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Resumen

El trabajo que presentamos describe la elaboracién de un anilogo vivo de dermis huma-
nay su caracterizacién histoquimica. Los resultados indican que soportes elaborados a
partir de una solucién de coldgeno con concentracién 0.05 mg/mL., permiten la forma-
cién de grupos celulares densos con abundante matriz eosinéfila entre las células. Estas
exhiben morfologifa fusiforme, citoplasma eosinéfilo y nicleos baséfilos. Los agregados
celulares contienen mas de 150 células por campo de alto poder, las cuales generalmente

estdn dispuestas en focos nodulares.
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Abstract

The work presented here describes the elaboration of a live dermal analogous and its histo-
chemical characterization. The results indicate that matrices elaborated from 0.05 mg/ ml
collagen solution allowed the formation of dense cellular groups with more than 150 cells
per high power field (40 X). Furthermore, a wide eosinophilic matrix was formed bet-
ween them. Basophilic nuclei and spindle like eosinophilic cytoplasm were also seen.
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Introduccion

En Colombia la incidencia de lesiones crénicas
y agudas de la piel, como tlceras y quemaduras
de distintos grados, puede ser relativamente
alta. Por ejemplo, solo en la capital de la repi-
blica en el afio 2000 el Hospital Simén Bolivar,
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que atiende el 90% de los quemados de Bogota,
D.C,, recibié 475 pacientes quemados (Comuni-
cacién personal, Dra. Patricia Gutiérrez de Reyes,
coordinadora Departamento de Quemados del
Hospital Simén Bolivar), mientras que el Hospital
Militar atendié 600 casos de tlceras venosas con
diferentes grados de complejidad.

En las dltimas décadas, diferentes grupos de
investigacién han adelantado trabajos dirigidos a
desarrollar piel artificial viva que pueda servir
como injerto permanente cuando la piel autdloga
es escasa. Los primeros cultivos de células aisladas
de la piel se remontan a mediados de la década de
los 70s cuando la estandarizacién del método de
elaboracién de léminas de queratinocitos cultiva-
dos (1), permitié el uso de cultivos autdlogos para
cubrir heridas profundas. Desafortunadamente, la
experiencia ha demostrado que la epidermis sola
no provee un equivalente de piel apropiado y que
se necesita el efecto epitelializante de la dermis.
Por esta razén, y teniendo en cuenta que la capaci-
dad de regeneracién de la piel es inversamente
proporcional a la profundidad de la herida, la ma-
yorfa de los reemplazos elaborados in vitro poseen
pseudodermis (2). En los sustitutos artificiales de
la piel desarrollados se observan dos modelos
principales: (a) equivalente dérmico acelular so-
bre el que se coloca provisionalmente una dermis
sintética elaborada con caucho siliconado, de uso
temporal (3), (b) tejido celular artificial constitui-
do por dermis y epidermis que se aplica de mane-
ra permanente (4).

En el primer tipo de reemplazos, coldgeno
mezclado con un glicosaminoglicano (condroi-
tin-6-sulfato) y entrecruzado con glutaraldehido,
se emplea para desarrollar una matriz acelular de
porosidad uniforme y grosor apropiado, con la
cara superior cubierta por una capa de caucho sili-
conado. Este sustituto de piel, conocido con el
nombre de Integra®, ha sido estudiado en huma-
nos (5-7) y fue aprobado para su uso en pacientes
quemados en 1997 (2). Entre las ventajas obser-
vadas al ser utilizado este producto se encuentran:
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promocién de la reparacién temprana y estimula-
cién de la formacién de neodermis a partir de
células autélogas, lo cual hace innecesario el em-
pleo de autoinjertos.

En el segundo tipo de reemplazos, el teji-
do artificial desarrollado esta conformado
por epidermis y dermis vivas. En este produc-
to, los fibroblastos sembrados en la matriz de
coldgeno proliferan y reorganizan su en-
torno, contrayendo la malla y convirtiéndola en
una mezcla de células, coldgeno exdgeno y pro-
tefnas de matriz sintetizadas de novo, que resulta
en un equivalente dérmico. Posteriormente, so-
bre este equivalente se siembran queratinocitos
para promover in vitro el desarrollo de epitelio.
Uno de los productos comerciales de este tipo,
Apligraf®, fue aprobado recientemente para ser
usado en el tratamiento de ulceras venosas créni-
cas (8) ya que promueve una reparacién tempra-
na y eficiente (9,10).

