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Resumen IX

Resumen

Los equivalentes tisulares son dispositivos artificiales que deben cumplir funciones similares a las
del tejido que se quiere reemplazar. Muchas de las funciones de cada tejido son llevadas a cabo
por células especializadas, cuyo crecimiento y supervivencia requiere de la existencia de un
sustrato fisico sobre el cual las células puedan anclarse. En el cuerpo humano tal sustrato es la
matriz extracelular, pero en equivalentes tisulares al sustrato en mencion usualmente se le
denomina soporte. En el mercado ya existen multiples equivalentes de piel que varian en el
grado de complejidad, la presencia o no de células y el material de soporte empleado. El analisis
de tales alternativas fue el objeto del capitulo 1, el cual presenta una revision de la literatura en lo
concerniente a equivalentes de piel comercialmente disponibles, sus pros y contras y las areas
que necesitan desarrollo.

El plasma sanguineo humano (PH) es un material ampliamente estudiado para fabricar soportes
usados en ingenieria de tejidos gracias a su contenido de fibrindgeno, proteina que puede
polimerizarse para formar una red de fibrina; tal red puede servir de albergue para células y
promueve su proliferacion, asi como la sintesis de matriz extracelular. Ademas, es
biocompatible, biodegradable y como puede obtenerse directamente de la sangre, hace posible
su aplicacion para trasplantes autologos. Sin embargo, los geles de fibrina obtenidos a partir de
PH son fragiles y dificiles de manejar, cualidades indeseables durante un procedimiento
quirurgico. Con el fin de mejorar las propiedades mecanicas de los geles obtenidos a partir de
plasma sanguineo humano, en el capitulo 2 del presente proyecto se evaluaron dos estrategias:
la primera consistio en la combinacién del PH con alginato de sodio, sustancia que tiene el
mismo mecanismo de gelificacion que el fibrindgeno (intercambio idnico con Ca™); la segunda
consistio en el aumento de la concentracion de fibrindgeno mediante crioprecipitacion de PH
para formar plasma humano crioprecipitado (PHCC). Las propiedades mecanicas de los geles
obtenidos usando ambas estrategias se determinaron mediante reologia dindmica; los
resultados muestran que los geles fabricados a partir de PHCC tienen una resistencia mecanica
mayor que los fabricados a partir de alginato de sodio, a partir de mezclas de alginatoy PH o a
partir de mezclas de alginato y PHCC; en todos los casos, la resistencia mecanica fue mayor a
mayores concentraciones de Ca*™. Las mejores propiedades mecanicas del gel de PHCC
comparadas con las de PH, permiten sugerir su uso como material de soporte para ingenieria de
tejidos sin las complicaciones adicionales de bioadhesion y biodegradabilidad que implica el uso
de alginato. Sin embargo, el elevado tiempo de formacion de gel con PHCC (de 10 a 30 min) y la
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necesidad de controlar la temperatura a valores muy especificos (37 + 1 °C) dificulta su uso para
la generacion de soportes a alta velocidad con formas preseleccionadas, como las requeridas
para formar las microesferas de las que se habla en el capitulo 3; en dicho caso, la mezcla
PHCC+1% p/v de alginato de sodio resulta mas conveniente.

El desarrollo de equivalentes de piel con células requiere de la disponibilidad apropiada de estas
Ultimas; el uso de células del propio paciente resultaria ideal para evitar cualquier problema de
tipo imunoldgico. Desafortunadamente, en la mayoria de los casos la disponibilidad de células de
piel del propio paciente es limitada como resultado de su condicién patoldgica. Como
alternativa, la expansion in vitro de una pequena cantidad de células obtenidas del paciente
mediante una biopsia podria vencer tal limitacion, con tal que dicha expansion sea
suficientemente rapida para proveer las células en un plazo prudente, de manera que el
tratamiento llegue al paciente a tiempo para ayudarle en su recuperacion. Para aumentar la
velocidad de crecimiento se propone el uso de un biorreactor en donde se mantengan
condiciones dptimas de pH, temperatura, oxigeno disuelto y nutrientes. Sin embargo, como ya
se menciono anteriormente, el cultivo de células de piel requiere de un soporte sdlido con
suficiente area superficial para alojar la cantidad total de células necesarias; este requerimiento
puede ser provisto facilmente mediante el uso de microportadores. La primera parte del capitulo
3 describe la elaboracion de microportadores basados en una solucidn de alginato de sodio al 1%
p/lv, solucion que se usé como modelo para realizar el montaje de una metodologia
experimental, para detectar y solucionar problemas y obtener unas condiciones finales de
operacion, sin gastar plasma humano. Esta metodologia fue posteriormente aplicada a la
elaboracion de microportadores basados en mezclas de plasma sanguineo crioconcentrado
(PHCCQ) y alginato de sodio al 1% p/v.

Finalmente, en el capitulo 4 se describe la metodologia empleada para la evaluaciéon de la
adhesion celular y la citotoxicidad tanto en geles planos de PHCC y sus respectivas mezclas con
alginato de sodio (al 0,5% y 1,0 % p/v), como en microportadores de PHCC y alginato de sodio al
1% p/v. La citotoxicidad de los materiales se determind empleando el procedimiento descrito en
la norma I1SO 10993-5 para dispositivos médicos que involucra la elucidn de extractos del material
y su aplicacion en un cultivo celular seguida por conteo por MTT. Los resultados indican que
ninguno de los materiales evaluados resulto citotoxico. Igualmente se realizé la evaluacion de la
adhesion celular empleando técnicas de microscopia confocal y fluorescencia, usando Hoechst®
para la tincion de nudcleos de fibroblastos murinos de la linea celular Lg2g y CFSE® para tincion
de citoplasma; se encontro que las células se adhirieron en todos los soportes seleccionados,
incluyendo los microportadores.

Palabras clave: Plasma humano crioprecipitado, alginato de sodio, fibroblastos, equivalentes
dérmicos, ingenieria de tejidos
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Abstract

Tissue equivalents are artificial devices designed to do similar functions as to those of the
biologic tissue they are intended to replace. Many of the tissue’s functions are accomplished by
specialized cells whose growth and survival require a solid substrate for cell attachment. In the
human body, such physiological substratum is the extracellular matrix, but in tissue equivalents it
is named scaffold. There is a large variety of skin equivalents commercially available which vary
in their complexity, presence or absence of cells and material used for scaffold. Chapter 1 deals
with a literature review about skin equivalents, their pros and cons and areas requiring further
research and development.

Human plasma (PH) is a material widely studied as scaffold in tissue engineering due to its large
content of fibrinogen, protein capable of polymerizing to make a fibrin net; such net can serve as
shelter for cells, promoting their proliferation and extracellular matrix synthesis. In addition,
fibrinogen is biocompatible, biodegradable and as it can be obtained directly from the own
patient’s blood, it is suitable for autologous transplants. However, fibrin gels derived from PH
are fragile and hard to handle, both undesirable characteristics along a surgical procedure.
Chapter 2 illustrates two strategies to improve mechanical properties of fibrin gels from human
plasma. The first strategy consisted on mixing PH with sodium alginate, substance that shares
the same gelling mechanism as the fibrinogen (Ca** ionic exchange); the second one involved
increasing the concentration of fibrinogen by cryo-precipitation of PH to form human plasma
cryoprecipitate (PHCC). The mechanical properties of gels from both strategies were assessed by
dynamic rheology; results indicate that gels made of PHCC have a larger mechanical strength
compared to those made of sodium alginate, sodium alginate mixed with PH or sodium alginate
mixed with PHCC. In every case, the larger the concentration of Ca*, the larger was the
mechanical strength of gels. The better mechanical strength of gels made only of PHCC
compared to gels made of PH allow to suggest PHCC as a more suitable material to make
scaffolds for tissue engineering, without the additional bioadhesion and biodegradability hurdles
introduced by using alginate. However, the long time required for gelling (10 to 30 minutes) and
the need to control very precisely the temperature (37 + 1 °C), makes it very difficult to generate
rapidly scaffolds with a preselected shape such as the microspheres described in chapter three. In
such case, the mixture of PHCC with 1% w/v sodium alginate is more convenient.

The development of cellular tissue equivalents requires wide availability of the proper cells; the
usage of cells from the own patient would be ideal to avoid any kind of immunological response.
Unfortunately, in most cases, there is a shortage of skin cells from the patient as a result of
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his/her pathological condition. As an alternative, in vitro expansion of a small amount of cells
from a patient’s skin biopsy would provide enough cells for the equivalent as long as growth is
fast enough that the skin equivalent can be provided to the patient on time to help to his/her
recovery. To increase growth rate, the use of a bioreactor with optimally controlled conditions of
pH, temperature, dissolved oxygen and nutrients is proposed. However, as mentioned before,
skin cells require a solid substratum with enough surface area to provide anchorage for the
amount of cells needed; such requirements could be easily provided by using microcarriers. The
first part of chapter 3 describes the procedure for production of microcarriers from a solution of
1% w/v sodium alginate, used as a model solution for setting up the experimental methodology,
detecting problems and solving them without wasting human plasma. Once standardized, the
methodology was applied to the production of microcarriers based on a human plasma
cryoprecipitate (PHCC) with 1% w/v sodium alginate.

Finally, chapter 4 describes the methodology employed to assess citotoxicity from and cell
adhesion to sheet gels made of PHCC or of PHCC mixed with o0,5% or 1% w/v sodium alginate, as
well as to microcarriers made of PHCC mixed with 1% sodium alginate. Citotoxicity from gels
was assessed following the procedure described in ISO 10993-5 for medical devices, which
involves eluting an extract from the material, apply it into a cell culture and follow cell growth
using MTT®. Results show no detectable cytotoxicity from any of the evaluated materials. Cell
adhesion to gels was determined employing a confocal microscope and fluorescent dyes
(Hoechst® for staining the nuclei of the murine fibroblastic Lg2g cell line and CFSE® for
cytoplasm staining). It was found that cells adhered to all scaffolds, including microcarriers.

Keywords: human plasma cryoprecipitate, sodium alginate, fibroblast, dermal equivalent, tissue
engineering.
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Introduccion

La piel recubre el cuerpo en su totalidad y es el drgano mas grande en cuanto a su peso y
superficie. Cubre un drea de aproximadamente 1.5 a 2 m* en un adulto y representa alrededor del
10% del peso corporal. La principal funcion de la piel es la de actuar como una barrera protectora
frente al medio exterior. Asi mismo, regula la temperatura corporal y evita la pérdida de agua
mediante la transpiracion y la circulacion sanguinea. Las heridas de la piel que mas afectan la
calidad de vida de los pacientes son aquellas causadas por quemaduras de segundo o tercer
grado, o aquellas crénicas como las que sufren los pacientes con diabetes.

Dentro de las alternativas existentes para el tratamiento de este tipo de heridas se encuentran
los equivalentes cutdneos, sin embargo su alto costo limita su aplicacion en paises en desarrollo
como Colombia. La presente investigacion hace parte de un proyecto macro, liderado por el
Grupo de Investigacion de Reactivos Biologicos en asociacion con el Grupo de Investigacion en
Procesos Quimicos y Bioquimicos de la Universidad Nacional de Colombia, que tiene como
objetivo la obtencion de un equivalente cutaneo de bajo costo aplicable a nivel clinico en paises
con economias emergentes como la colombiana.

Una de las etapas de este proyecto macro comprende la evaluacion del fibrindgeno, proteina
presente en el plasma sanguineo humano, como material de partida para la elaboracién de
equivalentes cutaneos, atendiendo a los resultados favorables reportados en Espaiia por Meana
y colaboradores (1998), donde a partir de plasma humano y células autdlogas forman un
equivalente de piel biocompatible y biodegradable.

Al estudiar en detalle este desarrollo se encontré que el hidrogel obtenido es débil
mecanicamente y requiere ser soportado sobre una gasa para su trasplante. Asi mismo, se
encontro que se requieren entre 15 a 20 dias para proliferar las células autélogas obtenidas de la
biopsia del paciente.

Se hacia necesario:
1. Mejorar las propiedades mecanicas de los geles obtenidos a partir de plasma humano
2. Disminuir el tiempo requerido para alcanzar la concentracion celular necesaria para
cubrir el material.
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Se propuso

1. Se plantean dos alternativas para mejorar las propiedades mecanicas de los geles
obtenidos a partir de plasma sanguineo humano. La primera consiste en la mezcla del
plasma humano (PH) con alginato de sodio, que es un material polimérico, ampliamente
empleando en ingenieria de tejidos que tiene un mecanismo de formacion de gel similar
al del fibrindgeno presente en el PH y consiste en intercambio idnico con calcio (Ca™).
Los geles obtenidos con alginato de sodio son resistentes y manipulables. El objetivo es
obtener un gel con propiedades mecanicas intermedias, dadas por la mezcla de alginato
de sodio con PH y su entrecruzamiento mediante intercambio idnico con calcio. La
segunda estrategia considera el aumento de la concentracion del fibrindgeno en el PH,
empleando un subproducto del mismo conocido como plasma humano crio concentrado
(PHCCQ). El PHCC se obtiene centrifugando PH a bajas temperaturas del PH y se puede
aumentar hasta 10 veces la concentracion del fibrindgeno por unidad de volumen.

2. Los fibroblastos, que son las células que predominan en la dermis son anclaje
dependientes, por lo tanto en un cultivo 2D hay limitaciones por area superficial y por
transferencia de oxigeno y de nutrientes. Si se usa un esquema 3D, cambiando el método
de cultivo tradicional en frascos T por un cultivo a nivel de biorreactor empleando
particulas de tamafo micrométrico como soporte, se puede disminuir el tiempo
necesario para alcanzar una concentracion celular determinada, partiendo de una biopsia
autdloga.

En este contexto, el objetivo general de la presente investigacion fue generar y caracterizar
particulas de tamafo micrométrico (microportadores) a partir de un material de propiedades
mecanicas mejoradas procedente de mezclas de alginato de sodio y plasma humano, que
permitieran el crecimiento celular de fibroblastos dérmicos. Para esto, se hizo necesario evaluar
diferentes concentraciones de alginato y PH que permitieran la formacion de gel mediante
intercambio idnico con calcio, también en diferentes concentraciones. Dado que la presente
investigacion tenia caracteristicas exploratorias y se constituia en la primera vez que el Grupo de
Investigacion en Procesos Quimicos y Bioquimicos abordaba este campo del conocimiento, fue
necesario desarrollar y estandarizar todas las técnicas empleadas, desde la elaboracion de los
geles, la evaluacion de las propiedades mecanicas hasta la metodologia para la obtencion de
microportadores.

La presente investigacion establece las bases para futuras investigaciones en esta area del
conocimiento y se constituye en un avance significativo, no solo por los resultados obtenidos
sino por la infraestructura para el desarrollo de la misma.
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1. Antecedentes

1.1 Resumen

En el presente capitulo se describe la piel como dérgano fundamental del cuerpo, se aborda su
estructura y funcion, asi como los tipos de heridas que puede sufrir y el proceso de reparacion
que se lleva a cabo cuando éstas ocurren. Se presentan de forma detallada algunas de las
alternativas tecnoldgicas existentes para el tratamiento de heridas cutaneas.

1.2 Piel

La piel actua como barrera fisica entre el cuerpo y el ambiente exterior, aislandolo de sustancias
toxicas y organismos patdgenos y sirviendo como mecanismo regulador de la pérdida de agua y
electrolitos (Parenteau et al., 2000; Falanga & Faria, 2007; Huang et al., 2010; Groeber et al.,
2011). Asi mismo, protege al cuerpo de impactos fuertes, radiacion UV y desempena un papel
importante en la termorregulacion, deteccion sensorial y curacidon de heridas (Ghosh & Clark,
2007; Bottcher-Haberzeth et al., 2010).

1.2.1 Estructuray funcion

La piel cumple funciones activas que son llevadas a cabo por células especializadas y por
estructuras ubicadas en dos capas principales, la epidermis y la dermis, que estan separadas una
de la otra por la membrana basal. La relacion entre éstas le permite a la piel mantener su
estructura y cumplir adecuadamente sus funciones.

Otro de los componentes principales de la piel, entendiendo a ésta como el 6rgano mas extenso
del cuerpo es la matriz extracelular constituida por un conjunto de macromoléculas, localizadas
por fuera de las células, que en conjunto forman el ecosistema donde la célula realiza sus
funciones vitales: multiplicacion, preservacidon, procesos bioquimicos vy fisiologicos
indispensables para la supervivencia de los tejidos vitales de los organismos vivos de las
diferentes especies (Silvera & Barrios de Zurbaran, 2002).

* Epidermis

La epidermis es la capa externa de la piel (Figura 1-1), conformada por una estructura celular
multicapa con poca o ninguna matriz extracelular. Por ser un epitelio, carece por completo de
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vasos sanguineos y se nutre por difusion de los capilares del tejido conjuntivo subyacente
(Cepeda, 1999).

Los queratinocitos son las células predominantes de la epidermis la cual puede dividirse en
cuatro capas o estratos segun la morfologia de los queratinocitos (desde lo mas profundo a lo
superficial):

= Basal

= Espinoso
= Granuloso
= Corneo

Cada capa celular en la epidermis representa diversas etapas a lo largo de un proceso en el cual
los queratinocitos del estrato basal sufren un ciclo continuo de proliferacion, diferenciacion y
apoptosis, que implican su desplazamiento desde la capa basal hasta la superficie, para producir
finalmente corneocitos que son células muertas compuestas principalmente por queratina y
forman el estrato corneo (Menon et al., 2012). Al pasar a través de los estratos espinoso y
granuloso, los queratinocitos basales sufren cambios morfoldgicos que los hacen mas planos en
la estructura debido a la pérdida de su viabilidad celular y finalmente se transforman en restos
celulares. En edades tempranas, la epidermis se renueva en promedio cada 28 a 30 dias, mientras
que en pieles envejecidas este proceso puede tardar hasta 40 dias (Oblong & Millikin, 2009).

El estrato basal o germinativo, ancla la dermis con la epidermis y esta compuesto de células
cuboidales que forman una capa continua unida a la membrana basal. En este estrato proliferan
las células epiteliales que por diferenciacion pasan progresivamente a las zonas superiores hasta
que alcanzan el estrato corneo, donde forman una capa de células muertas en forma de escamas
y rica en querating, y luego se desprenden en un proceso conocido como descamacidn (Falanga
& Faria, 2007).

La capa epibasal o estrato espinoso esta formado por queratinocitos poliédricos; se distingue
por contar con numerosos puntos de anclaje o desmosomas interconectando las células para
producir una red celular estable. Los desmosomas no sélo proveen un medio de adhesion
intercelular, sino que también son el centro para la organizacion interna del citoesqueleto,
particularmente tonofilamentos.

