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Resumen

La reparacion de heridas cutaneas esta mediada por factores de crecimiento y
citoquinas que sefalizan las células de la herida y del tejido sano circundante en
cada una de las fases del proceso (inflamacién, proliferacion y remodelacion).
Estudios previos han mostrado que los sustitutos artificiales de tejido que contienen
células, funcionan como sistemas de liberacion de factores y citoquinas que
intervienen en las primeras etapas del cierre de las heridas estimulando la formacién
de nuevo tejido y favoreciendo la regeneracion sobre la reparacién. Igualmente,
que tejido conectivo artificial elaborado sembrando fibroblastos aislados de mucosa
oral de conejo en soportes multidireccionales y unidireccionales de colageno |,
secretan en el medio de cultivo concentraciones diferentes de factores solubles
importantes en el proceso de reparacion de heridas. En este trabajo se comparo el
desempefio de tejido conectivo autdlogo artificial obtenido sembrando fibroblastos
de piel en soportes con fibras y poros orientados multidireccionalmente (MTCA) y
unidireccionalmente (UTCA) en un modelo lagomorfo de herida de espesor total de
4 cm?. Igualmente, se estandariz6 una metodologia de cuantificacion de factores de
crecimiento y citoquinas en el medio de cultivo de los tejidos artificiales
mencionados y en los exudados de las heridas injertadas con ellos, basada en un
biosensor Optico de plasmones de resonancia (SPR) y monocapas
autoensambladas (SAM) de alcanotioles. Se cuantificaron 15 factores y citoquinas
en los medios de cultivo y en los exudados tomados al tercer y sexto dia post-
cirugia, de las heridas injertadas y de las dejadas cerrar por segunda intencién
(control). A pesar de la cicatrizacion fibrosa de las heridas de piel caracteristica del
modelo lagomorfo, fue posible evaluar el desempefio como injerto de dermis
autologa artificial multi y unidireccional en heridas de espesor total. El conjunto de
resultados obtenidos soporta la hipotesis de que el tejido conectivo autdlogo actla
como un sistema de entrega de sefales bioactivas cuyo perfil de concentraciones
cambia cuando las células se cultivan en soportes con diferente orientacion de

fibras y poros. Las observaciones clinicas, histoldgicas, histomorfométricas y las
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cuantificaciones de factores que modulan la cicatrizacion indican que los injertos
elaborados con soportes multidireccionales mejoran el cierre de heridas de piel de
espesor total en comparacién al cierre de heridas injertadas con tejidos

unidireccionales o dejadas cerrar por segunda intencion.
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1 INTRODUCCION

En el pais la cultura de donacién de 6rganos y tejidos es escasa; debido a esto, la
disponibilidad de tejidos homélogos disponibles para injerto es limitada. Una fuente
alternativa de material para injerto son los sustitutos artificiales de tejidos,
constituidos por soportes tridimensionales solos o sembrados con células
homélogas o autdlogas. EIl primer producto de esta naturaleza fue disefiado para
sustituir a la piel en el tratamiento de pacientes quemados. Hoy en dia, existen
sustitutos que reemplazan a la dermis y sustitutos completos que remplazan dermis
y epidermis, aprobados por agencias regulatorias como “Food and Drug
Administration” (FDA) y “European Medicines Agency” (EMA). Estos ademés de
usarse en pacientes quemados, se utilizan en el tratamiento de Ulceras de diferente
etiologia y otras lesiones de la piel. En Colombia se consiguen matrices o soportes
acelulares producidos por compafiias multinacionales o nacionales, que sustituyen
la dermis. Desafortunadamente, no hay acceso a los sustitutos de piel que
contienen células; los cuales pueden ser el mejor reemplazo del autoinjerto, en
lesiones extensas. Por eso, es importante desarrollar en el pais la tecnologia
necesaria para producirlos a partir de células de los mismos pacientes y soportes
de biomateriales, como el coladgeno |. La manufactura local de estos productos debe
hacerse de acuerdo con la normatividad vigente en el pais y en el mundo, que
demanda la completa caracterizacion de sus propiedades bioldgicas, fisicoquimicas

y estructurales.

El Grupo de Trabajo en Ingenieria de Tejidos (GTIT) ha desarrollado sustitutos de
tejido conectivo de mucosa oral y ha evaluado su desempefio como injerto en un
modelo lagomorfo de herida mucosa de espesor parcial 1. Los resultados sugieren
gue los factores secretados por el tejido artificial en el momento en que se implanta,
son cruciales en la modulacion de eventos asociados con la cicatrizacion. También,
ha elaborado tejido conectivo con soportes laminares con fibras orientadas multi- y
unidireccionalmente sembrando fibroblastos de mucosa oral. La cuantificacion de
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factores solubles secretados por los tejidos multi y unidireccionales en el momento
en que se injertan, indica que hay diferencias significativas en las concentraciones
de los factores proteicos que cada uno secreta 3. Al injertar tejidos multi- y
unidireccionales en heridas de espesor parcial de mucosa oral causadas en los
conejos fuente de las células, la cicatrizacion de los animales tratados con los tejidos
multidireccionales fue mejor que la observada en los tratados con tejido
unidireccional #. A pesar de que el cierre de heridas de mucosa oral y piel exhibe
etapas similares, estas ultimas cicatrizan con mayor contractura. Por eso, el modelo
de herida de piel puede ser de mayor utilidad en el estudio del efecto en la
cicatrizacion de la orientacion de las fibras de los soportes con que se elabora el
tejido artificial autélogo.

Nuestro grupo de investigacion ha desarrollado modelos animales de heridas de piel
de espesor total para estudiar el desempefio de soportes de colageno tipo | que
contienen microparticulas de colageno | y gelatina (SCGC), asociados 0 no con
extractos vegetales de Calendula officinalis y Aloe vera. En un modelo lagomorfo,
se observd mejor cicatrizacion en los animales injertados con soportes sin extracto
de C. officinalis que en los animales que recibieron los soportes con extracto °. El
mismo fenédmeno fue visto en Cavia porcellus, al comparar la cicatrizacion de
heridas injertadas con soportes con y sin extracto de Aloe vera 6. Sin embargo,
hasta el momento no se han realizado estudios preclinicos para evaluar la eficacia
y seguridad de soportes de colageno | con fibras multi- y unidireccionales,
sembrados con fibroblastos autdlogos aislados de piel del mismo animal.

El objetivo de esta tesis doctoral fue comparar el cierre de heridas de espesor total
en piel injertadas con tejido artificial autdlogo elaborado con soportes de colageno |
con fibras multi- o unidireccionales. En la comparacion se tuvieron en cuenta las
evaluaciones clinicas, los analisis histolégicos e histomorfométricos y la
concentracion de algunos factores mediadores de la cicatrizacién presentes en los

exudados de las heridas injertadas con estos tejidos.
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2 MARCO TEORICO

2.1 La Piel

La piel es el 6rgano més grande del cuerpo y funciona como una barrera que separa
el interior del organismo del ambiente, protegiéndolo de dafios por accidbn mecanica,
radiacion ultravioleta, sustancias quimicas y presencia de microorganismos. La piel
también evita la perdida de fluidos, ayuda a regular la temperatura, actia como

drgano sensor y es un componente importante de la respuesta inmune innata .

Histologicamente, en la piel de los mamiferos se pueden diferenciar dos capas; la
epidermis y la dermis. La epidermis est4 constituida por un epitelio estratificado
avascular compuesto principalmente por queratinocitos, producto de la divisién
asimétrica de las células madre localizadas en el estrato basal del epitelio. Los
gueratinocitos resultantes de ésta division, se diferencian y migran hacia el exterior
empujados por las nuevas poblaciones de queratinocitos que se forman
permanentemente %12,  Ademas, en el estrato basal también se encuentran
melanocitos y células de merkel. Los primeros contienen melanina, el pigmento
responsable del color de la piel; los segundos, conectan el epitelio con las terminales

nerviosas, posibilitando la actividad sensora de la piel 314,

La dermis que subyace a la epidermis, es un tejido conectivo de origen
mesodérmico compuesto principalmente fibroblastos y una matriz extracelular
conformada por fibras de colageno tipo I, glicosaminoglicanos y elastina. Actda
como soporte de la epidermis y le confiere a la piel su elasticidad y resistencia. Los
fibroblastos se encargan de secretar los componentes de la matriz extracelular y a
las enzimas encargadas de su recambio y remodelacion °1°, En la dermis también

se encuentran células endoteliales y del sistema inmune; las cuales, participan en
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la vascularizacion durante la reparacion del tejido y en la respuesta inmune primaria

cuando se presentan lesiones °

2.1.1 Lesiones de la piel

Como resultado de injurias mecanicas, térmicas, quimicas y diversas patologias, se
producen lesiones cutaneas que conducen a que la piel pierda su estructura,
continuidad y capacidad funcional 1>, Las pérdidas de continuidad resultantes, se
clasifican dependiendo de su profundidad en heridas de espesor parcial o de

espesor total.

2.1.1.1 Heridas de espesor parcial

Pueden ser superficiales o profundas. El primer caso ocurre cuando la piel pierde
solamente el epitelio sin que haya compromiso de la lamina basal y de las
estructuras especializadas, como foliculos y glandulas sebaceas, que contiene.
Estas heridas cierran por reepitelizacion mediante la migracion de células desde la
lamina basal y los bordes; alcanzandose la restauracion anatomica, fisiolégica y
funcional completa de la piel en el sitio comprometido 71°. El reemplazo del tejido
perdido por uno con las mismas caracteristicas morfolégicas y funcionales, se
denomina regeneracion'’18. Las heridas profundas, se caracterizan por la pérdida
de la parte superficial de la dermis ademas del epitelio. Estas pueden regenerarse
debido a la migracion de queratinocitos del borde de la herida y desde los foliculos
y glandulas sudoriparas de la dermis restante. Sin embargo cuando la cantidad de
tejido perdido supera un tamafio critico, que depende de la especie, se presenta

cicatrizacion ”.
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2.1.1.2 Heridas de espesor total

En este caso, ademas de perder el epitelio se destruye totalmente la dermis y el
tejido graso subyacente. Su cierre conduce a la formacion de cicatriz con
hiperplasia y en heridas de espesor total con un tamafio mayor a 1cm de diametro,
es necesario colocar un injerto para disminuir la formacioén extensa de cicatriz con

contractura 716,

2.1.2 Cierre de Heridas de la Piel

El cierre de las heridas de piel es un proceso que se lleva a cabo en etapas, en el
gue intervienen diferentes respuestas que son activadas en el momento en que se
produce el dafio. Como se menciond, solamente resulta en regeneracion tisular
cuando hay dafio del epitelio, o, cuando habiendo pérdida de la parte superficial de
la dermis y del epitelio la herida es de un tamafio menor al critico. Cuando hay
pérdida de epitelio y dermis y las heridas son de un tamafio mayor al critico, ocurre
reparacién. En éste caso, el tejido perdido es reemplazado por tejido cicatrizal
15161819 | as etapas del proceso de cierre de una pérdida de continuidad de la piel,

son:

2.1.2.1Inflamacion

Inmediatamente después de que se produce una herida, se forma un coagulo de
fibrina que actla como hemostatico y sirve como matriz extracelular (MEC)
provisional para la migracion de las células del lecho de la herida, su proliferacion y
diferenciacion. Las plaquetas incluidas en el coagulo liberan factores que
intervienen en la modulacién de la respuesta al dafio. Entre ellos el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), que activa macréfagos y fibroblastos 2;
el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B ), promotor de la diferenciacion

de monocitos a macréfagos durante la inflamacién y durante la formacién del tejido
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de granulacion; y el factor de crecimiento epidermal (EGF), que promueve el inicio
de la fase de proliferacién, ayuda a formar el tejido de granulacion y es
indispensable para el crecimiento de los queratinocitos durante la reepitelizacion 2.
Si en la lesién no se produce hemorragia, las plaguetas no son indispensables ya
gue cuando se rompe el epitelio, los queratinocitos liberan interleuquina 1 (IL-1) la
cual actla como sefial que inicia la fase inflamatoria 2°2%; asi como, el factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a). Aunque el TNF-a fue llamado asi por su capacidad
de producir necrosis en sarcoma de tejidos blandos 22, es secretado por células
endoteliales, fibroblastos y queratinocitos dafiados. Estas sefiales junto con las de
otros factores proinflamatorios, atraen y activan células del sistema inmune al area
de la herida iniciando la etapa inflamatoria 2324, Las citoquinas IL-1, TNF-a y el
factor derivado de las plaquetas (PDGF), reclutan neutrdfilos, que limpian la herida
de bacterias, residuos de células muertas y matriz extracelular dafiada. Paralelo a
esto, los monocitos reclutados al sitio se diferencian a macrofagos con la ayuda del
TGF-B; los cuales, ademas de aportar al proceso de fagocitosis y a la limpieza de
la herida, producen y secretan mas mediadores proinflamatorios (IL-1y IL-6 y TNF-
a), y factores de crecimiento como EGF, TGF-, PDGF, el factor de crecimiento
vascular endotelial (VEGF) y proteinas de la familia del FGF. Las citoquinas y
factores de crecimiento secretados por los macrofagos, activan y reclutan
fibroblastos y células endoteliales, promoviendo la formacién del tejido de
granulacién. Por eso, los macrofagos juegan un papel esencial en la transicién de

la fase inflamatoria a la fase de reparacion 19:21.24.25,

2.1.2.2 Fase de proliferacion

Esta fase se caracteriza por la migracion de fibroblastos desde el lecho de la herida
hasta la matriz provisional proporcionada por el coagulo de fibrina; los que después
de adherirse y proliferar, secretan proteinasas que degradan la matriz de fibrina y
proteinas con las que sintetizan nueva matriz extracelular (MEC). Durante la fase
proliferativa de los fibroblastos, se observa la formacién de abundante tejido de

granulacion. El TNF-a ademas de ser proinflamatorio, estimula la proliferacion de
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fibroblastos y tiene un efecto quimioatrayente de células endoteliales, de ahi la
importancia de su participacion en la formacién del tejido de granulacién 2426, Sin
embargo, la presencia sostenida en las heridas de altas concentraciones de ésta 'y
otras citoquinas que promueven la inflamacion, se ha relacionado con patologias
como Ulceras crénicas 2. Por esto, la regulaciéon de la respuesta inmune por
citoquinas antiinflamatorias como la interleuquina 4 (IL4), es importante en ésta
fase. La IL-4 juega un papel importante en a regulacién de la respuesta inmune, ya
gue inhibe la secrecion de factores e interleuquinas proinflamatrorias (TNF-a IL-1, y
IL-6). Ademas, activa la secrecion de colageno, de otras proteinas de la matriz
extracelular, disminuye la produccion de metaloproteinasas e incentiva la

