro lado, el refuerzo mecanico, la hidratacion, la inflamacion por
citocinas y la proteccion del dafio por rayos UV son todas las funciones a cargo de

los corneocitos (Le Vay, 2008).
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En la epidermis también existen células no queratinociticas como los melanocitos
(células dendriticas que segregan pigmentos) los cuales derivan de la cresta
neural y residen en la capa basal. Las interacciones queratinocito-melanocitos son
criticas para la homeostasis y diferenciacion del melanocitos e influyen en la

proliferacion y formacién de dendritas y mecanizacion (Le Vay, 2008).

Otros tipos celulares residentes en la epidermis, son las células de Merkel
(células mecano-receptoras de adaptacion lenta que se localizan en sitios de alta
sensibilidad tactil) y las células de Langerhans (células dendriticas presentadoras
antigenos) las cuales constituyen el 2 al 8% de la poblacion total de la epidermis
(Goldsmith et al., 2014).

D. DERMIS
La Dermis es un sistema integrado por elementos fibrosos, filamentosos, difusos y

celulares del tejido conjuntivo en el que se localizan las redes vasculares y
nerviosas, asi como apéndices derivados de la epidermis. Esta capa de la piel
también contiene muchos elementos celulares residentes como son los
fibroblastos, macréfagos, mastocitos y células circundantes transitorias del
sistema inmunitario (Figura 2). Existe interaccion estrecha entre dermis y
epidermis para mantener sus propiedades fisico-quimicas, colaborar durante el
desarrollo de la morfogénesis y los apéndices epidérmicos, a la vez que:
interactian de igual manera en procesos de reparacién y remodelacion de la piel
después de sufrir heridas (Goldsmith et al., 2014).

La dermis se extiende en dos regiones principales: a) dermis papilar superior y b)
dermis reticular profunda. Estas regiones son facilmente identificables en una
seccion histolégica y difieren en la organizacion del tejido conjuntivo, la densidad
celular y los patrones nerviosos y vasculares. La dermis papilar limita con la
epidermis, se amolda a sus contornos y habitualmente posee un espesor que no
supera el doble de la epidermis. La dermis reticular constituye la masa principal de
la dermis, esta compuesta principalmente por fibrillas de coladgeno de gran
diametro, con fibras elasticas ramificadas que rodean a los fasciculos. Las fibras

elasticas y los haces de colagena aumentan de tamafio de forma progresiva hacia

Instituto Nacional de Rehabilitacion LGII 14
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la hipodermis. El plexo subpapilar, un plano horizontal de vasos, marca los limites
entre la dermis papilar y reticular. El limite inferior de la dermis reticular se define
por la transicion del tejido conjuntivo fibroso al tejido conjuntivo adiposo de la
hipodermis (Fitzpatrick, 2009).

fibra plasmocito
|

vaso sanguineo
colagena \ |

fioroblasto

fibra
elastica—

—macréfagos

eosinafio adipocito Iinfocite

Figura 2. Dermis: sistema integrado de elementos fibrosos, difusos y celulares del tejido conjuntivo en el que se localizan las redes
vasculares y nerviosas, los apéndices derivados de la epidermis; contiene muchos tipos de células residentes como fibroblastos,
macréfagos, mastocitos y células circundantes transitorias del sistema inmunitario (Goldsmith et al., 2014).

D.1 Componentes celulares de la dermis
Fibroblastos, macréfagos y mastocitos son células habituales de la dermis, que se

encuentra principalmente en la region papilar y rodeando los vasos del plexo
subpapilar. También pueden ser localizados en la dermis reticular, en el intersticio

entre los haces de fibras de colagena (Frantz et al., 2010).

El fibroblasto es una célula derivada del mesénquima y es responsable de la
sintesis y degradacion de las proteinas de la matriz del tejido conjuntivo fibroso y
no fibroso, y de numerosos factores solubles. Los fibroblastos proporcionan un
marco estructural a la matriz extracelular (MEC), también promueven la interaccion
entre la epidermis y la dermis mediante la sintesis de mediadores solubles (Frantz
et al.,, 2010). Mas adelante se profundizara mas sobre este tipo celular en

especifico.
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Los monocitos, los macréfagos y los dendrocitos dérmicos constituyen el sistema
fagocitico mononuclear de las células de la piel y son importantes en la

presentacion antigénica (Ross et al., 2006).

Los mastocitos son células secretoras especializadas que, en la piel, estan
presentes en gran densidad en la dermis papilar, en las vainas de los apéndices
de la epidermis y alrededor de los vasos sanguineos y nerviosos del plexo
subpapilar. Secretan su contenido granular compuesto de histamina, heparina,
triptasa, quimasa y factores anafilacticos, que actian como mediadores en

procesos inflamatorios (Ross et al., 2006).

D.2 Fibroblastos
Los fibroblastos (Figura 3) son las células mas comunes y representativas del

tejido conectivo. Son basofilos, fusiformes o aplanadas, miden aproximadamente
entre 50 a 100 micras, con numerosas prolongaciones que se extienden entre
haces de fibras extracelulares que la misma célula sintetiza, como el colageno y
glucoproteinas. El nucleo es esférico u ovoide, segun la forma de la célula. Su
apariencia morfolégica varia de acuerdo con su estado funcional. Los fibroblastos
que estan fabricando activamente MEC, son voluminosos y poseen un nudcleo de
cromatina laxa y un nucléolo prominente. Contiene un reticulo endoplasmico

rugoso muy desarrollado y un notable aparato de Golgi (Ross et al., 2006).

El fibroblasto se encarga de elaborar proteinas como: 1) tropocolagena (proteina
fibrosa que por su polimerizacidon extracelular, da origen a las fibras de colagena y
reticulina), 2) elastina y fibrilina, 3) diversas glucoproteinas y 4) proteoglicanos. La
porcion de carbohidratos de los proteoglicanos, ricos en moléculas de
glucosamina y grupos sulfato, se denominan glucosaminoglicanos (Eynard et al.,
2008).

Los fibroblastos participan en la remodelacion de la MEC endocitando y
degradando los componentes estructurales o transformandose en células
cargadas de filamentos contractiles para favorecer los mecanismos de

cicatrizacion. En estado de reposo los fibroblastos tienen un desarrollo menor de
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sus organelos, adquieren una coloracion méas eosindfila y la cromatina nuclear se
torna heterocromética. Cuando los fibroblastos se especializan en sintetizar fibras
de reticulina, se denominan células reticulares, o elastocitos cuando producen la
elastina, queratocitos en el estroma de la cérnea y tenocitos en los tendones,
denominaciones que hacen referencia a la gran capacidad adaptativa de esta
célula. Su superficie contiene receptores para el factor de crecimiento de
fibroblastos (FGF por sus siglas en inglés) (Eynard et al., 2008).

o e

POt T ot SNPGRS
i ".;:-?,‘-L‘.\‘.\?}S]t. SRS i Rl A E R

( FES
TARAGOTA

-
=

Figura 3. De izquierda a derecha, esquema de fibroblasto mostrando algunas organelos que lo componen: Nucleo (NC),
nucléolo (Nc), aparato de Golgi (AG) y citoplasma (C). Micrografia del fibroblasto donde se distinguen las fibras de colagena.
Tomado y modificado de Eynard y colaboradores, 2008.

D.3 Uso del fibroblasto en laboratorio
Los fibroblastos son células cultivadas frecuentemente in vitro, juegan un papel

significativo en las interacciones epitelio-mesénquima secretando varios factores
de crecimiento y citocinas que tienen efecto directo en la proliferacion,
diferenciacion y formacion de la MEC. Son una poblacion heterogénea de células
gue se encuentran en distintos tejidos de origen mesenquimal. Sin importar el
diferente sitio anatomico de los fibroblastos, todos tienen una morfologia similar,
sin embargo los estudios hechos con microarreglos de DNA, demostraron que,
dependiendo del lugar anatomico, los fibroblastos tienen una expresion génica y
caracteristicas fenotipicas Unicas al sintetizar proteinas de la MEC (Wong et al.,
2007).
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Los fibroblastos dérmicos tienen numerosas funciones, no solo depositar y
sintetizar componentes de la MEC, también de la proliferacion y migracion en
respuesta a factores quimiotacticos y modulacion de citocinas, ademas de

interacciones autocrinas y paracrinas (Wong et al., 2007).

D.4 Fibroblastos alogénicos y autélogos
Los fibroblastos son utilizados como herramienta para promover la cicatrizacion

en la ingenieria de tejidos, pueden ser alogénicos o autblogos. Los fibroblastos
autologos ocasionan rechazo inmunol6gico. Sin embargo, existe un retraso en el
cultivo de células autdlogas, pues se debe esperar a que haya cierta confluencia
celular, mientras que las células alégenicas normalmente criopreservadas con un
namero celular definido, pueden estar listas para ser utilizadas en los tratamiento
de lesiones dérmicas. Para el uso de injertos permanentes, los fibroblastos
autdlogos son necesarios. Sin embargo, los fibroblastos alogénicos tienden a ser
usados como apositos bioldgicos o para el pre-acondicionamiento del lecho de la
herida, antes de la aplicacién de un injerto permanente. Ultilizar fibroblastos
autdlogos en substitutos dermales, da mejores resultados en la regeneracion
dermal y minimiza la formacién de cicatriz a comparacion de los fibroblastos

alogénicos (Lamme et al., 2002).

D.5 Aplicaciones clinicas
El cultivo de fibroblastos puede ser usado para aumentar la reparacion de tejidos

en una variedad de afecciones que van desde heridas agudas y cronicas hasta su
aplicacion estética y regenerativa. Los reemplazos cutdneos pueden ser
acelulares o celulares y la adhesion de un componente celular dérmico estable
como lo son los fibroblastos, dando el nombre de substituto dérmico (Wong et al.,
2007).