El estrato granuloso esta caracterizado por la deposicion intracelular de granulos de
queratohialina, que son particulas de forma irregular de unos 2 nm. de diametro, sin membrana
limitante organizadas en filas o celosias. Las células del estrato granuloso no se dividen y en su
lugar se diferencian a queratinocitos. Estos al ser desplazados hasta al estrato cérneo, que es la
capa superficial, se aplanan, rompen su nucleo y otros organelos y forman un entrecruzado de
proteinas bajo su membrana celular. Esta envoltura proteica se conecta a una densa red de
filamentos intracelulares de queratina para proveer resistencia fisica adicional a la epidermis
(Price etal., 2008).
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Aunque en la epidermis predominan los queratinocitos, también se encuentran otros tipos
celulares tales como melanocitos, células de Merkel y células de Langerhans.

Los melanocitos son células especializadas en la produccion de melanina, la cual se distribuye a
los queratinocitos circundantes en el estrato basal. La melanina es el pigmento responsable de la
coloracion de la piel y protege a la epidermis y a la dermis de la radiacion ultravioleta (Kindred et
al., 2009).

Las células de Merkel son células intraepiteliales de la piel que se asocian con la deteccion
mecano sensorial a través de conexiones a las terminaciones nerviosas de la piel.

Las células de Langerhans son células dendriticas que se encuentran principalmente en el
estrato espinoso de la epidermis y sirven como una primera linea de defensa para ayudar a
prevenir infecciones; asi mismo, bloquean crecimientos celulares aberrantes (células tumorales)
y participan en la respuesta inmune del organismo, emigrando desde la piel hasta los ganglios
linfaticos regionales (Quinn, 2004).

Epidermis
levantada
axae Papilas
- { S Terminales
3§ [ Cdrneo =" Dermis nerviosas
8 § Granuloso—.__ Miisculo del ___ '
S 8 | Espinoso pelo
23 | Basal Glandula
=~ sebdcea
Dermis Vaso
sanguineo
Tejido
subcutdneo / rindu
Neodo 7 lindue
foliculo piloso p
Figura1-1: Capas y componentes de la piel

Tomado y adaptado de Price et.al. (2008)
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= Dermis

La dermis es la capa subyacente a la epidermis y la componen dos regiones: la dermis papilar,
que se encuentra justo debajo de la epidermis y la dermis reticular profunda que es mas acelular
y estd compuesta principalmente de una matriz extracelular de fibrillas de colageno
entrecruzadas. Entre las fibras de coldgeno se intercalan fibras eldsticas, proteoglicanos y
glicoproteinas, que le proveen a la piel fuerza, flexibilidad y elasticidad. Es debido a su
conformacioén estructural que la pérdida de la dermis reticular da lugar a la contraccion de la
herida produciendo asi una significativa cicatrizacion (Parenteau et al., 2000).

En la dermis se extiende una red de fibras que desempefian el rol sensitivo de la piel. Estas fibras
nerviosas también secretan neuropéptidos que influyen en la respuesta inmune y en la respuesta
inflamatoria de la piel a través de sus efectos en las células endoteliales, leucocitos y
queratinocitos (Parenteau et al., 2000; Lai-Cheong & McGrath, 2009).

Los principales componentes de la dermis son fibroblastos, células endoteliales, macroéfagos, y
mastocitos. Se encuentran principalmente alrededor de la region papilar, aunque también es
posible encontrarlos en la dermis reticular entre las fibras de colageno. Los fibroblastos son
células de origen mesenquimal que migran a través del tejido y son los responsables de la sintesis
y degradacién de los componentes fibrosos y no fibrosos de la matriz extracelular y de algunos
factores solubles. Los fibroblastos proveen de un marco estructural a la matriz extracelular a la
vez que promocionan la interaccion dermo-epidérmica mediante la sintesis de mediadores
solubles. Asi mismo, desempefian un rol importante en la reparacion de heridas y en la
cicatrizacion, donde aumentan su proliferacion y actividad sintética (Celleno & Tamburi, 2009).

Las células endoteliales recubren el interior de los vasos sanguineos y desempefian un papel
fundamental en el sistema inmune de la piel mediante el control de la extravasacion de
leucocitos, que hace referencia al movimiento de éstos fuera del sistema circulatorio hacia el
sitio del dafio o de la infeccion del tejido (Williamson & Harding, 2004).

Los macroéfagos, monocitos y células dendriticas dérmicas, constituyen el sistema de células
fagociticas mononucleares en la piel. Los macrdéfagos derivan de precursores en la médula 6sea,
se diferencian en monocitos circulantes en el torrente sanguineo, luego migran a la piel para
diferenciarse en macrofagos. Estas células son fagociticas, procesan y presentan antigenos, son
microbicidas, tumoricidas, secretan factores de crecimiento, citoquinas y otras moléculas
inmunomoduladoras, y estan involucradas en la reparacion de heridas y remodelacion de
tejidos(Enoch & Leaper, 2005).

Los mastocitos son células secretoras especializadas que en la piel estan presentes en gran
densidad en la dermis papilar, cerca de la union dermoepidérmica, y alrededor de vasos
sanguineos y nervios del plexo subpailar. También son comunes en la grasa subcutanea. Los
mastocitos son identificados histolégicamente por un nucleo oval y redondeado y por
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abundantes granulos oscuros citoplasmaticos. La superficie de los mastocitos esta cubierta con
fibronectina que probablemente asegura a la célula a la matriz de tejido conectivo. En
determinados estados de activacion pueden volverse hiperproliferativos e hiperplasicos
(mastocitosis). Los mastocitos son responsables de la reaccion de hipersensibilidad inmediata en
la piel y en el mantenimiento de estados inflamatorios subagudos y crénicos(Falanga & Faria,
2007).

Otro componente de la dermis son las glandulas sudoriparas que ayudan a regular la
temperatura del cuerpo a través de la evaporacion de sudor secretado en la superficie de la piel.
Las glandulas sebaceas asociadas con los foliculos pilosos secretan cebo, una sustancia oleosa
que lubrica y humecta el cabello y la epidermis. El vello mantiene la temperatura del cuerpo en
muchos mamiferos; sin embargo, ésta no es su principal funcion en los seres humanos, en donde
son una importante fuente de proliferacion de queratinocitos durante el proceso de re-
epitelizacion después de heridas severas (Falanga & Faria, 2007).

1.2.2 Tipos de heridas

Se pueden distinguir diferentes tipos de heridas de acuerdo con la fuente u origen de las mismas,
como se muestra en la Figura 1-2 (Hansaplast®, 2012).

Cortes. Se generan por un impacto agudo violento, generalmente con elementos
cortopunzantes u objetos afilados. A menudo generan sangrado por el rompimiento de los vasos
sanguineos circundantes.

Heridas punzantes: Son aquellas producidas por objetos puntudos como clavos, agujas,
anzuelos o mordeduras de serpientes.

Contusiones: Impacto romo violento (por ejemplo, al cerrar una puerta) que deja bordes
irregulares, en la herida y hemorragia en el tejido subyacente. Tendencia a la formacion de
cicatrices. Las contusiones a gran escala precisan una atencidon médica profesional para mejorar
el prondstico curativo.

Desgarros: (Por ejemplo, al serrar). En el momento de una sobreexpansion y distension del
tejido, la elasticidad deja bordes irregulares, mellados en la herida; la curacion de la misma se
desacelera a menudo y existe una tendencia a la formacion de cicatrices. Los desgarros de mayor
tamano requieren limpieza quirurgica, recortando los bordes de la herida y cerrandola por medio
de suturas.

Abrasiones: (Por ejemplo, después de rascar la piel). Habitualmente son inocuas, pero a menudo
contaminan las capas cutaneas superiores. Las abrasiones de mayor tamaiio son muy dolorosas,
dado que la lesion se extiende a las numerosas terminaciones nerviosas finas subyacentes a la
piel.
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Corte Desgarro

Abrasiones Quemaduras 1-3 grado

Figura 1-2: Ejemplos de lesiones cutaneas.
Tomado y adaptado de Hansaplast® (2012)

Quemaduras: Se distinguen tres tipos de quemaduras de acuerdo conl alcance de la lesion:

- De primer grado: son superficiales, solo afectan a la epidermis. La zona quemada se
enrojece y se presenta una leve hinchazon. Aunque causa dolor, la zona afectada
permanece seca y sin ampollas. Un ejemplo es la quemadura solar leve. El dafio tisular a
largo plazo es raro y habitualmente resulta en un cambio en el color de la piel.
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- De segundo grado: son aquellas que afectan la epidermis y parte de la dermis cutanea.
La causa estriba a menudo en lesiones por escaldadura o contacto con fuego. La
quemadura aparece roja, con ampollas, hinchada y dolorosa.

- De tercer grado o de espesor total: en estas se destruye la epidermis y la dermis y
también puede ocurrir dafio en el tejido subcutdneo subyacente, en los huesos, los
musculos y los tendones. La zona quemada presenta un aspecto blanco o chamuscado.
No hay sensibilidad en la zona, dado que las terminaciones nerviosas estan destruidas.

1.2.3 Proceso de reparacion de heridas

La reparacion de heridas es un proceso dinamico integrado que involucra mediadores solubles
(citoquinas) y elementos que forman la sangre, la matriz extracelular y las células del parénquima
(tejido que hace de un 6rgano algo funcional) (Thomas et al., 1995).

1.  Hemostasis

4 Epitelizacidn y diferenciacién celular 3. Proliferacion y granulacion

Figurai-3: Fases involucradas en la reparacion de heridas.
Tomado y adaptado de Hansaplast® (2012)
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Este proceso sigue una secuencia temporal especifica que inicia con la inflamacion, sequida de la
formacion de tejido y por Ultima la remodelacion del mismo. Estas fases no son mutuamente
exclusivas y se pueden solapar unas con otras Las heridas cronicas, incluyendo las incisiones
quirdrgicas usualmente atraviesan por estas etapas relativamente rapido (Falanga & Faria, 2007;
Ghosh & Clark, 2007). Dentro del proceso de cicatrizacién de heridas se da un proceso de
reparacion que requiere modificaciones morfoldgicas y generalmente se divide en cuatro fases
principales tal como se aprecia en la Figura 1-3 (Nawaz & Bentley, 2011).

Fase 1. Hemostasis (Detencion de la hemorragia y cierre provisional de la herida)

La formacion de heridas graves en los tejidos causa la ruptura de los vasos sanguineos, con la
extravasacion (salida de liquido de un vaso) simultanea de los constituyentes de la sangre.El
primer objetivo del proceso de reparacion consiste en detener la hemorragia. Los vasos arteriales
se encojen rapidamente a través de la contraccion del musculo liso ubicado en la capa circular de
la pared del vaso, mediada por el incremento de los niveles de calcio citoplasmatico. En pocos
minutos, el flujo de sangre es reducido por la constriccion de las arterias, lo que conduce a la
hipoxia (déficit de oxigeno de un organismo) tisular y acidosis (exceso de acido en los tejidos)
(Young & McNaught, 2011).

De forma paralela a la disminucidn del flujo sanguineo, se da la activacion de la cascada de la
coagulacion y la agregacion de plaquetas que dan origen a la formacion del coagulo. La
coagulacion de la sangre y la agregacion de plaquetas generan un codgulo que tapona los vasos y
llena cualquier discontinuidad en el tejido herido (Falanga & Faria, 2007). Mientras el coagulo de
sangre restablece la hemostasis en el vaso, el coagulo dentro del espacio actia como un
reservorio de factores de crecimiento y provee un matriz provisional para la migracion celular.

Esto promueve la produccion de o6xido nitrico, adenosina y otros metabolitos vasoactivos,
causando la vasodilatacion y la relajacion de los vasos arteriales. Al mismo tiempo, se libera
histamina de los mastocitos, que son células que se originan en las células madre de la médula
0sea y actuan en los procesos inflamatorios, que actua para aumentar la vasodilatacion vy la
permeabilidad vascular, facilitando la entrada de las células inflamatorias en el espacio
extracelular alrededor de la herida. Esto explica el caracter cdlido y la apariencia inflamada y
enrojecida de las heridas iniciales (Young & McNaught, 2011).

Fase 2. Proceso inflamatorio

Comprende el periodo que trascurre desde el momento del trauma hasta el tercer dia, lapso
durante el cual ocurren (Groeber et al., 2011):

- Reacciones inflamatorias
- Fagocitosis y defensa contra la infeccion
- Accidn de macrofagos
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Durante esta fase, la dilatacion de los vasos sanguineos proximos a la herida causa fuga de
liquido vascular con el resultado de la formacion de un edema (hinchazén blanda ocasionada por
serosidad infiltrada en el tejido celular). Este liquido (exudado) contiene diversas sustancias
esenciales como enzimas, anticuerpos, células de crecimiento, todas ellas necesarias para un
proceso de curacidn fisioldgico. Los tipos de células primarias involucradas en el proceso global
de inflamacién son las plaquetas, los neutrofilos y los monocitos (células generadas en la
médula dsea que después de 24 horas en el torrente sanguineo se diferencian a macréfagos).
Después de la lesion, el restablecimiento exitoso de la hemostasis (mecanismo para detener la
hemorragia por medios fisicos o quimicos) depende de la exposicion de las plaquetas al tejido
conectivo intersticial, lo cual lleva a su activacion. La activacion de las plaquetas libera diferentes
proteinas de adhesion para facilitar su agregacion, factores quimiotacticos para leucocitos de
sangre y multiples factores de crecimiento para promover la formacion de nuevo tejido (Ghosh &
Clark, 2007).

De los dos leucocitos fagocitos primarios (neutréfilos y monocitos), los que primero llegan en
gran cantidad son los neutrofilos debido a su abundancia en el sistema circulatorio. Los
neutrdfilos limpian el area de la herida de particulas extraias, incluyendo las bacterias. Si hay
una cantidad excesiva de microorganismos o particulas indigeribles en el lugar de la herida, los
neutrdfilos causaran un dafio adicional al tejido con el fin de eliminar estos contaminantes a
través de la liberacidon de enzimas y productos de oxigeno toxicos. Cuando la herida esta
completamente libre de particulas, cesa la generacion de granulocitos y decae la cantidad de
neutrofilos remanentes (Clark & Singer, 2000; Ghosh & Clark, 2007).

Fase 3. Etapa de proliferacion celular

Esta etapa esta comprendida entre los dias cuatro y seis después de originada la herida y se inicia
aun cuando la fase inflamatoria no ha finalizado. Los principales procesos que tienen lugar
durante este tiempo son (Williamson & Harding, 2004; Velnar et al., 2009):

- Reconstruccidon vascular y vascularizacion ( conjunto y riego de los pequenos vasos
sanguineos y linfaticos en un tejido, érgano o region del organismo)

- Aparicion del tejido granular( tejido conectivo fibroso que reemplaza el coagulo de
fibrina formado en la fase inflamatoria y/o exudativa)

- Accion de los fibroblastos

La regeneracion de células nuevas, con la finalidad de reemplazar al tejido dafiado, predomina
durante esta fase. El nuevo tejido presenta un aspecto rojo brillante y se empieza a formar
aproximadamente cuatro dias después de la generacion de la herida, recibe el nombre de tejido
de granulacion por su apariencia granular cuando es escindido y examinado visualmente
(Beldon, 2010).



14 Generacién de microportadores basados en mezclas de alginato de sodio y fibrinégeno

Los macrdfagos en crecimiento proveen una fuente continua de citoquinas necesarias para la
estimulacion de la fibroplasia (produccion de tejido fibroso en algunos procesos organicos, como
la cicatrizacion de una herida) y la angiogénesis (formacion de los vasos sanguineos): los
fibroblastos construyen una nueva matriz extracelular necesaria para soportar las células en
crecimiento a través de la sintesis de fibras de colageno, y los vasos sanguineos llevan el oxigeno
y los nutrientes necesarios para sostener el metabolismo celular (Williamson & Harding, 2004;
Enoch & Leaper, 2008).

Fase 4. Diferenciacion celular
Inicia el séptimo dia y se extiende como minimo tres dias mas. Durante este lapso se da:

1. Contraccion de la herida
2. Epitelizacion
3. Mitosis y migracion

Mientras que los nuevos vasos son los responsables del transporte de nutrientes a la zona de
regeneracion, el tejido de granulacion rellena la herida y crea la base para la epitelizacion, es
decir, la formacion de una nueva capa cuténea. La epitelizacion de la herida completa el proceso
de curacion de la misma. Las células epiteliales se dividen, migran desde los bordes de la herida y
la cierran. Después de la renovacion del epitelio, la costra se desprende y el tejido epitelial recién
formado y de color rosa, llega a ser visible (Williamson & Harding, 2004; Enoch & Leaper, 2005).

= Re-epitelizacion

La reepitelizacion de la herida comienza horas después de la ocurrencia de la misma y se inicia
con el movimiento de células epiteliales de la epidermis existente alrededor de la superficie
denudada. El rapido restablecimiento de la superficie epidérmica y la creacion de una barrera
permeable, previenen la pérdida excesiva de agua y el tiempo de exposicion a infecciones
bacterianas, lo cual disminuye la morbilidad y la mortalidad de los pacientes. Si el dafio abarca un
area extensa de epidermis, las células epidérmicas se regeneran principalmente de las células
madres presentes en los foliculos pilosos (Cotsarelis, 2006). La migracion de las células
epiteliales altera considerablemente su fenotipo, causando la retraccion de sus filamentos
intracelulares, disolviendo muchos de sus desmosomas y formando filamentos periféricos de
actina, los cuales facilitan el movimiento celular (Clark & Singer, 2000).

Esta migracion de células también se somete a disolucion de sus vinculos hemidesmosomales
entre la epidermis y la dermis. Todas estas alteraciones fenotipicas proveen a las células
epiteliales de la movilidad lateral necesaria para la migracion al sitio de la herida. Las células
epiteliales de migracion poseen un Unico fenotipo que las hace distintas de la diferenciacion
terminal de los queratinocitos normales. Se aprecia por tanto que las sefales que controlan la
curacion de heridas en el animal adulto son similares a las que controlan la fusion del epitelio
durante la embriogénesis (Jacinto et al., 2001).
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Uno a dos dias después de la herida, las células epiteliales del margen de la herida comienzan a
proliferar. Aunque el mecanismo no es claro, ambos procesos, proliferacion y migracion de las
células epiteliales pueden ser provocados por la ausencia de células vecinas en el margen de la
herida (es el lamado efecto del borde libre) (Dejana, 1996).

En la medida que el proceso de re-epitelizacion avanza, las proteinas de la membrana basal
reaparecen en una secuencia muy ordenada del margen del interior de la herida como una
cremallera.

Fase 5. Etapa de maduracion y remodelacion

En la fase de maduracion las fibras de colageno se reorganizan para aumentar la resistencia de la
piel. No obstante, este tejido recién formado no es idéntico al tejido original. El tejido cicatricial
no presenta una circulacion sanguinea favorable, a veces es irregular y menos elastico. Ademas,
cabe la posibilidad de variaciones importantes en el color y en algunos casos se puede dar lugar a
la formacidon de una cicatriz hipertrdfica. Eventualmente es posible alcanzar una estructura
similar a la observada en el tejido no herido (sustitucion de colageno tipo 1 con colageno tipo 3).
Sin embargo, las heridas nunca alcanzan el mismo nivel de fuerza del tejido, alcanzando en
promedio el 50% de la resistencia a la traccion original a los 3 meses y sélo 80% a largo plazo
(Beldon, 2010; Young & McNaught, 2011).