diferenciacion celular 24.26.27

El TGF-B juega un papel importante durante la proliferacion, ya que induce la
sintesis de componentes de la MEC como colageno, proteoglicanos y fibronectina
[10]. Senaliza, junto con el PDGF, el cambio de fenotipo de los fibroblastos a
miofibroblastos, quienes se alinean en los bordes de la herida y generan las fuerzas
contractiles que facilitan su cierre y la formacioén del tejido cicatrizal 2%2128, Durante
esta etapa, la reepitelizacion es estimulada por la presencia del factor de
crecimiento epidermal (EGF) liberado por las plaquetas y los queratinocitos; asi
como, por el factor de crecimiento basico de los fibroblastos (bFGF o FGF-2) y el
TGF- a, producidos por los macréfagos activados en la herida. Estos factores
estimulan la migracion y proliferacion de las células epiteliales del borde de la
herida, promoviendo la disolucion de las interacciones célula- célula y célula matriz,
para facilitar la polarizacion y migracion epitelial. Al final, cuando se llega a la
reepitelizacion total, los queratinocitos se diferencian y se estratifican para restaurar
la barrera 202128, Otro factor importante durante la fase de proliferacion, es el factor
de crecimiento similar a la insulina | (IGF 1). Producido por varias células de la piel,
entre ellas los fibroblastos, promueve la proliferacién celular y junto con el EGF,
estimula la migracion de queratinocitos durante la reepitelizacién. La secrecién de
este factor en heridas crénicas de pacientes diabéticos se ve disminuida y su

aplicacion exdgena aumenta la velocidad de curacion de las heridas en ratones
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diabéticos; sin embargo, su sobreexpresion esta relacionada con la produccion de

cicatriz hipertréfica 242°,

Durante la proliferacion ocurre la neovascularizacion, que permite suplir con
nutrientes y oxigeno el sitio en reparacion y es esencial para el remodelamiento de
la MEC. Es iniciada por factores ambientales como pH bajo, aumento de lactato y
reduccion en la tension de oxigeno; ademas es estimulada por VEGF, bFGF FGF-
2y TGF-B. 2! La familia VEGF incluye cinco isoformas (A,B,C,D,E), que resultan
del “splicing” alternativo del RNA mensajero que los codifica; estos 5 péptidos
contiene 121, 145, 165, 189, y 206 amino acidos, respectivamente 30, Participan en
el cierre de heridas atrayendo células endoteliales y estimulando su proliferacion
durante la formacion y maduracion del tejido de granulacién, promoviendo la
angiogénesis de forma paracrina %2130 |as isoformas del VEGF reconocen tres
receptores tirosina quinasa transmembranales: VEGFR-1, VEGFR-2 y VEGFR-3.
El factor de esta familia que tiene la mayor participacion en la regulacion de la
angiogénesis y vasculogénesis es VEGF-A ?4; actla sobre los receptores VEGFR-
1 (FIt-1) y VEGFR-2 (KDR); la sefializacion mediada Flt-1 es clave en la
organizacién de los vasos sanguineos, mientras que la sefializaciéon via KDR induce
la diferenciacion de las células endoteliales y promueve su quimiotaxis in-vitro 2.
Cuando se cierra una herida de piel, el VEGF-A es una de las primeras moléculas
en sefalizar, debido a que es secretado por las plaquetas activadas que forman el
coagulo y por los macrofagos que son atraidos por las sefales inflamatorias
producidas por la ocurrencia de la herida; ademas, su expresion en queratinocitos
y fibroblastos es aumentada por la hipoxia generada por la pérdida de la red
vascular y por factores como TNF-a 2.

Las angiopoyetinas son un grupo de factores de crecimiento que al igual que los
VEGF'’s sefializan a las células endoteliales. Se han descrito cuatro angiopoyetinas,
las cuales actuan sobre receptores tirosina quinasa transmembranales (TIE-2), que
se encuentran exclusivamente en células del endotelio vascular 3%32, Esta familia

de factores interviene en la maduracion, estabilizacién y remodelacion de los vasos
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sanguineos actuando de manera coordinada y complementaria con los VEGF’s 2433,
De las cuatro angiopoyetinas, Ang-1 y Ang-4 son agonistas del receptor Tie-2
mientras que Ang-2 y Ang-3 son antagonistas del mismo; de ahi, que mientras la
Ang-1 ayuda a la maduracion y estabilizacion de los vasos sanguineos la Ang-2

desestabiliza los vasos participando en su remodelacién 243334,

La existencia de citoquinas que tienen un efecto angiostatico, es decir que inhiben
la proliferacion de células endoteliales, también ha sido reportada. Entre ellas se
encuentra la endostatina, producida por el clivaje del colageno tipo VIII en su
extremo carboxi-terminal. Aungue actia como anti-angiogénico en tumores porque
inhibe la formacion de vasos sanguineos y deteriora su maduracion, su aplicacién
en heridas de espesor total en piel de ratdn, no retrasa su cierre y disminuye la
densidad de las fibras de coladgeno mejorando las caracteristica de la cicatriz

formada 3°.

2.1.2.3 Fase de remodelamiento

Esta es la fase final de la reparacion, empieza en la segunda o tercera semana
después de ocurrida la herida; puede durar entre 1 a 2 afios y en algunos casos
mas tiempo. Durante el remodelamiento se presenta un equilibrio entre la
degradacion y la sintesis de los componentes de la MEC; en este proceso aumenta
la produccion de colageno tipo |, que remplaza al colageno tipo Il presente en mayor
cantidad en el tejido de granulacion formado durante la fase de proliferacion 1°.
También, aumenta la actividad de los inhibidores de las metaloproteinasas del tejido
(TIMPSs) para permitir la deposicion de matriz extracelular. Aunque al principio las
fibras de colageno se depositan de forma desordenada, a medida que ocurre el
remodelamiento del tejido las fibras del nuevo colageno se orientan y entrecruzan
mas, lo que hace que aumente la contraccion de la herida iniciada durante la fase
proliferativa. Aunque en la fase de remodelacion intervienen una gran cantidad de

mediadores, PDGF, TGF-B, y bFGF son considerados los més importantes 192136,
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2.2 Tratamiento de las Lesiones de Piel

Las lesiones de piel que no regeneran espontaneamente, son tratadas
tradicionalmente con injertos. El tratamiento mas seguro y efectivo es el autoinjerto;
sin embargo cuando las heridas son extensas, el tejido para tomar como injerto no
es suficiente y se produce morbilidad en el sitio donante (Langer & Vacanti, 1993;
Lazic & Falanga, 2011). La obtencion de injertos de donantes humanos
(homoinjertos) o de individuos de otras especies (xenoinjertos), son las opciones
alternativas al autoinjerto. Sin embargo, estan limitados por el riesgo de rechazo
inmunolégico y contagio con agentes infecciosos no detectadas en el momento de

colectar el tejido 3’.

Para resolver las limitaciones de los injertos convencionales, se han desarrollado
sustitutos celulares o acelulares de la piel. De hecho, el primer sustitutito artificial
de un tejido humano, denominado Integra®3®, fue una matriz tridimensional de
colageno | y glicosaminoglicanos que funge como dermis, recubierta por una capa
de silicona que remplaza a la epidermis, la cual es removida después de que la
dermis artificial ha sido degradada y recambiada por nuevo tejido por las células del
mismo paciente. Después, han sido aprobados otros sustitutos que reemplazan
epidermis, dermis sola o dermis y epidermis 3841, los cuales se utilizan para
favorecer la regeneracion tisular y evitar la cicatrizacién con contractura 42. Junto
con las terapias celulares, hacen parte del grupo de terapias avanzadas dirigidas a
estimular el poder regenerador de tejidos que como la dermis, no regeneran
después de que en Gtero ha ocurrido la organogénesis 3. El material para injerto
elaborado artificialmente, es considerado producto de la ingenieria de tejidos,
campo multidisciplinario que aplica los principios de la ingenieria y las ciencias de
la vida, para desarrollar sustitutos biolégicos que restauren, mantengan o mejoren

la funcién de tejidos u érganos dafiados o perdidos 3742,

Los productos de ingenieria de tejidos se elaboran con matrices o soportes, células

y moléculas de sefializacion con actividad auto, yuxta y paracrina; que se utilizan
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separados o en diferentes combinaciones 3. Cuando se injertan soportes en
heridas de piel, reemplazan a la dermis confiriendo la tridimensionalidad
caracteristica de ésta; pueden contener o no células y estar o no cubiertos por
sustitutos del epitelio 4241, Comunmente se fabrican con materiales naturales,
sintéticos y de tejidos descelularizados como dermis o submucosa intestinal,

provenientes de donante cadavérico humano o de otras especies animales 10:16:41.44,

Las células pueden ser colocadas directamente en suspension o como laminas
confluentes, pero debido a que este tipo de tratamientos presentan limitaciones
como baja integracion en la herida, alta friabilidad y resultados clinicos poco
alentadores 4°46, se prefiere sembrarlas y cultivarlas en soportes 4. Las mas
empleadas son queratinocitos, fibroblastos y células madre de diferente origen;
pueden ser autélogas u homologas, la fuente mas usada de éstas ultimas es la piel
de prepucio de neonato 447, Las moléculas de sefalizaciébn mas comunes son los
factores de crecimiento y citoquinas que naturalmente intervienen en el cierre de
heridas 21624, se usan solas, en cocteles o como parte del secretoma presente en
los medios provenientes de cultivos celulares 484°. Aunque se pueden colocar
directamente en el sitio de la lesion, se llevan a cabo investigaciones y estudios
clinicos en diferentes fases orientadas a asociarlos a soportes que sirven como
sistemas de liberacién controlada 5051, Las estrategias a seguir para la elaboracién
de un sustituto de piel, su complejidad y modo de aplicacién dependen de las

caracteristicas de la herida que se quiere tratar.

Los materiales naturales o sintéticos empleados en la produccion de soportes se
denominan biomateriales porque son bioactivos, es decir inducen respuestas
bioldgicas en el sitio donde son injertados. Deben ser biocompatibles para que
permitan la migracion, proliferacion y diferenciacion de las células; también,
biodegradables para que los soportes producidos con ellos, puedan ser
recambiados por el organismo y sustituidos por tejido sintetizado de novo 52754,
Cualquiera que sea la composicion quimica o procedencia de los biomateriales con

que se elaboran, las propiedades microestructurales y mecanicas que posean los
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soportes determinan su bioactividad °>°¢, La microestructura proporciona a las
células del lecho de la herida muchas de las sefiales que necesitan durante el
proceso de sustituir el tejido perdido para migrar, adherirse, proliferar y diferenciarse
57, Las caracteristicas microestructurales de los soportes mas importantes y mas
estudiadas son la porosidad, el tamafio de los poros, la interconectividad y la
orientacién de las fibras y los poros. Estas influyen en el comportamiento de las
células que crecen en los soportes, lo cual se evidencia en cambios morfolégicos y

de los perfiles de factores proteicos y polisacaridos secretados por éstas 3525558,

2.3 Productos de Ingenieria de Tejidos que Sustituyen
Piel

En el mercado se encuentran diferentes productos que sustituyen a la epidermis.
Después de que se reporto el cultivo in vitro de colonias de queratinocitos humanos
59, se pudo lograr el crecimiento de queratinocitos en laminas de epitelio estratificado
que fueron empleadas como injertos de piel 6. Fueron las primeras terapias
celulares aplicadas en pacientes quemados %162, Actualmente, las lAminas de
gueratinocitos autdlogas son usadas para tratar la perdida grande de la epidermis o
en combinacion con soportes para el tratamiento de heridas profundas. Ejemplo de
un sustituto epitelial comercial es Epicel®, autoinjerto epidérmico que se obtiene
cultivando queratinocitos del paciente sobre una cama alimentadora de fibroblastos
de ratdn para promover su crecimiento y estratificacion. Fue el primero de este tipo
aprobado por la FDA, como dispositivo para uso humanitario en el tratamiento de
gquemaduras. Sin embargo, debido a que las laminas de queratinocitos son
obtenidas en un cocultivo con fibroblastos 3T3 de origen murino, fue aprobado como

xenoinjerto 40:41.63,

Hoy en dia, hay sistemas que permiten la aplicacion directa de queratinocitos
autologos en la zona afectada con el fin de promover su epitelizacion. CellSpray®,

el primer producto de estas caracteristicas en contar con aprobacion de agencias
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regulatorias, esta indicado en el tratamiento de lesiones epiteliales y de espesor
parcial. Para que su aplicacion sea exitosa en heridas de espesor total, debe
hacerse primero un injerto de piel o de sustitutos dérmicos que ayuden a restituir la
dermis perdida. Para obtener los queratinocitos se coloca una biopsia de espesor
parcial de piel del paciente en un dispositivo denominado ReCell®, en el que se
lleva a cabo la disgregacion enziméatica de las células. El resultado de la digestion
enzimatica es una suspension celular enriguecida con queratinocitos y melanocitos,

la cual es esparcida en la zona que se quiere tratar 4°:64.65,

El desarrollo de sustitutos dérmicos ocurri6 después de la aparicion de los
autoinjertos epidermales. Fue motivado por la fragilidad de las laminas de
queratinocitos cultivados, la variabilidad observada en los resultados de su
aplicacion clinica, y el papel crucial de la dermis en la formacién del epitelio 4345
Como se menciond, Integra®fue el primer producto en ser aprobado por una agencia
regulatoria como reemplazo dérmico. Su elaboracion, produccion industrial y
aprobacion se bas6 en el conocimiento proveniente de los estudios seminales
realizados por 1.V Yannas y J.F. Burke 38 Autorizado inicialmente por la FDA
como injerto en pacientes quemados y en cirugias reconstructivas de cicatrices con
contractura, actualmente también esta indicado para el tratamiento de ullceras
diabéticas 6. En Colombia se puede conseguir a precio muy alto, lo cual limita el

acceso de la mayoria de la poblacion a su aplicacion.

Ademéas de los soportes artificiales se emplea la dermis descelularizada,
proveniente principalmente de donante cadavérico o ganado porcino, como sustituto
dérmico. Alloderm® desarrollada por la compafia LifeCell, Inc., es dermis
cadavérica descelularizada indicada como injerto en heridas de espesor total de
diferente etiologia y en cirugia reconstructiva*-%¢, Aunque es un sustituto alogénico,
no es inmundégeno debido a que el proceso descelularizacion elimina los

componentes antigénicos y el potencial de transmitir enfermedades infecciosas
10,39,41
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La mayoria de los sustitutos dérmicos aprobados para uso humano son soportes
acelulares; sin embargo, algunos contienen células vivas cultivadas in vitro. Este
es el caso de Dermagraft® producido por Advanced Biohealing Inc, cultivando
fibroblastos de piel de prepucio de neonato en un malla de poliglactina. Durante el
tiempo de incubacion, el polimero del soporte se va degradando por hidrolisis
mientras las células van produciendo componentes de la matriz extracelular
(fibronectina, tenascina, colagenos, glicosaminoglicanos), factores de crecimiento y
citoquinas. Este producto esta indicado en el tratamiento de heridas crénicas
(diabéticas y vasculares) de espesor total, donde ha demostrado su eficacia ©°.
Aunque este sustituto es relativamente seguro y los pacientes aparentemente no
rechazan los fibroblastos homologos, presenta los mismos riesgos y problemas de
los homoinjertos. De hecho existen reportes de ocurrencia de infecciones, celulitis
y osteomielitis durante su utilizacion, sin embargo, se han hecho los mismos
hallazgos con otros productos; por lo cual no pueden ser atribuidos exclusivamente
al uso de Dermagraft® 3°41.6°, Hyalograft 3D es un sustituto dérmico elaborado con
soportes de acido hialuronico donde se siembran y cultivan fibroblastos autélogos.
Combinado con sustitutos epidérmicos como Laserskin ®, ha mostrado eficacia en
el tratamiento de ulceras crénicas en la planta del pie, ademés se ha reportado su
uso eficaz en ulceras cutaneas severas por esclerodermia 437, La combinacion de
éste producto con queratinocitos autélogos usado en heridas de espesor total por
guemaduras, ha mostrado aumento en la migracién de queratinocitos y una menor
formacién de contractura e hipertrofia en la piel formada comparado con el uso de

laminas epiteliales solas; ademas promueve la rapida formacion de la lamina basal
71

En el mercado también se encuentran sustitutos vivos de piel constituidos por
dermis y epitelo estratificado. Apligraf®, desarrollado y distribuido por
Organogenesis Inc., fue el primer producto con estas caracteristicas en ser
aprobado para el tratamiento de Ulceras venosas y de pie diabético que no
responden a los tratamientos convencionales 2’4, En su manufactura se utilizan

soportes de colageno bovino tipo |, fibroblastos y queratinocitos homaologos aislados
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de prepucio de neonato humano. Inicialmente, los fibroblastos son sembrados en
los soportes de colageno |y cultivados para permitir la formacion de dermis artificial
viva; luego, se siembran los queratinocitos en la cara superficial de la dermis y se
incuba, con el fin de que formen epitelio estratificado. Apligraft® no produce rechazo
inmune y las células sobreviven hasta dos meses después de que el producto ha
sido injertado 4273, Orcel®, es otro producto elaborado con fibroblastos y
queratinocitos de prepucio de neonato sembrados en un soporte de colageno tipo I.
Esta indicado en el tratamiento de epidermdlisis bullosa y sitios donantes de

autoinjertos 7>.