La manufactura de productos de ingenieria de tejidos es rigurosa y compleja,
requiriendo una sepsis y prevencion de contaminantes minuciosa;
criopreservacion del producto evitando la contaminacién bacteriana o la
degradacion del mismo; facil manejo por los médicos especializados y, desde un

punto empresarial, con un costo-beneficio conveniente y accesible al publico.
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Como ejemplo de productos dermicos se tiene Dermagraft-TC (TransCyte®, La
Jolla, USA) y Dermagraft® (Advanced BioHealing). Son sustitutos utilizados en
México. Ambos son obtenidos a partir de un cultivo de fibroblastos neonatales
dentro de un poli-gel (Vicryl™) y al ser aplicados se ha obtenido un grado de
regeneracion considerable, sin generar reacciones de rechazo y manteniendo la

herida fuera de peligro de contaminacion por microrganismos (Wong et al., 2007).

Sin embargo, por costo y por ser productos de importacion, no estan accesibles a

todo el publico en general.

E. HIPODERMIS
El tejido de la hipodermis aisla al cuerpo, sirve como suplemento de reserva

energética, amortiguacion y proteccion de la piel. El limite entre la dermis reticular
profunda y la hipodermis es una transicion abrupta de un tejido conjuntivo dérmico
predominante fibroso a un tejido subcutdneo fundamentalmente adiposo. Las dos
regiones siguen integradas de forma estructural y funcional, mediante redes
nerviosas y vasos. Los foliculos pilosos en crecimiento activo tensan la piel y se
extienden hacia la grasa subcutanea, y las glandulas sudoriparas apocrinas y
ecrinas se encuentran normalmente confinadas a esta profundidad de la piel (Le
Vay, 2008).

Los adipocitos forman la masa celular principal de la hipodermis. Estan
organizados en lobulos definidos por tabiques de tejido conjuntivo fibroso. Los
nervios y vasos, estan localizados dentro de los tabiques e inervan, nutren y
drenan la regién. La sintesis y almacenamiento de grasa continta durante toda la
vida por la acumulacion facilitada en las células adiposas o por reclutamiento de

nuevas células de mesénquima indiferenciadas (Le Vay, 2008).

La hormona leptina, secretada por los adipocitos, da wuna sefal de
retroalimentacion a largo plazo que regula la masa adiposa. Los niveles de leptina
son mas altos en la grasa subcutanea que en la omental, lo que sugiere también
un papel de esta hormona en el control de la distribucion de grasa (Fitzpatrick,
2009).
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Por ultimo, se tiene conocimiento que en cuanto a dafilo mecanico, el tejido
subcutaneo, esta involucrado en diferentes trastornos inflamatorios (Fitzpatrick,
2009).

F. LESIONES CUTANEAS
La lesién cutdnea es la pérdida de la continuidad y homogeneidad de la piel,

resultando de una herida aguda o cronica. Las heridas agudas son aquellas
causadas por traumatismo, intervencién quirdrgica o quemaduras, mientras que
los principales tipos de heridas crénicas son ulceras por presion, Ulceras venosas
y arteriales, Ulceras de pie diabético, Ulceras neoplasicas y dehiscencias (Federal,
2016).

Frente a mecanismos de dafio agudos o cronicos que involucren la pérdida de la
continuidad y homogeneidad de la piel, se activan mecanismos de reparacién
(Figura 4):

Homeostasis: Después de una herida cutdnea, se encienden multiples respuestas
fisiol6gicas para detener la pérdida de sangre. EI musculo liso contrae sus vasos
sanguineos para detener la pérdida de sangre, se produce la activacion de
plaguetas y factores coagulantes, que en conjunto con la fibrina, favorecen el
cierre de la lesion y la migracion de leucocitos, queratinocitos y fibroblastos
(Sanchez et al., 2010).

Inflamacion: Se presenta después de la lesion, por mediadores celulares
denominados quimio-atrayentes, que inducen el infiltrado de células del sistema
inmune (monocitos-macrofagos, células polimorfonucleares) las cuales favorecen
la eliminacion de las bacterias y la remocion de MEC dafada. La activacion de
dichas células favorecera la secrecion de factores que propicien la angiogénesis
(Clark, 2001).

Proliferacion: Los macrofagos, dan inicio a la fase de proliferacion, al liberar
factores de crecimiento que promueven la proliferacibn de fibroblastos y

gueratinocitos, como son: el factor de crecimiento derivado de plaquetas, FGF y

Instituto Nacional de Rehabilitacion LGII 20



P
(N FES
TARAGOTA

Facultad de Estudios Superiores Zaragoza
UNAM

factor de crecimiento endotelial vascular, entre otros factores que promueven

migracion y proliferacion celular, asi como la formacion de MEC (Clark, 2001).

Remodelacion: Células progenitoras epidérmicas, comienzan la remodelacion del
tejido al diferenciarse a queratinocitos y reparando la capa epidérmica. Ademas se
comienzan a formar nuevos vasos sanguineos, gracias a la proliferacion de
fibroblastos, macrofagos y proteinas de la MEC, principalmente colagena tipo | y
tipo 11l (Clark, 2001).

La curacion de una lesion varia de acuerdo al tipo de herida y la extension del
tejido perdido. (Clark, 2001).

A B
Homeostasis Inflamacion
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~ sebacea
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CX3CL1
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Figura 4. Etapas de lareparacidon de una lesion cutanea. Homeostasis, activacion de plaquetas y factores coagulantes, que en
conjunto con fibrina favorecen el cierre de la lesion; Inflamacién, infiltrado de neutréfilos y macréfagos eliminan patégenos vy
residuos de tejido; Proliferacion, gracias a fibroblastos, queratinocitos y células endoteliales liberan factores de crecimiento que
ayudan a la migracion y proliferacion celular; Remodelacion, formacion de vasos sanguineos, proteinas de matriz extracelular y de
la capa epidérmica, imagen obtenida (Bautista, 2018)
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G. TRATAMIENTO DE LESIONES CUTANEAS
El tratamiento de una herida cutdnea inicia utilizando suero fisiolégico a

temperatura ambiente o con agua y jabon neutro. Se debe evitar el agua fria
porque retarda la cicatrizacion de la herida. No se debe irrigar a presion para no

lesionar el tejido de granulacién que empieza a desarrollarse (Trott & Diaz, 2006).

Es comdun la utilizacion de apdésitos posterior a la sepsis de la herida. Un apdsito
es una cubierta, generalmente de algodon, estéril que se aplica para proteger la
herida, también absorbe secreciones y facilita la curacion (Trott & Diaz, 2006).

Los apésitos le brindan un ambiente himedo a la herida. La humedad favorece la
migracion de leucocitos a la herida. Permite la acumulacion de enzimas,

favoreciendo la cicatrizacion. Rehidrata el tejido dafiado ademas de prevenir la
apoptosis y finalmente, promueve la angiogénesis y migracion celular (Pujalte et

al., 2008).

Los apdsitos pueden ser 1) pasivos, como las gasas de algodon; 2) Bioactivos, los
cuales interactian con la herida. Estan disefiados para mantener una humedad
fisiolégica y permitir la oxigenacion. Estos se dividen en a) hidrocoloides, los
cuales contienen peptina y colageno favoreciendo la cicatrizacién. b) hidrogeles,
hechos a base de agua, contienen propilenglicol y agentes absorbentes y c)
alginatos, posee sales de calcio de &cido alginico que absorben exudados
cutaneos y mantiene la homeostasis. Son utilizados en quemaduras, Ulceras,
zonas de donantes de injerto y en dermatitis agudas. 3) Apdésitos mixtos, con
diferentes niveles de permeabilidad que combina las caracteristicas tanto de
apositos pasivos como bioactivos y se clasifican en absorbentes y desodorantes

antimicrobianos (Pujalte et al., 2008).

H. ESTADISTICA DE LESIONES CUTANEAS
Las lesiones cutaneas afectan una amplia poblacién de todas las edades y cuando

se presentan lesiones que afectan capas mas profundas de la piel, es necesaria la
aplicacion de diferentes intervenciones para asegurar el cuidado 6ptimo de los
pacientes que las presentan. Se estima que en todo el mundo debido a lesiones

cutaneas son realizadas 234 millones de cirugias por afio, con una mortalidad
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variando del 10% al 45%, teniendo un impacto negativo en la salud, la economia,
las dimensiones fisica, social y psicologica de las personas que las padecen y de
sus cuidadores (Gonzalez et al., 2016).

|. INGENIERIA DE TEJIDOS Y APLICACIONES
Como se ha mencionado con anterioridad, el dafio en tejidos y érganos es

considerado un problema de salud mundial. De acuerdo al Observatorio Mundial
de Donacion y Transplantes (GODT, por sus siglas en ingles Global Observatory
on Donation and Transplatation) en 2015 se trasplantaron 126,670 érganos en
todo el mundo, de los cuales 2,960 se realizaron en México (GODT, 2017) El
namero de personas que esperan un trasplante de érgano es muy alto, anudado a
la escasez de donadores y el envejecimiento de la poblacion, lo que ha promovido
el desarrollo de nuevas tecnologias que aspiren a disminuir el ndmero de
trasplantes requeridos y mitiguen la escasez de donadores, para restaurar las

funciones de los tejidos y 6rganos dafiados (Seymor et al., 2002).

La ingenieria de tejidos es un area inter y multi-disciplinaria que conjunta la
ingenieria de materiales y ciencias de la vida, con la finalidad de desarrollar
estructuras biologicas para la reparacion parcial o total de tejidos y érganos
perdidos por dafio o enfermedad (Langford et al., 2017). Busca el uso de
estructuras porosas fabricadas, células y factores de crecimiento, llamadas

tipicamente andamios celulares.