1.3 Equivalentes de piel

El método estandar para el tratamiento de heridas cutaneas involucra el uso de injertos de
espesor parcial autélogos que consisten en la utilizacion de una porcidn de piel del paciente de
un area no afectada y en la herida. Este método fue introducido en el siglo XIX y desde ese
momento a la actualidad se han desarrollado nuevos materiales y metodologias que han
conducido a lo que hoy se conoce como equivalentes de piel (Peter, 2001).

Yildirimer et.al. (2012) mencionan que un substituto ideal de piel debe:

- Proveer seguridad al paciente

- Serdegradable

- Serflexible

- Favorecer la formacion de nuevo tejido dérmico

- Tenervida Util razonable

- Bajo costo por cm?

- Ser mecanicamente estable y permitir la vascularizacion

Una de las formas de clasificar los equivalentes cutaneos actualmente disponibles es mediante su
estructura anatdmica, es decir si son dérmicos, epidérmicos o un conjunto de los dos (MacNeil,
2008; Shevchenko et al., 2010; Jean et al., 2011).
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1.3.1 Equivalentes epidérmicos

Los equivalentes epidérmicos han sido disefiados para ser usados en aquellos casos donde la
dermis no ha sido afectada gravemente y sélo se hace necesario recuperar la epidermis.

BIOSEED-S™

BioSeed-S™ (BioTissueTechnologies, Dinamarca), estd compuesto de una matriz de fibrina
(Tissucol®) cubierta con queratinocitos autdlogos (Jean et al., 2011). A nivel clinico se ha
estudiado principalmente en el tratamiento de Ulceras crénicas en los pies mostrando mejoras
significativas en la eficiencia de la cicatrizacion de la herida. Estudios en animales han
demostrado que el uso del gel de fibrina no mejora la tasa de absorcidn de los queratinocitos
cuando se compara con el método de aspersion de queratinocitos sobre la herida; sin embargo,
el empleo de fibrina mejora la manipulacion del soporte, la adhesion celular, la hemostasis y la
cicatrizacion (Shevchenko et al., 2010).

CELLSPRAY™

CellSpray™ (Clinical Cell Culture Company, Australia) es una suspensiéon de queratinocitos
autdlogos (Jean et al., 2011) en estado subconfluente (estado mas activo de proliferacion) que es
aplicado en el lecho de la herida mediante aspersion. Esto permite mejorar la proliferacion in vivo
hasta la confluencia (cierre de la herida) y la diferenciacion celular hasta formar una estructura
epitelial reconocible. Al no emplearse queratinocitos en estado confluente se reduce el tiempo
de cultivo, cubriendo de forma temprana la herida con queratinocitos activos viables. Este
método no se emplea en heridas de espesor total ya que éstas requieren un soporte dérmico
para alcanzar una restauracion permanente y funcional de la piel (Shevchenko et al., 2010).

EPICEL®

Epicel® (Genzyme Corporation, USA) es un equivalente epidérmico considerado por la FDA como
producto de xenotransplante (Genzime-Corportation®, 2013), formado por queratinocitos
humanos autdlogos derivados de una pequefa biopsia de piel de la zona retroauricular o la
inguinal y cultivados sobre una capa de fibroblastos de ratdn irradiados (Jean et al., 2011). Su
espesor varia de acuerdo con el nUmero de capas de células (de 2 a 8 capas) y cada injerto se une
al respaldo de una gasa con vaselina empleando clips de acero quirurgico inoxidable. En la Figura
1-4 se presenta una imagen de la apariencia de Epicel®, el cual se emplea principalmente en el
tratamiento de pacientes con quemaduras profundas que involucren la dermis (tercer grado) o
de espesor total que comprometan mas del 30% de area superficial del cuerpo. Se usa en
conjunto con autoinjertos de espesor parcial o solo, en pacientes donde no sea posible emplear
autoinjertos debido a la severidad o extension de sus quemaduras (De Beule et al., 2007).

Epicel® es una barrera temporal que previene la pérdida de fluidos y la infeccion de la herida,
constituyéndose en un tratamiento valioso para salvar la vida de pacientes con quemaduras
extensas. Dentro de las ventajas de Epicel® se encuentran la disponibilidad de tejido autélogo
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para una cubierta permanente usando tan solo una pequena parte de tejido del paciente, lo cual
es bastante benéfico para pacientes con heridas graves y/o quemaduras, que dispongan de poco
tejido para usar como autoinjerto. Entre las desventajas se encuentra el tiempo requerido para su
preparacion, la fragilidad del equivalente obtenido y el tiempo de vida tan corto (Balasubramani

etal., 2001; Shores et al., 2007; Goh et al., 2012).

Figura 1-4: Apariencia de Epicel®.
Tomado y adaptado de Grosskinsky (2006)

EPIDEX™

Epidex™ (Euroderm AG, Suiza) es un equivalente epidérmico compuesto de queratinocitos
autdlogos ubicados sobre una membrana de silicona (Jean et al., 2011). Los queratinocitos son
obtenidos del exterior de foliculos pilosos extraidos del propio paciente, que luego son
expandidos y multiplicados durante 15 dias, antes de ser cultivados sobre la membrana de
silicona y trasplantados en la herida del paciente. Epidex'™ es ampliamente usado en el
tratamiento de Ulceras cronicas, especialmente aquellas de tamano pequefio o mediano que
presentan algo de tejido de granulacion pero que fallan en la reepitelizacion (Ortega-Zilic et al.,
2010).

Los costos estimados del tratamiento con Epidex™ oscilan entre 3500 y 16000 délares para
Ulceras en los pies y varian de acuerdo con la extension de la herida (Ortega-Zilic et al., 2010). La
presentacion comercial de este equivalente epidérmico es en forma de discos de 1 cm de
didmetro. Cada paquete de Epidex™ contiene 6 discos que pueden tratar una herida de 10 cm?,
dado que el fabricante recomienda cubrir tan solo el 5o% de la superficie a tratar (Croisier &
Jéréme, 2013).
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Las laminas circulares de 1 cm de diametro se ubican en la herida, cubriendo tan solo un 50% de la misma.

Figurai-s: Apariencia de Epidex™.
Tomado y adaptado de Croisier & Jérome (2013)

EPISKIN™

Figura1-6:  Apariencia de Episkin™.
Tomado y adaptado de Sun et. al.(2008)

Episkin™ (L’Oreal Institute, Francia), es un equivalente epidérmico desarrollado para evaluar los
posibles efectos sobre la piel de los productos cosméticos fabricados por L'Oreal , dejando de
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lado los ensayos clinicos con animales (Gomez et al., 2009). Esta compuesto de queratinocitos
cultivados sobre una matriz de colageno (Jean et al., 2011).

EPIFAST ©

Epifast ® (Bioskinco S.A., México) es un equivalente epidérmico formado por queratinocitos
criopreservados obtenidos de prepucio de neonatos. Se encuentra soportado sobre una gasa
vaselinada y sus dimensiones son 7x8 cm, dando lugar a una superficie total de 5s6cm* (Seal et al.,
2001)

Figura1-7: Apariencia de Epifast®.
Tomada de Seal et. al.(2001)

LASERSKIN™

Laserskin™ (Fidia Advanced Biopolymers, Italy) es un equivalente epidérmico formado por
queratinocitos autdlogos sobre una matriz de acido hialurénico (Jean et al., 2011), la cual es
microperforada via laser, lo cual permite la migracién de los queratinocitos al lecho de la herida.
Estudios preliminares recopilados por Shevchenko et.al. (2010) muestran que este equivalente
tiene un gran potencial, debido a la biocompatibilidad y bajas tasas de infeccion en modelos
animales preclinicos.

Shores et.al. (2007) reportan investigaciones de diversos autores donde se ha empleado con
éxito Laserskin™ para el tratamiento de Ulceras de pie diabético, Ulceras venosas, Ulceras
arteriales, quemaduras traumaticas, entre otros.
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Figura 1-8: Apariencia de Laserskin™.

Tomada de Stokke et al.(1997)

MYSKIN™

Myskin™ (Altrika Ltd., Reino Unido) es un equivalente epidérmico compuesto de queratinocitos
autdlogos, extraidos de una pequeia biopsia del paciente y sembrados sobre una [amina de
silicona perforada, especialmente tratada para soportar el crecimiento de este tipo de células y
certificada para implantes humanos (Jean et al., 2011). Su presentacion es en forma de discos de
5 cm de didmetro y 19,6 cm” de area superficial, envasados en una mezcla estéril de medio Eagle
modificado de Dulbecco (76%) y medio Ham's F12 (23%) en forma de gel de agar (Szymonowicz
etal., 2007).

Los queratinocitos son co-cultivados con fibroblastos murinos libres de contaminacion
bacteriana, hongos y micoplasma. Las células murinas no estan presentes en el producto final y
solo son empleadas para favorecer la proliferacion de los queratinocitos (Szymonowicz et al.,
2007).

Figurai-g: Apariencia de Myskin™.

Tomada y adaptada de Szymonowicz et al.(2007)
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RECELL®

ReCell® (Avita Medical, Reino Unido) es una tecnologia que comprende células cutaneas
autdlogas en suspension, las cuales son asperjadas en el sitio de la herida, promoviendo la
cicatrizacion (Jean et al., 2011). A partir de una pequefa biopsia del paciente, la cual es
rapidamente procesada (20-30 minutos), se obtiene una suspension celular que contiene
queratinocitos, melanocitos, fibroblastos y células de Langerhans que al ser aplicadas en el sitio
de la herida promueven una rapida y efectiva cicatrizacion (Stokke et al., 1997).

Figurai1-10: Apariencia de ReCell®.
Tomada y adaptada de Stokke et al.(1997)

SUPRATHEL®

Suprathel® (Polymedics, Alemania) es un substituto de piel altamente permeable al oxigeno y al
vapor de agua, que provee un ambiente favorable para la cicatrizacion de la heridas. Suprathel®
fue desarrollado para el tratamiento de: quemaduras de segundo y tercer grado, sitios de
donacion de injertos parciales de piel, abrasiones a gran escala y correcciones de cicatrices entre
otros. Esta compuesto principalmente de acido polilactico y tarda 4 semanas en degradarse
hidroliticamente. Su permeabilidad al vapor es de 40-7omL/m*h™ y tiene un pH inicial de 5.5
(Dreesmann et al., 2007).
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Figura1-11:  Apariencia de Suprathel®.
Tomado y adaptado de Dreesmann et al.(2007)

1.3.2 Equivalentes dérmicos

ALLODERM®

Alloderm® (LifeCell Corporation, Branchburg NJ, USA) es un soporte dérmico con espesores
entre 2,06 y 3,30 mm (van der Veen et al., 2010), elaborado a partir de dermis cadavérica
humana, inmunoldgicamente inerte, procesada con cloruro de sodio - dodecilsulfato sodico
(NaCl-SDS) y posteriormente liofilizada, que conserva la membrana basal intacta (Parenteau et
al., 2000; Groeber et al., 2011);

Remocion de la epidermis y las células Soporte acelular heterogéneo deshidratado que contiene
de la piel factores de crecimiento, sitios de anclaje celular y vasos
sanguineos

Figura1-12: Esquema del proceso de elaboracion de Alloderm®.
Imagenes tomadas y adaptadas de BioHorizons® (2008)
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Los componentes de Alloderm® permanecen Se da una repoblacion rapida y una revascularizacion. Inicio
biolégicamente en su estado natural y esto hace que se de un proceso de regeneracion intrinseca
reconozca inmediatamente como tejido humano
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-« TEAR & CUT OPEN »

+ “AlloDerm
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Se da una remodelacion completa en el tejido del propio

paciente con resultados funcionales, fisioldgicos y
reconstructivos.

Alloderm® tiene hasta dos anos de vida Util cuando es La lamina de Alloderm® debe rehidratarse en dos bafios
almacenado entre o y 10°C. Una vez abierto debe llevarse a estériles consecutivos. Se debe remover el papel del
un barfio con solucidn salina estéril. Alloderm® entre el primer y segundo bario.

Figura1-13: Modo de uso de Alloderm®.
Tomado y adaptado de BioHorizons®, 2008

Alloderm® es ampliamente utilizado en el tratamiento de quemaduras de espesor parcial o
profundas y reemplazos de tejido blando (Balasubramani et al., 2001; Shores et al., 2007).
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Estudios clinicos han mostrado que injertos de espesor parcial sobre Alloderm ® presentan
mejores resultados que si éstos se aplicaran directamente sobre la herida. Asi mismo, se ha
encontrado que presenta propiedades inmunogénicas apropiadas en estudios in vitro en
animales, sin evidencia de rechazo (Price et al., 2008; van der Veen et al., 2010).

La principal desventaja de Alloderm® radica en la ausencia de elementos epidérmicos, requisito
indispensable de una cobertura inmediata apropiada para ser empleada como injerto de piel
(Price et al., 2008).

BIOBRANE™

Figura1-14: Presentacion comercial de Biobrane™.
Tomado y adaptado de Amaral et al.(2009), Healthcare-Ltd.(2011)

Biobrane™ es un sustituto de piel biosintético que se adhiere a la dermis facilitando la
recuperacion de la funcidn estructural y bioldgica y reduciendo el dolor. Estd formado por una
estructura de 2 capas: una exterior de silicona que actua como barrera, evitando la pérdida de
agua por evaporacion haciendo que se cree un ambiente humedo que favorezca la migracion de
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las células epiteliales a través de una capa interna compuesta por una red tridimensional de
filamentos de nylon cubierta con coldgeno porcino (Jones et al., 2002; Lesher et al., 2011).

Una vez ocurre la epitelizacion, el sustituto se desprende de la superficie de la herida dejando al
descubierto el nuevo epitelio (Amaral et al., 2009).

CYMETRA™

Cymetra™ (LifeCell Corporation, USA) es un polvo seco obtenido de piel humana pulverizada.
Contiene todos los elementos necesarios para reemplazar el tejido (coldgenos, elastina,
proteinas y proteoglicanos). Gracias al tamafio de sus particulas, Cymetra™ puede ser inyectado
en el sitio de la herida, con una invasion minima (Seo et al., 2009).

DERMAGRAFT®

Dermagraft® (Advanced BioHealing, USA) es una barrera dérmica temporal basada en
fibroblastos alogénicos neonatales criopreservados sobre un soporte poroso y bioabsorbible de
poliglactina, que en heridas crénicas incrementa la velocidad de cicatrizacion de la herida
(MacNeil, 2008; van der Veen et al., 2010; Kim et al., 2011). Una vez los fibroblastos neonatales
son sembrados sobre la malla de poliglactina en presencia de factores de crecimiento, colagenos,
tenascina, vitronectina y glicosaminoglicanos, se inicia su proliferacion, llenando los intersticios
del soporte, secretando colageno dérmico humano, proteinas de la matriz extracelular, factores
de crecimiento, citoquinas hasta formar un substituto dérmico tridimensional metabdlicamente
activo que contiene células vivas y que es criopreservado hasta su uso final en pacientes
(Parenteau et al., 2000; Advanced Biohealing, 2010).

Figura1-15:  Presentacion comercial de Dermagraft®
Tomado y adaptado de Advanced Biohealing (2010)

Dermagraft® es indicado para el tratamiento de Ulceras de pie diabético con una duracion mayor
a 6 semanas que se extienda a través de la dermis pero que no alcance los tendones, musculos o
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hueso y debe ser usado en pacientes que tengan una irrigacion sanguinea adecuada alrededor de
la Ulcera (Advanced Biohealing, 2010).

Se depositan fibroblastos neonatales sobre la malla de poliglactina en presencia de factores de crecimiento y demds
sustancias que permiten su proliferacion.

Los fibroblastos producen coldgeno dérmico humano y llenan los intersticios de la malla formado un soporte tridimensional
que luego es empacado y criopreservado para su posterior uso.

Figura1-16: Proceso de obtencion de Dermagraft®.
Tomado y adaptado de Advanced Biohealing (2010)
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Dermagraft® ha sido ampliamente empleado para estimular la cicatrizacion de heridas crénicas
como las de los pacientes diabéticos que sufren de Ulceras en los pies, aunque el cierre de la
herida no es alcanzado sin la aplicacion de un injerto de espesor parcial. También ha sido
ampliamente usado como injerto de espesor parcial en el tratamiento de heridas de quemaduras
de diferentes profundidades. Al igual que con otros dispositivos alogénicos, a largo plazo no se
espera la supervivencia de las células injertadas en la herida (Price et al., 2008).

DERMAMATRIX
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Figura1-17:  Presentacion comercial de Dermamatrix.
Tomado y adaptado de Hao et al.(2012)

Dermamatrix (Synthes Inc, USA) es un producto dérmico acelular procesado y manufacturado
por la Fundacion de Trasplante Musculoesqueletal y distribuido a través de Synthes Inc. Al igual
que AlloDerm™ proviene de piel cadavérica humana procesada, sin embargo su procesamiento
es diferente ya que se emplean detergentes y acidos sequidos de una posterior liofilizacion. Es
ampliamente usado en reconstrucciones craneofaciales, de la pared abdominal y de busto
(Shores et al., 2007).

EZ-Derm™

EzDerm™ (Brennen Medical, Inc., MN, USA) es una cubierta acelular basada en colageno
dérmico porcino reconstituido y entrecruzado con un aldehido para incrementar su resistencia
tensil. Este producto no se incorpora dentro de la herida y debe ser removido (Groeber et al,,
2011).

Figura1-18: Presentacién comercial de EZ-Derm™.
Tomado y adaptado de AM-Scientifics-Ltd.(2008)
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FORTAFLEX™

FortaFlex™ (Organogenesis Inc., USA) es una matriz acelular derivada de la submucosa del
intestino delgado porcino (Jean et al., 2011).

GLYADERM®

Glyaderm® (Euroskin Bank, Holanda) es una matriz dérmica acelular derivada de piel humana
que puede ser utilizada en el remplazo de piel quemada o en la reconstruccidon de defectos de
tejido blando y tejido granular inestable(Jean et al., 2011). Conserva la estructura tridimensional
del colageno y la elastina, importantes para mejorar la calidad de la cicatrizacion. Glyaderm® es
preservado en glicerol al 85% para inactivar la accion de microorganismos y virus. Se usa para la
reconstruccion de heridas de espesor total en combinacion con injertos autélogos de espesor
parcial, con el fin de alcanzar una restauracion tanto de la dermis como de la epidermis (Sun &
Tan, 2013).