A pesar de que la mayoria de los sustitutos de piel vivos que contienen dermis y
epitelio contienen células alogénicas, también se han hecho sustitutos con células
autélogas, lo que elimina los problemas subyacentes al uso de material exégeno L.
Estos tejidos artificiales autélogos son costosos, porque se hacen para suplir las
necesidades de un solo paciente. Como las células deben aislarse de una biopsia
de piel del paciente, el tiempo empleado para su manufactura es mayor que el
requerido cuando se utilizan células homologas criopreservadas en bancos
celulares. Por eso, es imposible usarlos en el tratamiento urgente de lesiones 4041,
La Tabla 1 incluye productos de ingenieria de tejidos y terapias celulares empleadas
en el tratamiento de lesiones de piel aprobados por la FDA; se muestra la compafia

que los produce, sus componentes y uso aprobado.
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Tabla 1. Productos de Ingenieria de Tejidos y Terapias Celulares Empleados en el
Tratamiento de Lesiones de Piel

ustituto Producto Compafiia Componentes Uso Aprobado FDA
Productora

Epidérmico | Epicel® Genzyme Lamina de queratinocitos | Cobertura permanente de

y terapia autélogos guemaduras’®.63,

celular EpiDex® Euroderm Lamina estratificada de | Tratamiento de heridas

gueratinocitos cronicas y areas de piel
provenientes de foliculos | despigmentadas 7.
pilosos
Epibase™ Laboratoires Lamina de queratinocitos | Tratamiento de ulceras
Genevrier autélogos cronicas 8.
CellSpray® Suspension de | Tratamiento de heridas
gueratinocitos autélogos por guemaduras
superficiales y de espesor
parcial.”®80
Dermo- Apligraf ® Organogenesis | Soporte de colageno tipo | | Tratamiento para Ulceras
epidérmico de origen bobino, | crénicas diabéticas,
sembrado con fibroblastos | venosas y neuropaticas
y queratinocitos de | de espesor total 72,
neonato
OrCel ® Fortificell Soporte de colageno tipo | | Tratamiento de  sitios
Bioscience de origen  bovino, | gonantes de espesor
sembrado con fibroblastos parcial en pacientes con
guemaduras °.

Dérmico TransCyte ® | Fibroblastos de | Fibroblastos Cobertura temporal de
piel de neonato | criopreservados de | heridas de espesor total y
sembrados un | Prépucio de  neonato parcial de pacientes
soporte de sembradps en una ImaIIa quemados para preparar

de nailon- colageno i
porcino, cubierta con | s heridas antes de
silicona. colocar un autoinjerto 82.
Dermagraft® Organogenesis | Fibroblastos de neonato | Tratamiento de Ulceras
sembrados incubados vy | por pie diabético 6°.
criopreservados en un
soporte de poliglactina
Integra ® Integra Life | Soporte de colageno tipo | | Tratamiento de
Sciences de  origen bovino, | quemaduras y
Corporation condromn—sulfato,, . reconstruccion de zonas
cubierto por una ldmina de S
silicona. con cicatriz por
guemaduras ¢
AlloDerm®© Life Cell Dermis de donante | Preparaciéon de la cama
cadavérico de heridas para ser
descelularizada con | injertadas 8.
membrana basal
completa.
PermacolTM | Tissue Science | Dermis porcina | Como refuerzo de tejidos
Laboratorie descelularizada. blandos en
procedimientos
quirurgicos .
OASIS® Cook Biotech Submucosa intestinal | Tratamiento de Heridas
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porcina descelularizada.

de espesor parcial y total,
Ulceras de diferente etio-
heridas de sitio

logia,
donante,
guemaduras .

laceraciones,

Terudermis™ | Teru corp Soporte de colageno tipo | Tratamiento
[, cubierto por una lamina | quemaduras, uso en sitos
de silicona. donantes de piel
reconstruccion
defectos de tejidos
blandos 41.84,
Hyalograft 3D | Acido Soporte de acido | Tratamiento de ulceras en
hialurénico hialurénicos combinacion de

sustituto dérmico 4185,

Se debe resaltar que de los productos de colageno tipo | incluidos en la tabla
anterior, en Colombia solo se pueden adquirir aquellos que no contienen células, a
precios elevados. Por ejemplo, una lamina de 20 cm x 25 cm de Integra cuesta
$13.000.000.00 (comunicacion personal de Francisco Cano, gerente de la
compafiia distribuidora Green Button SAS). Los productos que contienen células
fabricados en el exterior no se pueden importar, por ser tejidos artificiales vivos; sin
embargo, localmente se han desarrollado sustitutos de piel que contienen

fibroblastos y queratinocitos autdlogos como Keraderm.

2.4 Cuantificacion de Muestras Usando

Biosensores

Bioldgicas

Un biosensor es un dispositivo analitico que combina un componente biolégico y un
componente fisicoquimico. Los biosensores se clasifican dependiendo del detector
que utilizan en 6pticos, piezoeléctricos, enzimaticos, electroquimicos, entre otros 86,
En la Tabla 2 se muestra la clasificacion de los biosensores de acuerdo con el tipo

de detectores.
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Tabla 2. Clasificacion de los Biosensores de Acuerdo con el Fendmeno que Detectan
86

Biosensor Detector

Electroquimicos Amperomeétricos

Potenciométricos

Conductimétricos

Impedimétricos

Mecanoacusticos Piezoeléctrico

Nanomecéanico

Magnéticos Efecto Hall
Magneto-resistivos
Magneto-impedancia

Opticos Bioptrodos
Campo evanescente

Cualquiera de los biosensores mencionados en la tabla anterior, pueden hacer
detecciones directas o indirectas. Generalmente utilizan como receptor acoplado al
biosensor una variedad amplia de moléculas, entre las que se pueden mencionar
anticuerpos, acidos nucleicos denaturados (aptameros), enzimas, microorganismos,
células, secciones de tejidos, polimeros de huella molecular, etc. Las reacciones cataliticas
y de afinidad son las formas de interaccion receptor- analito mas empleadas %%, En
general estos sistemas permiten hacer el andlisis de las sustancias de forma directa
sin marcacion molecular previa y sin tiempo de incubacion, de forma altamente
especifica y sensible por lo que se necesita poca cantidad de muestra. Ademas,
una vez los chip sensores han sido acoplados se pueden utilizar para analizar
muchas muestras debido a que la matriz es regenerada tras cada analisis. Las
caracteristicas descritas hacen que los analisis con biosensores sean rapidos,
econdémicos y versatiles; lo cual, confiere a las determinaciones basadas en
biosensores ventajas sobre otras técnicas convencionales de analisis. En la Tabla
3 se presenta una comparacion entre las técnicas basadas en biosensores y las

técnicas convencionales 86-88,
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Tabla 3. Comparacion de Técnicas de Cuantificacion Convencionales y Basadas en

Biosensores. 8

Biosensores Técnicas Convencionales
> Andlisis rapido (en tiempo real) » Largos tiempos de analisis
» Faciles de usar » Manejo por parte de personal
» Técnicas baratas especializado
» Portétiles, miniaturizables vy » Técnicas caras
automatizables » Técnicas de laboratorio
» En su mayoria monoanalito » Multianalito
» Marcador no necesario » Necesidad de marcador
» Muy reducido volumen de » Pequefio volumen de muestra
muestra » Requiere pre-tratamiento de la
» Minimo pre-tratamiento de muestra
muestra » Sensibles, precisos y fiables
» Sensibles, precisos y fiables

Uno de los biosensores de tipo Optico que mas se usa, es el de plasmones de
resonancia de superficie (SPR). Los SPR, permiten hacer deteccién especifica de
biomoléculas en su forma nativa sin necesidad de marcarlas. Con los SPR se
pueden seguir en tiempo real y con alta sensibilidad, las interacciones y uniones no
covalentes entre macromoléculas &/, ya que pueden medir pequefios cambios en el
indice de refraccion (IR) que ocurren en la vecindad de un lamina delgada de un
metal o chip, como repuesta a la progresiva acumulacion de moléculas sobre su
superficie; la cual, depende a su vez de las uniones por afinidad que ocurren entre

estas 8788,

En los Biosensores SPR, el sistema sensor combina un componente fisicoquimico
gue detecta los cambios que ocurren en el indice de refraccion cerca del chip, un
componente electrénico que traduce la sefial como unidades de resonancia (UR), y

un componente bioguimico o bioldégico que actia como sonda que captura los

30



analitos mediante interacciones especificas. Como componente biolégico se
utilizan diferentes tipos de proteinas o cadenas de &cidos nucleicos, lo que ha
facilitado que esta herramienta se utilice en el estudio de interacciones entre una
amplia variedad de biomoléculas. Estas interacciones estan basadas en uniones
por afinidad como las que se presentan entre un antigeno y un anticuerpo, un

sustrato y una enzima o cadenas complementarias de DNA o RNA &7,

La alta especificidad de las asociaciones que se dan entre las moléculas que actian
como ligando o analito, y la deteccion altamente sensible que se alcanza con los
biosensores SPR, permite que éstos equipos midan la concentracion de los analitos
y Su interaccion en tiempo real con la sonda. De ahi que se hayan desarrollado
metodologias SPR, para seguir la cinética de este tipo de reacciones &° ; asi como,
algunas metodologias para la deteccidn de sustancias de interés bioldgico en
muestras complejas 8. En estos andlisis, la diferencia entre las UR en el punto
final de la reaccion entre los biomoléculas y las sondas, y el punto inicial de ésta, es
proporcional a la concentracion del analito. De esta forma, la técnica permite
estandarizar metodologias para cuantificar proteinas utilizando anticuerpos como
ligando. Sin embargo, si el analito a detectar es un anticuerpo, es el antigeno el

que se inmoviliza en el chip sensor como sonda especifica 8788290,

Trabajos publicados reportan el desarrollo de metodologias basadas en el uso de
SPR, para la cuantificacion factores de crecimiento en muestras complejas. De este
modo, ha sido posible cuantificar IL1, IL6, TNF-a recombinantes reconstituidas en
medio de cultivo esencial °1; IL6 presente en medios condicionados provenientes de
cultivos de fibroblastos humanos 88; interferén- a2b expresado en Escherichia coli
y presente en muestras de medio de cultivo de fermentaciones de ésta bacteria; IL8
de saliva humana; factores de crecimiento y citoquinas presentes en medios
condicionados provenientes del cultivo de dermis artificial elaborada con
fibroblastos de mucosa oral en soportes de colageno unidireccionales y
multidireccionales 2929, En todos estos trabajos basicamente se utilizan dos tipos

de chip sensor, que se diferencian en los compuestos quimicos con que se
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modifican la superficie del metal: los chips de la serie CM, especialmente el CM5, y
los chips con monocapas autoensambladas con carboxialcanotioles. Los CM5 son
laminas de oro cuya superficie viene modificada con moléculas de carboximetil
dextrano, que se usan para la inmovilizacion de varios tipos de ligandos y para

diferentes propdsitos 38894,

Uno de los problemas que se presentan con los chips CM5 es la inespecificidad en
la cuantificacion de muestras complejas (fluidos biol6gicos 0 medios provenientes
de cultivos celulares), debido a la formacién de uniones no especificas que causan
la aparicion de sefales falsas que enmascaran a la sefial resultado de la interaccion
del analito de interés 8791, Por esto, alternativamente se han usado chips sensores
elaborados modificando la superficie de la lamina de oro, mediante la fijacién
covalente de monocapas autoensambladas (SAM). La monocapas
autoensambladas se forman con moléculas organicas alquilo que tiene en uno de
sus extremos (cola) un grupo tiol, mediante el cual se enlazan covalentemente a los
atomos de oro de la ldmina, y en el otro extremo (cabeza) un grupo carboxilo o
hidroxilo, por donde se pueden inmovilizar proteinas a través de la sustitucion
nucleofilica del hidroxilo por las aminas primarias del ligando Figura 1. Resultados
publicados muestran que el uso de monocapas disminuye la formaciéon de uniones

inespecificas de las muestras mejorando la sensibilidad de la técnica 8890.91.95,
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Figura 1. Esquema de lareaccion de lainmovilizacion de los anticuerpos via amino
coupling. a, activacion de los grupos carboxilos de las moléculas de MUA en las
monocapas. b, inmovilizacion a través de ataque nucleofilico y formaciéon de enlace
amidico. c. Bloqueo del os grupos activos remanentes con etanolamina. Tomad ay
modificada de.%

2.5 Modelos Animales Empleados en la Evaluacion del
Cierre de Heridas de Piel

El cierre de heridas cutdneas se ve afectado por un complejo ambiente extracelular,
el cual es generado por la respuesta de diferentes tipos de células a sefiales
autocrinas y paracrinas °’. Aungue se han desarrollados ensayos in-vitro que
permiten estudiar algunas variables que afectan el fenbmeno, ninguna de estas
estrategia de laboratorio logra replicar el efecto del complejo numero de
componentes y sefiales involucrados en la reparacion de las heridas. por lo que es

necesario emplear modelos in-vivo %%,

De los animales utilizados como modelo para el estudio del cierre de heridas, el
cerdo es quien tiene la piel mas parecida a la de los humanos %’. Sin embargo, se
utilizan mas mamiferos pequefios debido a que la mayoria de bioterios no tiene la
infraestructura necesaria para albergar éste tipo de animales y su mantenimiento es
costoso 9799100 | os mamiferos pequefios mas empleados son conejos
(Lagomorpha), cobayos, raton y rata (Rodentia) debido a disponibilidad, bajo costo

y facilidad de manejo. °719! Sin embargo, la piel de los roedores y lagomorfos
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presenta diferencias anatoémicas Yy fisiologicas que hacen que el proceso de cierre
de heridas cutaneas sea diferente a como ocurre en humanos %192, En ratones,
ratas, cobayos y conejos la epidermis se organiza parecido a los humanos; sin
embargo, es mucho mas delgada y la densidad capilar es mucho mayor. Por
ejemplo, en conejos es de aproximadamente de 1800/cm? mientras que en el cuero
cabelludo de los humanos, que es la zona de mayor densidad capilar, alcanza
aproximadamente los 800/cm? 103 . Ademas, son animales de piel suelta ya que
pueden deslizarla y contraerla sobre la fascia subcutanea (Panniculus carnosu).
Esta membrana subdérmica que separa la piel del musculo, es importante en el
cierre de heridas en roedores y lagomorfos por ser altamente vascularizada y
porque irriga constantemente el lecho de la herida; ademas, porque promueve una
fuerte contraccion que reduce el diametro de las heridas a la mitad, en las primeras