Los andamios celulares son sintetizados de materiales tanto sintéticos como
naturales y proveen una plataforma para la migracion y adhesion de células en su
superficie, mimetizando caracteristicas del tejido u érgano que se intente reparar.
Su estructura porosa interconectada, asegura la penetracion celular y la difusiéon
de nutrientes hacia las células dentro del material hacia la MEC. Ademas, permite
la liberacion de productos de desecho y subproductos de su degradacion. Los
andamios deben ser biocompatibles y biodegradables para evitar la necesidad de
retirarlos quirdrgicamente, por lo tanto, su tiempo de degradacién tiene que

acoplarse con el de la formacion del tejido de novo (Enriquez et al., 2011).
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Los biomateriales son productos empleados para reproducir la funcién de tejidos

vivos en los sistemas biolégicos de forma segura y aceptable fisiolégicamente, son

temporal o permanentemente implantados en el cuerpo y tratan de restaurar el

defecto existente en el cuerpo y conseguir la regeneracion tisular (Landgford et al.,

2017).

Hay una gran diversidad de biomateriales sintéticos como pueden ser ceramicas,
vidrios, aceros y otro tipo de aleaciones metalicas, polimeros sintéticos de
multiples clases, polimeros naturales, tejidos biolégicos modificados etc. (Figura
5) (Lizarbe, 2007).

Existe una gran variedad de tejidos y 6rganos que se pueden beneficiar con el uso
de los andamios celulares, como lo son: la piel, el hueso, cartilago y 6rganos

enteros. (Colorado et al., 2013).

Implantes oculares,
para piel, cartilago y hueso
Sistemas de liberacién de drogas

POLIMEROS

BI k :
m Al SINTETICOS _dumd EERAM'Cr

Implantes dentales
Sistemas de fijacion
y clavos para ortopedia 1

SEMICONDUCTORES

Biosensores y
microelectrodos
implantables

M Implantes dentales,
hueso y componentes
de valvulas cardiacas

Figura 5. Clasificacion de los biomateriales sintéticos de acuerdo a su composicion quimica (Lizarbe, 2007).

Deben cumplir con propiedades bioldgicas, fisicas, quimicas y mecanicas aptas
para procesos de locomocion y adhesion celular, tener baja toxicidad, alta
promocion celular, estabilidad degradativa y un adecuado comportamiento
térmico, entre otras caracteristicas (Lizarbe, 2007). Existen materiales naturales
como la colagena (usada como geles potenciadores de vascularizacion) la fibrina,

sedas poliméricas de origen natural y el quitosano, un polisacarido lineal
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compuesto de cadenas de D-glucosamina y de N-acetil-D-glucosamina; asi como
materiales sintéticos, cuyos beneficios radican las caracteristicas modificables que
poseen (Zhao et al., 2013).

J. POLIMEROS SINTETICOS
La utilizacion de polimeros sintéticos en el campo de los biomateriales, dio inicio a

finales de segunda guerra mundial. A los pilotos de guerra alemanes se les
colocaba una cobertura en los ojos fabricada con poli metil metacrilato (pMMA)
para evitar que pequefas astillas pudieran cegarlos durante la batalla. Esto
condujo al desarrollo de lentes intraoculares basados en este material; dicho
polimero también se utiliza en odontologia y en cirugia ortopédica como cemento
para fijacion de protesis (Frazer et al., 2005). Con el tiempo se fueron
incorporando otros polimeros, como el acetato de celulosa (componente de tubos
de didlisis), el dacron (uso en injertos vasculares y el polieteruretano (prétesis
cardiacas) (Lizarbe, 2007).

Las propiedades fisicas y estabilidad quimica de este grupo de biomateriales,
dependen de un conjunto de variables tales como la composicién quimica del
polimero y de su grado de entrecruzamiento. Una de las ventajas que presentan,
es que pueden dotarse de una amplia variedad de propiedades, incluso ser
utilizadas junto a los polimeros naturales, favoreciendo asi las propiedades
mecénicas y bioldgicas del material tomando en cuenta el tejido blanco al cual
vayan dirigidos (Wang et al., 2016).

Rodriguez et., al (2016) clasifica los polimeros de acuerdo con su origen, en
petroquimicos (sintéticos) y recursos renovables (biopolimeros) (Figura 6).

Biopolimeros a partir de recursos renovables: son sintetizados naturalmente de

plantas y animales, o totalmente sintetizados a partir de recursos renovables.

Biopolimeros a base de petroleo: se sintetizan a partir de recursos del petréleo

pero son biodegradables al final de su funcionalidad.
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Biopolimeros a partir de fuentes mixtas: fabricados de combinaciones de

materiales de bases biolégicas y mondémeros derivados del petréleo.

Los polimeros sintéticos del tipo poliésteres alifaticos, como la polilactida,
policaprolactona (PCL), poliglicélido y sus copolimeros son los mas usados. El
PCL ofrece biocompatibilidad, biodegradabilidad, estabilidad estructural vy
propiedades mecénicas, pero tiene baja bioactividad. El polipropileno (PP) tiene
alta resistencia y durabilidad mecanica, se esteriliza con facilidad y es
relativamente barato de fabricar. Una de las cualidades mas deseables de PP para
aplicaciones quirtrgicas es que se ha considerado biolégicamente inerte. Los
poliuretanos se pueden adaptar para aplicaciones especificas, pueden ser
degradables o no degradables in vitro. En la ingenieria de tejidos, el colageno
mezclado con PCL incrementa el crecimiento de los fibroblastos y queratinocitos.
La mezcla de PCL con poliuretano se ha aplicado en tejidos de células

endoteliales (Rodriguez et., al 2016).
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Figura 6. Clasificacién de polimeros de acuerdo a su método de produccion, biodegradabilidad y mezclas (Rodriguez

et., al 2016)
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Por lo anterior, los polimeros sintéticos son utilizados para crear andamios en
ingenieria de tejidos implementando nutrientes y factores de crecimiento tratando

asi de restablecer estructura y funcion de tejidos u 6rganos (Wang et al., 2016).

K. HIPE
Una ruta interesante y novedosa para fabricacion de polimeros sintéticos son las

emulsiones altamente concentradas (HIPEs por sus siglas en inglés high internal
phase emulsions) las cuales estan constituidas por una fase continua que posee
los mondémeros que seran polimerizados y la fase interna (frecuentemente acuosa)
gue se encuentra dispersa en la fase continua en un volumen total de hasta el
80% de la emulsion que posteriormente es removida, lo que resulta en un material
con estructura porosa. Esta porosidad del material lo hace un excelente candidato
en la ingenieria de tejidos. Las propiedades morfoldégicas y mecanicas de los
poliHIPEs pueden ser modificadas ajustando las condiciones de sintesis

polimérica (Busby et al., 2000).

La base quimica de un HIPE son los disolventes, pues para crear la estructura
polimérica de este tipo de andamios, se necesita un medio acuoso donde el
mondmero pueda integrarse y genere un andamio con propiedades morfologicas y

guimicas estables (Neira-Carrillo et al., 2013).

Una de las nuevas estrategias para HIPE, es una sintesis no acuosa en donde se
utilizan liquidos inmiscibles llamados liquidos eutécticos 0 mezclas eutécticas
profundas como disolventes (DES por sus siglas en inglés Deep Eutectic

Solvents).

Una mezcla eutéctica es la composicion unica de dos 0 mas solidos inmiscibles
qgue sufren un cambio completo de fase, de solidos a liquidos a una temperatura
precisa (Figura 7). El punto eutéctico es la temperatura de fusion minima de todo
el conjunto de composiciones. Un disolvente DES esta formado por una mezcla
eutéctica de dos o mas solidos que son liquidos a temperatura ambiente (Busby et
al., 2000).
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Figura 7. Diagrama de fase que representa una mezcla eutéctica. Tomado y modificado de Mota-Morales et al., 2011.

Mota-Morales et al. (2011) fueron pioneros en utilizar un DES para la
polimerizacion de un andamio de &cido acrilico o &cido metacrilico para utilizarla
en ingenieria de tejidos. También demostraron que se puede usar una amplia
variedad de mondmeros como componentes de los DES. Realizdé pruebas con

distintas temperaturas para liberacién de farmacos y factores de crecimiento.

L. HIPE NO ACUOSA
Se han utilizado los DESs para preparar y polimerizar emulsiones HIPEs. Una

emulsion consiste en una dispersion inestable termodindmica de gotas en una
fase continua en un segundo liquido el cual es inmiscible en el primero. Estos
liquidos pueden estar estables por la adicion del polimero o particulas sélidas, las

cuales adsorben en la superficie de las gotas (Velasquillo et al., 2017).

Una emulsion HIPE contiene una fraccion de volumen de la fase interna mayor a
74% y por lo tanto, es altamente viscosa. El primer criterio para la formacion de los
HIPEs es la presencia de dos liquidos inmiscibles, generalmente son liquidos
hidréfobos. Usualmente, la formacion de los HIPEs se realiza por la adicion de la
fase interna a una solucion de surfactante en la fase externa, con agitacion
constante. Cuando se centrifuga una emulsion, las gotas son forzadas a estar en

contacto con otras y se produce una deformacion de estas en forma de poliedros.
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La estabilidad de los HIPEs depende de la naturaleza y la concentracion del

surfactante, la naturaleza de cada fase liquida, la temperatura del sistema, el

tamafo promedio de la gota y la tension superficial entre las fases (Mota-Morales

et al., 2011).