Teniendo en cuenta que el mejor injerto es
el autoinjerto y que es posible con células auté-
logas elaborarlo in vitro, nuestro grupo propuso
como objetivo de este trabajo desarrollar una
dermis artificial que permita el crecimiento de
fibroblastos de piel humanos previamente culti-
vados in vitro. Con tal fin, inicialmente se estan-
darizaron las condiciones de aislamiento y
cultivo de fibroblastos aislados de piel; poste-
riormente, se establecié el procedimiento de
elaboracién de matrices de coldgeno y las con-
diciones de cultivo de las células sobre éstas, fi-
nalmente se determinaron las caracteristicas
histolégicas del tejido obtenido.

Materiales y métodos

Toma de muestras y aislamiento
de los fibroblastos

Las muestras fueron pieles completas (epi-
dermis, dermis e hipodermis), normalmente
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desechadas durante procedimientos quirtrgi-
cos, obtenidas de pacientes jévenes (menores
de 30 afios) y sanos. Para eliminar sangre y te-
jido adiposo, los tejidos fueron lavados dos ve-
ces con solucién salina de Puck’s (0.14 M
NaCl, 5.4 mM K(l, 1.1 mM KH,PO,, 1.1 mm
Na,HPO,.7H,0, 6.1 mM glucosa) suplementa-
da con antibiéticos (pen/ strep). Posteriormen-
te, éstas se fragmentaron en pequefios
segmentos (explantes), que fueron incubados a
37°C en atmdsfera himeda (95% aire y 5 % de
CO,) con medio de Eagle modificado por Dul-
becco (DMEM, Life Technologies, Grand
Island, NY, USA) suplementado con suero fetal
bovino al 10% (Life technologies, Grand Island,
NY, USA), antibiéticos (ICN Biomedicals, Inc.,
Costa Mesa, CA, USA), aminoacidos no esen-
ciales 10 mM (Life Technologies, Long Island,
NY, USA), piruvato de sodio 100 mM (Life
Technologies, Long Island, NY, USA) y vitami-
nas (Sigma Chemical Co., ST. Louis, MO,
USA).

Para realizar los subcultivos, cuando las
células alcanzaron la confluencia el medio fue
removido y sus trazas eliminadas mediante
dos lavados con solucién salina Puck’s. Poste-
riormente, los cultivos fueron digeridos por
10 minutos a 37 °C con tripsina al 0.1% en
solucién Puck’s. Luego, se agregé un volumen
igual de DMEM suplementado con 10% SFB
para inactivar la enzima y el contenido total
del frasco se centrifugé a 6000 x g por 10 mi-
nutos. El sobrenadante fue descartado, el pe-
llet resuspendido en 1 mL de DMEM
suplementado y la viabilidad de las células
fue establecida con una tincién vital (rojo de
eritrosina B, ICN Biomedicals, Inc., Costa
Mesa, CA, USA). Por dltimo, la suspensién
fue sembrada a una densidad de 5x10°% célu-
las/ frasco de cultivo (T, Corning ) e incubada
en las condiciones descritas anteriormente.
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Elaboracién de la matriz
de colageno

El coldgeno fue aislado a partir de tendones de
colas de rata siguiendo el procedimiento des-
crito por Bell et al., (11). Los tendones aisla-
dos se cortaron en fragmentos y se colocaron
en una solucién de 4cido acético 1:1000, la
cual se mantuvo a 4°C por cinco dfas. Para pre-
cipitar el coldgeno, la suspensién se centrifugé
y el sobrenadante fue tratado con NaOH 0.1
M. Soluciones de coldgeno (0.05mg/mL) fue-
ron empleadas para elaborar las matrices si-
guiendo el procedimiento descrito por
Maruguchi et. al. (12) con algunas modifica-
ciones. Brevemente, 20 mL de las soluciones
de colageno homogenizadas se vertieron en
moldes que se colocaron a -20 °C. Las mues-
tras fueron liofilizadas, mantenidas a 105 °C
por 24 horas, entrecruzadas con glutaraldehi-
do0 0.02% por 24 horas a 4 °Cy esterilizadas.