24 horas 102104

Para evitar la rapida y fuerte contraccion que se produce en el cierre de heridas en
los animales mencionados, se han empleado estrategias que utilizan anillos de
diferentes materiales (splint) que se colocan alrededor de las heridas, sobre la piel
o de forma subdérmica. En rata, el tipo de splint mas utilizado es un anillo de silicona
adherido y suturado sobre la piel rasurada del animal, con él se ha logrado retrasar
la contraccioén de las lesiones 191105 | En conejos el &rea del cuerpo mas usada para
el estudio de lesiones de piel son las orejas, debido a que el cartilago que la subyace
actia como splint; ademas, en esta area as facil cortar la irrigacion sanguinea para
producir ulceras crénicas vasculares 99105106 | a principales limitaciones de este
modelo son que el proceso de cierre de la herida sucede sobre un cartilago
avascular, que la piel es muy delgada comparada con la piel del dorso del animal
105y que el area disponible para hacer las heridas limita el tamafio de la mismas.
Por esto, cuando se quieren evaluar heridas de mayor tamafo se usa el dorso de

ratones, ratas y conejos 107,108,
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Nuestro grupo de investigacion ha usado un modelo lagomorfo de herida de espesor
total de 2 cm? de didmetro, para evaluar el efecto de injertar sustitutos dérmicos
acelulares asociados a microparticulas de gelatina-coldgeno. Sin embargo, todavia
no ha empleado el modelo para evaluar el desempefio como injerto de los tejidos
autdlogos que produce. Por lo anterior, esta tesis doctoral propuso desarrollar tejido
conjuntivo autélogo artificial empleando soportes con orientaciones de poro
diferente (multi y unidireccional) y fibroblastos aislados de la piel de los animales
incluidos en el estudio. Igualmente, comparar su desempefio como injerto en el

modelo lagomorfo previamente establecido °
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3 JUSTIFICACION

Debido a las limitaciones de acceso a tejido artificial biocompatible disponible para
injerto, es importante desarrollar localmente la tecnologia de produccion de tejido
conjuntivo autdlogo que sustituya a la dermis. Nuestro grupo de investigacion ha
desarrollado y evaluado la seguridad y eficacia de tejido conectivo oral autélogo
artificial 2. También, ha demostrado que fibroblastos orales sembrados en
soportes con diferente orientacion de poro (multidireccional vs unidireccional)
presentan un patron de secreciéon (secretoma) diferente 3. En un modelo animal
encontré que exudados provenientes de heridas de mucosa oral injertadas con
tejido artificial elaborado con soportes con orientacion de poro multidireccional
contienen concentraciones de factores moduladores de la cicatrizacion
significativamente diferentes a las determinadas en exudados de heridas injertadas
con tejido artificial elaborado con soportes con orientacion de poro unidireccional.
Sin embargo, no ha estudiado la eficacia como sustitutos dermales de los soportes
multi- y unidireccionales de colageno |, sembrados con fibroblastos autdlogos
aislados de piel. Tampoco ha evaluado si al injertar tejido artificial que varia en la
orientacién de sus poros, se pueden observar diferencias cualitativas y cuantitativas
en algunos de los factores presentes en exudados tomados de las heridas tratadas
antes de gue ocurra su cierre. Este trabajo fue disefiado con el fin de evaluar los

dos fendbmenos mencionados.
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4 HIPOTESIS

La cicatrizacion de heridas de espesor total de piel injertadas con tejido elaborado
con fibroblastos autélogos de dermis y soportes de colageno con orientaciones de

fibra/poro diferentes (multidireccional vs unidireccional), es diferente.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo General

Determinar si la reparacion de heridas de piel de espesor total injertadas con tejido
artificial multidireccional o unidireccional es diferente y establecer diferencias
cuantificables entre algunos biomarcadores del proceso de cicatrizacion de las

heridas injertadas con estos tejidos.

5.2 Objetivos Especificos

5.2.1 Desarrollar tejido conectivo artificial a partir de fibroblastos de dermis y

soportes multidireccionales y unidireccionales de colageno tipo |I.

5.2.2 Evaluar clinicamente su desempefio como injerto en heridas de piel de

espesor total creadas en los animales fuente de los fibroblastos.

5.2.3 Establecer una metodologia basada en un biosensor 6ptico, para la
cuantificacion de factores solubles presentes en heridas cutaneas de espesor total

durante su cicatrizacion.

5.2.4 Caracterizar factores proteicos presentes en los exudados de heridas de
espesor total tratadas con tejido conectivo artificial uni- o multi-direccional en un

modelo animal.

5.2.5 Evaluar histologica e histomorfométricamente el tejido cicatrizal formado en

las heridas estudiadas.
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6 METODOLOGIA

6.1 Purificacién de Colageno Tipo |

Se tomo el material de inicio fascia bovina (FB) y se lavé con una serie de solventes
de diferente polaridad para quitar la mayor cantidad de grasa e impurezas posible,
luego se corté en pequefias fibras, se repitio el lavado y se dejé secar. El material
seco se pesoO y se sumergié en una solucion de acido acético 0,5M durante 24h a
48h. La suspension obtenida se homogeneiz6 agregando mas solucion de acido
acético y utilizando una licuadora, luego se centrifugd (30 min a 4500 r.m.p.), se
tomo el sobrenadante (colageno disuelto) y se descart6 el pellet (impurezas). La
suspensién obtenida se neutraliz6 agregandole lentamente una solucion de NaOH
(1M) hasta alcanzar un pH ente 4,0-4.5, con el fin de precipitar las fibras de colageno
antes establemente suspendidas en la solucion de acido acético. Para separar el
precipitado, lo obtenido en la neutralizacién, se centrifugé a 4500 rpm por 30 min.
El pellet de colageno se reprecipitd utilizando una solucién de NaCl y se repitié la
centrifugacion a las condiciones anteriormente mencionadas. Para retirar la sal
adicionada, el colageno se lavo con agua tipo 1 hasta lograr una conductividad del

sobrenandante por debajo de 0,5 ms.

6.2 Elaboracion de Soportes Multidireccionales vy
Unidireccionales

Los soportes se hicieron siguiendo la metodologia establecida por el grupo 109110,
Brevemente, una suspension de colageno tipo | (5mg/mL) se sirvié en moldes de
teflon y se congeld. Para obtener los soportes de colageno tipo | multidireccionales,
la suspension se congelé de forma isotérmica. Para obtener los soportes

unidireccionales, la suspension de colageno se congel6 empleando un gradiente de
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temperatura a lo largo del molde. El flujo térmico se logré adaptando uno de los
lados del molde con el fin de que pudiera estar en contacto con nitrégeno liquido
(Metodologia en proceso de solicitar patente). Luego de congelar el colageno, los
soportes se liofilizaron durante 48 h y se entrecruzaron con una solucién de
glutaraldehido (0.02%) por 24 h. Para retirar los residuos, los soportes se lavaron
con agua ultra purificada, se congelaron de nuevo y se liofilizaron (24 h); finalmente,

se cortaron y esterilizaron con 6xido de etileno.

6.3 Experimento Animal

6.3.1 Recepcion de los animales de experimentacion

Se recibieron 15 conejos Nueva Zelanda machos con pesos entre 2300 y 2800 g y
se les hizo una revision clinica general por parte de un meédico veterinario.
Inmediatamente después de la revision general, se les aplicé una dosis de 0,4 mg/kg
de ivermectina via sub-dérmica que fue reforzada 15 dias después de la primera
dosis. Una vez los conejos se alojaron en el Bioterio del Departamento de Farmacia
de la Universidad Nacional de Colombia, se aislaron durante ocho dias antes de
cualquier intervencién quirdrgica, para lograr su adaptacion y hacerles profilaxis con
el fin de prevenir enfermedades y evitar muertes por impactacion, debido al estrés

del nuevo ambiente o de las cirugias.

6.3.2 Aislamiento de fibroblastos autdlogos de piel

Después del tiempo de adaptacion, de cada conejo se tomé una biopsia de piel
(1cm?) de la parte superior de la espalda siguiendo las especificaciones del
protocolo aprobado por el Comité de Etica de la Facultad de Ciencias. Brevemente,

los conejos fueron sedados mediante la aplicacion de una mezcla de xilasina -
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ketamina (5mg/Kg - 50mg/Kg), rasurados en la parte superior de la espalda y
limpiados con yodo en espuma, alcohol 70% y yodo solucion; después de la limpieza
se aplico &cido fusidico (2%) dejandolo actuar durante 10 minutos. En la zona
preparada de la forma descrita, se tomé un 1lcm? de piel completa, mediante
escision con un escalpelo numerol5. La herida resultante se suturdy a los animales
se les aplico tramadol (2mg/Kg) como analgésico cada 24 h durante 2 dias. Las
biopsias se lavaron con antibiético y antimicotico (4X) disueltos en PBS y se pasaron
a dos tubos con medio de transporte (DMEM), el cual también contenia antibiético
antimicético (4X). Luego se trasladaron a la cabina de flujo laminar, en donde se

procesaron para obtener los explantes.

Luego de obtener fragmentos bien pequefios y limpios, se colocaron dentro de una
caja de cultivo T-25 distanciados entre si, se dejaron adherir, se cubrieron con medio
de cultivo DMEM suplementado con SFB (20%) teniendo cuidado de no
desprenderlos. Durante la incubacién, los explantes se mantuvieron con 8mL de
DMEM suplementado, hasta obtener monocapas de fibroblastos 80% confluentes;
el medio se cambid cada tres dias. Para los subcultivos, las células se disgregaron
mediante el uso de tripsina- EDTA (0,25% P/V -) en PBS, se lavaron, se contarony

se pasaron a nuevas cajas T-75.

6.3.3 Elaboracion del tejido conectivo artificial (TCAA)

Sobre soportes (4 cm?) de colageno tipo I, multidireccionales y unidireccionales, se
sembraron los fibroblastos (5 X 10° células/cm? ) provenientes de los animales
incluidos en el estudio. Los soportes con las células se incubaron (24h, 37°C,
5%CO0Oz2) con medio DMEM suplementado (10%SFB) en cantidad suficiente para
alimentar el constructo sin sumergirlo; después se agregé medio hasta cubrirlos. El
medio se cambio cada dos dias, durante una semana, al séptimo dia los injertos se

lavaron tres veces con PBS y el medio DMEM suplementado se cambié por medio
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ADVANCE libre de SFB, suplementado con L-glutamina, antibiéticos-antimicoticos.
Después de incubar durante 3 dias, se tomé el tejido artificial a injertar, se tomaron
alicuotas del medio de cultivo para cuantificar los factores y las citoquinas
secretadas por las células, se evaluo viabilidad con MTT y se fijaron muestras para

ser analizadas histolégicamente.

6.3.4 Experimentacion quirdrgica

Para el estudio se usaron 15 conejos divididos en tres grupos. Los animales fueron
sedados mediante la aplicacion de una mezcla de Xilasina 5mg/Kg (Rompun®,
Bayer) y Ketamina 50mg/Kg (Ketamina ® , Holliday). Luego de que entraron en
plano anestésico, se les rasuro la espalda y se limpio la zona de la cirugia con yodo
en espuma, alcohol 70%, yodo solucién y finalmente se aplicé acido fusidico al 2%
dejandolo actuar durante10 minutos. En cada animal se hicieron dos heridas (2cm
X 2cm) contralaterales de espesor total, en la parte dorsal de la regidén escapular.
Luego se colocaron los tratamientos de forma aleatoria. En dos de los grupos, una
de las heridas fue tratada con tejido unidireccional o multidireccional y la otra herida
se dejé sin tratamiento como control. El Ultimo grupo se injertd con tejido
multidireccional en una de las heridas y con unidireccional en la otra. Después de
fijar los injertos con puntos simples utilizando sutura reabsorbible | (Vicryl ® 5.0
Ethicon), se aislaron las heridas rodeandolas con un splint y se cubrieron con una
lamina semipermeable de poliuretano (Tegaderm R), sobre esta se colocé un
aposito estéril de gasa y se cubri6 con esparadrapo Figura 2. Durante su
recuperacion, los animales fueron alojados individualmente y se les aplicd Tramadol
a dosis de 3mg/Kg (Tramadol Genfar ® ) por via subcutanea cada 24 horas durante
3 dias consecutivos. Profilacticamente, fueron inyectados subcutaneamente con

Enrofloxacina (7mg/Kg; Baytril ® Bayer) cada 12 h durante 5 dias.
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Figura 2. Procedimiento Quirurgico. (A) Espalda rasurada comarcada con el fin de
delimitar el lugar de la herida; (B) Escision quirdrgica; (C) Aplicacién del tratamiento; (D)
Herida injertada y rodeada con splint.

Los conejos se observaron diariamente para verificar su estado de salud y revisar
los vendajes. Las heridas se destaparon para su observacion y seguimiento
fotografico los dias 3, 6, 9, 20, 30 post-cirugia. En los dias 3 y 6 se tomaron
muestras de los exudados colocando cuadros de papel filtro (4cm?) directamente en
las heridas Figura 3. Las muestras se colocaron en 2,5 mL de solucién buffer de

fosfatos (PBS) y se congelaron.

Figura 3. Toma de los exudados presentes en las heridas.
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En el dia 30 los animales se sacrificaron siguiendo procedimientos establecidos 'y
se tomaron biopsias que comprendieron la zona de la herida y tejido sano
adyacente. Las biopsias se embebieron en parafina y mediante un micrétomo se

obtuvieron secciones de 4um los cuales fueron teflidos con hematoxilina eosina.