Figura1-19: Presentacion comercial de Glyaderm®.
Tomado y adaptado de Sun & Tan (2013)

GRAFTJACKET®

Graftjacket® (Wright Medical Technology, Inc, Arlington, TN, USA) es un soporte que proviene
de tejido dérmico cadavérico humano, al cual se le remueven los componentes celulares y se le
retiene el colageno, la elastina, los proteoglicanos y los canales vasculares, preservando intacta
la matriz; provee un ambiente ideal para la revascularizacidn y la proliferacion celular (Shores et
al., 2007; Shevchenko et al., 2010).
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Figura1-20:  Composicion de Graftjacket®.
Tomado y adaptado de Fischer et al.(2003)

Wright Medical Technology, Inc patentd una tecnologia que le permite remover los componentes
celulares sin entrecruzamiento quimico o radiacion, preservando las propiedades bioquimicas y
estructurales del colageno dérmico. Graftjacket® es empacado al vacio y requiere un proceso de
rehidratacion antes de la implantacion. Este soporte permite la revascularizacion de la matriz
extracelular, favoreciendo la proliferacion celular. Por su caracter alogénico es biocompatible con
tejido humano, ademas tiene adecuadas propiedades mecdnicas que permiten su correcta
manipulacion (Fischer et al., 2003).

HYALOGRAFT -3D™

Hyalograft-3DTM (Hyaltec, Argentina) es una matriz tridimensional compuesta de un éster de
acido hialurdnico (Jean et al., 2011).

Figura1-21:  Presentacién comercial de Hyalograft -3D™.
Tomado y adaptado de CookBiotech (2013)
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El 4cido hialurdnico es uno de los principales polisacaridos que compone la matrix extracelular y
promueve la migracion y proliferacion de fibroblastos dérmicos y queratinocitos. Hyalograft-
3D™ se utiliza como soporte de fibroblastos autdlogos, para el injerto de dermis en heridas de
espesor parcial. A partir de una biopsia de piel (1 cm?) se extraen fibroblastos autélogos que son
sembrados sobre la superficie del biomaterial y luego éste es empleado para cubrir totalmente la
superficie cutanea afectada. Esta indicado para ser usado de forma conjunta con Laserskin® en
lesiones tales como: ulceras cronicas, varicosas, diabéticas, o por decubito; quemaduras, heridas
de dificil cicatrizacion, escaras, cirugia plastica, reparadora y otras. Hyalograft-3D™, con
fibroblastos autodlogos, se presenta en una capsula de Petri para cultivo celular, listo para aplicar
(CookBiotech, 2013).

ICX-SKN

ICX-SKN (Intercytex Ltd, Manchester, UK) es un sustitudo dérmico conformado por una matriz
de fibrina cultivada con fibroblastos dérmicos. Los ensayos en fase | han mostrado la eficacia en
la cicatrizacion de heridas de espesor total, encontrado después de 28 dias una adecuada
epitelizacion del tejido y una incorporacion exitosa en el cuerpo, dando lugar a una
vascularizacion completa (Boston Scientific Corporation, 2004; Shores et al., 2007).

INTEGRA®

Integra® (Integra NeuroSciences, Plainsboro, NJ, USA) es un equivalente dérmico artificial
semipermanente desarrollado y comercializado en Estados Unidos desde el ano 1996 (Kim et al.,
2011). Se compone de una matriz porosa tridimensional de fibras de colageno bovino reticulado
y glicosaminoglicanos de tiburéon (sulfato de condroitina), fabricada con una porosidad y una
velocidad de degradacion controlados (Price et al., 2008; Groeber et al., 2011) y una cubierta
epidérmica temporal elaborada con polisiloxano sintético (silicona), que proporciona la
homeostasis inmediata a la herida mediante el control dela humedadde una manera
comparable a la piel normaly a su vez le imparte resistencia al equivalente. La presentacion
comercial (en forma de ldminas delgadas estériles para ser usadas como apositos) y algunas
caracteristicas técnicas de Integra® se presentan en la Figura 1-22.

INTEGRA EEE
BILAYER MATRIX WOUND DRESSING

v" Fraccion de volumen de poro: 98% F ]

\

Didmetro de poro promedio entre 30-120pum

v' Relacion colageno/GAG de 92/8 ( colageno de
tenddn bovino tipo I/ condroitina-6-sulfato)

v' Resistencia especifica a la degradacion por
colagenasa

v Tiempo de degradacion in vivo, 30 dias.

Figura1-22:  Presentacion comercial y especificaciones técnicas de Integra®.
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7 dias después de la aplicacion Formacion
de vasos

14 dias después Remocion de
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Regeneracion dérmica en proceso Vasos sanguineos completamente formados
Después de la o Tejido cutaneo regenerado
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Después de algunas semanas se forma la capa
epidérmica y el lecho de la herida se encuentra
completamente cubierto y sano.

Injerto autdlogo en forma de malla aplicado sobre
la neodermis

Figura1-23: Esquema de la evolucion de un herida de piel reparada con Integra @.
Tomado y adaptado de FDA (2002)
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Integra® es actualmente el soporte dérmico mas probado y extendido clinicamente (Price et al.,
2008); su funcion mas importante es servir de soporte e inducir la regeneracion del tejido
dérmico. El tamafio de poro y la degradacion del coldgeno bovino estan controlados para
permitir el crecimiento del tejido e inhibir la contraccion de la herida. En la Figura 1-23 se
presenta un esquema del proceso de reparacion de heridas empleando Integra ®. El equivalente
dérmico es ubicado en el lecho de la herida, con la membrana de silicona hacia el exterior.
Fibroblastos, macrdfagos, linfocitos y células endoteliales provenientes de capas adyacentes de
la piel del paciente se infiltran para iniciar la formaciéon de una nueva red vascular (Integra®,
2012).

A medida que la curacion progresa, el coldgeno nativo depositado por los fibroblastos reemplaza
la porcion de colageno bovino proveniente de Integra®, la cual es degradada aproximadamente
en 3odias.

Una vez ha ocurrido la vascularizacion en el lecho de la herida (aprox. 3 semanas) y la capa
dérmica ha sido reabsorbida, la membrana de silicona es retirada y se ubica una capa epidérmica
(generalmente un autoinjerto delgado) para finalizar el proceso de reconstruccion de la piel
(Parenteau et al., 2000; MacNeil, 2008).

Dentro de las principales ventajas del substituto dérmico Integra® se encuentran su facil manejo,
baja inmunogenicidad y bajo riesgo de transmision de enfermedades. Ademas, se obtienen
resultados cosméticos satisfactorios al reducir las tasas de contraccion y la formacidon de
cicatrices. Dentro de sus desventajas estan el largo periodo de vascularizacion (10-14 dias) y la
temporalidad, pues implica un procedimiento quirdrgico posterior para adicionar un injerto
epidérmico definitivo. Por otra parte, se ha demostrado que los cultivos epidérmicos autélogos
no se integran muy bien sobre la nueva dermis producida luego de emplear Integra ® (Bottcher-
Haberzeth et al., 2010; Shevchenko et al., 2010).

KARODERM®

Karoderm® (Karocell Tissue Engineergin, Suecia) es un equivalente dérmico compuesto de
dermis humana descelularizada (Shevchenko et al., 2010).

MATRIDERM®

Matriderm® (Dr Suwelack Skin and Health Care AG, Billerbeck, Germany) es un soporte de
origen bovino y consiste de una matriz de coldgeno nativa intacta cubierta con a-elastina
hidrolizada, liofilizada y no entrecruzada con tamaiio de poro aprox. de 0,75 mm (van der Veen et
al., 2010; Groeber et al., 2011). En pequefios ensayos clinicos para el tratamiento de quemaduras
de espesor completo, éste ha mostrado resultados promisorios cuando es aplicado de forma
simultanea con un injerto de espesor parcial en un procedimiento de una sola etapa (Shevchenko
etal., 2010).
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Figura1-24: Estructurainternay externa de Matriderm®.

Tomado y adaptado de Andersen et al. (2012)

OASIS®

Oasis® (Cook Biotech Inc., West Lafayette, IN, USA) es una cubierta permanente elaborada con
submucosa acelular liofilizada de intestino delgado porcino, con espesores entre 0,15 - 0,30 Um
(van der Veen et al,, 2010; Groeber et al., 2011), empleada en el tratamiento de heridas de
espesor parcial y total , Ulceras venosas cronicas, Ulceras diabéticas y otros traumas en la piel
como abrasiones, laceraciones, quemaduras de sequndo grado.

Se han obtenido resultados positivos para el tratamiento de Ulceras cronicas, donde el tiempo de
cicatrizacion se ha reducido y se ha disminuido la recurrencia de la ulceracion (Mostow et al.,
2005). Se ha demostrado que la matriz Oasis® soporta la diferenciacion epidermal in vitro y la
formacion de membrana basal (Lindberg & Badylak, 2001), sin embargo hasta el momento no se
ha publicados ensayos en los que se use en el tratamiento de heridas de espesor total.

Figura1-25:  Morfologia internay externa de Oasis®.
Tomada y adaptada de CookBiotech (2013)
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PELNAC™
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Figura1-26:  Presentacion comercial de Pelnac™.
Tomado y adaptado de Eurosurgical (2013)

Pelnac™ (Eurosurgical, UK) estd conformado por una esponja de atelocolageno (colageno
procesado con pepsina para remover los telopéptidos, lo que lo hace soluble) derivada de tendon
porcino (de 3 mm de espesor y poros con tamafos entre 60-100um) y una capa de silicona. Es
adecuado para usar en defectos de piel de espesor parcial y usado como material alternativo
para la formacion de nueva dermis mediante la invasién de fibroblastos en la esponja de
atelocolageno (Eurosurgical, 2013).

Pelnac™ es indicado para el tratamiento de quemaduras de tercer grado, defectos traumaticos
en la piel y escision de tumores nerviosos, entre otros (Shevchenko et al., 2010).

PERMACOL®

Permacol® (Tissue Science Laboratories PLC, Aldershot, UK) es un substituto dérmico basado en
dermis acelular porcina entrecruzada con hexametilen-diisocianato,(HMDI por sus siglas en
inglés Hexa Metilen Diisocianate) (MacNeil, 2008), que ha sido sometida a un proceso de
remocion de células y cualquier resto de ADN y ARN, sin afectar la matriz tridimensional de
colageno. El uso de un agente entrecruzante permite un control sobre el proceso de
remodelacion del coldgeno y la velocidad de este proceso puede ser modificada mediante la
alteracion del nivel de entrecruzamiento. Sin entrecruzamiento, no hay control del proceso y por
lo tanto el soporte implantado puede fallar en su funcion si la remodelacion ocurre muy
rapidamente o de una manera desorganizada. La presencia de HMDI como agente entrecruzante
interfiere con la habilidad de la enzima colagenasa de acceder a la unidn especifica de los enlaces
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de colageno y realizar la digestion; por lo tanto, el Permacol® entrecruzado con HMDI tiene una
mayor resistencia a la digestion de la colagenasa (Liang et al., 2004). Permacol® no requiere
rehidratacion o refrigeracion y es dimensionalmente estable. Esta disponible en una amplia
variedad de tamanos incluyendo los tamafos mas grandes que eliminan la necesidad de sutura
de multiples piezas juntasy proporciona el tamafio adecuado de implante sin importar el tamafio
de la herida (Coviden, 2012).

Figura1-27:  Estructura externa de Permacol®.
Tomado y adaptado de Olympus Terumo Biomaterials Corp. (2012)

REPLIFORM®

Repliform® (LifeCell™, USA) es un aloinjerto elaborado a partir de dermis cadavérica humana
(Jean et al., 2011). Al provenir de dermis humana, este soporte dérmico acelular conserva el
colageno, la elastina, proteoglicanos y demas componentes de la piel, que le dan resistencia,
elasticidad y durabilidad (Boston Scientific Corporation, 2004).

Copyrrge @ 2001 Boston Sclaselo Coperaion A nhes reserved

Figura1-28: Estructura externa de Repliform®.
Tomado y adaptado de Boston Scientific Corporation (2004)

STRATTICE™

Strattice™ (LifeCell™ USA) es una malla quirirgica derivada de dermis porcina (Jean et al.,
2011), procesada (remocion de células animales) y conservada en una solucién tampon de
fosfatos. Strattice™ est4 disefiada para actuar como malla quirurgica en la reparacion de tejidos
blandos, a la vez que representa una estructura de soporte para los tejidos del paciente
(LifeCell®, 2012).
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SUREDERM®

Surederm® (Hans Biomed Corporation, Seoul, Korea) es un soporte alogénico consistente de
dermis humana liofilizada (Groeber et al., 2011).

SureDerm
rrm——

2

R
\

HANS

Figura1-29: Presentacion comercial de Surederm®.
Tomada y adaptada de Hansbiomedical (2012)

Surederm® es indicado para el reemplazo o reparacion de tejido suave, incluyendo cicatrices
hipertroficas y heridas por quemaduras. El material puede ser almacenado hasta por 2 afios y
requiere 10 minutos de rehidratacion antes de la aplicacion, es incorporado de forma
permanente en el lecho de la herida y provee un soporte dérmico para la posterior aplicacion del
injerto de piel (Shevchenko et al., 2010).

TERUDERMIS®

Terudermis®(Olympus Terumo Biomaterial Corp, Tokio, Japan) es una esponja de colageno
bovino desnaturalizada térmicamente, liofilizada y entrecruzada (Groeber et al., 2011). La capa
de colageno es adherida a una membrana de silicona que controla la contaminacion bacterial y la
pérdida de agua por evaporacion durante el tiempo de permanencia del sustituto en la herida
(Shevchenko et al., 2010).

Figura1-30: Presentacion comercial de Terudermis®.

Tomada y adaptada de Olympus Terumo Biomaterials Corp. (2012)
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Figura1-31:  Mecanismo de accion de Terudermis®.
Tomada y adaptada de Olympus Terumo Biomaterials Corp. (2012)

1.3.3 Equivalentes dermo-epidérmicos

APLIGRAF®

Apligraf® (Organogenesis, USA) contiene dos tipos de células derivadas de prepucio neonatal:
queratinocitos y fibroblastos embebidos en una matriz de colageno tipo I. Se usa para curar
Ulceras, como el pie diabético y las Ulceras venosas de la pierna que no sanan después de 3-4
semanas, a pesar del tratamiento con las terapias convencionales (Shores et al., 2007; Apligraf®,
2010).

Figura1-32:  Presentacion comercial de Apligraf®.
Tomada de Apligraf® (2010)
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KAROSKIN®

Karoskin® (Karocell Tissue Engineering AB, Suecia) es un aloinjerto (piel humana) de espesor
parcial que sirve como cubierta temporal para cubrir la herida hasta que sea posible aplicar un
injerto de espesor total. Puede ser usado fresco o liofilizado y se incorpora en la herida de forma
provisional para aliviar el dolor y reducir los riesgos de infeccion y de deshidratacion (Shevchenko
etal., 2010).

ORCEL®

OrCel® (Ortec International Inc, New York) es un equivalente dermo-epidérmico que contiene
fibroblastos y queratinocitos obtenidos de prepucio neonatal. Los fibroblastos son sembrados en
una esponja de coldgeno tipo |, la cual es cubierta con un gel de colageno no poroso, sobre el cual
se depositan los queratinocitos hasta formar una capa confluente. Esta bicapa compuesta sirve
como matriz absorbible, con citoquinas y factores de crecimiento secretados por los fibroblastos
alogénicos (Shores et al., 2007). Al estar compuesto por células alogénicas, el producto
desempena un papel temporal, se reabsorbe en 7-14 dias (similar a Apligraf®) y no se encuentran
restos de ADN celular proveniente del producto 14-21 dias posteriores a la aplicacion
(Shevchenko et al., 2010).

O-Cer
ala .

Figura1-33:  Presentacion comercial Orcel®.
Tomada de Ostrovsky (2006)
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PERMADERM™

PermaDerm"™ (Regenicin Inc.,New Jersey-USA ) estd compuesto de fibroblastos y queratinocitos
autologos sobre un soporte de colageno bovino (Jean et al., 2011; Regenicin, 2011).

STRATAGRAFT®

Stratagraft® (Stratatech Corporation, USA) es un equivalente alogénico dermo-epidérmico que
consiste en una capa epidérmica de queratinocitos humanos totalmente estratificados que
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crecen en una capa dérmica compuesta por fibroblastos humanos embebidos en una matriz de
coldgeno no bovino. Estos queratinocitos son neonatales inmortalizados NIKS® (neonatal
immortalized keratinocytes) y su caracterizacion arroja que estan libres de virus, no son
tumorigénicos y son consistentes genéticamente de lote a lote (Stratech-Corporation, 2010;
Jeanetal., 2011).

Figura1-34:  Apariencia de Stratagraft®.
Tomada de Wisconsin-University (2007)

1.4 Referencias

Advanced Biohealing, |. (2010). "Dermagraft Active Living Cells." Consultado el 29 de mayo del
2012, de la pagina web http://www.dermagraft.com/about/overview/.

AM-Scientifics-Ltd. (2008). EZ-Derm TM: Byosynthetic wound dressing.

Amaral, M.; Gomes, P.S.; Lopes, M.A.; Santos, J.D.; Silva, R.F. and Fernandes, M.H. (2009).
Cytotoxicity evaluation of nanocrystalline diamond coatings by fibroblast cell cultures. Acta
Biomaterialia. 5(2): 755-763.

Andersen, T.; Strand, B.L.; Formo, K.; Alsberg, E. and Christensen, B. (2012). Alginates as
biomaterials in tissue engineering. Carbohydrate Chemical. 37: 227-258.

Apligraf®. (2010). "Apligraf ® - Get to know living technology." Consultado el 23 de septiembre
del 2012, de la pagina web http://www.apligraf.com/professional/pdf/APG Factsheet.pdf.

Balasubramani, M.; Kumar, T.R. and Babu, M. (2001). Skin substitutes: a review. Burns. 27(5):
534-544,

Beldon, P. (2010). Basic science of wound healing. Surgery (Oxford). 28(9): 409-412.

BioHorizons® (2008). AlloDerm® Regenerative Tissue Matrix. B. |. Systems.


http://www.dermagraft.com/about/overview/
http://www.apligraf.com/professional/pdf/APG_Factsheet.pdf

40 Generacién de microportadores basados en mezclas de alginato de sodio y fibrinégeno

Boston Scientific Corporation, I. (2004). "Repliform® Tissue Regeneration Matriz." Consultado el
3 de octubre del 2012, de la pagina web http://www.bostonscientific-
international.com/templatedata/imports/collateral/Gynecology/broc_Repliform 01 ug us.pdf.

Bottcher-Haberzeth, S.; Biedermann, T. and Reichmann, E. (2010). Tissue engineering of skin.
Burns. 36(4): 450-460.

Celleno, L. and Tamburi, F. (2009). Chapter 1 - Structure and Function of the Skin. Nutritional
Cosmetics. T. Aaron;Md;Ceo and M. B. Robert. Boston, William Andrew Publishing: 3-45.

Cepeda, F. (1999). Estudio preliminar de la formacién de epidermis in vitro. Facultad de Ciencias.
Departamento de Biologia. Bogota, Universidad Nacional de Colombia. Pregrado.