Una de las aplicaciones de los HIPEs en la ciencia de materiales, es su uso como
plantillas para crear estructuras altamente porosas. Estos materiales se pueden
producir si la fase interna de la emulsion se prepara como una fase continua que
contiene uno 0 mas especies monoméricas. Con la subsecuente eliminacion de la

fase interna se producen estos materiales altamente porosos (Silverstein, 2014).

Los PoliHIPEs (Figura 8) tienen morfologias complejas, poseen cavidades
esféricas, conocidas como huecos las cuales se encuentran interconectadas. El
tamafo del espacio total vacio dentro de los PoliHIPEs es relativamente grande
como consecuencia de la porosidad e interconectividad del material, que resulta
en un area superficial baja (Silverstein, 2014). Un material con distinto niveles de
porosidad e interconectividad es esencial para la nutricion, proliferacion y la
migracion celular en los andamio destinados a ingenieria de tejido (Loh&Choong,
2013).

Figura 8. Munive (2018) sintetizo poliHIPEs a base de pMMA. A) Muestra una micrografia del poliHIPE-pMMA; se
observan las cavidades porosas que ha adquirido gracias a la técnica de sintetizado. B) Es el poliHIPE-pMMA después
de ser sintetizado, es color blanquecino y forma cilindrica gracias al recipiente en que fue creado.
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Munive (2018) sintetizé poliHIPEs-pMMA junto a diversos acrilatos, con una
porosidad del 68%. ElI comportamiento térmico del DES era estable entre
temperaturas de -60° a 120°C, ademas de reportar que debido a la alta viscosidad
del DES, permitio limitar los procesos de difusion del HIPE y controlar asi, la
temperatura de polimerizacion de las emulsiones. Esto da como resultado un

andamio con un alta estabilidad in vitro, por su baja descomposicion.

Pérez-Garcia et, al. (2015) también reportaron la sintesis de un poliHIPE usando
un DES. La fase continua consistio en una mezcla de estireno:divilbenceno. Con el
fin de obtener diferentes viscosidades, prepararon la fase interna combinando
cloruro de urea, glicerol y etilenglicol con una relacién molar 1:2. Después de la
polimerizacion, realizaron una extraccion Soxhlet con metanol por 12 h. Todos los
poliHIPEs tuvieron conversiones entre 91 y 96% y ésta no se vio afectada por el
tipo de fase interna. La cantidad de surfactante influyé en el tamafio de gota y la
viscosidad de los HIPEs y en el diametro de los poros. Aunque la morfologia del
material fue altamente porosa e interconectada de acuerdo a las micrografias, el

area superficial fue baja.

La preparaciéon de poliHIPEs utilizando DES provee la ventaja de utilizar un rango
de temperaturas altas. La polimerizacion de los HIPEs se puede conseguir a bajo
costo y sin condiciones especiales. Posee estabilidad estructural y quimica, asi
que puede ser considerado un candidato 6ptimo para su uso en ingenieria de

tejidos.

@ Instituto Nacional de Rehabilitacion LGI| 30

N
(

R
|



Facultad de Estudios Superiores Zaragoza
UNAM

IV. JUSTIFICACION
A nivel global son realizadas 234 millones de cirugias por afio causadas por

lesiones cutaneas, con una mortalidad variando del 10% al 45%, teniendo un
impacto negativo en salud, economia, sociedad y psicologia del paciente que ha
sufrido este tipo de lesion (Gonzéles et al., 2016). Para ayudar a solucionar este
grave problema de salud se desarrollaron sustitutos dérmicos, los cuales se
encargan de reproducir la funcién del tejido cutaneo de forma segura y aceptable
fisiolégicamente mientras cura el tejido dafiado en el menor tiempo posible y

minimiza secuelas (Landgford et al., 2017).

Un sustituto ideal debera ser biocompatible, facil de manejar, econémico y proveer
al tejido dafiado de componentes que promuevan curacion o incluso regeneracion
del tejido u 6rgano (Lizarbe, 2007), y la gama de los materiales sintetizados por la
técnica HIPE prometen ser un sustituto ideal gracias a su estabilidad estructural,
quimica y bajo costo en produccion (Silverstein, 2014). Sin embargo, al ser un
campo innovador en la ingenieria de tejidos, son necesarias pruebas in vitro
preliminares de biocompatibilidad que abriran las puertas a estos materiales para

futuros usos clinicos.
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V. HIPOTESIS
Si el andamio macroporoso de poli metil metacrilato (pPMMA) es sintetizado sin el

uso de solventes y con emulsiones de alta fase interna (HIPE), entonces se
obtendra un andamio con estructuras porosas que permitiran la viabilidad de los

fibroblastos humanos.

VI. OBJETIVO GENERAL
Realizar pruebas de biocompatibilidad in vitro de un andamio macroporoso de poli

metil metacrilato utilizando fibroblastos humanos.

VII. OBJETIVOS PARTICULARES
1. Evaluar la viabilidad de los fibroblastos sobre el andamio macroporoso

pPMMA

2. Estudiar la estructura de los fibroblastos sembrados sobre el andamio
macroporoso de pMMA

3. Analizar la actividad metabodlica de los fibroblastos humanos sobre el
andamio macroporoso de pMMA
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VIIl. METODO

CARACTERIZACION DE FIBROBLASTOS HUMANOS

Proliferacion
Se utilizaron fibroblastos de prepucio infantil, donados por el acervo del Instituto

Nacional de Rehabilitacion (INR). Las células fueron cultivadas en DMEM (por sus
siglas en inglés Dulbecco's Modified Eagle Medium) suplementado con suero fetal
bovino (SFB) al 10%, con 1% de antibidtico/ antimicético (A.A) bajo condiciones de
5% de CO2 a 37°C. Los fibroblastos eran utilizados una vez alcanzada la

confluencia minima del 90% en las cajas de cultivo.

Para caracterizar la viabilidad celular de los fibroblastos, se realizé6 una curva de

proliferacion con su respectiva curva patrén.

Curva patron: En una placa de 24 pozos, fueron sembradas las concentraciones
celulares de 1000, 2000, 5000, 10,000 y 20,000 por triplicado en 100 ul de medio
completo (DMEM/10%SFB/1%A.A.), dejandose incubar 24 horas en 5% de CO:z a
37°C.

Curva proliferacion: En una caja de 24 pozos, fue sembrada la concentracion

celular de 3000 células en 100 pl de medio completo por triplicado para ser
analizada 24, 48, 72, 96 y 120 horas.

Recoleccion celular: La recoleccién de células se realizé por medio de la técnica

de tripsinizacion. Esta técnica enzimética consiste en el uso de tripsina para
separar las células adheridas de la caja de cultivo sin dafarlas. Primero se aspir
el medio completo de la caja de cultivo para después hacerle un lavado a los
fibroblastos con PBS 1X (Phosphate Buffered Saline). Por cada caja confluente se
le agregaron 2 mililitros de tripsina y se dejé incubar en 5% de CO2 a 37°C
durante 5 minutos. Pasado el tiempo, la reaccion de la tripsina se detiene

utilizando el doble del volumen utilizado de la tripsina con medio completo.

Instituto Nacional de Rehabilitacion LGII 33

'1211 Im



-

-

UNAM

«%& Facultad de Estudios Superiores Zaragoza
)

Una vez detenida la reaccién, las células se pasaron a un tubo falcon y
centrifugadas por 5 minutos a 1500 revoluciones por minuto (rpm). Esto separoé las
células de la solucién de tripsina. Y fueron sembradas de nuevo con medio
completo (DMEM/10%SFB/1%A.A.)

La técnica de tripsinizacion se utilizé cada que era necesario expandir o recolectar

muestras para los ensayos de esta tesis.

Técnica de Cristal Violeta (CV): Las placas de cultivo se trabajan en campana

estéril. Se extrajo el medio completo y se realizaron dos lavados con PBS 1X. Se
colocaron 100 pl de CV al 5% por pozo y se dejo adhiriendo durante 10 minutos en

campana. Se retir6 el CV por vacio.

Posteriormente, se le agregaron 100 pl de glutaraldehido al 1% por pozo para fijar
las células. Se le realizaron dos lavados con PBS 1X para quitar exceso de
colorante. Se dejo secar la placa de manera invertida a temperatura ambiente

sobre papel absorbente.

En un tubo falcon se prepard una solucién de acido acético al 1.1% y a cada pozo
se le colocaron 100 pl. Se dejé en agitacién durante 20 minutos. El residuo fue
analizado en lector de placas Xmarck, marca Bio-rad® utilizando una absorbancia
de A=570 nm.

Se tomaron fotografia de los distintos dias de curva de proliferacion en

microscopio invertido Leica, marca Bio-optic®.

Actividad metabolica
Para saber la actividad metabdlica de los fibroblastos en monocapa se realiz6 la

reaccion de formazan utilizando 3-(4, 5-dimetiltiazol-2-1-i) bromuro de

difeniltetrazolio (MTT formazan).
Se realiz6é una curva metabdlica con su respectiva curva patrén.

Curva patrén: En una placa de 24 pozos, fueron sembradas las concentraciones
celulares de 1000, 2000, 5000, 20,000 y 50,000 por triplicado en 100 ul de medio
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completo (DMEM/10%SFB/1%A.A.), dejandose incubar 24 horas en 5% de CO2 a
37°C.

Curva de crecimiento: En una placa de 48 pozos fue sembrada la concentracién

celular de 5000 células en 100 pl de medio completo por triplicado para ser
analizada 24, 48, 72, 96, 120 y 144 horas.

Andlisis de actividad metabdlica: El MTT se preparé en un tubo eppendorf con una

concentracion de 1:10 MTT/medio completo. Primero se extrajo el medio completo
de la placa y se realiz6 un lavado a las células con PBS 1X. Posteriormente, se
coloco el MTT preparado y se dej6é en incubacién a 37°C con 5% de CO, durante

3 horas.