6.4 Cuantificacion de Factores en los Exudados de las
Heridas

6.4.1.1Reactivos y materiales

Las cuantificaciones de los factores solubles en los medios de cultivo y en las
muestras de exudados fueron hechas a 25°C usando un BlAcore 2000 Pharmacia
Instrument con chips de oro (Kit SIA-Au BlAcore, Uppsala, Sweden). GE Healthcare
Life Sciences (Fairfield, CT, USA) proporcioné los reactivos para el acoplamiento
amino: 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC), N-hidroxi-succinimida
(NHS) y etanolamina HCI. La acetona usada fue comprada a Merck (Darmstadt,
Germany). EIl acido 11-mercaptoundecanoico (MUA) y el 6-mercapto-1-hexanol
(MCH), a Sigma—Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Para la preparacion de las monocapas se utiliz6 acetona (Merck, Darmstadt,
Germany), etanol absoluto grado analitico (Merck, Darmstadt, Germany), acido
sulfarico, peréxido de hidrégeno, acido 11-mercaptoundecanoico (MUA) y 6-
mercapto-1-hexanol (MCH), Sigma—Aldrich (St. Louis, MO, USA). Para la
inmovilizaciéon de los anticuerpos se uso: para la activacion de las monocapas, 1-
etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS) GE
Corporate. Como Buffer de flujo para el biosensor y para diluir las muestras: HBS-
EB (4Acido 2-[4-(2-hidroxietil)-1-piperacinil]- etanosulfénico (HEPES) 10mM, NaCl
150 mM; Acido etilendiaminotetraacético (EDTA), 3.4 mM Tween 20, 0.005% pH
7.4). Como solucion de regeneracion se utiliz6 Glicina 10mM pH 2,0. Los
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anticuerpos usados fueron: anticuerpos monoclonales (anti-VEGF, anti-TNF-a)
raton/humano (Invitrogen Corporation, USA); anticuerpos monoclonales (anti-EGF,
anti-TGF-B1), anticuerpo policlonal (anti-Ang2) ratén/humano (Abcam, UK),
anticuerpo policlonal (anti-endostatina humana), anticuerpo policlonal (anti-angl)
humano/raton, anticuerpo monoclonal(anti- TGF-p 1) anti- TGF- (2 y 3) humano
/IR&D Systems, Inc. Minneapolis, USA).

6.4.1.2 Preparacion de monocapas autoensambladas (SAM)

Los chips de oro se limpiaron sumergiéndolos por un minuto en acetona, luego se
sumergieron durante un minuto en una solucion pirafia recién preparada (H2SOx4 :
H20:2) en una proporcion volumétrica 3:1. Transcurrido este tiempo se lavaron con
agua ultrapurificada y finalmente se pasaron a etanol absoluto grado analitico por 5
minutos. Luego los chips se pusieron a reaccionar en la solucion mezcla de los
tioles (MUA 0,63 mM y MHC 1,88mM), o con una solucién de (MUA 0,63 mM). Con
la mezcla de MUA y MHC se probaron dos tiempos de reaccién (8 y 24 horas) y con
MUA se dejaron reaccionar por 24 horas. Los chips se lavaron con etanol absoluto,
se secaron en cabina de flujo laminar y se guardaron a 4°C. Como control negativo
de la formacién de las monocapas, se utilizé un chip que se sometié al proceso de

limpieza.

6.4.1.3 Inmovilizacion de los anticuerpos

Los extremos carboxilo e hidroxilo de los tioles fueron activados con una mezcla de
NHS (0,1M) y EDC (0,4 M) en una relacion volumérica 1:1. Con la ayuda del
BIACORE, la mezcla descrita se paso por la superficie de los chips (flujo: 5 yL/min)
durante 7 min. Después de la activacién de las monocapas, se corrieron de forma
individual los anticuerpos (50 pg/mL de anticuerpo en buffer HBS-EP), permitiendo

Su interaccion con las monocapas activadas. Los grupos de la monocapas que no
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reaccionaron uniéndose a los anticuerpos, fueron desactivados inyectando

etanolamina (1M, pH 8,5 por 7 minutos).

6.4.1.4 Elaboracién de las curvas de calibracion

Como estandares se usaron las proteinas recombinantes EGF, IL-4, Angiopoyetina-
2, Angiopoyetina-1, TNF-a, VEGF, FGF-2, IGF-1, TIE-2, VEGF-R2, Endostatina,
TGF-B1, TGF-B 2, TGF-B 3, VEGF-R1), diluidas serialmente en solucion buffer
HBS-EP (2500, 1500, 1000, 500, 250, 100, 20 ng/mL). Cada solucién patron fue
inyectada a un flujo de 60uL/min por 5 min, por triplicado y la respuesta en UR para
cada concentracion fue registrada. Luego de cada medida la matriz fue tratada con
solucién de regeneracion, para restaurar los sitios activos de los anticuerpos
inmovilizados en las monocapas autoensambladas. Para graficar las curvas de
calibracion, se promediaron los triplicados de las respuestas en (UR) para cada
concentracion estandar y se calculé el error mediante la desviacion estandar. Luego
se graficé el promedio de las respuestas contra los valores de concentracién de los
estdndares y se observd el error para detectar los valores de UR que
estadisticamente fuesen iguales para sacar uno de ellos, el de mayor concentracion,
de las curvas finales. Esto se hizo debido a que los sitios activos de los anticuerpos
inmovilizados se saturan a determinada concentracion, después de este punto la
respuesta en UR no aumenta y no se puede relacionar con concentraciones
mayores de los patrones. Una vez se identificaron y retiraron los puntos por encima
de las concentraciones de saturacion, se grafico el logaritmo neperiano de la
respuesta In (UR) contra el logaritmo neperiano de las concentraciones de los
estandar In (ng/ml).

6.4.1.5 Cuantificacion de los factores solubles en los exudados

Los papeles de filtro conteniendo las muestras de exudados de las heridas fueron
descongelados, disgregados mecanicamente, colocados en 1mL de solucion buffer

PBS y centrifugados a 4500 r.p.m. (30 min) con el fin de aislar el sobrenadante.

46



Las muestras se diluyeron en buffer HBS a la mitad (1:2) y se pasaron a traves del
micro fluido por los canales de los chips con cada uno de los 14 anticuerpos
inmovilizados. Las muestras que dieron respuestas mayores a las obtenidas con
las mayores concentraciones de las curvas de calibracion (2500 ng/ml) se diluyeron,
con el fin de que los valores de (UR) obtenidos quedaran interpolados. Las
muestras se midieron por duplicado para cada factor o citoquina. Los valores de
UR obtenidos al analizar las muestras se interpolaron y a los valores obtenidos, se
les aplico la funcion inversa del logaritmo natural para obtener el valor de
concentracion de las proteinas en las muestras. Finalmente, estos valores se
multiplicaron por el factor de dilucion para obtener las concentraciones de los

factores y citoquinas en los exudados y en los medios de cultivo.
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7 Resultados

7.1 Elaboracion de Tejido Conectivo Artificial a Partir de
Fibroblastos de Dermis y Soportes Multidireccionales
y Unidireccionales de Colageno Tipo |

La Figura 4 muestra imagenes representativas de soportes cuadrados de colageno
tipo | (4cm?) con fibras orientadas multi- y unidireccionalmente. Se puede apreciar

que los soportes multi y unidireccionales son diferentes.

Multidireccional Unidireccional

Figura 4. Fotografias de los soportes multidireccionales y unidireccionales. Se
muestran imagenes representativas de la apariencia longitudinal y transversal de los
soportes multi- y unidireccionales elaborados.
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Con el fin de obtener los fibroblastos de piel de los animales incluidos en el estudio,
se hicieron cultivos primarios mediante el método de explantes. En la Figura 5 se
observan fibroblastos que han migrado de los explantes para adherirse y proliferar
en la superficie del plato de cultivo (Panel A). Con mayor resolucion, se puede ver

la morfologia tipica de los fibroblastos obtenidos (Panel B).

Figura 5. Micrografias de cultivos primarios de fibroblastos de piel de conejo. (A)
Células que han migrado de un explante. (B) Células con morfologia fusiforme. Escala de
500um.

Los dos tipos de tejido elaborados (multi y unidireccional) redujeron MTT a
formazan, lo que verifica que se mantiene la actividad metabdlica mitocondrial de
las células en el momento de su implante. En las micrografias con mayor resolucion,
se alcanzan a ver las células asociadas a las fibras de colageno tipo | de los dos
tipos de soportes Figura 6.
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Figura 6. Ensayo con MTT para verificar viabilidad de los tejidos. (A 'y B) Micrografias
tomadas en el microscopio de Iluz invertido (menor y mayor magnificacion,
respectivamente), del tejido elaborado con soporte multidireccional. (B y C) Micrografias
tomadas en el microscopio de luz invertida (menor y mayor magnificacion,
respectivamente), del tejido elaborado con soporte unidireccional.

7.2 Evaluacion Preclinica del Tejido Artificial

7.2.1.1 Seguimiento clinico de las heridas

Si hizo el seguimiento de la reparacion de heridas contralaterales hechas en la parte
escapular del dorso de cada conejo, tratadas con tejido elaborado con soportes
unidireccionales (UTCA) y tejido elaborado con soportes multidireccionales (MTCA).
En dos de los grupos una de las heridas de cada conejo se dejé sin tratamiento
como control (SI).
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La Figura 7 muestra heridas injertadas con los dos tipos de tejido en el dia 6. El
tejido hecho con fibras de colageno orientadas multidireccionalmente (MTCA)
permanecio fijado con los puntos al borde de la herida y se integro al lecho; ademas,
en algunos de los bordes fueron evidentes signos de su recambio (Panel A).
Contrariamente, el tejido unidireccional (UTCA) se contrajo perpendicularmente a la
orientacién de los poros observandose el rompimiento de los puntos que lo fijaban
a la piel. Su apariencia y color no cambiaron y no se observo evidencia fisica de

adhesion al lecho, asi como de recambio del tejido artificial por nuevo tejido (Panel
B).

Figura 7. Imagenes representativas de heridas injertadas. (A). Zona injertada con
tejido multidireccional (MTCA); (B). Zona injertada con tejido unidireccional (UTCA). Se
puede ver la diferencia en la integracion de los tejidos artificiales a la cama y el borde de
las heridas.

En la Figura 8 se registra el seguimiento clinico realizado entre el dia 0 y el dia 30
pos-cirugia, de conejos de los grupos en que se compararon heridas injertadas con
UTCA o MTCA con heridas sin injertar (Sl), usadas como control del cierre por
segunda intencién. Las imagenes obtenidas hasta el dia nueve, confirman que el
MTCA permanecio integrado al lecho y fue recambiado gradualmente; también, que
el UTCA se contrajo, hubo dehiscencia y aparentemente menor integracion que la
observada en las heridas injertadas con MTCA. En las observaciones
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posquirdrgicas de las heridas injertadas con los dos tipos de tejido artificial a los
dias 3, 6 y 9 se encontraron bordes definidos, presencia de exudado moderado y
ausencia de inflamacién. En las heridas control (SI) se observaron bordes
inflamados, exudado seroso y en algunos casos purulento. Para el dia 20 fue
evidente la formacion de cicatriz en todos los animales incluidos en éste estudio.

En el dia 30 en una de las heridas control se observo una pustula corneal

sl sl

DO
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D6

D9

D 30

Figura 8. Seguimiento clinico de heridas injertadas con UTCA o MTCA y sus
respectivos controles (Sl). Convenciones: Borde de la herida (B); sutura (S); tejido
cicatrizal (C); pustula (P).
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Figura9. Seguimiento clinico de heridas injertadas con MTCA o UTCA. Convenciones:
Borde de la herida (WE); sutura (S); tejido cicatrizal (C).
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La Figura 9 presenta imagenes representativas de la evolucion clinica de los
animales injertadas con MTCA y contralateralmente con UTCA. Las heridas
injertadas con MTCA o con UTCA mostraron un comportamiento similar al descrito
para las heridas injertadas con tejido artificial de los grupos MTCA vs Control y
UTCA vs Control. En las imagenes obtenidas hasta el dia nueve se ve el MTCA
integrado al lecho de la herida, también, recambio parcial del mismo y formacion de
tejido de granulacién. La integracion del UTCA fue menor, como lo sugieren los
plegamientos del injerto en la region central de la herida. A pesar de que la herida
injertada con MTCA se observé cubierta por una costra, en el dia 20 todas las
heridas habian cerrado. Al finalizar el estudio se observé cicatriz en todos los

animales incluidos en este estudio.

7.3 Evaluacion Histologica e Histomorfométrica

7.3.1 Descripcion histolégica

La Figura 10 muestra imagenes representativas de cortes histoldgicos de biopsias
tomadas de heridas injertadas con MTCA y UTCA y sus respectivos controles. Las
zonas injertadas con MTCA mostraron la presencia de fibras de colageno laxas,
paralelas al epitelio; asi como, zonas con fibras dispuestas de forma aleatoria. En
las heridas control se vieron fibras de colageno densas, orientadas paralelamente
al epitelio y muy pocas zonas con fibras densas organizadas aleatoriamente.
Aungue se observaron vasos sanguineos y abundantes células, caracteristicas del
tejido de granulacion, tanto en las muestras de la zona injertada como en su control,
aparentemente estos fueron mas abundantes en la zona control que en la zona
injertada (Paneles Ay B). A pesar de que en las heridas injertadas con UTCAy en
sus controles se observaron fibras de colageno paralelas al epitelio, en ambos casos
estas fueron densas. Aparentemente, el nimero de vasos sanguineos y células,
fue similar tanto en las muestras de la zona injertada como en su control (Paneles

C y D). En todas las biopsias analizadas se encontraron otras caracteristicas
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propias del tejido cicatrizal como engrosamiento del epitelio y adelgazamiento del
tejido conectivo. En la mayoria de los casos, hubo reepitelizacion completa salvo

en algunos controles.

Figura 10. Micrografias representativas de los tejidos resultantes después a los 30
dias de las cirugias y de la aplicacion de los tratamientos. (A) Imagen de corte
proveniente de biopsia de herida injertada con MTCA,; (B) Imagen de corte proveniente de
la herida contralateral usada como control, (C) Imagen de corte proveniente de herida
injertada con UTCA, (D) Imagen de corte proveniente de herida usada como control.
Convenciones: Vaso sanguineo (BV); foliculo piloso (HF); fibroblasto (F); fibra de colageno
(CF).
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La Figura 11 contiene imagenes representativas de los cortes de biopsias tomadas
de heridas injertadas con MTCA o UTCA. Aunque en ambos cortes la
dermissuperficial presenta fibras de colageno paralelas al epitelio, en el tejido
proveniente de la zona injertada con MTCA se aprecian areas de tejido laxo
organizado aleatoriamente y aparentemente con menor celularidad (Panel A). En
la zona injertada con UCTA las fibras de colageno paralelas al epitelio fueron méas
densas que las observadas en las zonas injertadas con MTCA, también, se aprecian
unas pocas regiones de tejido denso organizado aleatoriamente (Panel B). En

todas las biopsias analizadas se observd el engrosamiento del epitelio y

adelgazamiento del tejido conectivo propios del tejido cicatrizal.

Figura 11. Micrografias representativas de los tejidos resultantes después a los 30
dias de las cirugias y de la aplicacion delos tratamientos. (A) Tejido proveniente de
herida injertada con UTCA, (B) Tejido proveniente de herida injertada con MTCA. Vaso
sanguineo (BV); foliculo piloso (HF); fibroblasto (F); fibra de colageno (CF).

La Figura 12 incluye iméagenes de los epitelios formados sobre heridas injertadas
con MTCA y UTCA y de la zona sana circundante, obtenidas de cortes de biopsias
provenientes de un mismo conejo. Tanto en las heridas injertadas con los dos tipos
de tejido artificial como en el control se observé la formacion de epitelio con una
adecuada estratificacion y presencia de queratina. En los epitelios de todas las
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heridas tratadas y controles se observo hiperplasia ortoqueratética, siendo esta

aparentemente mayor en las heridas tratadas con UTCA.

Figura 12. Micrografias representativas de los tejidos resultantes después a los 30
dias de las cirugias y de la aplicacién de los tratamientos comparadas con la piel
sana. A: Piel sana B: MTCA, C: UTCA. Convenciones: Fibroblasto (F); Fibra de colageno
(CP); Epitelio (E).