Clark, R.A.F. and Singer, A.J. (2000). Chapter 61 - Wound Repair: Basic Biology to Tissue
Engineering. Principles of Tissue Engineering (Second Edition). P. L. Robert;L. Robert;R. L. Joseph
VacantiA2 - Robert P. Lanza and V. Joseph. San Diego, Academic Press: 857-878.

CookBiotech. (2013). "Oasis® wound matrix is a naturally derived structure that supports the
Body’s Healing Process." Consultado el 13 de agosto del 2012, de la pagina web
http://www.oasiswoundmatrix.com/aboutowm.

Cotsarelis, G. (2006). Epithelial Stem Cells: A Folliculocentric view. Journal of Investigative
Dermatology. 126: 1459-1468.

Coviden. (2012). "Permacol Surgical Implant." Consultado el 15 de julio del 2012, de la pagina
web
http://www.autosuture.com/autosuture/pageBuilder.aspx?topicID=170603&breadcrumbs=0:636
59,30707:0,170596:0.

Croisier, F. and Jérébme, C. (2013). Chitosan-based biomaterials for tissue engineering. European
Polymer Journal. 49(4): 780-792.

De Beule, P.A.A.; Dunsby, C.; Galletly, N.P.; Stamp, G.W.; Chu, A.C.; Anand, U.; Anand, P.; Benham,
C.D.; Naylor, A. and French, P.M.W. (2007). A hyperspectral fluorescence lifetime probe for skin

cancer diagnosis. Review of Scientific Instruments. 78(12).

Dejana, E. (1996). Endothelial adherens junctions: implications in the control of vascular
permeability and angiogenesis. The Journal of clinical investigation. 1(98): 1949-1953.

Dreesmann, L.; Ahlers, M. and Schlosshauer, B. (2007). The pro-angiogenic characteristics of a
cross-linked gelatin matrix. Biomaterials. 28(36): 5536-5543.

Enoch, S. and Leaper, D.J. (2005). Basic science of wound healing. Surgery (Oxford). 23(2): 37-42.
Enoch, S. and Leaper, D.J. (2008). Basic science of wound healing. Surgery (Oxford). 26(2): 31-37.

Eurosurgical. (2013). "Pelnac - Artificial dermis." Consultado el 12 de marzo del 2013, de la
pagina web http://www.eurosurgical.co.uk/wound-care-burns/pelnac/.



http://www.bostonscientific-international.com/templatedata/imports/collateral/Gynecology/broc_Repliform_01_ug_us.pdf
http://www.bostonscientific-international.com/templatedata/imports/collateral/Gynecology/broc_Repliform_01_ug_us.pdf
http://www.oasiswoundmatrix.com/aboutowm
http://www.autosuture.com/autosuture/pageBuilder.aspx?topicID=170603&breadcrumbs=0:63659,30707:0,170596:0
http://www.autosuture.com/autosuture/pageBuilder.aspx?topicID=170603&breadcrumbs=0:63659,30707:0,170596:0
http://www.eurosurgical.co.uk/wound-care-burns/pelnac/

Capitulo 1. Antecedentes 41

Falanga, V. and Faria, K. (2007). Chapter seventy-seven - Bioengineered skin constructs. Principles
of Tissue Engineering (Third Edition). L. Robert;L. Robert;R. L. Joseph VacantiA2 - Robert Lanza
and V. Joseph. Burlington, Academic Press: 1167-1185.

FDA. (2002). "INTEGRA® Dermal Regeneration Template." Consultado el 17 de septiembre del
2012, de la pagina web http://www.accessdata.fda.gov/cdrh docs/pdf/P9000335S008d.pdf.

Fischer, D.; Li, Y.; Ahlemeyer, B.; Krieglstein, J. and Kissel, T. (2003). In vitro cytotoxicity testing of
polycations: influence of polymer structure on cell viability and hemolysis. Biomaterials. 24(7):
1121-1131.

Genzime-Corportation®. (2013). "Epicel®:Important Safety Information." Consultado el
Noviembre 16 del 2013, de la pagina.

Ghosh, K. and Clark, R.A.F. (2007). Chapter seventy-six - Wound repair. Principles of Tissue
Engineering (Third Edition). L. Robert;L. Robert and V. Joseph. Burlington, Academic Press: 1149-
1166.

Goh, C.H.; Heng, P.W.S. and Chan, L.W. (2012). Alginates as a useful natural polymer for
microencapsulation and therapeutic applications. Carbohydrate Polymers. 88(1): 1-12.

Gomez, C.G.; Pérez Lambrecht, M.V.; Lozano, J.E.; Rinaudo, M. and Villar, M.A. (2009). Influence
of the extraction—purification conditions on final properties of alginates obtained from brown
algae (Macrocystis pyrifera). International Journal of Biological Macromolecules. 44(4): 365-371.

Groeber, F.; Holeiter, M.; Hampel, M.; Hinderer, S. and Schenke-Layland, K. (2011). Skin tissue
engineering — In vivo and in vitro applications. Advanced Drug Delivery Reviews. 63(4-5): 352-
366.

Grosskinsky, U. (2006). Biomaterial regulations for tissue engineering. Desalination. 199(1-3):
265-267.

Hansaplast®. (2012). "Curacion de heridas y heridas." Consultado el 25 de septiembre del 2012,
de la pagina web http://www.hansaplast.es/technology/wound-healing-and-wounds.

Hansbiomedical. (2012). "SureDerm™." Consultado el 23 de septiembre del 2012, de la pagina
web http://www.hansbiomed.com/english/2product/2.1/2.1.1 surederm.htm.

Hao, X.; Jeffery, J.L.; Le, T.P.T.; McFarland, G.; Johnson, G.; Mulder, R.J.; Garrett, Q.; Manns, F.;
Nankivil, D.; Arrieta, E.; Ho, A.; Parel, J.-M. and Hughes, T.C. (2012). High refractive index
polysiloxane as Injectable, in situ curable accommodating intraocular lens. Biomaterials. 33(23):
5659-5671.

Healthcare-Ltd. (2011). "Biobrane." Consultado el 11 de noviembre del 2011, de la pagina web
http://www.woundcarehandbook.com/product/526/biobrane.

Huang, L.; Gao, W.; Zhou, J. and Wang, R. (2010). Systems biology applications to explore
secondary metabolites in medicinal plants. Zhongguo Zhongyao Zazhi. 35(1): 7-12.


http://www.accessdata.fda.gov/cdrh_docs/pdf/P900033S008d.pdf
http://www.hansaplast.es/technology/wound-healing-and-wounds
http://www.hansbiomed.com/english/2product/2.1/2.1.1_surederm.htm
http://www.woundcarehandbook.com/product/526/biobrane

42 Generacién de microportadores basados en mezclas de alginato de sodio y fibrinégeno

Integra®. (2012). "Integra® Product Description and Benefit." Consultado el 3 de marzo del
2011, de la pagina web http://www.ilstraining.com/idrt/idrt/brs it 01.html.

Jacinto, A.; Martinez-Arias, A. and Martin, P. (2001). Mechanisms of epithelial fusion and repair.
Nature Cell Biology. 3: E117-E123.

Jean, J.; Garcia-Pérez, M.E. and Pouliot, R. (2011). Bioengineered Skin: The self-assembly
approach. Tissue Science & Engineering. $5:001.

Jones, I.; Currie, L. and Martin, R. (2002). A guide to biological skin substitutes. British Journal of
Plastic Surgery. 55(3): 185-193.

Kim, B.-S.; Park, I.-K.; Hoshiba, T.; Jiang, H.-L.; Choi, Y.-J.; Akaike, T. and Cho, C.-S. (2011). Design
of artificial extracellular matrices for tissue engineering. Progress in Polymer Science. 36(2): 238-
268.

Kindred, C.; Oresajo, C.0. and Halder, R.M. (2009). Chapter 2 - Overview of the Structure and
Function of Ethnic Skin. Nutritional Cosmetics. T. Aaron;Md;Ceo and M. B. Robert. Boston,
William Andrew Publishing: 47-62.

Lai-Cheong, J.E. and McGrath, J.A. (2009). Structure and function of skin, hair and nails. Medicine.
37(5): 223-226.

Lesher, A.P.; Curry, R.H.; Evans, J.; Smith, V.A.; Fitzgerald, M.T.; Cina, R.A.; Streck, C.J. and Hebra,
A.V. (2011). Effectiveness of Biobrane for treatment of partial-thickness burns in children. Journal
of Pediatric Surgery. 46(9): 1759-1763.

Liang, H.C.; Chang, Y.; Hsu, C.K.; Lee, M.H. and Sung, H.W. (2004). Effects of crosslinking degree of
an acellular biological tissue on its tissue regeneration pattern. Biomaterials. 25: 3541-3553.

LifeCell®. (2012). "Strattice™ Reconstructive Tissue Matrix." Consultado el 2 de febrero del
2012, de la pagina web  http://www.lifecell.com/health-care-professionals/lifecell-
products/stratticetm-reconstructive-tissue-matrix/.

Lindberg, K. and Badylak, S.F. (2001). Porcine small intestinal submucosa (SIS): a bioscaffold
supporting in vitro primary human epidermal cell differentiation and synthesis of basement
membrane proteins. Burns : journal of the International Society for Burn Injuries. 27(3): 254-266.

MacNeil, S. (2008). Biomaterials for tissue engineering of skin. Materials Today. 11(5): 26-35.

Menon, G.K.; Cleary, G.W. and Lane, M.E. (2012). The structure and function of the stratum
corneum. International Journal of Pharmaceutics. 435(1): 3-9.

Mostow, E.N.; Haraway, G.D.; Dalsing, M.; Hodde, J.P. and King, D. (2005). Effectiveness of an
extracellular matrix graft (OASIS Wound Matrix) in the treatment of chronic leg ulcers: A
randomized clinical trial. Journal of vascular surgery : official publication, the Society for Vascular
Surgery. 41(5): 837-843.


http://www.ilstraining.com/idrt/idrt/brs_it_01.html
http://www.lifecell.com/health-care-professionals/lifecell-products/stratticetm-reconstructive-tissue-matrix/
http://www.lifecell.com/health-care-professionals/lifecell-products/stratticetm-reconstructive-tissue-matrix/

Capitulo 1. Antecedentes 43

Nawaz, Z. and Bentley, G. (2011). Surgical incisions and principles of wound healing. Surgery
(Oxford). 29(2): 59-62.

Oblong, J.E. and Millikin, C. (2009). Chapter 2 - Skin Biology: Understanding Biological Targets for
Improving Appearance. Cosmetics Applications of Laser &amp; Light-Based Systems. S. A.
Gurpreet. Boston, William Andrew Publishing: 37-48.

Olympus-Terumo-Biomaterials-Corp. (2012). "Terudermis." Consultado el 4 de noviembre del
2012, de la pagina web http://www.biomaterial.co.jp/en/products/terudermis/product.html.

Ortega-Zilic, N.; Hunziker, T.; Lauchli, S.; Mayer, D.O.; Huber, C.; Baumann Conzett, K.; Sippel, K.;
Borradori, L.; French, L.E. and Hafner, J. (2010). EpiDex® Swiss Field Trial 2004-2008.
Dermatology. 221(4): 365-372.

Ostrovsky, G. (2006). "Orcel® Wound Sealant." Consultado el 14 de abril del 2011, de la pagina
web http://www.medgadget.com/2006/page/56.

Parenteau, N.L.; Hardin-Young, J. and Ross, R.N. (2000). Chapter 62 - Skin. Principles of Tissue
Engineering (Second Edition). P. L. Robert;L. Robert;R. L. Joseph VacantiA2 - Robert P. Lanza and
V. Joseph. San Diego, Academic Press: 879-890.

Peter, S. (2001). Burn wound healing and skin substitutes. Burns. 27(5): 517-522.

Price, R.; Anthony, E.; Myers, S. and Navsaria, H. (2008). Chapter 17 - Tissue engineering for skin
transplantation. Tissue Engineering. B. Clemens van;T. Peter;L. Anderset al. Burlington, Academic
Press: 507-532.

Quinn, A.G. (2004). Biology of the skin and dermatological disease. Medicine. 32(12): 1-3.

Regenicin. (2011). "About Permaderm." Consultado el 5 de noviembre del 2011, de la pagina
web http://www.regenicin.com/about/about-permaderm.html.

Seal, B.L.; Otero, T.C. and Panitch, A. (2001). Polymeric biomaterials for tissue and organ
regeneration. Materials Science and Engineering: R: Reports. 34(4-5): 147-230.

Seo, J.-H.; Matsuno, R.; Takai, M. and Ishihara, K. (2009). Cell adhesion on phase-separated
surface of block copolymer composed of poly(2-methacryloyloxyethyl phosphorylcholine) and
poly(dimethylsiloxane). Biomaterials. 30(29): 5330-5340.

Shevchenko, R.V.; James, S.L. and James, E.S. (2010). A review of tissue-engineered skin
bioconstructs available for skin reconstruction. Journal of The Royal Society Interface. 7: 229-258.

Shores, J.T.; Gabriel, A. and Gupta, S. (2007). Skin substitutes and alternatives: A review. Advances
in skin and wound care. 20: 493 - 508.

Silvera, L.A. and Barrios de Zurbaran, C. (2002). La matriz extracelular: El ecosistema de la célula.
Salud Uninorte. 16:9 -18.


http://www.biomaterial.co.jp/en/products/terudermis/product.html
http://www.medgadget.com/2006/page/56
http://www.regenicin.com/about/about-permaderm.html

YA Generacién de microportadores basados en mezclas de alginato de sodio y fibrinégeno

Stokke, B.T.; Drager, K.l.; Yuguchi, Y.; Urakawa, H. and Kajiwara, K. (1997). Small-angle X-ray
scattering and rheological characterization of alginate gels. Macromolecular Symposia. 120(1):
91-101.

Stratech-Corporation. (2010). "StrataGraft® skin tissue." Consultado el 5 de junio del 2012, de
la pagina web http://www.stratatechcorp.com/products/index.php.

Sun, J.; Han, L. and Zhao, Z. (2008). Schizophrenia genes: Characteristics of function and protein
interaction networks.

Sun, J. and Tan, H. (2013). Alginate-Based Biomaterials for Regenerative Medicine Applications.
Review. Materials. 6: 1285-1309.

Szymonowicz, M.; Pielka, S.; aw; Owczarek, A.; Haznar, D. and Pluta, J. (2007). Study on Influence
of Gelatin-Alginate Matrixes on the Coagulation System and Morphotic Blood Elements.
Macromolecular Symposia. 253(1): 71-76.

Thomas, D.W.; O'Neill, I.D.; Harding, K.G. and Shepherd, J.P. (1995). Cutaneous Wound Healing: A
Current Perspective. Oral Maxilofacial Surgery. 53: 6.

van der Veen, V.C.; van der Wal, M.B.A.; van Leeuwen, M.C.E.; Ulrich, M.M.W. and Middelkoop, E.
(2010). Biological background of dermal substitutes. Burns. 36(3): 305-321.

Velnar, T.; Bailey, T. and Smrkolj, V. (2009). The wound healing process: an overview of the
cellular and molecular mechanisms. The Journal of international medical research. 37(5): 1528-
1542,

Williamson, D. and Harding, K. (2004). Wound healing. Medicine. 32(12): 4-7.

Wisconsin-University. (2007). "StrataGraft Tissue Sample." Consultado el 3 de mayo del 2011,
de la pagina web http://photos.uc.wisc.edu/photos/7653/view.

Yildirimer, L.; Thanh, N.T.K. and Seifalian, A.M. (2012). Skin regeneration scaffolds: a multimodal
bottom-up approach. Trends in Biotechnology. 30(12): 638-648.

Young, A. and McNaught, C.-E. (2011). The physiology of wound healing. Surgery (Oxford).
29(10): 475-479.


http://www.stratatechcorp.com/products/index.php
http://photos.uc.wisc.edu/photos/7653/view

2. Material de soporte: Desarrollo y caracterizacion

2.1 Resumen

Los equivalentes tisulares son dispositivos artificiales que deben cumplir funciones similares a las
del tejido que se quiere reemplazar. Muchas de las funciones de cada tejido son llevadas a cabo
por células especializadas, cuyo crecimiento y supervivencia requiere de la existencia de un
sustrato fisico sobre el cual las células puedan anclarse. En el cuerpo humano tal sustrato es la
matriz extracelular, pero en equivalentes tisulares al sustrato en mencion, usualmente se le
denomina soporte. El plasma sanguineo humano (PH) es un material ampliamente estudiado
para fabricar soportes usados en ingenieria de tejidos gracias a su contenido de fibrindgeno,
proteina que es escindida por la trombina en condiciones especificas para forma mondmeros, los
cuales se polimerizan para formar una red de fibrina que puede servir de albergue para células y
promover su proliferacion, asi como la sintesis de matriz extracelular. Ademas, es
biocompatible, biodegradable y como puede obtenerse directamente de la sangre, hace posible
su aplicacion para trasplantes autélogos. Sin embargo, los geles de fibrina obtenidos a partir de
PH son fragiles y dificiles de manejar, cualidades indeseables durante una cirugia para
reemplazar

Con el fin de mejorar las propiedades mecanicas de los geles obtenidos empleando plasma
sanguineo humano, en este capitulo se evaluaron dos estrategias: la primera consistio en la
combinacion del PH con alginato de sodio, sustancia que tiene el mismo mecanismo de
gelificacion que el fibrindgeno (intercambio idnico con Ca**); la segunda consistid en el aumento
de la concentracion de fibrindgeno mediante crioprecipitacion de PH (PHCC). Las propiedades
mecanicas de los geles obtenidos para las diferentes condiciones se evaluaron mediante reologia
dindmica; los resultados muestran que los geles fabricados a partir de PHCC tienen una
resistencia mecanica mayor que los fabricados a partir de alginato de sodio, a partir de mezclas
de alginato y PH o a partir de mezclas de alginato y PHCC; en todos los casos, la resistencia
mecanica fue mayor a mayores concentraciones de Ca**. Las mejores propiedades mecanicas del
gel de PHCC comparadas con las de PH, permiten sugerir su uso como material de soporte para
ingenieria de tejidos sin las complicaciones adicionales de biocompatibilidad y biodegradabilidad
que implica el uso de alginato de sodio. Sin embargo, el elevado tiempo de formacidn de gel con
PHCC (de 10 a 30 min a exactamente 37°C) dificulta su uso para la generacion de soportes a alta
velocidad con formas preseleccionadas, como las requeridas para formar las microesferas de las
que se hablara en el capitulo 3; en dicho caso, la mezcla PHCC - alginato de sodio al 1% p/v
resulta mas conveniente.
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2.2 Introduccion

Como resultado de un dafio ocurrido en el organismo que implique el rompimiento de uno o
varios vasos sanguineos, se activa el proceso de coagulacidn, cuyo objetivo es detener la
hemorragia (hemostasia). La coagulacion es un proceso complejo en el cual interviene el
fibrindgeno, una proteina presente en el plasma sanguineo humano, que mediante protedlisis
por la trombina forma mondmeros , los cuales se polimerizan en presencia de calcio para formar
una malla polimérica denominada fibrina que sirve de barrera inicial para detener el sangrado.
Dicha red polimérica es estabilizada por entrecruzamiento adicional mediante factor Xllla de la
cascada de coagulacion (Lauricella, 2007).