En un tubo Falcon, se prepardé solucibn con concentracion 1.1 de
isopropanol/DMSO (dimetilsulféxido). Pasado el tiempo de incubacién del MTT, se
le coloco la solucion de isopropanol/DMSO. La solucién restante compuesta por
MTT/isopropanol/DMSO se colocd en una placa limpia para ser analizado en el
lector de placas utilizando una absorbancia de A=750 nm.

CORTE Y ESTERILIZACION DEL POLIHIPE
Los poliHIPEs de PMMa son sintetizados en forma de cilindro alargado, de 3 cm

de largo y 1.5 cm de diametro. Para poder hacer las pruebas pertinentes de

biocompatibilidad, se estandarizo el corte y esterilizacion.

Ocupando guantes, pinzas de reloj y bisturi estériles el andamio se cortdé en caja
Petri. Fue cortado de manera trasversal con precision, ya que suele romperse con
facilidad. Se fueron cortando pequefias fracciones que, con ayuda de una regla,

tuvieran un diametro de 3x3 mm, procurando obtener una forma homogénea.

Una vez obtenidos los fragmentos, se colocaron en una caja Petri estéril. Se
esterilizaron por UV CrossLinker© durante 40 minutos. Cuando se retiraron del UV
CrossLinker©, se protegieron en una caja Petri con Parafilm®© alrededor de la tapa

para mantener la esterilidad (Figura 9(A)).
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Hidratacion del poliHIPE
Se prepar6 medio de cultivo completo (DMEM/10%SFB/1%A.A.) y se calenté a

37°C. Dentro de la campana de flujo laminar se colocaron los poliHIPEs estériles
en una nueva caja Petri con 500 pl de medio completo y se incubaron durante 24
horas en 5% de CO2 a 37°C (Figura 9(B)).

Figura 9. A) PoliHIPE estéril, B) PoliHIPE hidratado

VIABILIDAD DE LOS FIBROBLASTOS EN EL POLIHIPE
El ensayo se realizo en placa de 48 pozos. Se hizo un triplicado por cada dia de

ensayo; se evaluaron a las 24, 48 y 72 horas de cultivo, y se incluyd un control en

monocapa para cada triplicado.

Marcaje de fibroblastos para evaluar viabilidad: Los fibroblastos se marcaron

previamente con CellTracker™ Fluorescent Probes Green CMFDA (CT), marca
Thermo Fisher Scientific. La dilucion del reactivo se realizé en medio DMEM F12,
sin suero y sin antibiético/antimicotico. Por cada mililitro de medio, se le agrego 1yl
de CT. Se ocupd6 2ml DMEMF12/2ul CT por el volumen de la caja de cultivo; se
incubé por 40 min a 5% de CO2 a 37°C. Posteriormente, las células fueron
recolectadas y se realizaron los célculos pertinentes para el cultivo. Se determiné
sembrar 200,000 células por poliHIPE, concentrando esta cantidad celular en 50 pl
de medio completo (DMEM/10%SFB/1%A.A.).

El poliHIPE, una vez hidratado se le retir6 el exceso de medio colocandolo en
papel filtro estéril 3 minutos y utilizando pinzas, se colocaron por triplicado en

placa de 48 pozos.
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Siembra del control: Fue sembrado un control por cada dia de cultivo establecido.

Consistié en sembrar 200,000 células en un pozo que no tuviera el poliHIPE.

Siembra del poliHIPE: Los fibroblastos fueron sembrados en el poliHIPE por goteo

con una densidad de 200, 000 células por 50 pl. La gota se dejo ser absorbida por
el poliHIPE en condiciones de 5% CO2 a 37°C de 30 a 40 minutos y una vez
absorbida se le coloc6 medio completo: 500 ul fueron suficientes para cubrir el

polimero. Se hizo cambio de medio cada 24 horas.

Marcaje de fibroblastos para mortandad: Antes de analizar el poliHIPE, fueron

marcados con homodimero de etidio (HE). Se les extrajo el medio al pozo donde
se encuentra el poliHIPE y este se lavd tres veces con PBS 1X. Aparte en un tubo
eppendorf, se preparod la solucion de HE. Por cada mililitro de medio completo se
ocupo 1ul de HE. Se coloco la solucién de HE/medio completo al poliHIPE y se
incubo 40 minutos a 5% de CO2 a 37°C. Una vez concluido el tiempo, se extrajo la
solucion y se lavé tres veces con PBS 1X. Los polimeros se pasaron a caja Petri

con PBS y a partir de este punto, fue posible maniobrarlos fuera de la campana.

Observacion y toma de fotografia: Se ocup6 un microscopio de fluorescencia Carl

ZEISS®. Utilizando pinzas, se colocé el poliHIPE en portaobjetos. Se tomaron
fotografias a una emision/excitacion de 528/617 nm para visualizar el HE y a

492/517 nm para visualizar el CT.

ACTIVIDAD METABOLICA DE LOS FIBROBLASTOS EN EL POLIHIPE
El ensayo se realizd en placa de 24 pozos. Se hizo un triplicado por cada dia de

ensayo evaluando 24, 48 y 72 horas de cultivo. Ademas, se contemplaron un

control de monocapa y un control poliHIPE.

Siembra de control en monocapa: Fue sembrado un control por cada dia de cultivo

establecido. Consistié en sembrar 200,000 células en un pozo que no tuviera el
poliHIPE.
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Control _poliHIPE: Se colocé un poliHIPE sin células con medio completo
(DMEM/10%SFB/1%A.A.) por cada dia de cultivo establecido, el cual fue sometido

al mismo tratamiento que los poliHIPES con células.

Siembra de poliHIPE: La técnica de sembrado fue la misma utilizada para saber la
viabilidad del poliHIPE.

Andlisis _de actividad metabdlica: Se realiz6 el mismo procedimiento de MTT/

formazan anteriormente descrito. El residuo compuesto por
MTT/isopropanol/DMSO se colocd en una placa limpia para ser analizado en el

lector de placas utilizando una absorbancia de A=750 nm.

Toma de fotografia: Una vez tratado el poliHIPE con MTT, se les tomaron

fotografias con un estereoscopio convencional.
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IX. RESULTADOS

CARACTERIZACION FIBROBLASTOS HUMANOS

Proliferacion
A los fibroblastos se les realizaron pruebas de proliferacion y metabolismo celular.

La proliferacion de los fibroblastos, se utilizé Cristal Violeta (CV) una técnica
sencilla basada en la adherencia celular tifiendo citoplasma y ndcleo en una
tonalidad violacea medida en espectrofotometro a 570 nm. Con base a la
colorimetria del CV analizada en el espectrofotometro, se realizd una curva patron

y una curva de proliferacion.

La Grafica 1 muestra una relacién directamente proporcional del niamero de
células respecto a la absorbancia (ABS) obtenida. Se colocaron distintos valores
celulares con la finalidad de obtener una lectura en ABS respecto a la densidad
celular definida previamente en la placa de cultivo. La grafica cumplié con el
objetivo mostrando una tendencia lineal con una R2 de 0.978 indicando asi una

buena confiabilidad en los resultados obtenidos.

Se analizo proliferacién de los fibroblastos de prepucio mediante una curva de
crecimiento en cultivo (Gréafica 2). Con base en la curva patrén, se estimé el

tiempo de duplicacion de los fibroblastos, el cual fue de 21 horas.

Durante el tiempo de cultivo de las células, se tomaron fotografias en el
microscopio invertido para observar la forma y distribucién de los fibroblastos
durante las distintas horas de cultivo una vez tefidos con CV (Figura 10). A las 24
horas de cultivo, se observaron algunos fibroblastos sin plegar, otros estan

completamente extendidos y muestran una forma fusiforme tipica.

A las 96 y 120 horas de cultivo, se observé el notable incremento de los
fibroblastos en el pozo, el fibroblasto crece y se alarga formando lo que parecen
colonias alargadas que permiten la interaccion celular entre ellas y el medio que

las rodea.
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Grafica 1. Curva Patrén obtenida por CV. Muestra una R2 de 0.978, indicando una tendencia lineal.
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Grafica 2. Capacidad proliferativa de los fibroblastos in vitro. Muestra un tiempo de duplicacion de 21

horas.
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Fibroblastos + CV

10X

10X

Figura 10. Fibroblastos tefiidos con CV durante los dias de cultivo de la curva de proliferacion. Se observa los cambios
morfolégicos de los fibroblastos, asi como su agrupacién a lo largo de 120 horas de cultivo.

@ Instituto Nacional de Rehabilitacion LGII 41
I N R
Li:L1



Facultad de Estudios Superiores Zaragoza
UNAM

Actividad metabdlica de fibroblastos In vitro
Para saber el comportamiento metabdlico que los fibroblastos desempefnan bajo

condiciones normales, se realiz6 un ensayo utilizando MTT/formazéan, reactivo de
color amarillo capaz de permear la membrana celular de las células
metabolicamente activas, mediante la actividad de la enzima mitocondrial
succinato-deshidrogenasa. Los cristales de  formazan, producidos
intracelularmente son color violeta e insolubles en agua por lo que se deben

solubilizar para cualificarse por densidad 6ptica a 750 nm.

Se realiz6 una curva patrén y una curva de crecimiento para analizar la actividad

metabolica de los fibroblastos.

En la Grafica 3 se muestra la curva patron que presentdé una tendencia lineal a
una ABS medida en el espectrofotometro a 750 nm. Es directamente proporcional
de acuerdo al numero de células sembradas. Se obtuvo una R2 de 0.9803

corroborando asi la fiabilidad del resultado obtenido.