7.3.2 Evaluacion histomorfométrica

En la parte reparada y el tejido sano adyacente a las heridas se midieron el espesor
del tejido conectivo, el espesor del epitelio y se contaron los vasos sanguineos
empleando el programa Image J. Los datos provenientes de los tratamientos y los
controles se dividieron por los resultados de las medidas de la zona sana, con el fin
de normalizar los resultados y bloquear las variables inherentes a los individuos.
Las relaciones obtenidas (R/S) al alejarse o acercarse a 1, permitieron determinar
la diferencia o similitud del pardmetro evaluado en las heridas con los de la piel sana
circundante. Para las medidas del epitelio se tomaron 10 campos al azar por cada
caso (magnificacion 40X), para las medidas de la dermis se tomaron imagenes de
dos cortes histologicos por cada tratamiento (magnificacion 2X). Para el conteo de
vasos sanguineos se tomaron 10 campos por cada biopsia (magnificacion 40X).
Los resultados fueron sometidos directamente a la prueba estadistica no
paramétrica de Mann-Whitney-Wilcoxon debido a que en total hubo menos de 10

unidades experimentales por cada tratamiento y control.
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7.3.2.1 Espesor del tejido conectivo (dermis)

En general en las heridas tratadas y sus controles, se observo una disminucion en
el grosor de la dermis con respecto a la piel sana. Los resultados de la comparacién
entre los grosores del tejido conectivo, mostraron que hay diferencias significativas
ente las heridas injertadas con MTCA y sus controles (p= 0.0019). También, que
hay diferencias significativas entre las heridas injertadas con MTCA y las injertadas
con UTCA (p= 0.0023). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas
(p> 0.05) entre las heridas tratadas con UTCA y sus controles. Debe destacarse
que los valores de la relacidbn R/S mas cercanos a 1, provinieron de dividir los
resultados de las heridas tratadas con MTCA por los valores de la piel sana (Figura
13).
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Figura 13. Relacion entre el espesor del tejido conectivo de las heridas injertadas
(MTCA, UTCA) y control, con el espesor de la dermis sana circundante.
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7.3.2.2Comparacion del nimero de vasos sanguineos

El grosor del epitelio fue significativamente diferente en las heridas injertadas con
MTCA vy sus controles (p = 0.0117); asi como en las heridas contralaterales
injertadas con MTCA o con UTCA (p= 0.0067). Sin embargo, no se observaron
diferencias significativas entre el grosor del epitelio de las heridas injertadas con
UTCA y sus controles (p= 0.1556). La relacion R/S més cercana a 1, se obtuvo al
dividir los valores de grosor del epitelio provenientes del tejido formado en las
heridas injertadas con MTCA por el grosor del epitelio medido en el tejido sano

circundante (Figura 14).
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Figura 14. Relacion entre el grosor del epitelio de las heridas injertadas (MTCA,
UTCA) y control, con el grosor de la piel sana circundante.
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7.3.2.3Comparacion del numero de vasos sanguineos

En la Figura 15 se muestran los valores R/S obtenidos al relacionar el nimero de
vasos sanguineos contados en las zonas injertadas (MTCA, UTCA) y heridas control
con el numero de vasos contados en la piel sana circundante. No se encontraron
diferencias significativas en el nimero de vasos sanguineos entre los grupos
evaluados (p> 0.05); sin embargo, se puede ver que en general el nimero de vasos
en el tejido reparado (tratamientos y controles) es el doble y el triple del nimero de

vasos presentes en la piel sana.

Relacion Vasos

™ -
o
N
o~ A
Rt
—

[ Segunda Intencion [ Unidireccional
[1 Multidireccional

3.5

Figura 15. Relacion entre el nUmero de vasos sanguineos en la dermis de las heridas
tratadas (MTCA, UTCA), heridas control y numero de vasos de la piel sana
circundante.
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7.3.2.4Disposicion de las fibras de colageno |

En general se observaron cuatro tipos de disposicién de las fibras de colageno: i)
Haces densos orientados aleatoriamente; ii) Haces densos paralelos al epitelio; iii)
Haces aleatorios laxos; iv) Haces laxos paralelos al epitelio (Figura 16). Para
determinar el porcentaje de fibras con cada disposicion se tomaron 10 campos
(magnificacion 40X) y de cada tratamiento se analizaron los cortes histologicos de

6 biopsias. De esta forma, se analiz6 el mismo nimero de campos para cada caso.

Figura 16. Disposicion de las fibras de colageno en el tejido obtenido. (A) Fibras
densas en haces orientados aleatoriamente. (B) Fibras laxas en haces orientados
aleatoriamente. (C) Fibras densas paralelas al epitelio. (D) Fibras laxas paralelas al epitelio
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En la Figura 17 se puede ver que el porcentaje de haces densos orientados
aleatoriamente fue mayor en las heridas control (48%) que en las injertadas con
UTCA (30%) y en las heridas injertadas con MTCA (22%). El porcentaje de haces
densos paralelos al epitelio fue mayor en las zonas injertadas con UTCA (42%) que
en los controles (38%) y en las heridas injertadas con MTCA (20%). Es importante
resaltar que el porcentaje de haces aleatorios laxos fue mayor en las heridas
injertadas con MTCA (82%) que en las heridas tratadas con UTCA (14%) y en las
heridas control (4%). Este mismo comportamiento fue observado en el porcentaje de
haces laxos paralelos al epitelio, que fue mayor en las heridas injertadas con MTCA
(67%) que en las heridas injertadas con UTCA (22%) y los controles (11%)

Haces d oril d | ri t Haces densos paralelos al epitelio

Haces aleatorios laxos Haces laxos paralelos al epitelio

Figura 17. Porcentaje de ladisposicion de las fibras de colageno en el tejido formado
para cada tratamiento MTCA, UTCA y los controles.
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7.4 Establecimiento de la Metodologia Para Ia
Cuantificacion de Factores Solubles Presentes en Heridas
Cutaneas de Espesor Total Durante su Cicatrizacion

7.4.1 Modificacién de la superficie de los chips de oro con
monocapas autoensambladas (SAM) de MHC-MUA.

Inicialmente se estandarizé una metodologia para la cuantificacion de 15 factores y
citoquinas en medios de cultivo y exudados de heridas de piel de espesor total de
conejo, basada en un biosensor 6ptico de resonancia de plasmones de superficie
(SPR). La primera parte del proceso de estandarizacién consistio en modificar la
superficie de los chips de oro uniéndoles covalentemente a los alcanotioles MHC y
MUA,; los cuales, funcionan como puentes moleculares que permiten inmovilizar los
anticuerpos (ligandos) e interaccionan de forma especifica con las proteinas a
cuantificar (analitos). En el sensorgrama correspondiente a la estandarizacién de
las monocapas autoensambladas (SAM), se aprecia la diferencia en unidades de
resonancia entre la sefial que se produce con el chip sin modificar y el chip después
de reaccionar durante 8 y 24 horas. Los diferencia en los valores de resonancia
entre las sefiales obtenidas antes y después de la formacién de las monocapas
fueron de 1820 UR y 3288 UR, respectivamente (Figura 18).
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Figura 18. Sensorgrama representativo de la estandarizacion de monocapas
autoensambladas (SAM) de MHC y MUA. Se evaluaron dos estrategias con diferentes
tiempos de reaccién del oro de la superficie del chip con los compuestos organicos.
Estrategia 1: 8horas de reaccion; Estrategia 2: 24horas de reaccion.

7.4.2 Inmovilizacion de los anticuerpos

Se ensayaron dos formas de inmovilizacion de los anticuerpos en los chips de oro.
Una de ellas se dirigi6 a unir directamente el anticuerpo a las monocapas
autoensambladas a través de los grupos hidroxilo del MHC o del grupo carbonilo
del MUA y alguna amina primaria de las proteinas (método directo); la otra, a unir
los anticuerpos por afinidad a proteina G pre-inmovilizada en las mococapas
autoensambladas (método indirecto). Los sensorgramas obtenidos con ambos
métodos al inmovilizar anti-Angiopoyetina-2 se muestran en la Figura 19. Como se
puede apreciar, después de inmovilizar el anticuerpo con el método directo se
produjo un aumento en las unidades de resonancia (UR) con respecto a la linea
base (Panel A). Contrariamente, durante la inmovilizacion indirecta del mismo

anticuerpo no se observd cambio en la sefial de la linea base (Panel B). Al
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inmovilizar otro anticuerpo escogido al azar (anti-TNF-o) se encontraron los mismos
resultados (ver Anexo 1). Considerando los hallazgos descritos, todas las
cuantificaciones realizadas en éste trabajo se llevaron a cabo con anticuerpos

inmovilizados directamente
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Figura 19. Sensorgramas de la inmovilizaciéon directa e indirecta de anti-Ang-2. (A)
Inmovilizacion directa anti-Ang-2 en la superficie del chip de oro. (B) Inmovilizacion
indirecta de anti-Ang-2 en el chip con proteina G pre-inmovilizada.

Una vez se escogidé el método de inmovilizacion directo de los ligandos a las
monocapas autoensambladas de MUA-MHC, se hicieron las curvas de calibracion
para cinco estandares (Ang-2, EGF, TNF-a, TGF-f1, y VEGF). Las curvas
obtenidas diluyendo estos factores en HBS-EP mostraron el incremento de los
valores de RU al aumentar la concentracién de cada uno de ellos (Figura 20). El
ajuste lineal y el coeficiente de variacién (CV) de cada una de las curvas obtenidas
cumplieron con los requerimientos para las metodologias analiticas del

“International Council for Harmonisation (ICH)”.
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Figura 20. Curvas de calibracion obtenidas con monocapas autoensambladas de
MUA y MHC. Se muestra el aumento en la sefial UR a medida que aumenta la
concentracion de las proteinas patron.

Las curvas de calibracion anteriores se usaron para cuantificar Ang-2, EGF, TNF-a,

TGF-B1y VEGF en los exudados provenientes de los grupos en que se compararon

heridas injertadas con UTCA o MTCA con heridas sin injertar (Sl). Las soluciones

de regeneracion que permitieron un porcentaje de regeneracion mayor que el 94%

para cada uno de los estandares mencionados, se muestran en la Tabla 4. La

solucion lww, corresponde a la mezcla de un agente idnico y caotrépico con dos
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volimenes de agua; la solucién Bww, a la mezcla de una base con dos volumenes
de agua y la solucion Gly, a una solucion de glicina (pH: 2.0). Como indica la tabla,

la mejor regeneracién se observé al utilizar la solucién Gly.

Tabla 4 Soluciones de Regeneracion

PROTEINA gg'é‘éﬁg“mlo?ﬁ % REGENERACION
Ang-2 lww 95%
EGF B 96%
TGF-R1 B 94%
TNF-a B 95%
VEGF Gly 98%

7.4.3 Cuantificacion de factores de crecimiento y citoquinas en los exudados
tomados de las heridas tratadas con MTCA o UTCA y sus controles en chips
con monocapas elaboradas con MHC y MUA.

La Figura 21 muestra un ejemplo de las curvas de asociacién obtenidas empleando
chips con monocapas autoensambladas de MHC y MUA. Se puede apreciar que
ocurre un aumento de los valores de RU, en respuesta a la interaccion especifica
de la Ang-2 presente en los exudados con el anticuerpo anti-Ang-2 inmovilizado en
las monocapas. La figura también presenta la curva de disociacion obtenida al
remover las proteinas que no se unieron especificamente al ligando y la curva de
regeneracion obtenida al eliminar con la solucién regeneradora, todas las
interacciones antigeno-anticuerpo con el fin de habilitar los ligandos para una nueva
medicion. El retorno de la sefial (UR) a la linea base observado en la figura,

demuestra la regeneracién de la matriz.
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Figura 21. Sensorgrama de curvas de asociacion y disociacién. Cuantificacion de
Ang-2 en los exudados obtenidos de las heridas injertadas con tejido autélogo

artificial.

Después de obtener los sensorgramas de las curvas de asociacion, disociacion y
regeneracion se procedié a cuantificar Ang-2, EGF, TGF-B1, TNF-Alfa y VEGF en
muestras tomadas tres dias después de haber realizado el procedimiento
quirargico, de los conejos tratados con MTCA y UTCA vy sus controles (SI) (Figura
22). Como se menciono, estas cuantificaciones fueron llevadas a cabo con los chips
cubiertos por monocapas autoensambladas de MUA y MHC. Los datos obtenidos
indican que la expresibn de Ang-2, EGF, TNF-a, TGF-fl, y VEGF fue
significativamente menor (p< 0.05) en las heridas injertadas con MTCA que en las
heridas control. Contrariamente, en las heridas injertadas con UTCA las
concentraciones de Ang-2, EGF, TNF-a y VEGF fueron significativamente mayores
(p<0.05) que en los controles; sin embargo, en este grupo la concentracion de TGF-
B1 fue significativamente menor en el exudado de las heridas injertadas que en las

heridas control.
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Figura 22. Determinacion de las concentraciones de factores proteicos en exudados

de heridas injertadas con AADm y AADu y sus respectivos controles (Sl).

7.4.4 Cuantificacion factores de crecimiento y citoquinas en los medios de
cultivo de los tejidos artificiales y en las muestras de exudados de las heridas
injertadas con estos tejidos.

Debido a que las monocapas autoensambladas de MUA y MHC empezaron a
funcionar mal, se quiso determinar si monocapas autoensambladas de MUA
mejoraban la respuesta. Se pensoé en utilizar anicamente éste reactivo, debido a
que la longitud de sus cadenas es mayor que la de las cadenas de MHC. Las
monocapas autoensambladas de MUA se elaboraron de la misma manera en que
se hicieron las monocapas de la mezcla de tioles (MUA-MHC). Se emple6 como
tiempo de reaccién para el autoensamblaje, el tiempo usado en la obtencién de las
monocapas de MUA y MHC (24 h). Inicialmente se hicieron las inmovilizaciones de
dos anticuerpos (anti-Ang-2 y anti-TGF-1) y las curvas de calibracion para los
factores recombinantes Ang-2 y TGF-B1, empleados como patrones. Se observo
mejor respuesta con las monocapas autoensambladas de MUA que con las
monocapas de la mezcla MUA-MHC (Tabla 5, Paneles Ay B). Por esta razén, para
cuantificar la totalidad de los factores en las muestras obtenidas del grupo en el que
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se comparo el desemperio de los dos tratamientos (AADm vs AADu) se usaron chips

con monocapas autoensambladas de MUA.