Bajo este principio, diversos investigadores han empleado plasma humano como fuente de
fibrindgeno, para formar estructuras de soporte en ingenieria de tejidos (Meana et al., 1998;
Zhao et al, 2008) y su uso se ha extendido para la proliferacion in vitro de condrocitos,
fibroblastos, entre otros. Una de las principales dificultades que se ha encontrado es la baja
resistencia mecanica de dichos soportes.

En el presente capitulo se desarrolla una metodologia que tiene como objetivo evaluar
alternativas que permitan mejorar las propiedades mecanicas de los geles obtenidos a partir
de plasma sanguineo humano. Para tal fin se han abordado dos estrategias, la primera de ellas
consiste en la mezcla del plasma humano (PH) con alginato de sodio, que es un material
polimérico, ampliamente empleando en ingenieria de tejidos que tiene la cualidad de contar con
un mecanismo de formacidn de gel similar al de PH y consiste en intercambio idnico con calcio
(Ca™). Los geles obtenidos con alginato de sodio son muy resistentes y el objetivo es impartirle
esta cualidad a los obtenidos solamente con PH. La segunda estrategia considera el aumento de
la concentracion del fibrinégeno en el PH, empleando la parte insoluble en frio resultante de la
descongelacion entre 1 a 6 °C del plasma y se conoce con el nombre de plasma humano crio
concentrado (PHCC). El PHCC se obtiene mediante un proceso de centrifugacion a bajas
temperaturas del PH que aumenta hasta 10 veces la concentracion del fibrinégeno.

En el presente capitulo se presentan los resultados de la evaluacion de la formacidn del gel para
diferentes mezclas de PH y alginato de sodio, PHCC sélo y mezclado con alginato de sodio,
variando la concentracion de Ca™ en la mezcla final y las propiedades mecanicas de los geles
obtenidos mediante reologia dinamica. Los valores obtenidos se reportan en funcion de los
modulos de almacenamiento y disipacion, cada uno dando cuenta del caracter elastico y viscoso,
respectivamente, del material.

2.3 Fibrinogeno y fibrina

La fibrina es un polimero natural obtenido a partir de fibrindgeno. El fibrindgeno es una proteina
soluble presente en la sangre, de peso molecular 340kDa (Stokke et al., 1997), que mediante
protedlisis forma mondmeros de fibrina a través de la accion de la trombina; dichos monémeros
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se polimerizan en presencia de calcio. Luego otra enzima, la transglutaminasa o factor Xllla, que
es activada por la trombina, entrecruza la fibrina mediante enlaces de residuos de glutamina,
dando lugar a la formacidn de una estructura mas resistente (Lauricella, 2007; Shikanov et al.,
2009).

2.3.1 Estructura molecular del fibrinégeno

El fibrindgeno esta formado por dos triples hélices unidas por sus cadenas N-terminales.
Contiene péptidos alfa y beta, los cuales estan unidos entre si por puentes disulfuro, al igual que
los péptidos gamma. Las regiones peptidicas terminales alfa y beta, mostradas en azul en la
Figura 2-1, contienen residuos de glutamato y aspartato cargados negativamente que hacen que
se repelan unas moléculas con otras y se prevenga la agregacion (Smith et al., 2004; Falvo et al.,
2010; Lebitasy et al., 2011).

Regiones N-terminales de cadenas «, B de dos triples
helices unidas entre si mediante enlaces disulfuro

Fibrinogeno

Sitio de ataque de
© E}/ la tromhbina /

el Y
LY i

- 1 -

o, By o, By
Tripeptido T Tripeptido

Cadenas y unidas
mediante enlaces disulfuro

Figura 2-1: Estructura molecular del fibrindgeno.
Tomada y adaptada de Smith et al.(2004)

En la Figura 2-2 se muestra la accion de la trombina, que es una serina proteasa (hidrolasa que
degrada enlaces peptidicos de péptidos y proteinas y que poseen en su centro activo un
aminoacido de serina esencial para la catalisis enzimatica), encargada de romper las terminales
del fibrindgeno que contienen las cargas negativas, permitiéndole a los mondmeros de fibrina
agregarse y formar un coagulo blando, el cual es entrecruzado subsecuentemente por otra
enzima, la trasnglutaminasa (Rand & Murray, 2000; Spicer & Mikos, 2010; Lebitasy et al., 2011).
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Figura 2-2: Formacion del coagulo de fibrina.

Tomada y adaptada de Smith et al.(2004)

2.3.2 Obtencion del fibrinégeno

El fibrindgeno puede obtenerse a partir de sangre humana, separando las fracciones presentes
en la misma por centrifugacion. La fraccion celular contiene globulos rojos y blancos mientras
que la fraccion acelular, denominada plasma sanguineo, es rica en agua, albumina, plaquetas y
fibrindgeno entre otros. Burnour et.al. (2012), reportaron una concentracion de fibrindgeno en el
plasma de 0,21 mg/mL.

2.3.3 Funcion de la sangre en el cuerpo — cascada de coagulacion

La sangre es el principal sistema de transporte en el cuerpo humano. Aunque el transporte y el
suministro de oxigeno a las células de los tejidos se llevan a cabo por células especializadas, otros
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componentes vitales, tales como nutrientes, metabolitos, electrolitos y hormonas son
arrastrados en la fraccion no celular de la sangre, el plasma.

Algunos componentes, tales como la glucosa, se disuelven en el plasma, mientras que otros, por
ejemplo, lipidos y hormonas esteroidales, estan unidos a proteinas transportadoras. La presion
osmotica de las proteinas del plasma regula la distribucion de agua entre la sangre y los tejidos.
Las proteinas plasmaticas en conjunto con las plaquetas mantienen la integridad del sistema
circulatorio a través del proceso de coagulacion.

La sangre circula a través del endotelio, que es el tejido que recubre la zona interna de todos
vasos sanguineos, incluyendo los del corazén. Cuando un vaso sanguineo se rompe, un codgulo
de sangre se forma como parte de la hemostasia, que es la respuesta fisiologica del organismo
para detener la hemorragia. Durante la hemostasia se forma en el sitio de la lesién un tapdn
hemostatico primario, que consiste en agregados de plaquetas y un coagulo de fibrina. La
formacion de la red de fibrina es el proceso por el cual el fibrinégeno soluble en la sangre es
convertido en fibrina insoluble por accidon de la trombina y de la transglutaminasa o factor
Xllla.Dicho proceso comprende tres etapas principales: protedlisis del fibrindgeno por la accion
de la trombina, polimerizacion de los monomeros de fibrina y estabilizacion de la fibrina por el
factor Xllla (Lauricella, 2007; Shikanov et al., 2009).

La lesion del endotelio activa la cascada de coagulacion de la sangre, que en Ultima instancia
activa la trombina (que a su vez activa la polimerizacion del fibrindgeno en fibrina) y el factor XIlI
que enlaza las hebras de los mondmeros de fibrina para formar un coagulo estable. La cascada
de la coagulacion de la sangre se compone de una serie de enzimas, que son inactivos hasta que
una enzima anterior en la cascada activa su accion. Otras proteinas (Factor V y Factor VIII) sirven
para la union de proteinas, ensamblando complejos de factores en el sitio de la lesion (Smith et
al., 2004).

2.3.4 Hemostasia - Cascada de coagulacion

La hemostasia es la respuesta fisioldgica del organismo para detener la hemorragia y tiene
como objetivo detener la pérdida de sangre. Dentro de los mecanismos que se activan se
encuentran(Beldon, 2010):

» Generacion de espasmo vascular (estrechamiento subito y leve del vaso sanguineo)

* Formacion de un tapdn plaquetario

* Formacidn de un codgulo sanguineo como resultado de la coagulacion sanguinea

» Proliferacidon final del tejido fibroso en el codgulo sanguineo (invasion por fibroblastos o
disolucion).

La hemostasia comprende las siguientes fases (Enoch & Leaper, 2008):

* Formacidn de un agregado plaquetario laxo y temporal en el sitio de la lesion.
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* Formacion de una malla de fibrina que se une al agregado plaquetario, formando un
tapon hemostatico o trombo.
= Disolucidn parcial o completa del tapon hemostatico o trombo por plasmina.

En la Figura 2-3 se presentan las reacciones implicadas durante la hemostasia, en las cuales el
producto de un proceso inicia un proceso subsiguiente cuyo producto inicia a otro (de ahi el
nombre de cascada de coagulacion). Por protedlisis una proenzima inactiva es convertida a una
enzima activa designada por una “a” después del nUmero del factor. Los factores enzimaticos
operan en blancos seleccionados en substratos especificos (Smith et al., 2004).
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Figura 2-3: Cascada de coagulacion.
Tomada y adaptada de Smith et al.(2004) Ver Tabla 2-1 para la nomenclatura.
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En la Tabla 2-1 se presentan las proteinas que intervienen en el proceso de coagulacion
sanguinea, mas conocidos como factores de coagulacion (Rand & Murray, 2003; Smith et al.,

2004).
Tabla 2-1: Proteinas de la coagulacion sanguinea. Factores de coagulacion
Factor Nombre Funcion/ Forma activa
I Fibrindgeno Fibrina
I Protrombina Serin proteasa
1 Factor tisular Receptory cofactor
\Y Ca™ Cofactor
\% Proacelerina, factor Iabil; Ac-globulina (Ac-G) Cofactor
VI Acelerador de la conversion de la Serin proteasa

protrombina sérica (SPCA); proconverting;
factor estable

Vi Factor antihemofilico A —Globulina Cofactor
antihemofilica (GAH)
IX Factor antihemofilico B, factor Christmas Serin proteasa
X Factor Stuart Prower Serin proteasa
Xl Factor antihemofilico C, Tromboplastina Serin proteasa
antecedente del plasma
Xl Factor de Hageman Serin proteasa
X Factor estabilizador de la fibrina Transglutaminasa
dependiente de Ca**
Precalicreina Serin proteasa
Quinindgeno de alto peso molecular (QAPM) Cofactor
Proteinas regulatorias
Trombomodulina Receptor celular endotelial, se une a la trombina
Proteina C Activado por el enlace trombomudulina —

trombina; es una Serin proteasa

Proteina S Cofactor, se une a la proteina C activada

* Transglutaminasa - Factor XlII

La transglutaminasa o factor Xl de la cascada de coagulacion es activada por la trombina en la
presencia de calcio. Una vez activada, se denomina factor Xlllay actUa sobrelas moléculas de
fibrina, formando enlaces cruzados intermoleculares, dando lugar a la formacion de una
red tridimensional insoluble. Asi, la transglutaminasa tiene la capacidad de aportar
resistencia mecanica, estabilidad térmica y capacidad de retencién del agua. En la cascada de



52 Generacién de microportadores basados en mezclas de alginato de sodio y fibrinégeno

coagulacion la transglutaminasa es la encargada de estabilizar el trombo de fibrina. (Rand &
Murray, 2003).

2.4 Alginato de sodio

El alginato es un polimero anidnico obtenido tipicamente de algas pardas marinas y ha sido
ampliamente investigado y usado en aplicaciones biomédicas, debido a su biocompatibilidad,
baja toxicidad y a la formacion de gel en presencia de cationes divalentes como el Ca*. El
alginato disponible comercialmente, es principalmente extraido de algas marinas de la familia
Phaeophyaceae, incluyendo Laminaria hyperborea, Laminaria digitata, Laminaria japonica,
Ascophyllum nodosum, y Macrocystis pyrifera, mediante tratamiento con NaOH. El extracto
producido es filtrado y mezclado con cloruro de sodio con el fin de precipitar el alginato. Esta sal
de alginato se transforma en acido alginico mediante la adicion de acido clorhidirico. Después de
la purificacidon y conversion, se obtiene un polvo de alginato de sodio soluble en agua. El alginato
también puede producirse por via bacteriana a partir de Azotobacter o Pseudomonas (Ma, 2005).

2.4.1 Estructuray caracterizacion

El alginato es un copolimero lineal compuesto principalmente por bloques de (3,4)- B-
manuronato (M) y a-L-guluronato(G). Estos bloques estan compuestos de residuos G y M
consecutivos o alternados asi: (GGGGGG), (MMMMMM) y/o (GMGMGM). De acuerdo con la
fuente de la que son extraidas esta configuracion puede variar, asi como su longitud, dando lugar
a la formacion de mas de 200 tipos diferentes de alginato (Andersen et al., 2012).
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Figura 2-4: Estructura quimica de los bloques Gy los bloques M del alginato

Tomado y adaptado de Lee et al. (2012)
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Solo los bloques G del alginato participan en el entrecruzamiento intermolecular con cationes
divalentes como el calcio para la formacion de hidrogeles. La composicion (relacion M/G), la
longitud de la secuencia G y el peso molecular son factores criticos que afectan las propiedades
fisicas del alginato y los hidrogeles resultantes. Las propiedades mecanicas del alginato son
generalmente mejoradas incrementando la longitud de los bloques G y el peso molecular. Por
ejemplo el alginato bacterial producido a partir de Azotobacter tiene una mayor concentracion de
bloques Gy sus geles son relativamente mas resistentes (Lee et al., 2012).

2.4.2 Peso molecular y solubilidad

El peso molecular de los alginatos de sodio disponibles comercialmente oscila entre 32.000 a
400,000 g/mol. La viscosidad de las soluciones de alginato es inversamente proporcional al pH,
alcanzando un maximo a pH entre 3- 3,5. El modulo elastico de los geles puede ser incrementado
significativamente, usando combinaciones de alginato de alto y bajo peso molecular.

2.4.3 Biocompatibilidad

Los problemas de biocompatibilidad estdn mas asociados a impurezas contenidas en los
alginatos extraidos de fuentes naturales, que a una accion del alginato en si mismo. Esto se
afirma debido a que no se ha observado respuesta inflamatoria cuando se implantan geles
obtenidos a partir de alginato altamente purificado (Lee et al., 2012).

2.4.4 Adhesion celular

El alginato intrinsecamente carece de ligandos adecuados para favorecer la adhesion celular, por
lo que en muchas aplicaciones biomédicas ha sido modificado quimicamente adicionandole
péptidos que incluyan la secuencia Arginina-Glicina-Acido aspértico (RGD) que han sido usados
como ligandos de adhesion celular, debido a la presencia de receptores de integrinas (aV(3,
asPB1) (Andersen et al., 2012). La funcionalizacion quimica con restos de sefalizacion celular es
crucial para superar la baja afinidad de los alginatos a las superficies celulares (Pawar & Edgar,
2012).

2.4.5 Formacion de hidrogeles de alginato

El método mas comun para la preparacion de hidrogeles de alginato es combinar una solucién
acuosa de alginato con una solucion que contenga el agente entrecruzante (iones divalentes
como el calcio).
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Se cree que los cationes divalentes se unen exclusivamente a los bloques de guluronato de las
cadenas de alginato, ya que estos permiten un alto grado de coordinaciéon con los iones
divalentes. Los bloques de guluronato de un polimero forman uniones con los bloques de
guluronato de otro, dando lugar a la formacion de una estructura conocida como el modelo de la
caja de huevos (egg-box), que resulta en la formacion de un gel (Ma, 2005).

El cloruro de calcio es uno de los agentes entrecruzantes mas empleado, sin embargo la
formacion del gel ocurre muy rapido lo que no permite un adecuado control de la forma del
mismo. Uno de los aspectos criticos de los geles formados con alginato entrecruzado
quimicamente es la estabilidad a largo tiempo de los geles formados en condiciones fisioldgicas,
debido a que los geles se pueden disolver y liberar iones divalentes al medio debido a reacciones
de intercambio con los cationes divalentes (Lee et al., 2012).

Adicionalmente los iones de calcio liberados promueven la hemostasis mientras que el gel sirve
de matriz para la agregacion de plaquetas y eritrocitos. Esta cualidad puede ser positiva o
negativa dependiendo del uso del alginato

2.4.6 Biodegradacion del alginato y sus hidrogeles

El alginato no es degradable en mamiferos, ya que éstos carecen de la enzima alginasa, que es la
que puede escindir las cadenas de dicho polimero. Los geles de alginato reticulados idonicamente
se pueden disolver por la liberacion de los iones divalentes en el medio circundante, mediante el
intercambio idnico con cationes monovalentes como el sodio. Sin embargo, inclusive si es
posible disolver el gel, los pesos moleculares promedio de muchos alginatos disponibles
comercialmente son mas altos que el umbral de aclaramiento renal de los rifiones, y
probablemente no seran eliminados por completo del cuerpo (Lee et al., 2012).

2.5 Propiedades mecanicas

2.5.1 Reologia dinamica

El comportamiento de flujo también puede denominarse comportamiento reoldgico cuando los
materiales se evalUan acorde a los parametros de la reologia. La reologia permite prever el
comportamiento durante el manejo del material e inferir la microestructura del mismo.

Se distinguen dos tipos de comportamientos ideales de los materiales. Aquellos que se
comportan como solidos ideales elasticos siguiendo la Ley de Hooke o como fluidos viscosos
que siguen la Ley de Newton.

Un material dado se deforma si una fuerza es aplicada. La deformacion del material depende de
las propiedades intrinsecas del mismo y de la forma cdmo es aplicada la fuerza. Un material
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elastico se deforma inmediatamente cierta longitud una vez aplicado el esfuerzo y retorna a su
forma original una vez éste es removido. Los materiales que siguen este comportamiento
obedecen a la Ley de Hooke. Si por el contrario la deformacidn permanece una vez removido el
esfuerzo, se dice que el material se comporta siguiendo la Ley de Newton.

Para definir el término deformacion (strain) considere un material en forma de cubo con su base
fija a la superficie tal como se presenta en la Figura 2-5.

P

Figura 2-5: Sélido ideal con la base fija a la superficie

Si se considera que el cubo presentado en la Figura 2-5 es un sdlido ideal y si se aplica una fuerza
de empuje constante F en la parte superior del mismo, éste obedecera la ley de Hooke de la
deformacion elastica y se deformard a una nueva posicion proporcional al esfuerzo aplicado,
cambiando su forma pero conservando su volumen.

La deformacion de cizalla y (shear deformation) o cizallamiento se define como la relacion entre
la distancia horizontal (éu) que se desplaza la cara sobre la que se aplica la fuerza y la altura del
cuerpo (h), tal como se aprecia en la Figura 2-7.

_ ou i onal
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Figura 2-6: Deformacion de cizalla
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El esfuerzo de corte T (shear stress) es definido como la relacion entre la fuerza tangencial (F) y el
area de la cara sobre la que se aplica (A = a - L).

(2-2)

Para un material puramente elastico, la ley de Hooke establece que el esfuerzo t (stress) es
proporcional a la deformacion y (strain), por lo tanto:

T=G"Yy
(2-3)

Donde G es una constante que corresponde al médulo de cizalla o de elasticidad transversal.