En el Grafica 4 se representa la curva de crecimiento de los fibroblastos
sembrados en distintos tiempos de cultivo. Con la técnica MTT/formazan se
calculd el numero celular de acuerdo a los dias. Asi fue posible observar una

tendencia creciente de la actividad metabdlica de acuerdo al niUmero celular.

0.2 y = 4E-06x + 0.0972
0.18 R? = 0.9803

0 5000 10000 15000 20000 25000
Numero de células

Gréfica 3. Curva patrén MTT/formazan fibroblastos in vitro. Muestra una tendencia lineal con una R2
de 0.9803
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Gréfica 4. Curva de crecimiento celular por MTT/Formazan. Se determin6 el nimero de células de acuerdo
a la colorimetria obtenida por la técnica de MTT formazan. Es posible observar una relacién ascendente entre
el nimero células y la actividad metabdlica por dia de cultivo.

PRUEBAS DE BIOCOMPATIBILIDAD DEL POLIHIPE

Viabilidad sobre el poliHIPE
La evaluacion de la biocompatibilidad de biomateriales es necesaria para

identificar si la composicion quimica y/o subproductos que el material pudiera
liberar no desencadene una respuesta citotoxica. Para conocer si el poliHIPE es
un material biocompatible en ingenieria de tejidos, se le realizaron estas pruebas.
La ISO 10993-1:2010 especifica los requerimientos generales para evaluar las
interacciones de un material en uso potencial en ingenieria de tejidos,
especificando que la viabilidad celular es una de las funciones bioldgicas
necesarias para la supervivencia dentro de un microambiente favorable, por lo

tanto es un parametro importante a evaluar del poliHIPE.

Para saber si el poliHIPE puede brindar un microambiente favorable a nivel
celular, se estimé la proliferacion de fibroblastos humanos de prepucio
sembrandolos sobre el material en distintos dias de cultivo mediante un ensayo de

fluorescencia utilizando CellTraker™ (CT) y HE.
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El colorante fluorescente CT es un reactivo capaz de atravesar la membrana
celular libremente; posee un grupo clorometilo o bromometilo que al reaccionar
con los grupos “tiol” dentro de las células mediada por la glutarato-S-transferasa,
crean una reaccion impermeabilizante evitando que el colorante escape. De este
modo el CT puede quedarse intra-celular varios ciclos celulares. Sin embargo, el
mejor momento de observacion es dentro de las primeras 72 horas de cultivo

(Invitrogen®, product information sheet).

El CT fluoresce en color verde, mientras que el HE que se une al DNA de células

cuya membrana celular ha sido comprometida, emite una fluorescencia color rojo.

Las micrografias (Figura 11) fueron tomadas a 10X en microscopio de
fluorescencia Carl ZEISS®.

La Figura 11 muestra el cultivo del poliHIPE observado con CT o HE, y el merge
(M) que es la conjuncién de ambas fluorescencias. En el apartado de control,
estan las micrografias del poliHIPE sin fibroblastos (A, B y C). En A se aprecia
qgue el poliHIPE absorbe el CT ocasionando que emita cierta fluorescencia, sin
embargo en B no parece que el HE tenga esta misma interaccion, no hay sefales

de fluorescencia y el M no se ve afectado.

Las micrografias de las primeras 24 horas de cultivo (D, E y F), mostraron muy
pocos fibroblastos adheridos sin tomar su forma fusiforme comun en el poliHIPE,
pues presentan forma redonda y de acuerdo con el HE (E), en su mayoria se

observaron muertas o en proceso probablemente apoptético.

A las 48 horas de cultivo (G-L), se encontraron varios cumulos de fibroblastos
aparentemente vivos (G y J), pero al verla en contraste al HE enel M (1 y L), se
aprecia que el numero de células muertas es similar al de células marcadas como
vivas. Mientras que en otros sitios apenas son observables algunas células

aparentemente con la membrana comprometida visibles en el HE (H y K).

A las 72 horas de cultivo (M-U), los fibroblastos comenzaron a plegarse. Las

micrografias M y P muestran fibroblastos de forma fusiforme comdn a
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comparacion de las primeras 24 y 48 horas de cultivo. La mayoria de las células

se encuentran vivas y la distribucion de los fibroblastos se observa méas uniforme a

lo largo del andamio. Ademas, aun fueron observables los cumulos presentes

desde las 48 horas de cultivo (S). La diferencia radica en el nimero de células

vivas de acuerdo al M (U), pues en los camulos de 48 horas (I) se observaron més

células muertas que los observables a las 72 horas de cultivo.
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Figura 11. Fibroblastos mantienen una viabilidad menor al ser cultivados en el poliHIPE. Los fibroblastos fueron
tefiidos con CT/HE en distintos dias de cultivo.
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Actividad metabdlica del poliHIPE
La medicion cuantitativa de citocompatibilidad en el poliHIPE se llevo a cabo

mediante la reduccidon MTT/Formazan, el cual tiene la capacidad para analizar la
actividad metabdlica de los fibroblastos una vez sembrados en el andamio. El
MTT/Formazan genera un precipitado de cristales de formazan insoluble en agua

de color azul-violeta cuando es metabolizado por la mitocondria.

Los resultados fueron evaluados en distintos tiempos de cultivo (Gréafica 5). Se
realiz6 una curva patrén acorde a la cantidad celular que fue sembrada en el
poliHIPE (Gréafica 6) En cada tiempo se coloc6 un control de fibroblastos en
monocapa. Al momento de colocar el MTT/Formazan al poliHIPE y evaluar
espectrofotometria, el material se tefila por el colorante, por ende se colocd un
control sin fibroblastos para restar el colorante atrapado por el polimero y asi
obtener un resultado mas aproximado a las células metabdlicamente activas

presentes en el material.

Los resultados mostraron que el andamio no promovia la actividad metabdlica de
los fibroblastos. Al compararla con el control en monocapa, los fibroblastos en el
poliHIPE mostraron una proliferacion baja comparada con el nimero celular en
monocapa. Puede verse que las células dentro del andamio si aumentan en

namero, pero de una forma mucho mas lenta.

Para corroborar la presencia de células en el poliHIPE al momento de tratarlas con
MTT se les tomaron fotografias en el estereoscopio AxioVision® en los distintos
tiempos de cultivo (Figura 12). Tomadas a 10X para mejor apreciacion del

andamio completo.

En la Figura 12 los controles del poliHIPE, se observa la adherencia o absorcion
del reactivo al andamio, aunque no posea células. En las imagenes del poliHIPE
gue posee fibroblastos y fue tratado con MTT se aprecian ciertos puntos donde el
colorante estd mas concentrado. Para saber qué eran estos puntos de
concentracion se tomaron otras micrografias a mas aumento del andamio mas

representativo (Figura 13).
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En la Figura 13 se observa el polimero de la imagen H con distintos aumentos
mostrando en la imagen C que estos puntos podrian tratase de agregados de
células donde los cristales de formazan formados por la reduccion del MTT no
pudieron disgregarse correctamente quiza por la influencia del andamio. En las
imagenes A y B se visualiza varios puntos asi, en su mayoria dentro de un poro
del andamio.
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Grafica 5. Metabolismo celular de fibroblastos sobre poliHIPE. El poliHIPE no promueve el metabolismo celular
de los fibroblastos a comparacion de los cultivados en monocapa.
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Gréfica 6. Curva patron tipica.
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Control poliHIPE+Fibroblastos+MTT
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Figura 12. PoliHIPE post-cultivo con MTT. Se aprecia que el poliHIPE tiene la capacidad de absorcion de cierta
cantidad de reactivo.

Figura 13. Micrografia aumentada para mejor visualizacion de puntos de concentracion de colorante.
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X. DISCUSION
Los fibroblastos son el principal tipo de células presentes en la dermis y son las

encargadas de producir fibras de colagena, reticulares y elasticas, asi como de la

sintesis de los glicosaminoglicanos y glucoproteinas (Eynard et al., 2008).

Debido a que los fibroblastos tienen una funcidn critica en el proceso de
reparacion del tejido, han sido utilizados como modelos celulares in vitro en
ingenieria de tejidos (Wong et al., 2007). Contribuyen en la reparacion del tejido
debido a que producen la mayoria de las proteinas estructurales de las cuales
carece el tejido dafiado, ademas favorecen la reorganizacion de la MEC (Sanchez
et al., 2007).

Actualmente los fibroblastos son utilizados mayoritariamente para la evaluacion de
biomateriales en ingenieria de tejidos gracias a su facil manejo y manutencion. La
mayor parte de los experimentos in vitro se realizan utilizando lineas celulares de

fibroblastos inmortalizadas (Guerrero&Berlanga, 2001)

Por lo anterior es que en este trabajo, se decidid utilizar fibroblastos humanos. El
trabajo mas reciente que investiga el comportamiento de fibroblastos sobre
polimeros semejantes a los utilizados, lo realiz6 Munive (2018), quien utilizando
una linea celular de fibroblastos de prepucio humano (HFF-1). Report6 resultados
de viabilidad y proliferacion en un polimero de pMMA. Sin embargo, los
fibroblastos al ser una linea celular inmortalizada, son capaces de proliferar en
condiciones rigurosas. Las células inmortalizadas son aquellas que pueden
proliferar indefinidamente (Guerrero&Berlanga, 2001). Por lo tanto su utilizacion
para determinar viabilidad en materiales, no reflejan de manera fehaciente el
comportamiento de los fibroblastos normales en los biomateriales obtenidos por

sintesis verde.