Tabla 5. Comparacién de la Respuesta Observada con SAM de MUA-MHC y SAM de

MUA. A Angl
A
Concentracion Ang-2 Respuesta (UR) moncapas Respuesta UR
ng/mL MUA-MHC moncapas MUA
2500 528,0 836,7
1500 246,0 550,4
500 187,3 390,1
250 137,3 130,6
100 83,33 59,5
20 20,0 25,4
B
Concentracion TGF-1 Respuesta UR moncapas MUA- | Respuesta UR
ng/mL MHC moncapas MUA
2500,0 45,3 483,1
1500,0 37,2 273,0
500,0 28,9 201,8
250,0 22,1 146,1
100,0 21,4 64,9
20,0 18,7 34,7

Para la metodologia en que se emplearon las monocapas ensambladas de MUA,
se calculé el limite de deteccién (LOD) para cada factor, midiendo por triplicado la
sefal (URs) resultante de pasar la solucion en que se diluyeron las muestras de los
exudados por el biosensor con los chips con los anticuerpos inmovilizados. Los
resultados obtenidos, permitieron estimar el valor de concentracién promedio de
cada proteina utilizando las curvas de calibracion; a cada concentracion promedio
se le sumo tres veces la desviacion estandar 8. En la Tabla 6 se muestran los

resultados del limite de deteccidn estimado para cada proteina.
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Tabla 6. Limite de Deteccidn

Proteina LOD ng/mL Proteina LOD ng/mL
Ang-1 1,14 VEGF-R2 0,17
Ang-2 4,97 VEGF-R1 2,81

Endostatina 1,16 VEGF 6,45
Tie-2 1,24 TNF-Alfa 7,02
FGF-b 0,05 -4 4,71

EGF 0,80 TGF-B2,3 159,93
IGF-1 0,04 TGF-B1 9,89

7.4.4.1 Cuantificacion factores de crecimiento y citoquinas en
los medios de cultivos de MTCA y UTCA. Y de las muestras de
exudados tomadas de las heridas tratadas con estos tejidos.

Para estas cuantificaciones se elaboraron las curvas de calibracion utilizando
proteinas recombinantes como patrones; las concentraciones de los patrones
utilizadas fueron 2500, 1500, 1000, 500, 250, 100, 20 (ng/mL). Cada patron se midié
por triplicado y se registraron las respuestas en UR. Para algunas curvas fue
necesario suprimir el punto de mayor concentracion, debido a que por saturacién de
los anticuerpos no hubo aumento de las URs. Enla Figura 23, se muestra la curvas
Ang-1 en que se identifico que la respuesta en UR del Gltimo punto no aumenta por

la saturacion de los ligandos. .
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Figura 23. Identificacion de la concentracion de saturacion del anticuerpo anti- Ang-
1. Relacion de la concentracion la proteina patron y la respuesta en UR e identificacion de
puntos de saturacion (circulo rojo).
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La Figura 24 contiene las curvas de calibracion elaboradas para cuantificar cada uno de
los factores de interés. Los coeficientes de correlacién obtenidos para cada una de ellas,

indican la buena aproximacion de los valores representados a una linea recta.
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Figura 24. Curva de calibracién con monocapas autoensambladas con MUA para 15
factores de crecimiento y citoquinas.

La Figura 25 muestra las curvas de asociacion-disociacién-regeneracion obtenidas
con las monocapas autoensambladas de MUA, en las se observa el aumento de la
sefal (UR) con respecto a la linea base en respuesta a las uniones especificas de
cada analito con su respectivo ligando. En ellas también se puede apreciar la
regeneracion de los sitios activos de las monocapas autoensambladas, después de

inyectar la solucion de regeneracion.
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Figura 25.Curvas de asociacion y disociacién los factores y las citoquinas
cuantificadas en las muestras de exudados

En la Figura 26 se presentan los resultados de la cuantificacién de los factores en

los medios de cultivo provenientes de la incubacién de los tejidos artificiales (MTCA
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y UTCA). Los factores con concentraciones mayores a 800 ng/mL fueron graficados
en el Panel A; claramente se ve que endostatina, EGF, TGF- 2y 3 3 se expresan
significativamente mas en los medios provenientes del cultivo de UTCA que en los
de los cultivos de MTCA. Sin embargo, IGF-1 fue mayor en los medios en que se
cultivdo MTCA. En esta grafica la concentracion de TGF-p 2 y $ 3 es la misma,
debido a que el anticuerpo usado como ligando reconoce a estos dos factores. Los
factores cuya concentracion fue menor a 600 ng/mL (Ang-1, Ang-2, Tie-2, bFGF,
VEGF, VEGF-R1, VEGF-R2, TNF-qa, IL-4 y TGF- 3 1) fueron graficados en el Panel
B. La concentracién de Ang-2, Tie-2, VEGF y TGF- 3 1 fue mayor en los medios
provenientes de los cultivos de UTCA que en los de los cultivos de MTCA. Las
concentraciones de bFGF, VEGF-R1, VEGF-R2 y TNF-a, fueron mayores en los
medios provenientes de los cultivos de MTCA. Cuando se analizé Ang-1 no hubo
diferencia significativa entre las concentraciones medidas en los dos tipos de medio
de cultivo, a pesar de que la tendencia fue a que la concentracion fuera mayor en el
medio de cultivo de UTCA. Tampoco se presentaron diferencias significativas entre
las concentraciones de IL-4; sin embargo, se observo la tendencia de la
concentracion en el medio de cultivo de MTCA a ser mayor que en el medio de
cultivo de UTCA.
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Figura 26. Concentraciones de los factores de crecimiento y citoquinas presentes en
los medios de cultivo de MTCA y UTCA.
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Las cuantificaciones de los factores en los exudados provenientes de las heridas
contralaterales de animales que fueron injertados con MTCA y UTCA, se hicieron
en dos tiempos (3 y 6 dias). En la Figura 27 se presentan los resultados de las
muestras de los exudados tomadas tres dias después de haber realizado la cirugia.
En el Panel A se encuentran los factores con concentraciones mayores a 25.000
ng/mL; se puede observar que la concentracion de endostatina fue mayor en las
muestras provenientes de las heridas injertadas con MTCA que en las de las heridas
injertadas con UTCA. Igualmente, que no hay diferencias significativas en las

concentraciones de EGF, TGF- 3 2 y TGF- 3 encontradas en las muestras.

En el Panel B se presentan los factores cuya concentracion fue menor a 15000
ng/mL. Las concentraciones de Ang-1, Ang-2, EGF, IGF-1, FGF-b y VEGF-R1 en
los exudados de las heridas injertadas con los dos tratamientos, no fueron
significativamente diferentes. Por otro lado, las concentraciones de Tie-2, TNF- a,
VEGF y VEGF-R2 fueron significativamente mayores en las heridas injertadas con
UTCA que en las heridas injertadas con MTCA, contrariamente, las concentraciones
de la citoquina antiinflamatoria IL-4 y TGF-B1 fueron mayores en las heridas tratadas
con MTCA.
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Figura 27. Concentraciones de factores y citoquinas en los exudados tomados de
las heridas injertadas con MTCA y UTCA.
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En la Figura 28 se observan las concentraciones de los factores y las citoquinas
cuantificadas en las muestras tomadas de las heridas injertadas seis dias después
de la cirugia. Los factores con concentraciones mayores a 25.000 ng/mL, se
muestran en un panel diferente al que presenta los que tuvieron concentraciones
menores a 6.000 n/mL. Las concentraciones de EGF, TGF-B2 y TGF-B3 no fueron
significativamente diferentes a pesar de que los valores promedio de las mismas
fueron mayores en los exudados de las heridas injertadas con MTCA que en las
injertadas con UTCA (Panel A). Aunque las concentraciones de IL-4, TNF-a,
VEGF-R1, y bFGF fueron mayores en las heridas injertadas con UTCA, las
concentraciones de endostatina, VEGF-R2 y Tie-2 fueron mayores en las heridas
tratadas con MTCA. Las concentraciones de los factores restantes (Ag-1, Ang-2,
IGF-1, VEGF, EGF y TGF-$1) no fueron significativamente diferentes.
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Figura 28. Cuantificacion de las concentraciones de factores y citoquinas en los
exudados tomados de las heridas injertadas con MTCA o UTCA, en el dia sexto.

Finalmente, es importante notar que las concentraciones de la mayoria de los
factores cuantificados (endostatina, Ang-1, Ang-2, Tie-2, bFGF, VEGF, VEGF-R1,

TNF-q, IL-4 y TGF-B1) fueron considerablemente menores en el sexto que en el

tercer dia.

81




8 Discusidén

En este trabajo se propuso evaluar el desempefio de sustitutos artificiales de tejido
conectivo desarrollados con soportes de coldgeno | con fibras/poros
multidireccionales y unidireccionales, en un modelo lagomorfo de herida cutanea de
espesor total. Teniendo en cuenta resultados previos del grupo, se busco determinar
si heridas injertadas con tejido elaborado con fibroblastos autdlogos de dermis y
soportes de coladgeno con orientaciones de fibra/poro diferentes cierran con

caracteristicas disimiles.

La hip6tesis mencionada se formuld teniendo en cuenta resultados previos del
grupo. Una tesis de maestria encontré que heridas de espesor parcial de mucosa
oral injertadas con tejido conectivo artificial autélogo elaborado con soportes de
colageno | con fibras con orientacion diferente (multidireccional vs unidireccional),
cicatrizan diferente. Igualmente, que exudados provenientes de las heridas
mucosas injertadas con el tejido conectivo multidireccional contienen
concentraciones diferentes de cinco factores que modulan la fase inflamatoria del
proceso del cierre de las heridas y estimulan la formacion y maduraciéon de nuevo
tejido 4. Un trabajo paralelo demostré que en los medios de cultivo de tejido
conectivo oral multidireccional y unidireccional, las concentraciones de cinco
factores de crecimiento y citoquinas que intervienen en la cicatrizacion son

significativamente diferentes?.

Durante su cierre las heridas de mucosa oral y de piel atraviesan etapas similares,
asi se produzca mas tejido cicatrizal en la piel que en la mucosa oral . En este
contexto, las heridas de piel pueden ofrecer un mejor escenario que el
proporcionado por las heridas mucosas para estudiar el efecto de la orientacion de

las fibras y poros de un tejido artificial en la cicatrizacion.

Las cuantificaciones llevadas a cabo en los dos trabajos mencionados, se hicieron

con un biosensor 6ptico de plasmones de resonancia (SPR) con chips de oro CM5
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atiles para analizar un amplio rango de moléculas®!?113,  La matriz de
carboximetildextrano que cubre la superficie de oro de estos chips, aumenta la
distancia que hay entre el analito y la sefial producida por la asociacion del ligando
a la superficie; en consecuencia, la sensibilidad del andlisis puede disminuir 3
sobre todo, durante el cuantificacion de muestras complejas como medios de cultivo

y exudados de heridas 88,

Ha sido demostrado que monocapas autoensambladas (SAM) de moléculas
organicas sobre la superficie del chip de oro, aumentan la sensibilidad de las
detecciones analito-ligando porque disminuyen las interacciones inespecificas 880,
Las moléculas organicas empleadas en esta estrategia poseen una cola con grupos
funcionales, especialmente tioles, que pueden unirse covalentemente a la superficie
de oro del chip (Camillone, N. Langmuir 2004, 20 (4), 1199-1206); también tienen
cabezas polares, generalmente grupos carboxilo e hidroxilo, que se encuentran
separadas de los tioles por dominios hidrofébicos. La organizacion descrita permite
que las cabezas polares sean expuestas facilitando la interaccién con el ligando 4.
Por esta razon, los tioles de cadena larga con grupos carboxilo o hidroxilo terminales
pueden conectar eficientemente la superficie de oro de un chip con un ligando,
favoreciendo la especificidad de la interaccion ligando-analito y disminuyendo las
interacciones inespecificas''4116, Teniendo en cuenta lo expuesto, en este trabajo
se decidi6 utilizar monocapas autoensambladas (SAM) en la metodologia de

cuantificaciéon basada en SPR.

Un estudio publicado en 2010, utiliz6 SAM de MUA y MCH para cuantificar la IL-6
secretada al medio de cultivo por fibroblastos MRC5-CV1 expuestos a LPS 8. Con
el fin de analizar los exudados de la piel de espesor completo, muestra mas
compleja que un medio de cultivo, en el presente trabajo tuvimos que estandarizar
nuevas condiciones para la reaccion de formacion de SAM de la mezcla MUA-MHC.
En la literatura revisada se encontré6 que los tiempos de reaccibn comunmente
usados para el ensamblaje de este tipo de monocapas, estan entre 3h 'y 24h 88117118

Por lo tanto, se decidid comparar la formacion de SAM a 8H y 24H. Con el mayor
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tiempo de reaccion se obtuvieron mayores valores de UR, lo cual indica la union de
una mayor cantidad de moléculas (MHC; MUA) a la superficie del chip de oro. El
incremento en la densidad de alcanotioles, condujo a una mejor organizacion de las
monocapas porque aumentaron los grupos carboxilo o hidroxilo disponibles para

interactuar con el ligando'#411°; de ahi, que los valores de UR fueron mayores.

En este trabajo se ensayaron dos metodologias para la inmovilizacién de los
anticuerpos, una directa sobre las monocapas y otra indirecta via proteina G; sin
embargo, el método indirecto se desestimo para la inmovilizacion de los ligandos,
cuando los sensogramas resultantes para la inmovilizacién de anti-Ang-2 y Anti-
TNF-a no mostraron un incremento en los valores de UR después de la interaccion
de la monocapas activadas y la proteina G. Una explicacién para este hecho puede
ser que el pH usado no favorecio la union entre esta proteina y los grupos carboxilo
e hidroxilos de las SAM, ya que este pH es mayor al punto isoeléctrico de la proteina
G.120121  En esta tesis, se usd un pH fijo (5.5) reportado previamente para la
inmovilizacién de proteina G & y no se realiz6 una evaluacion de la incidencia del

pH en el ensamblaje de las monocapas.

Los experimentos animales se llevaron a cabo en dos etapas. En la primera, en dos
grupos de cinco conejos se compararon heridas injertadas con MTCA o UTCA con
heridas control (cierre por segunda intencion). Con el método directo se
inmovilizaron los anticuerpos en las monocapas autoensambladas de la mezcla
MUA-MHC, para detectar y cuantificar cinco factores y citoquinas (Ang-2, EGF,
TNF-a, TGF-B1 y VEGF) en los exudados provenientes de las heridas tratadas y
control. Los datos mostraron diferencias significativas en las concentraciones de
estas proteinas en las muestras tomadas de las heridas tratadas y sus controles.

Las observaciones clinicas del dia 30 después de las cirugias indicaron que en las
heridas tratadas con MTCA, UTCA y sus controles hubo contraccion del tejido y
cicatrizacion con epitelizacion completa, a excepcion de algunos controles donde la
epitelizacion se vio retardada. Sin embargo, los cortes histologicos de las biopsias

tomadas el dia 30 de heridas tratadas con MTCA mostraron la formacion de tejido
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fibroso paralelo al epitelio, mas laxo que el formado en las heridas tratadas con
UTCA y en los controles. Lo anterior sugiere la formacion de tejido cicatrizal mas
maduro en las heridas injertadas con el tejido multidireccional, que en las heridas

injertadas con UTCA y en los controles.

Los resultados histomorfométricos soportan las observaciones histolégicas, ya que
en general los tejidos injertados con MTCA presentaron mayor porcentaje de tejido
con fibras laxas. Estos resultados también mostraron, que el grosor de la dermis
del tejido formado en la las heridas injertadas con MTCA fue diferente al de las
heridas control y més parecido al grosor de la dermis del tejido sano circundante.
Resultados similares han sido obtenidos en trabajos anteriores del grupo, cuando
en heridas de espesor total en espalda de conejo y de cobayo, se injertaron soportes
de colageno tipo | multidireccionales %6122, Aunque en esos trabajos no se
encontraron diferencias significativas entre los grosores de los epitelios de las
heridas tratadas con el soporte y las heridas sin tratamiento, en esta tesis se
encontré que los epitelios de los tejidos formados en las heridas tratadas con MTCA
fueron diferentes a los de las heridas control, probablemente por la accion de las
células que contiene el tejido artificial. Esta observacion también confirma datos
obtenidos por el grupo, en un trabajo donde se comparé el cierre de heridas

mucosas tratadas con soportes y con tejido conectivo artificial autélogo.!