Siembra de fibroblastos
sobre la matriz de coldgeno

Fibroblastos de segundo o tercer pasaje (1X10¢
células/plato de 35 mm) fueron empleados en la
inoculacién de las matrices de coldgeno, las
cuales fueron incubadas por dos semanas con
cambio diario de medio de cultivo.

Caracterizacién histoquimica
del andlogo de dermis

Las matrices sembradas con fibroblastos fueron
tomadas a las dos semanas y fijadas con formal-
dehido al 10% (70, 95 y 100%). Mediante solu-
ciones crecientes de alcohol fueron deshidratadas
y embebidas con parafina para constituir bloques
que fueron cortados en liminas de Spum de espe-
sor y sometidas a tincién con hematoxilina-eosina

(HE) convencional y Azul Alcidn (13).
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Resultados

Estandarizacion del método
de aislamiento y cultivo
de fibroblastos

El método de aislamiento de fibroblastos a
partir de explantes totales (dermis y epider-
mis) no digeridos con enzimas, permite el de-
sarrollo de cultivos primarios con células que
exhiben morfologia de fibroblastos, las cuales
adquieren confluencia a los 20 dfas. Las

Figura 1. (A) Fibroblastos obtenidos a partir de explantes no

digeridos, fueron crecidos por veinte dias hasta alcanzar con-
fluencia. La fotografia presentada en la figura, muestra la apa-
riencia de las células bajo el microscopio de luz invertido con
aumento 10X. (B) Fibroblastos dérmicos obtenidos a partir de
explantes no digeridos (20 dias), tefiidos con hematoxili-
na-eosina y observados con aumento 40X
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caracteristicas de las células se pueden ob-
servar en las Figuras lay 1b. Como se puede
apreciar, en general presentan morfologia fu-
siforme caracteristica de fibroblastos y se en-
cuentran nucleadas. Aunque se aprecian
algunas células con otras morfologias, éstas
también han sido descritas como caracterfsti-
cas en cultivos primarios de fibroblastos
(14-16).

Elaboracién de la matriz
de colageno

Las propiedades fisicas de las matrices de cola-
geno (0.05 mg/mL) se describen en la tabla 1.
La apariencia de las mismas se registra en la fo-
tograffa mostrada en la figura 2; como se puede
observar, la matriz elaborada es una estructura
tridimensional porosa, de apariencia esponjosa.

Figura 2. Aspecto de la malla de coligeno obtenida a partir de

una solucién 0.05 mg/mL de acuerdo a lo descrito en la seccién
Materiales y métodos.

Siembra de fibroblastos
en la matriz de coldgeno

Fibroblastos de segundo o tercer pasaje fueron
sembrados en la matriz de coldgeno, en condicio-
nes que permitieron su penetracién dentro de los
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Fibra de
colageno

Figura 3. Fibroblastos ordendndose en la matriz después de ocho
dfas de cultivo. Observe la adherencia de las células a las fibras de
coldgeno. Aumento 40X.

poros de la misma. Imdgenes representativas de
cortes transversales, tefiidos con hematoxilina-
eosina, de las matrices sembradas y cultivadas
durante una y dos semanas respectivamente, se
presentan en las Figuras 3 y 4. Como se puede
observar en las figuras, los fibroblastos exhiben
adherencia e incorporacién a las fibras de cola-
geno en las dos condiciones. Ast, localizados so-
bre la superficie y entre las fibras intensamente
eosinéfilas de la malla de coldgeno se observan cé-
lulas nucleadas y con morfologfa de fibroblastos.
Es importante resaltar la reorganizacién de la ma-
Figura 4. Matriz extracelular producida in vitro por los fibro- triz de COlégenO indUCi‘da_ por las CélulaS‘P ara crear
blastos cultivados durante dos semanas. Corte histolégico tefii- una estructura muy similar a la dermis humana
do con (H&E)Aumento 40X. (Figura 4).