Los fibroblastos utilizados en este trabajo fueron obtenidos de subcultivos (pase
celular) de muestras provenientes del banco de células como se indica en la

metodologia. Estos subcultivos se pueden obtener a partir de explantes primarios
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y/o de suspensiones de células disgregadas. La disgregacién celular se realiza por
métodos enzimaticos o mecénicos (Davis, 2002).

De acuerdo a Lamme et al. (2002), la viabilidad y proliferacion celular se ha
reportada ligada a la edad, entre otros factores. No es lo mismo la utilizacion de
fibroblastos obtenidos de biopsias de adultos que las de infantes. Normalmente los
fibroblastos de prepucio infantil, suelen tener un metabolismo y una proliferacion
celular mayor, permitiendo asi un desarrollo experimental adecuado que incluya
variables no controladas, como puede ser la baja proliferacién. Por lo que en este
trabajo se utilizaron fibroblastos de prepucio infantil y asi tener un punto de

comparacioén con los trabajos reportados en la literatura,

Debido a que es necesario evaluar la capacidad de proliferacion de los
biomateriales con los fibroblastos humanos, se uso la técnica de Cristal Violeta CV
al 5%. El cristal violeta o violeta de metilo, es el ingrediente activo en el colorante
Gram, usado para clasificar bacterias. Por si solo el violeta de metilo tiene la
habilidad de adherirse al DNA, por esta razon es una técnica que puede utilizarse

para ensayos de viabilidad y proliferacién celular (L6pez-Jacome et al., 2015).

Los resultados obtenidos mostraron que las células completan un ciclo celular
cada 21 horas en cultivos en monocapa, concordando con el tiempo obtenido por
Place et al, (2009), el cual reportd que los cultivos in vitro de fibroblastos infantiles
de prepucio obtenidos por biopsia, tenian un tiempo de replicacién en promedio de
entre 17 a 20 horas. Mientras que en el ensayo de MTT/formazan (3-(4, 5-
dimetiltiazol-2-1-il) bromuro de difeniltetrazolio), el cual genera un precipitado de
formazan insoluble en agua, de color azul-violeta cuando es metabolizado por la
mitocondria (Chimal-Monroy et al.,, 1998) mostré6 resultados similares a los
reportados con el CV. Ambos tuvieron un incremento celular que va de las 20-21

horas.

Como ya se menciond, los biomateriales son una parte importante en la triada de

la implementacion en la ingenieria de tejidos y por lo tanto se trabajé el poliHIPE-
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PMMA, el cual fue sintetizado por primera vez en el Centro de Fisica Aplicada y
Tecnologia Avanzada (CFATA) perteneciente a la UNAM.

Mota-Morales et al. (2011) comenzo a aplicar la polimerizacion frontal, retomando
la metodologia descrita por Chechilo en los 70°s y por Pojman en los 90°s. De esta
manera desarroll6 un método inicial de polimerizacion exotérmica utilizando
acrilatos. También fue uno de los pioneros en describir el uso de DES’s para

lograr una estructura interna estable.

Fue hasta el 2013 que Mota-Morales et al., reporté el uso aplicado de los DES’s
para crear andamios macroporosos. Los primeros en ser sintetizados fueron a
base de &cido acrilico y cloruro de colina. Estos materiales tenian como
caracteristica principal una estructura macroporosa presumible para ser candidata

como un biomaterial.

Sin embargo, el equipo de investigacion también se enfrent6 a los desechos que la
polimerizacion de materiales generaba. Por ello en el 2017, Mota-Morales et al.,
reporta el posible uso de la sintesis verde o quimica verde, con la cual se
encargaria de generar polimeros a base de quimicos amigables con el medio
ambiente. En aquella investigacion, integré los monomeros de DES’s para la
polimerizacion de biomateriales dando como resultado la primera aparicién de los

HIPE s sintetizados en México.

En 2018 el equipo de trabajo de Mota-Morales empezd a sintetizar materiales
HIPE utilizando mondmeros de DES, tales como pMMA, pSMA, pMMA-NHA, pLA
y pLA- NHA. Munive (2018) se uni6 al equipo de trabajo de Mota-Morales y aparte
de ayudar a sintetizar los poliHIPEs, quien también reportd pruebas de estabilidad
quimica y fisica a los poliHIPEs.

De igual manera Munive, fue la primera en realizar pruebas de viabilidad y
proliferacion celular al poliHIPE-pMMA sintetizado con quimica verde, utilizando
una linea celular de fibroblastos de prepucio humanos y osteoblastos de ratén
(esta dltima linea celular solo para los poliHIPEs que tuvieran NHA). De esta

manera Munive reportd al poliHIPE-pMMA como candidato potencial para

Instituto Nacional de Rehabilitacion LGII 52



-

-

UNAM

W\

«%& Facultad de Estudios Superiores Zaragoza
'\

%

biomaterial en ingenieria de tejidos utilizado en piel. Para poder afirmar este
hecho, el presente trabajo reporta la ventaja del uso de fibroblastos de prepucio
infantil provenientes de subcultivo sobre el poliHIPE-pMMA y asi obtener una
perspectiva mas clara sobre el comportamiento real de las células normales y

finitas sobre el material.

Asi, se iniciaron las pruebas de biocompatibilidad para el poliHIPE-pMMA. La
biocompatibilidad, de acuerdo a la norma ISO 101993-1:2010 estipula los

estandares necesarios de evaluacion mediante ensayos in vitro e in vivo.

Entre los ensayos in vitro estan: viabilidad, citotoxicidad, actividad metabdlica y
hemolisis como los mas importantes a reportar, obteniendo resultados justificables
con pruebas que demuestren la seguridad clinica del material. Al ser un material
destinado a ingenieria de tejidos, se escogieron ensayos pertinentes como la
viabilidad y proliferacion.

Para evaluar el poliHIPE se fragmento, esterilizé e hidratd antes de ser utilizado.
Se sigui6é el mismo protocolo reportado por Munive (2018). Este protocolo
reportaba que un tiempo de hidratacion de 10 minutos en el medio completo
serian suficientes para su proxima utilizacién, sin embargo no fue asi. Tras varias
pruebas, se concluyé un tiempo minimo de hidratacion de 24 horas en medio
completa en condiciones de 5% de CO2 a 37°C, rechazando completamente el

anterior tiempo reportado.

De acuerdo a lo anterior se entiende que el poliHIPE.pMMA era altamente
hidrofébico, esto concuerda con lo descrito por Mota-Morales et al. (2018), Munive
(2018) y Carranza et al. (2014). Ellos concuerdan en que la propiedad hidrofobica
provenia de la ultra estructura quimica del pMMA, pues al provenir de resinas
liquidas derivadas de petrdleo, el agua no es absorbida adecuadamente por las

moléculas que lo conforman.

Munive (2018) reporté un protocolo de siembra de fibroblastos de 50, 000 células
en 100 pl de medio completo para un solo poliHIPE. Sin embargo, al ser

desarrollado este trabajo en un laboratorio de ingenieria de tejidos, la siembra se
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hizo de acuerdo al protocolo reportado por Melgarejo-Ramirez et al. (2014),
investigador especializado en pruebas de biocompatibilidad de materiales
aplicados a ingenieria de tejidos. Melgarejo-Ramirez reporta que 200, 000 células
de siembra a un material candidato, son las ideales para observar resultados
fiables de viabilidad, citotoxicidad, adherencia, migracidén, entre otros ensayos in

vitro.

La prueba de proliferacion de fibroblastos en el poliHIPE, fue realizada utilizando
la técnica de CT/HE.

El tinte fluorescente CT esta disefiado para atravesar libremente la membrana
celular, una vez dentro es transformado en un producto impermeabilizante de
membrana. El tinte se mantiene dentro de las células vivas durante 72 horas y
presenta propiedades iddéneas para el seguimiento del experimento: es
quimicamente estable, no citotéxico en concentraciones de trabajo, posee un pH
fisiolégico y el tinte es capaz de transferirse a las células hijas hasta 6

generaciones (Invitrogen®, product information sheet).

El HE puede ser utilizado para detectar células muertas o en proceso apoptatico.
Es un colorante de membrana impermeable y fluorescente que se al DNA. Cuando
hay un proceso de muerte celular, la membrana plasmatica se ve afectada, su
deterioro permite que el HE penetre a la célula y se una al material genético.
Debido a que las células vivas no tienen una membrana comprometida, el HE no
podria penetrar y ensamblarse al DNA haciéndolo un buen indicador en este
ensayo (Mendoza et al., 2009).

Combinando ambos tintes se obtiene una fluorescencia de identificacion de

células vivas y muertas.

El sembrado de los fibroblastos fue por goteo. El cultivo celular normalmente se
realiza en monocapa o 2D, esto le permite a las células una interconectividad
celular uniforme y una adecuada distribucion de nutrientes. Pero un cultivo celular
realizado en andamios tiene caracteristicas distintas y se considera cultivo en 3D
(Garcia et al, 2013).
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Esta técnica de cultivo es imprescindible en ingenieria de tejidos. Las células
cultivadas en ambientes 3D se comportan de manera mas parecida a como lo
hacen en sus organismos de origen. Sin embargo, se dificulta la correcta
distribucion celular (Garcia et al, 2013). Por ello el poliHIPE fue cultivado gota a
gota, tratando de rodear el material y esperando 40 minutos, tiempo promedio en
que los fibroblastos se adhieren a una superficie (Wong et al.,, 2007), para
asegurar una distribucién adecuada. Después se le agrego medio completo hasta
cubrir el poliHIPE y evitar que las células mas superficiales en el poliHIPE

perdieran condiciones de cultivo.