Considérese de nuevo un material fluido en forma de cubo con su base fija a la superficie tal
como se presenta en la Figura 2-7. Este material se comporta segun la Ley de Newton si, al
aplicarle una fuerza F en la parte superior del mismo, se deforma continuamente mientras se
aplique la fuerza.

Fuerza (F)
Su Velocidad cte. (6u/be)

7 / —

Figura 2-7: Ley de Newton

La relacion de cambio en el tiempo de la deformacion (strain) es definida como la velocidad de
deformacion de cizalla (shear strain rate) o velocidad de cizallamiento y (shear rate) asi:

.oy

Y—E (2-4)
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La velocidad de cizallamiento y obtenida luego de aplicar un esfuerzo de corte T (shear stress)
sera dependiente de la resistencia del material a fluir, es decir la viscosidad n.

n=<|—-'s=Pa-s

T[N ]
y Lm?

(2-5)

Si un material tiene una viscosidad que es independiente del esfuerzo de corte T, entonces se
comporta como un fluido ideal o fluido Newtoniano.

El comportamiento mecanico de algunos materiales es el resultado de una combinacion entre la
ley viscosidad de Newton y la ley de elasticidad de Hooke. La ley de Hooke establece una
relacion lineal simple que implica que al duplicar el esfuerzo aplicado, la deformacion medida
también se duplica. Si la deformacion producida es suficientemente pequefia se puede decir que
se esta trabajando en la region de respuesta de deformacion lineal. Antes de realizar los ensayos
de oscilacion sobre el material es necesario verificar esta condicion. En los ensayos de oscilacion
a una frecuencia fija dada se incrementa lentamente la amplitud aplicada (deformacion o
esfuerzo). Los valores medidos de viscoelasticidad deben permanecer constantes. Cuando el
esfuerzo aplicado es muy grande, la deformacion inducida causa una ruptura del material.

Las técnicas oscilatorias pueden ser usadas para medir las propiedades viscoelasticas de los
materiales. Esta técnica consiste en aplicar un esfuerzo o una deformacion cuyo valor cambia
continuamente de acuerdo con una funcion sinusoidal. La respuesta inducida (deformacion o
esfuerzo) también sequirad un funcion sinusoidal tal como se presenta en la Figura 2-8.
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Figura2-8:  Respuesta sinusoidal al esfuerzo o deformacion aplicada
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El esfuerzo que desarrolla un material varia con la frecuencia (w), pero existe un desfase (&) con
respecto a la deformacion comprendido entre oy /2 radianes (0-90°).

*  Esfuerzo de corte *  Esfuerzo
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Figura2-9:  Tipo de material segun la respuesta ante un esfuerzo o deformacion aplicado

Para un sdlido elastico la deformacion es controlada por el valor absoluto del esfuerzo de corte,
mientras que para un liquido la tasa de cambio de la deformacidn esta controlada por el esfuerzo.
Para un ciclo completo de una onda sinusoidal (360°) hay diferencias de fase entre las dos ondas
que corresponde al angulo de fase. En el caso de un sdlido eladstico, la respuesta de la
deformacion estd totalmente en fase con el esfuerzo aplicado (angulo de fase: 0°). Para un
liquido viscoso newtoniano, cuando la tasa de deformacion alcanza un valor maximo, la tasa de
cambio de la misma es cero, asi mismo, cuando la deformacion es cero, la tasa de cambio tiene
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un valor maximo. La deformacion resultante total serd 9o° fuera de fase del esfuerzo aplicado
(Nunamaker et al., 2011a).

La ley de Hooke relaciona la deformacion con el esfuerzo a través de una constante del material
conocida como modulo G (ver Ecuacion 2-6 ). En los ensayos de oscilacion el esfuerzo Ty la
deformacion y cambian constantemente, pero se pueden obtener valores instantaneos de G
viscoelastico en cualquier de los puntos.

Esto se conoce como el médulo complejo G* del material y es obtenido de la relacidn entre la
amplitud del esfuerzo y la amplitud de la deformacion. Este médulo, tal como se presenta en la
Ecuacion 2-6 es la suma del componente elastico G’ o modulo de almacenamiento de energia
que describe la energia almacenada, esto es la deformacion recuperable en un sélido elastico y el
componente viscoso G” o mddulo de pérdida que describe la disipacion viscosa de energia a
través de la deformacion permanente en el fluido (Nunamaker et al., 2011b).

G'=G'+iG (2-6)

Si se mide la relacion del esfuerzo y la deformacion (G*) como un diferencia de fases entre los
dos (delta, 8), G’ y G” pueden ser definidos en términos de una funcidn de seno y coseno. G*
puede ser representada por una combinacion de dos vectores, tal como se presenta en la Figura
2-10.

G =G*cosé
(2-7)
G =G*sené (2-8)
Gll i
G* |
6 i
Gl

Figura2-10:  Modulo complejo como combinacion de dos vectores
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Una manera simple de determinar experimentalmente las propiedades viscoelasticas de una
solucion de macromoléculas es sometiéndola a una oscilacion periddica; en tal caso, de acuerdo
con sus propiedades viscoeldsticas, la solucidn puede ser clasificada en tres categorias
(Borzacchiello et al., 2003).

Solucion enmarafiada

El comportamiento de red "enmarafiada" se observa cuando las macromoléculas presentes en un
solvente son suficientemente largas y/o se encuentran en altas concentraciones; en dicho caso,
las moléculas comienzan a enredarse unas con otras, formando una estructura temporal tipo red.

Cuando dicha solucion es sujeta a un cizallamiento, las moléculas enredadas tienden a oponerse
al movimiento, acumulando cierto esfuerzo. Si la frecuencia de la oscilacion es baja, el tiempo
que el cizallamiento dura en una sola direccion es elevado; en tal caso, el movimiento propio de
las moléculas (Browniano) puede ayudar a desenredar la red, alineando las moléculas en la
direccion del cizallamiento, liberando parte del esfuerzo acumulado; y se dice por tanto que la
solucion presenta un comportamiento viscoso (G" > G' o G'/G" <1). Sin embargo, si la frecuencia
de la oscilacidn es elevada, la direccién de movimiento del fluido cambia a menudo, por lo que las
cadenas moleculares no tienen tiempo de organizarse y desenredarse y, por tanto, se comportan
temporalmente como una red entrecruzada, mostrando un comportamiento elastico (G' > G" o
G'/G" > 1).

La transicion entre el comportamiento viscoso y el eldstico, marcada por el cruce de las curvas
del modulo viscoso y el modulo de almacenamiento como funcion de la frecuencia (G' = G" o
G'/G" = 1) ocurre a una frecuencia especifica (f*) que corresponde a la velocidad intrinseca con la
que se desenredan las cadenas poliméricas; dado que tal velocidad depende de la movilidad de la
macromolécula, la frecuencia de cruce dependerd del peso molecular y la concentracion de la
solucion polimérica.

Gel débil

En un gel débil, ademas de enredos entre macromoléculas, también existen entrecruzamientos
fisicos entre ellas, causados por interacciones electrostaticas, enlaces de van der Waals, puentes
de hidrogeno e interacciones hidrofébicas, entre otros. Tales interacciones reducen la movilidad
de las moléculas poliméricas, creando una estructura con cierta rigidez lo que causan que el
modulo de almacenamiento G’ sea algo mayor que el mddulo de pérdida G” (G' > G").

Clark & Ross-Murphy (1987) definen un gel débil como aquel en el que 1 < G'/G" < 10. A pesar de
las interacciones fisicas, el efecto de enredo entre moléculas aun resulta importante, por lo que
aunque G’y G" son practicamente paralelos, existe una débil dependencia de tales modulos con
la frecuencia de oscilacion, lo cual también estd relacionado con el hecho de que como las
moléculas no tienen la misma longitud, entonces no existe un Unico valor de la velocidad de
desenredo entre moléculas sino que existe una distribucion de tales velocidades.
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Gel robusto

En este tipo de gel existen enlaces quimicos covalentes entre las diferentes macromoléculas;
por ello, el comportamiento de los mddulos de almacenamiento y de pérdida son dos lineas
practicamente horizontales sobre un amplio intervalo de frecuencias de oscilaciéon (~10” a 10”
Hz) y tienden a incrementarse ligeramente a frecuencias superiores. Debido a que el mddulo de
almacenamiento es tipicamente uno o dos 6rdenes de magnitud mayor que el médulo de
pérdida, (Clark & Ross-Murphy, 1987) definen un gel como robusto si G' > 10 G" o G'/G" > 10.

2.5.2 Reologia dinamica del alginato de sodio

Diversos autores han evaluado el comportamiento reoldgico del alginato de sodio, variando su
concentracion, la cepa de origen o su estructura molecular. Tal es el caso de Choundary & Bhatia
(2012), quienes, evaluaron alginatos modificados hidrofébicamentea una concentracion de 1%
(p/v) de alginato y reportan valores del modulo elastico G’ entre 700 y 150 Pa y del modulo
viscoso G” entre 3-10 Pa.

Stokke et al. (1997) obtuvieron valores de G' del orden de 3000 Pa empleando calcio en una
concentracion 20 mM para alginatos provenientes del tallo de L. hyperborea, a una temperatura
de 20°C.

Amici et.al. (2008)(Amici et al., 2008) emplearon alginato al 0,9% p/p, con un peso molecular
promedio de 9,7 x 10* g mol™ y un fraccion de acido gulurénico FG igual a o,7. Ellos adicionan
NaCl una azida de sodio NaN, para ajustar la viscosidad y evitar el crecimiento microbiano
respectivamente. Se empled CaCO, en una concentracion 22 mM. Al realizar ensayos de reologia
dindmica hallaron en todos los casos una prevalencia del mddulo eldstico sobre el moédulo
viscoso para tiempos posteriores a los 1000 segundos. Los mayores valores de G’ se obtuvieron
para las mezclas con mayor contenido de alginato y calcio (0,72 % p/p de alginato y 17,6 mN de
Ca'). Entodos los casos el G’ excedid hasta en un 2000% al G”.

Moresi & Bruno (2007) emplearon alginatos con alto contenido de bloques G, provenientes de
Laminaria hyperborea con (FG: 57%, FM: 43%, n: 6,8 dL/g y Mn(kDa) de 84,4) obtuvieron valores
de deformacion critica cercanos al 3% y de G’ entre 15000 y 30000 Pa, mientras que para los
geles provenientes de Lessonia migrescens con (FG: 40%, FM: 60%, n: 5,6 dL/g y Mn(kDa) de
68,9) se obtuvo un valor de deformacdn critica superior al 10%, pero el médulo elastico se redujo
de 5000 Pa.

(Liu et al., 2003)Liu et.al. (2003) realizaron ensayos de barrido de deformacion para 4 tipos de
alginato, con diferentes pesos moleculares y composicion (bloques G y M). Emplearon una
concentracion de alginato 3%p/v y encontraron que a medida que aumenta la concentracion de
Ca++, se incrementa el caracter elastico del gel formado. Empleando el alginato rotulado con el
nombre MHGH-1 obtuvieron los geles con las mejores caracteristicas elasticas, alcanzando
valores para el G’ hasta de 600 Pa.
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Yuguchi et.al. (2000) emplearon una solucién de alginato de sodio (1% p/v) de alto contenido de
bloques G proveniente de Laminario hyperborea y Ca-EDTA (10 mM) para obtener geles con
valores de G’ cercanos a los 5oooPa.

Stokke et.al. (2000) encontraron que G’ es dos 6rdenes superior a G”. Ellos comparan los valores
obtenidos luego de la gelificacion instantanea y transcurridas 24 horas y encontraron un
aumento considerable en la magnitud del modulo elastico, pasando de valores iniciales de G’ de
2,53 Pay alcanzando valores de 6120 Pa después de las 24 horas. (Stokke et al., 2000)

2.6 Materiales y métodos

2.6.1 Plasma sanguineo humano (PH)

Para realizar todos los experimentos de esta investigacion se emplearon 5 unidades de PH tipo
O+ (170-200 mL aprox.funidad), las cuales fueron suministradas por el Hemocentro Distrital de
Bogota (Colombia); en dicho Hemocentro se realizan analisis contra HIV, hepatitis B y C,
Tripanosoma cruzi, HTLV tipo | y Il y Treponema pallidum, con resultados negativos. Las unidades
fueron transferidas desde el Hemocentro (en donde se mantienen almacenadas a -70°C) hasta el
laboratorio en una nevera que se mantuvo a -20 °C. Al llegar al laboratorio, las unidades fueron
descongeladas sumergiendo las bolsas en un bafio termostatico a 37°C. Una vez descongeladas,
se reviso cada unidad y se descartaron aquellas que presentasen cualquier signo de material
precipitado. El contenido de todas las unidades restantes se mezclé en condiciones estériles para
formar un lote homogéneo, de manera que, cualquier variacion de los resultados por efecto de
diferencias en las caracteristicas del PH pudiese ser descartada. El lote fue dividido en alicuotas
de 25 mL, las cuales fueron almacenadas en tubos Falcon transparentes de 5o mL y congeladas a
-20 °C hasta su uso. Los tubos fueron cubiertos exteriormente con Parafilm® M (Structure Probe,
Inc., West Chester, USA) para reducir los riesgos de contaminacion.

2.6.2 Plasma sanguineo humano crioconcentrado (PHCC)

Para realizar todos los experimentos de esta investigacion se emplearon 5o unidades de PHCC
(17-20 mL aprox./unidad), las cuales fueron suministradas por el Hemocentro Distrital de Bogota
(Colombia). Al igual que el PH, las unidades de PHCC se encontraban almacenadas a -70°C. Se
siguid el mismo protocolo de descongelacion, creacion de un lote homogéneo y almacenamiento
usado para el PH.

2.6.3 Alginato de sodio 3% p/v.

Se disolvieron 31,02 gramos de alginato de sodio con una humedad del 3,3% p/p (Sigma-Aldrich
A2033, Saint Louis MO, USA) en 700 mL de agua destilada. La mezcla se sometid a agitacion
magnética y a calentamiento (50°C) durante 12 horas, para favorecer la disolucion del alginato
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de sodio. Transcurrido este tiempo se dejo la mezcla con agitacion a temperatura ambiente
durante 12 horas y luego se llevé a un volumen final de 1000 mL con agua destilada en un matraz
aforado para obtener una solucién de alginato de sodio 3,0 % p/v. Dicha solucion fue sometida a
un proceso de esterilizacion por calor empleando un autoclave a 15 psig (25,8 psia) durante 30
minutos, con el doble objetivo de evitar que una posible degradacion microbiolégica cambiase
las condiciones reoldgicas, y que el mismo proceso de esterilizacion, que seria necesario en
etapas posteriores de la formacion de equivalentes tisulares, alterase las caracteristicas
reoldgicas de la solucion. La solucion de alginato se mantuvo refrigerada a 4 °C y se descarto
luego de un mes de preparada.

2.6.4 Soluciones de CaCl, a diferentes concentraciones

Se prepararon 3 soluciones de CaCl, (1%, 2% y 3% p/v) mediante adicidon de 13,25 g, 26,50 g y
39,74 g, respectivamente, de CaCl,-2H,O (Carlo Erba Reagents Ref: 433381, Rodano, France) en
700 mL agua destilada, agitando con una varilla de vidrio hasta completa disolucion; una vez
disuelto el CaCl,-2H,0, la solucion se llevé a un matraz aforado de 1000 mL y se completo a
volumen con agua destilada, para dar lugar a soluciones de Ca™ de go, 180 y 270 mM,
respectivamente.

2.6.5 Evaluacion rapida de las condiciones de la formacidn de gel

Debido a la necesidad de acotar las condiciones para los ensayos de reologia dinamica y a que no
se tenia una idea clara de las condiciones en que se formarian geles, se decidié hacer establecer
una prueba rapida basada en una determinacion visual cualitativa en la que se evaluo el efecto de
diferentes concentraciones de alginato de sodio y cloruro de calcio en la formacion de geles en
mezclas con PH y PHCC. En la Tabla 2-2 se presenta una matriz de los ensayos de los cinco tipos
de mezclas evaluadas para la formacion de gel mediante intercambio i6nico del CaCl, con los
diferentes agentes gelantes (PH, PHCC, alginato de sodio).

Los experimentos se realizaron en cajas plasticas de 24 pozos de fondo plano (Falcon® 353047,
BD Biosciences, San José, CA, USA), cada uno de los cuales tiene una capacidad de 1,9 mL.
Usando una micropipeta, se dispuso en cada pozo el volumen apropiado de la solucion de
alginato de sodio al 3% (descrita en la seccion 2.6.3) y luego se completd hasta un volumen de 1
mL con PH, PHCC o agua destilada de acuerdo con lo sefalado en la Tabla 2-2, mezclando
apropiadamente por aspiraciones sucesivas con la micropipeta; finalmente se adiciond o,5 mL
del agente entrecruzante apropiado (soluciones de CaCl, descritas en la seccion 2.6.4) y se
dejaron las cajas en reposo en una incubadora a 37°C. Se evalud la existencia de gel por
inspeccion visual transcurridos 30 minutos luego de la adicion del agente entrecruzante.
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Tabla 2-2: Matriz de ensayos para determinar la formacion de gel.
Volumen de Concentracion final
Volumen Volumen de L .
Agente Agente Solucion de de Alginato de Na
Ruta agente agente .
entrecruzante gelante Alginato de Na en el agente
entrecruzante gelante
al 3,0 % p/v gelante
1 Cadl,
PH [, 2, 3% pv] 500 pL PH 1000 pL o] 0
2 Cacl, oo uL PHCC 1000 pL 0 0
PHCC | [1,2,3%piv] 500K H
967 pL 33HL 0,1%
3 934 pL 66 pL 0,2%
Alginato Cadl, Agua 867 uL 133 uL 0,4%
5oo pL .
de Na [1, 2, 3% p/v] destilada 733 UL 267 L 0,8%
(Control) 600 pL 400 pL 1,2%
467 pL 533 pL 1,6%
967 pL 33pL 0,1%
4 934 pL 66 pL 0,2%
PH + Cadcl, 867 pL 133 pb 0,4%
. 0 500 pL PH
Alginato | [1, 2,3% p/v] 733 UL 267 uL 0,8%
de Na 600 pL 400 pL 1,2%
467 pL 533 1L 1,6%
967 pL 33pL 0,1%
5 934 pL 66 pL 0,2%
L L %
PH_CC+ CaglZ 500 L PHCC 867 W 133 4 0,4%
Alginato | [1, 2,3% p/v] 733 UL 267 L 0,8%
deNa 600 pL 400 pL 1,2%
467 pL 533 1L 1,6%

2.6.6 Evaluacion de las propiedades mecanicas mediante reologia
dinamica

Se llevaron a cabo ensayos de reologia dindmica de una serie de peliculas de gel en un reédmetro
Bohlin Instruments CVOR-200 (Malvern Instruments Ltd., England, UK) empleando una
geometria de placas planas paralelas de diametro 25 mm de superficie lisa (ver Figura 2-12).
Todos los ensayos se realizaron a una temperatura constante de 37,0 + 0,1 °C, la cual se controlo
con un sistema Peltier ubicado en el plato inferior (ver Figura 2-11). Se empled una trampa de
solventes para reducir las pérdidas de agua por evaporacion. El espesor de las muestras de
pelicula de gel varié entre 5oo-1500um. Inicialmente se llevaron a cabo ensayos de barrido de
deformacion (amplitude sweep) a una frecuencia de 1 Hz, con el fin de determinar la maxima
deformacion (strain) que soportaria el material sin afectar su estructura.