En general, los resultados histomorfométricos (grosor de dermis y epitelio) no
mostraron diferencias significativas entre las heridas tratadas con UTMA y sus
controles. Lo anterior sugiere que el tejido multidireccional estimula mejor el cierre
de la herida, probablemente porque se integra mejor al lecho y a los bordes de las
heridas que el UTCA. Los problemas de integracion que presentd este ultimo
sustituto, aparentemente se deben a la unidireccionalidad de sus poros; esta
orientacién parece inducir su contraccion, lo cual perjudica su interaccién con la

herida y favorece su dehiscencia.
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Aunqgue las concentraciones de los cinco factores cuantificados en los exudados de
las heridas en estos dos grupos de animales mostraron diferencias entre las heridas
tratadas y sus controles, por si solas, no explican la diferencia observada en el
comportamiento y eficacia de MTCA y UTCA. En los resultados se ven factores que
presentaron concentraciones similares (como el EGF) en los exudados tomados de
las heridas comparadas; asi como, factores con concentraciones mayores o0
menores en las heridas tratadas. Sin embargo, se necesita un estudio mas amplio
gue evalué el efecto directo de los factores estudiados en parametros asociados
con la calidad de la cicatrizacion para poder concluir sobre el significado clinico de
estas observaciones. Ademas, es importante ampliar el nUmero de factores
evaluados con el fin de tener un panorama mas amplio de lo que ocurre durante el

tratamiento con cada uno de los sustitutos.

Una vez realizadas las cuantificaciones de los exudados provenientes de animales
con heridas contralaterales que fueron injertadas (tratamiento) o no (control) con
MTCA o UTCA, se procediéo a comparar directamente los exudados tomados de
heridas contralaterales de piel de espesor total creadas en un ultimo grupo de cinco
conejos, injertadas con MTCA y UTCA. En este grupo se tomaron muestras de los
exudados, tres y seis dias después de las cirugias y se cuantificaron 15 factores
gue modulan el cierre de una herida, los cinco mencionados y 10 adicionales. Estos
15 factores, también fueron cuantificados en los medios de cultivo donde se

incubaron los tejidos artificiales antes de ser injertados.

Durante la elaboracién de los chips sensores para la cuantificacion de los 15
factores en los exudados provenientes de las heridas tratadas (MTCA vs UTCA), se
presentaron problemas con la inmovilizacion de los anticuerpos en las monocapas
autoensambladas de la mezcla MUA-MHC. Elmas critico de ellos fue que el registro
de las sefales detectadas inducidas por la interaccion ligando-analito, siempre
estuvo por encima del limite superior del rango de la escala de medicidon establecida.
Después de repetir tres veces los experimentos y encontrar los mismos resultados,

se decidi6 ensayar con chips cubiertos por monocapas de MUA elaboradas con la
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misma concentracion y tiempo de reaccion empleados para la formacion de las
monocapas de la mezcla MUA-MHC. Esta decision se tomo, porque SAM de MUA
han sido empleadas exitosamente en la cuantificacion de TNF-a en suero humano,

que es una muestra compleja °.

Para verificar la factibilidad de esta nueva estrategia, inicialmente se compararon
cuantificaciones de los cinco factores evaluados en los exudados de los conejos en
gue se compararon heridas injertadas con MTCA o UTCA y sus controles, hechas
con las SAM de la mezcla MUA-MHC y las SAM de MUA. Con los dos tipos de
monocapas hubo inmovilizacion, sin embargo, el intervalo de respuesta fue mas
amplio en las curvas de calibracion obtenidas con las monocapas autoensambladas
de MUA. Por esta razéon, se decidi6 utilizar SAM de MUA para hacer las
cuantificaciones de los 15 factores en los medios de cultivo y en los exudados

provenientes de las heridas contralaterales tratadas con MTCA o UTCA.

En los medios de los cultivos de MTCA y UTCA, las concentraciones de la mayoria
de los factores y citoquinas resultaron significativamente diferentes. Estos
resultados coinciden con datos previos del grupo, que demuestran que la secrecién
de algunos factores importantes en el cierre de heridas es diferente en tejidos
elaborados con fibroblastos orales y soportes de colageno | con diferente
orientacion de poros y fibras 3. De hecho, al igual que en el trabajo citado, en esta
tesis se encontr6 que la concentracion de EGF, Ang-2, TGF-B1y VEGF fue mayor
en los medios provenientes del cultivo de UTCA que en los medios de cultivo de
MTCA. Ademas de los factores anteriores, en esta tesis se encontré que la
concentracion de Tie-2, endostatina y TGF-1 y B3 es mayor en los medios del
tejido artificial unidireccional que en el multidireccional. Igualmente, que la
concentracion de bFGF, VEGF-R1, VEGF-R2 y TNFa es mayor en los medios de
cultivo de MTCA gque en los medios de cultivo de UTCA.

El que los tejidos artificiales que se injertan secreten diferencialmente factores en

funcién de la orientacion multidireccional o unidireccional de los poros de los
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soportes de colageno | que se utilizan para su elaboracion, sugiere que estos
pueden promover desenlaces de la cicatrizacidon diferentes. Esta observacion es
importante ya que en este estudio el Gnico parametro de la microestructura que se
cambi6o fue la direccionalidad de los poros/fibras; loa otros parametros
microestructurales importantes, porosidad y tamafio de poro, se mantuvieron

constantes.

Las diferencias en concentracion de los factores presentes en los exudados de las
heridas injertadas con MTCA o UTCA y sus controles, asi como, en las heridas
contralaterales injertadas con MTCA y UTCA, indican que la presencia de uno u
otro afecta la concentracion de muchos de los factores estudiados en este trabajo y
en consecuencia, cambia el microambiente quimico de las heridas. El conjunto de
datos sugiere que la variacion en la concentracion de factores que afectan procesos
tan importantes como quimiotaxis, inflamacion, proliferacion y diferenciacion de los
fibroblastos, recambio de la matriz extracelular y angiogénesis es suficiente para
limitar la reparacién con cicatriz y contractura y favorecer la regeneracion de tejidos
perdidos; aun, en escenarios que se caracterizan por cicatrizar con fibrosis como

los proporcionados por la piel de los conejos.

En las muestras de exudados obtenidas tres dias después de la cirugia, se encontro
que la concentracion de TNF-a fue casi el doble en las heridas injertadas con UTCA
gue en las heridas injertadas con MTCA. Ademas de ser proinflamatorio, el TNF-
a estimula la diferenciacion de monocitos, la quimiotaxis de células endoteliales y
la expresion de factores antigénicos 2426, Esto explica porque en los exudados de
las heridas injertadas con UTCA, la concentracién de VEGF fue mayor que en los
exudados de las heridas injertadas con MTCA. Otro hallazgo importante fue que la
concentracion de la citoquina antiinflamatoria IL-4 fue mayor en los exudados de las
heridas tratadas con MTCA que en el de las tratadas con UTCA. La IL-4 también
estimula la proliferacion celular y la produccion de matriz extracelular 27; por eso, es
probable que al encontrarse en mayor concentracion en las heridas tratadas con

MTCA, incremente el recambio del tejido artificial por nuevo tejido mejorando la
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calidad del cierre. En conjunto, los datos mencionados sugieren que el tejido
unidireccional es mas proinflamatorio que el tejido multidireccional y que la
regulacion diferencial del proceso inflamatorio en esta primera etapa del cierre de

las heridas, contribuye a las diferencias en la cicatrizacion observadas.

En los exudados muestreados seis dias después de la cirugia, la concentracion de
TNF-a siguio siendo dos veces mayor en las heridas injertadas con UTCA que en
las heridas injertadas con MTCA. Aunque el TNF-a es importante para iniciar la
fase de proliferacion y estimular la angiogénesis, su presencia continua en la herida
puede retardar la iniciacién de la fase de remodelacion e incluso se ha relacionado
con la formacién de ulceras?!. Este hecho, puede explicar la falta de integracion de

UTCA al lecho de la herida y su aparente bajo recambio.

Es importante resaltar que en las muestras obtenidas en el tercer y sexto dia, la
concentracion de la endostatina fue significativamente mayor en los exudados de
las heridas injertadas con MTCA que en las injertadas con UTCA; aunque este factor
es un angiostatico, se ha reportado que su aplicacion en heridas cutaneas en
ratones resulta en formacion de tejidos con fibras de colageno mas laxas que las

observadas en las heridas donde no se aplicé la proteina °.

Durante la comparacién clinica e histologica de las heridas injertadas con MTCA
con las heridas injertadas con UTCA, se encontr6 que el tejido multidireccional
induce mejor cicatrizacién que el unidireccional. Sin embargo, en todas las heridas
tratadas y control se vio la formacién de tejido fibrético con contractura y con
caracteristicas propias del tejido cicatrizal. Esto se debe al tipo de modelo animal
con el que se trabajo. Se ha reportado que las especies de roedores y lagomorfos,
cierran sus heridas de piel principalmente por contraccion 101102104 - Adicionalmente,
su piel es suelta por lo que se puede deslizar y contraer libremente 102, Estas
caracteristicas de la piel de los conejos, hacen que el modelo sea menos sensible
a los efectos de los tratamientos dirigidos a disminuir la contraccion y mejorar la

cicatrizacion de heridas de espesor parcial de tamafios grandes. Sin embargo,
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permiten desafiar fuertemente propiedades de los sustitutos como la integracion y

capacidad de promover regeneracion o acelerar el proceso reparativo en las heridas
123

Los resultados histologicos mostraron una mayor cantidad de tejido laxo aleatorio y
paralelo laxo en las biopsias tomadas de las heridas injertadas con MTCA que en
las heridas injertadas con UTCA, en donde predominé la formacién de tejido denso
con fibras paralelas al epitelio. Estas observaciones fueron confirmadas por los
resultados histomorfométricos, que muestran diferencias significativas en el grosor
de la dermis y del epitelio entre las heridas injertadas con cada tipo de tratamiento,
siendo los tejidos provenientes de las zonas injertadas con MTCA los mas parecidos

al tejido sano circundante.
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9 Conclusiones

En este trabajo se estandariz6 una metodologia basada en SPR con monocapas
auto-ensambladas, para la deteccién y cuantificacion de factores solubles en
medios de cultivos de tejidos artificiales autélogos y en exudados de heridas
cutdneas de espesor total injertadas o no con MTCA o UTCA, en un modelo
lagomorfo. El procedimiento establecido detect6 especificamente las interacciones
ligando-analito evaluadas, en estas muestras biol6gicas complejas. La sensibilidad
de las determinaciones permitié detectar diferencias en la concentracion de factores
gue modulan la cicatrizacidén, que ayudan a explicar algunas de las observaciones
clinicas, histoldgicas e histomorfométricas realizadas. A pesar de que se ensayaron
dos métodos de inmovilizacion, directo e indirecto via proteina G, este dltimo no
sirvié para detectar interacciones ligando-analito debido a la pobre absorcion de la
proteina G en las monocapas autoensambladas de las moléculas organicas
empleadas. Nuestros datos indican que la inmovilizacion directa de anticuerpos en
SAM, es una buena estrategia para detectar y cuantificar factores en medios de

cultivo y exudados de heridas.

A pesar de la cicatrizacion fibrosa de las heridas de piel caracteristica del modelo
lagomorfo, fue posible evaluar el desempefio como injerto de dermis autéloga
artificial multi y unidireccional en heridas de espesor total de 4 cm?. El conjunto de
resultados obtenidos soporta la hipotesis de que el tejido conectivo autdlogo actla
como un sistema de entrega de sefales bioactivas cuyo perfil de concentraciones
cambia cuando las células se cultivan en soportes con diferente orientacion de
fibras y poros. Las observaciones clinicas, histoldgicas, histomorfométricas y las
cuantificaciones de factores que modulan la cicatrizacion indican que los injertos
elaborados con soportes multidireccionales mejoran el cierre de heridas de piel de
espesor total en comparacion al cierre de heridas injertadas con tejidos

unidireccionales o dejadas cerrar por segunda intencion.
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10 Recomendaciones.

Aungue el modelo lagomorfo permitié ver diferencias en el desempefio de MTCA y UTCA,
seria interesante realizar los experimentos en un modelo animal donde el proceso de
reparacion se base mayormente en la formacién de tejido de granulacion que en la

contraccion o en modelos de heridas crénicas.

Debido a que la metodologia de cuantificacion basada en SPR estandarizada en este
trabajo permite estudiar perfiles de concentracion de factores solubles en exudados de
heridas, se puede implementar su uso para estudiar el estado de heridas cronicas antes y
después de aplicar algun tratamiento. Esto puede ser importante para nuestro grupo,
durante los estudios clinicos que se estan planificando para evaluar el primer dispositivo

médico a base de colageno | con registro sanitario del INVIMA, desarrollado por el grupo.
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12 Anexos

Anexo 1. Cuantificacion de Factores de Crecimiento y Citoquinas. 1A. Sensograma
de la inmovilizacién indirecta de anti-TNF-alfa por el método indirecto. 1B. Curvas de
asociacion y disociacion para 5 factores de crecimiento y citoquinas utilizando las mono
capas MUA y MHC.

1A

8000 . , . r .
1 NHS/EDC 7

7000 .
6000 — —

Resonants Unit (RU)
3
3
1
!

1000 - Protein G Anti-TNF-a TNF-a ]

o_- ¥ FA b -

|
900 1200
Time(s)

T
600

103



Resonat Units (RU)

Resonat Units (RU)

1B

518000 - . . . B 518000 . . . - p -
EGF + Association curve | ] TGF-B1 » Association curve |
Dissociation curve Dissociation curve
517000 = Regeneration 4 517000 - = Regeneration .
A
516000 - [ ‘ N - — S5le0004 -
.‘"[ ( A A g | (= . P
< | L l 5 L | R | .
515000 - 1 ] b b J — L -] E 515000 Jrseine J )| =T
Baseline, 1T i ’ = _.:_ ( L| M|
| [+] 4
G
514000 4 '\J E 3 514000 -
| J *
] . i
513000 - 513000 -
512000 — —— ————— —— 512000 : : r .
1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 0 500 1000 1500 2000 2500
Time (s) Time (s)
520000 . T - r 520000 . . . . . . T v
TNF-a » Association curve VEGF + Associafion curve
Dissociation curve ] Dissociation curve
= Regeneration = Regeneration
519000 E 519000 i
ro (} A - 1 ’\ N f’\ *
[ | J ] - [ / [
518000 - Baseline 1 4 =] | ] J oo A Ve
= 518000 L { -
= Baseline { } |—
1 T
=]
§17000 1 1 2 517000 g
Q
“
J ] 3
‘. Al A s =
516000 ] —— Wl | L W |
515000 . . - - 515000 . . . T . r . r .
500 1000 1500 2000 2500 500 1000 1500 2000 2500
Time (s) Time (s)

104