En las micrografias de los controles de poliHIPE tratados con CT y HE, se puede
observar una tenue fluorescencia. Esta cualidad la reporté Abott (2016), quien
trabajo con la fase interna de MMA polimerizada con NHA. Encontré6 que al
analizar el andamio en un microscopio confocal, el laser ocasionaba cierta
fluorescencia tenue de manera natural. Sin embargo esta fluorescencia emitida
por el polimero al ser tratado, no afecto la identificacion de las células vivas y/o
muertas. El poliHIPE tefiido con CT muestra mayor auto fluorescencia,
probablemente se deba a que es mas propenso a las emisiones ultravioletas de
400 a 500 nm.

En las micrografias que reportan las 24 horas de cultivo, se observan secciones
donde las células no se han adherido y gran parte del andamio esta ausente.
Puede deberse a que en los tiempos evaluados se encuentran en un periodo de
adaptacion. De acuerdo Garcia-Carvajal et al., (2013) las células, una vez
sembradas en un material pueden o no adherirse al momento de la siembra.
Algunas veces necesitan adaptarse a ciertos factores que, en este caso el

polimero les predispone.

Las micrografias obtenidas a las 48 horas de cultivo muestran al poliHIPE cubierto
con una tenue capa de fibroblastos en cumulos, sin embargo estan lejos de
mostrar su morfologia fusiforme caracteristica. Castro-Piedra (2009) quien trabaj6
con MECs destinadas a piel, reporta que en general muchas veces las células

sembradas en un material, al no encontrar condiciones ideales para realizar sus
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funciones diarias, suelen anclarse entre ellas para generar una mejor
comunicacion inter-celular y asi subsistir. Esto podria significar que los fibroblastos
en el poliHIPE no fueron capaces de encontrar condiciones propicias para realizar

funciones normales a las 48 horas de cultivo.

Sin embargo las micrograficas obtenidas a las 72 horas de cultivo, mostraron
fibroblastos con su forma tipica y una mayor distribucion en el &rea del poliHIPE.
Esto concuerda con lo reportado por Carranza et al., (2014), quien realiz6 pruebas
in vitro a dos poliHIPEs a base de PLA y PLA-NHA. Trabajé con fibroblastos de
piel de rata, los cuales fueron sembrados sobre los poliHIPEs hasta 96 horas. Con
ayuda de la técnica de MTT/Formazéan, reportd un incremento en la poblacién
celular de los poliHIPEs hasta las 96 horas de cultivo, argumentando que el cultivo
debia ser extendido aun mas en tiempo para que el material pudiera estar

totalmente cubierto por células.

Lo anterior concuerda con lo encontrado por Livshin&Silverstain (2007), quienes
caracterizaron un poliHIPE a base de DVB/SMO. Ellos experimentaron con
distintos tipos de porosidad y aparte de realizarles pruebas mecénicas, también
les hicieron pruebas sencillas de biocompatibilidad utilizando osteoblastos de
ratén. Reportaron que los poliHIPEs con mayor porosidad ayudaban a las células
a tener una mejor inter-conectividad celular y por ende proliferar con mas rapidez,
sin embargo, una vez las células se internaban en el material, tardaron cierto

tiempo en ocupar la superficie del poliHIPE.

Al ser asi, se requeriria de mas tiempo de cultivo para ver mejores resultados y se
necesitaria tomar micrograficas de barrido para poder observar el interior del
poliHIPE-pMMA. Pero a pesar de que es un material macroporoso y permitir la
interconectividad celular, de acuerdo a las micrografias obtenidas, pareciera que
las células no son capaces de penetrar en el poliIHIPE-pMMA. Esto también podria

explicar el origen de los cumulos alrededor del poliHIPE.
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Esta cualidad fue reportada anteriormente también por Carranza et al. (2014).
Cuando cultivo los poliHIPEs a base de PLA y PLA-NHA con fibroblastos de piel
de rata, demostré que en alguno poliHIPEs a las células les costaba trabajo
proliferar internamente en los poros. De igual manera, Hu et al. (2015) sintetizo y
realiz6 pruebas de biocompatibilidad a un poliHIPE a base de poli-€ caprolactona
con una porosidad muy parecida al del poliHIPE-pMMA. Reportd que al sembrar
células mesenquimales de médula 6sea, en algunos ejemplos del poliHIPE la
internalizacion celular era escasa, concluyendo asi que el método de siembra por
goteo no era el mas adecuado, proponiendo incrementar la densidad celular por

area de cultivo.

Por otra parte Hu et al. demostr6 que, aunque las células no se internen en el
andamio, esto no impide su viabilidad y proliferacion celular, como lo reportado en

este trabajo.

Dado lo visualizado en las micrografias obtenidas con el CT/HE, surgio la pregunta
si la proliferacion celular se veia afectada por el poliHIPE-pMMA. Para resolver
esta incognita, se realizé un ensayo de MTT/formazéan al poliHIPE-pMMA una vez
sembrado con fibroblasto en los mismo dias de cultivo programados para el
CT/HE.

El MTT/Formazan determina la funcionalidad mitocondrial de las células tratadas.
Cuando las células mueren, estas pierden la capacidad de convertir el MTT a
formazan, ya que las enzimas mitocondriales encargadas de ello se inactivan por

efecto de la muerte celular (Arvelo, 2007).

Los resultados obtenidos en la grafica de MTT, revelaron que el poliHIPE no
provee mayor proliferacion celular en comparacion con los fibroblastos sembrados
en monocapa contradiciendo lo reportado por Munive (2018). Munive realiz6 varios
ensayos de MTT a los distintos poliHIPEs mencionados anteriormente, uno de
ellos era el mismo polIHPE a base de pMMA pero con una linea celular

inmortalizada.
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Munive reportd que el poliHIPE-pMMA sembrado con la linea de fibroblastos
humanos Hff-1, promovia una mayor proliferacibn a comparacion de los
sembrados en monocapa, asi como también los sembrados con osteoblastos de
ratdn. Esta contradiccion puede deberse a que las células que Munive utilizé eran
lineas celulares y como se ha mencionado anteriormente, las células de
subcultivos aqui utilizadas pueden mostrar un comportamiento mas apegado a la

realidad del material.

Una cualidad aqui reportada que Munive (2018) no menciona, es que el poliHIPE
tiene la desventaja de absorber el colorante del formazan. Tanto en los poliHIPEs
control (poliHIPE sin fibroblastos) como en los poliHIPEs ensayo (poliHIPE con
fibroblastos). La adhesion del colorante no afecta gravemente el analisis final de
resultados. De hecho, algunos poliHIPEs presentaron ciertos puntos donde el
colorante parecia mas adherido. Observando estos puntos a mas aumento en el
estereoscopio, fue posible distinguir cumulos, probablemente rezagos de
fibroblastos aun adheridos al material. Estos cumulos son similares a los
observados en el ensayo de CT/HE, esto podria indicarnos que una vez que las
células se adhieren al poliHIPE es dificil que se desprendan de este, quiza sea un

indicador indirecto de adherencia celular ain no descrita en poliHIPEs en general.

Cabe resaltar que el poliHIPE-pMMA tiene la capacidad para mantener sus
dimensiones y caracteristicas fisico-quimicas aun después de ser sometido a
pruebas de biocompatibilidad, sefalando que es un candidato potencial en
ingenieria de tejidos. Esto se debe a su composicidn interna a base de acrilatos y
la manera en que se ejecuta la polimerizacion interna por medio de las DES’s
(Munive 2018; Mota-Morales et al., 2017; Mota-Morales et al., 2013), estas
propiedades le brindan caracteristicas que evitan su facil degradacion
manteniendo su integridad aun en medios de cultivo fisiolégicos, lo que ocasionan

un facil manejo del material.

Se debe retomar la problematica de siembra, el poliHIPE-pMMA permite la

viabilidad y proliferacion celular, sin embargo el método de siembra puede ser
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limitante para su uso futuro. Es necesario investigar y probar distintas técnicas de
cultivo en materiales destinados para ingenieria de tejidos.
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XI. CONCLUSION
El objetivo de este trabajo fue demostrar la viabilidad de los fibroblastos humanos

de prepucio infantil provenientes de subcultivos en un biomaterial novedoso

llamado poliHIPE a base de poli metil metacrilato (pMMA).

Los resultados de biocompatibilidad muestran que el poliHIPE no es téxico y
provee las condiciones suficientes para la proliferacion y viabilidad de los
fibroblastos humanos, teniendo a las 72 horas de cultivo celular su morfologia
caracteristica. Los resultados de MTT/formazadn muestra que las células siguen
metabdlicamente activas, pero el poliHIPE no brindd caracteristicas proliferativas a

las células.

El material tiene propiedades mecanicas estables gracias a la composicién de
acrilatos. Es facil de manejar fuera y dentro del area de cultivo, asi como la
esterilizacion del material. Sin embargo, la hidratacion del poliHIPE conlleva

tiempo siendo desventajoso en otro tipo de biomateriales sintéticos.

Una ventaja en la futura fabricacion de biomateriales con esta técnica, podria
reducir desechos dificiles de biodegradar para el ambiente como lo son materiales

provenientes de resinas petroquimicas.

Un reto a resolver en la sintesis del poliHIPE-pMMA es la modificacién de la
estructura de monolitos a un material con flexibilidad y caracteristicas de
biopeliculas dificultar4 para su potencial utilizacion en piel. Se podria considerar
una técnica de sintetizado para hacer biopeliculas de pMMA vy hacerle pruebas

mecanicas que aseguren su rigidez y maleabilidad en piel.
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Xll. PROSPECTIVAS
e Realizar cultivo de fibroblastos con una mayor tiempo de observacion
dentro del poliHIPE-pMMA
e Probar su utilidad con otros tipos celulares. Por ejemplo cultivo de
osteoblastos humanos en el poliHIPE-pMMA puede evaluar su potencial en
otras aplicaciones en la ingenieria de tejidos.
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