Figura 5. (A) Corte histolégico de dermis humana tefiido con Azul Alcian aumento 40x. (B) Corte histolégico del andlogo dermal de dos
semanas de cultivo tefiido con Azul Alcian aumento 40x.Como se puede observar en la figura, las células cultivadas son capaces de reorga-
nizar la matriz extracelular artificial, produciendo una estructura histolégicamente similar a la dermis humana.
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Con el propésito de comprobar que las
células sembradas en las mallas efectivamente
estdn sintetizando su propia matriz y modifi-
cando el entorno, se realizé tincién con Azul
Alcian sobre los cortes histolégicos de dermis
humana y del andlogo dermal elaborado por
nosotros. Con esta tinci6n, especifica para gli-
cosaminoglicanos, tanto en el control como en
la dermis artificial se evidenciaron fibras que ti-
fien positivo (Figura 5A y 5B). La importancia
de este experimento, radica en que la matriz
elaborada en el laboratorio fue manufacturada
tinicamente con coldgeno tipo I. Por Jo tanto,
una tincién positiva indica la formacién de fi-
bras con proteinas, probablemente proteogli-
canos, que estdn siendo secretadas por las
células sembradas.

En conjunto los resultados, resumidos en
la Tabla 1, sefialan la elaboracién in vitro de un
andlogo de dermis humana. Sin embargo, es
importante anotar que el crecimiento de los fi-
broblastos en la matriz algunas veces present6
morfologfa nodular. Nuevos experimentos, en
los que se varfan condiciones de inoculacién y
cultivo, se estén llevando a cabo en nuestro la-
boratorio para solucionar este inconveniente.

Tabla 1 Resumen de los resultados obtenidos

Discusion

El propésito de este trabajo fue desarrollar der-
mis artificial usando fibroblastos aislados de
piel humana y una matriz de coldgeno tipo I.
Con tal fin, estandarizamos un método de culti-
vo de fibroblastos aislados de piel, el procedi-
miento para aislar coldgeno 1 a partir de
tendones de cola de rata y la metodologfa para
elaborar matrices a partir de él. Luego, estable-
cimos una metodologfa para fabricar tejido cul-
tivando fibroblastos de segundo o tercer pasaje
sobre los soportes de coldgeno. El estudio his-
toquimico de las matrices elaboradas sefiala la
formacién de tejido en este sistema. Sin embar-
g0, son necesarios nuevos estudios en donde se
compare la expresién de protefnas de matriz
extracelular en los tejidos vivos con la observa-
da en los desarrollados in vitro. Este es un resul-
tado importante en el camino de desarrollar
piel artificial en Colombia.

La combinacién de diversas técnicas repor-
tadas en la literatura y la introduccién de modifi-
caciones a las mismas por parte nuestra,
permitieron la estandarizacién de un método de
cultivo de fibroblastos aislados de piel humana

ETAPA

RESULTADO

Elaboracién de la matriz
de coldgeno

Buena flexibilidad, facil manipulacién , textura homogénea,
porosidad, resistencia mecanica y estabilidad.

Aislamiento de fibroblastos
dérmicos

Los explantes de piel total no digeridos con enzimas, permi-
ten obtener cultivos confluentes de fibroblastos en 20 dfas.

Crecimiento de los fibroblas-
tos en la matriz

Después de sembradas las células en la matriz y de la incuba-
cién, se observaron grupos celulares densos que se adhieren a
la superficie de la matriz o se acomodan en ella y que exhiben
sintesis de sustancia extracelular eosinofila y abundante. En
algunos casos, el tejido desarrollado se dispuso nodularmente.
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en matrices de coldgeno. La vitalidad y la activi-
dad metabélica de los fibroblastos es evidencia-
da por la existencia de células nucleadas y la
produccién de abundante matriz extracelular
entre las células. El andlisis histolégico del ana-
logo dermal indica formacién de tejido, entre y
en la superficie de las fibras, que algunas veces
se dispone nodularmente impidiendo el recu-
brimiento y la acomodacién total de los fibroblas-
tos sembrados dentro y en toda la superficie de la
matriz. Lo anterior puede generar dudas acerca de
la capacidad del tejido desarrollado para rellenar
amplias soluciones de continuidad en el paciente.
Sin embargo, los resultados obtenidos son punto
importante de partida para nuevas investigacio-
nes en las que modificando los métodos de
siembra de las células en la matriz y el tiempo de
incubacién de los cultivos tridimensionales, se
logre el cubrimiento y la acomodacién comple-
ta de los fibroblastos dentro de la matriz.
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