En estos ensayos de barrido de deformacion se vario la deformacion (strain) entre 0,001 y 10 (0,1
% y 1000%). Una vez determinada la region viscoelastica lineal (VLR), se realizaron ensayos de
barrido de frecuencia (frequency sweep), variando la frecuencia entre 0,1 y 10 Hz, manteniendo
constante la deformacion en 0,005 (0,5%) para todas las condiciones, excepto para los
experimentos de la ruta 5 (PHCC solo), en donde se empled una deformacion el 1%. La
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temperatura se mantuvo constante a 37°C y se registraron como variables de respuesta el
madulo eldstico (G') y el modulo viscoso (G”).

Trampa de
solventes

Celda
Doltie

st A\

Figura 2-11: Reodmetro y detalle de la trampa de solventes y el sistema Peltier

Figura 2-12: Geometria de placas planas paralelas y ubicacién de la pelicula de gel.

Para la elaboracion de las peliculas de gel se emplearon cajas Petri medianas de vidrio (Didmetro
interno @;,: 9,5 cm). A cada una de ellas se le adicionaron 10 mL de cada una de las mezclas a
evaluar que se sefalan en la Tabla 2-2, excepto la de PHCC sin alginato. Posteriormente se hizo
aspersion de la solucion de CaCl, a la concentracion deseada usando una botella plastica con
boquilla aspersora manual; la presencia de alginato causé la formacion inmediata de un gel. Se
continuo la aspersion de CaCl, hasta que la solucion cubrié por completo el gel formado.
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Entonces a las cajas de Petri se les coloco la tapa y se permitio el reposo de los geles formados
durante 24 horas en la incubadora a 37 °C.

Transcurrido este tiempo se retird el exceso de solucion de calcio y se troquelaron los geles
empleando un molde como el que se ilustra en la Figura 2-13 con un diametro interno de 25 mm
que corresponde al diametro del dispositivo de platos paralelos empleado en las mediciones con
el redmetro. Los geles troquelados se transfirieron rapidamente al dispositivo de platos
paralelos, se removid el exceso de humedad de los geles moldeados empleando un papel filtro y
se dio inicio a las mediciones.

Figura2-13: Molde para troquelar los geles

En el caso de los geles de PHCC, éstos se formaron directamente en el redmetro siguiendo la
metodologia descrita por Eyrich et.al. (2007). Para ello, se mezclaron 2 mL de PHCC con 200 pL
de CaCl, a la concentracion deseada, se permitid el descenso del émbolo, se retird el exceso de la
solucion con una espatula (debido a su viscosidad) y se permitid la formacion del gel durante 30
minutos a 37 °C, empleando la trampa para solvente para evitar la evaporacion, antes de dar
inicio a los ensayos de reologia dinamica.

2.6.7 Analisis estadistico

Todos los ensayos se realizaron por duplicado. Los valores obtenidos se promediaron y se calculo
la desviacion estandar.

2.7 Resultados y discusion

2.7.1 Evaluacion rapida de las condiciones de la formacion de gel

La Figura 2-14 muestra los resultados de formacidn de gel para las rutas 1y 4 indicadas en la
Tabla 2-2, es decir para PH y para mezclas de PH con alginato de sodio; los resultados se
resumen en la Tabla 2-3; el signo positivo (+) indica que visualmente se evidencio la formacion de
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gel. Como se aprecia en dicha Tabla, en las condiciones del experimento el PH sélo formo gel en
presencia de alginato; sin alginato, el PH a las tres concentraciones de calcio forma una masa
grumosa no homogénea que no se catalogdé como gel y que se puede apreciar en la Figura 2-15.
Como dato interesante, las mezclas con alginato en cualquier proporcion formaron gel en forma
instantanea una vez se adiciond el calcio. Para concentraciones de alginato inferiores o iguales a
0,4% p/v los geles se deforman con facilidad, impidiendo su manipulacién. Este comportamiento
fue similar al del alginato diluido con agua destilada para concentraciones similares (Tabla 2-3).

a. Plogna Huomomc- Algaais ce ssdio

d

017 0z/ 047 es7 1274 167

i
(o

Figura 2-14: Formacion de los geles de PH y alginato
Registro fotografico de la formacion de geles en mezclas de plasma humano (PH) y alginato de
sodio a diferentes concentraciones de cloruro de calcio. (a) Antes de la adicidon de CaCl,
(b) Treinta minutos después de la adicion de CaCl,a 37 °C.

Tabla 2-3: Evaluacion de la formacion de gel del alginato de sodio al 3% diluido con PH
Concentracion CaCl, Concentracion de alginato de sodio en el Plasma Sanguineo Humano
en el agente (PH) (%p/v)
entrecruzante Rutaz Ruta 4

(%p/v) o 0,1 0,2 0,4 0,8 1,2 1,6

1 - + + + + + +

2 - + + + + + +

3 - + + + + + +
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Figura 2-15:  Estructura grumosa del PH a concentraciones de calcio de 3% p/v.

Los resultados para el PHCC y para mezclas de PHCC — alginato de sodio se aprecian en la Figura
2-16 y se resumen en la Tabla 2-4, alli se puede observar que el PHCC formd gel en todas las
condiciones evaluadas (con y sin alginato). A diferencia del PH, la formacion del gel cuando las
concentraciones de alginato fueron inferiores a 0,6% p/v no fue instantanea, sino que se requirid
un tiempo adicional (~10 minutos) en la incubadora a 37°C.

Tabla 2-4: Evaluacion de la formacidn de gel del alginato de sodio al 3% diluido con PHCC
c tracio Concentracion final de alginato de sodio en la dilucion con
oncentracion en i .
Plasma Sanguineo Humano Crioconcentrado (PHCC)
el agente
(%p/v)
entrecruzante
Ruta 2 Ruta g
CaCl, (%p/v)
o 0,1 0,2 0,4 0,8 1,2 1,6
1 + + + + + + +
2 + + + + + + +
3 + + + + + + +

Con respecto al alginato de sodio, se encontrd que éste forma geles con el CaCl, para todas las
concentraciones evaluadas, como se aprecia en la Tabla 2-5. Se encontr6 que concentraciones
de alginato inferiores a 0,4% p/v producen geles dificiles de manipular en todas las condiciones
evaluadas. Cuando la concentracion de alginato supera el 0,8% p/v se obtiene un gel mas
resistente; lo mismo ocurre al aumentar la concentracion de CaCl,.

De otra parte, cuando no se emplea alginato las diluciones con agua destilada y PH no forman
gel, sin embargo el PHCC si forma un gel resistente y manipulable, comparable con el que se
forma solo con alginato a concentraciones superiores al 1% p/v.
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1% p/v CaCl,
2% p/v CaCl,
3% p/v CaCl,

Figura2-16: Registro fotografico de la formacion de geles de PHCC y alginato
Geles formados a partir de mezclas de plasma humano crioconcentrado (PHCC) y alginato de
sodio, treinta minutos después de la adicion de CaCl,a 37 °C.

Tabla2-5:  Evaluacion de la formacion de gel del alginato de sodio al 3% diluido con agua

destilada
Concentracion final de alginato de sodio en la
Concentracion dilucién con agua destilada
CaCl, (%p/v) (%p/v)
o 0,1 0,2 0,4 0,8 1,2 1,6
- + + + + + +
2 - + + + + + +
- + + + + + +
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Los resultados obtenidos en los ensayos preliminares de formacién de gel indican que, para la
metodologia de formacion de geles planteada, es necesario utilizar concentraciones de alginato
superiores al 0,4% p/v para obtener geles con una resistencia mecanica suficiente para su
manipulacion. Por otro lado, como se discutid previamente, el alginato carece de sitios de
adhesion especificos para células de mamifero y, debido a su naturaleza altamente hidrofilica,
geles hechos con alginato presentan minima adsorcion de proteinas, lo cual no fomenta la
adhesion celular, lo que resulta preocupante si se considera que la formacion casi instantanea de
geles en mezclas con alginato sugiere que este polisacarido queda en elevadas concentraciones
en la superficie, justamente donde estaran las células, puesto que el fibrindgeno en la superficie,
al demorarse mucho mas tiempo en formar gel, se podra desplazar hacia el liquido remanente,
reduciendo su concentracion en la parte externa del gel recién formado.

Como resultado, se decidié omitir geles hechos con elevadas concentraciones de alginato (1,2 y
1,6 %) y, acordemente, evaluar mediante reologia dinamica (Tabla 2-6) geles fabricados con dos
concentraciones de alginato (0,5 y 1 %p/v) y aquellos formados por PHCC sin alginato. En todos
los casos se decidio emplear la concentracion mas alta de CaCl, evaluada (3%p/v), ya que los
geles parecian tener mayor consistencia a dicha concentracion.

Tabla 2-6: Condiciones evaluadas mediante reologia dinamica
Concentracion de
K PHCC PH Agua
alginato (%p/v)
+ -
o .
(PHCC)
+ + +
03 (PHCC-Alg0,5% p/v) | (PH-Algo,s%p/v) | (Alginato 0,5% p/v)
+ + +
1
(PHCC-Alg 1,0% p/v) (PH-Alg 1,0% p/v) (Alginato 1,0% p/v)

2.8 Reologia dindmica

2.8.1 Pruebas de barrido de deformacion

Inicialmente se realizaron ensayos de barrido de deformacion a baja frecuencia (f = 1 Hz) para
todas las condiciones evaluadas, con varios propositos; uno de ellos fue el de confirmar la
formacion de estructuras que se comportaran como un material sélido (geles), es decir,
estructuras en las que G’ > G"”. Los resultados se presentan en la Figura 2-17 para geles obtenidos
a partir de PHCC y en la Figura 2-18 para geles obtenidos a partir de PH o de Alginato;
efectivamente se observa la formacion de geles en todos los casos ensayados. Es de resaltar que
en todas las figuras de reologia dinamica se presenta Unicamente uno de cada cuatro datos para
hacer las curvas menos saturadas.
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Figura2-17:  Evolucion de los mddulos de almacenamiento (G') y pérdida (G")

como funcidn de la deformacion para los geles fabricados con Plasma Humano Crioconcentrado
(PHCC) a diferentes concentraciones de alginato de sodio (Alg). F=1 Hz. T=37°C.
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Figura2-18: Evolucion de los moédulos de almacenamiento (G’) y pérdida (G") como funcion
de la deformacion para los geles fabricados con Plasma Humano (PH) y/o alginato de sodio (Alg).
.F=1Hz. T=37°C.
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La Figura 2-19 muestra en detalle el comportamiento del barrido de deformacion de uno de los
geles presentados en la Figura 2-18, correspondiente a PH con alginato al 1% p/v. En dicha figura
es posible distinguir 3 regiones claramente diferenciadas: una region de deformacion hasta un
valor yit , denominada la region viscoelastica lineal (VLR por sus siglas en inglés) y mostrada
con simbolos de color blanco, en la cual G' y G” son aproximadamente constantes porque la
estructura del gel es capaz de soportar la deformacion a la que esta sometida; al aumentar la
deformacion es posible apreciar una region mostrada con simbolos de color negro, en la que el
moddulo de almacenamiento (G’) empieza a disminuir mientras que el mddulo de pérdida (G”)
empieza simultaneamente a crecer; en esta zona el comportamiento viscoelastico del material
se vuelve no lineal probablemente debido a una ruptura de la estructura del gel.

Finalmente, se aprecia una regidn a partir de una deformacion yges; , mostrada con simbolos de
color rojo, en la que los valores de los mdédulos caen vertiginosamente, aunque de manera mucho
mas pronunciada para G’ que para G”; en esta regidn probablemente se presenta un
deslizamiento efectivo entre el disco de gel y las placas del redmetro, por lo que cualquier
informacion derivada de los datos obtenidos en esta zona no corresponderd a ninguna
caracteristica efectiva del material.

Como resulta evidente, la determinacion de las propiedades del gel deberia ser realizada en
condiciones que no destruyan la estructura molecular del mismo, lo que equivale a decir que los
ensayos deben realizarse en la VLR. No existe, a conocimiento del autor, un protocolo estandar
establecido para fijar inequivocamente los valores limites de dicha region; para el caso de la
Figura 2-19 la asignacion se realizé de manera visual juzgando subjetivamente los puntos a partir
de los cuales el valor de G” deja de ser constante y empieza a aumentar () 0 @ partir del cual
empieza a descender (¥ es1)-

Este método presenta, sin embargo, muchas dificultades: si bien el comportamiento de los
demas geles es muy similar al discutido para el gel de PH con alginato al 1% p/v, la determinacion
de los limites de las tres regiones resulta mucho mas compleja en algunos casos como los de
PHCC y PHCC + alginato al 1% p/v, en los cuales se presenta un comportamiento erratico del
madulo de pérdida G” a deformaciones entre 0,1y 0,5 %; de otro lado, los geles de Alginato al
1% y PH + alginato al 0,5% p/v, aunque no presentaron un comportamiento erratico del modulo
de pérdida G” a bajas deformaciones, si presentan un descenso leve en el valor de G” a
frecuencias bajas que dificulta establecer con precision la zona de viscoelasticidad lineal
aparente.
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Figura2-19: Evolucion de los mddulos de almacenamiento (G') y de pérdida (G"”) como
funcion de la deformacidn para geles fabricados con mezclas de Plasma Humano (PH) y alginato
de sodio al 1% p/v. F=1 Hz. T=37°C.

Para determinar el valor de y.,;; de pastas gelatinizadas de almidén de maiz, (Navarro et al.,
1997) utilizan un método que consiste en determinar el valor maximo del moédulo complejo (G*),
ya que en dicho material el médulo complejo aumenta ligeramente con la deformacion, alcanza
un maximo y luego vuelve a disminuir; dichos autores usaron la deformacion asociada con el
valor maximo del modulo complejo como el limite superior de la VLR.

La Figura 2-20 muestra el mddulo complejo G* = VG2 + G"2 para todos los geles preparados
en este trabajo. Como se puede apreciar en la parte B de dicha Figura, que corresponde a una
version ampliada de la zona de bajas deformaciones, aunque hay geles que si presentan un
maximo del mddulo complejo, como es el caso del gel de alginato al 0,5 % p/v, la mayoria no
presentan dicho maximo, como por ejemplo el gel de PHCC + 0,5% p/v de alginato, por lo que la
metodologia planteada por Navarro et.al. (1997) no resulta de utilidad en este caso.
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Figura 2-20: (a) Evolucion del médulo complejo (G*) como funcidn de la deformacion para todos
los geles fabricados con Plasma Humano (PH), Plasma Humano Crioconcentrado (PHCC) y/o
alginato de sodio (Alg). (b) Ampliacion de la escala para la region de baja deformacion. F=1 Hz.
T=37°C.

Moresi et.al. (2001) usaron un método diferente para determinar el limite superior de
deformacion de la region VLR para geles de alginato: ellos hicieron el barrido de deformacion a
tres muestras del mismo material; partiendo del valor mas pequefio de deformacion del barrido
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(0,2%), calcularon el promedio, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion (CV) de la
tangente del dngulo de fase (tand = G'/G") de las tres réplicas; en sequida, tomaron los tres
valores de tand medidos para el valor de deformacion inmediatamente superior a 0,2% y los
procesaron con los anteriores, calculando un nuevo valor del coeficiente de variacion para los seis
datos; el proceso se repite nuevamente para el siguiente valor de la deformacion, calculandose el
CV con un numero de datos cada vez mayor hasta considerar todos los datos en el barrido.

Como se supone que en la VLR el valor de G" y G” se mantiene aproximadamente constante, el
valor de tand también ha de mantenerse constante, por lo que el valor del CV debe mantenerse
en un valor bajo. Después de superar el limite de deformacion critico, la estructura del gel
empieza a afectarse, por lo que el valor de G se reduce y el valor de G” aumenta, haciendo que el
valor de tand empiece a aumentar, por lo que al agregar un nuevo dato, el CV empieza a
alterarse, aumentando. Moresi et.al. (2001) (Moresi et al., 2001)graficaron el CV como funcién de
la deformacion y asignaron un valor arbitrario de 3%, de manera que el limite superior de la VLR
se determino cuando CV>3%.

El principal problema con la metodologia de Moresi et.al. (2001) es que el CV asignado para la
seleccion del y.,; es arbitrario. En el presente trabajo se propone una metodologia similar que
tiene la ventaja de no necesitar ningun valor arbitrario. La Figura 2-21 presenta el
comportamiento de la tangente del angulo de fase para todos los geles evaluados en la presente
investigacion. En dicha Figura se puede apreciar que, a pesar de tener algunas excursiones mas o
menos grandes a valores de deformacion inferiores a o0,5%, la tand llega a un valor
aproximadamente constante que se mantiene por un cierto intervalo de deformacion y luego
empieza a aumentar; aunque en algunos casos (como el de PHCC) es evidente el punto a partir
del cual hay un incremento y, por tanto, es muy facil definir y,.;, en la mayoria de los casos el
incremento es muy gradual, por lo que definir el y.,i+ resulta dificil.

Para definir y..;; con precision, se siguid exactamente la misma metodologia propuesta por
Moresi et.al. (2001)(Moresi et al., 2001), y se graficdé CV como funcién de la deformacion (y), con
la Unica diferencia que el inicio del intervalo de deformacidn era mas pequeno (0,1%). La Figura
2-22 muestra el comportamiento de la tand y del CV para el gel de PH con 0,5% de alginato de
sodio. El comportamiento de las dos variables es similar, pero hay dos grandes diferencias que se
notan mejor en el recuadro en la parte superior izquierda de la misma figura; en primer lugar, al
incluir todos los datos (y no solo de 4 en 4 datos como en la Figura 2-21), se puede apreciar una
mayor dispersion de los datos de la tand, dispersion que se reduce enormemente en CV, que
luce mucho mas parecida a una funcion continua. La otra diferencia es que el CV presenta un
minimo claramente identificable (sefialado por la flecha roja en la Figura 2-22) que no se aprecia
tan facilmente en la funcion de la tand. La razén del minimo es inherente a la definicion del CV'y
al comportamiento de la tand en la zona VLR: Si se asume que en tal region los valores de G'y G”
son aproximadamente constantes, entonces la tand=G"/G’' también es aproximadamente
constante en la misma region; si ello sucede, el valor promedio incremental de todos los datos de
la tand a medida que se avanza en la deformacion es un valor casi constante, por lo que la
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desviacion estandar tiende a reducirse al aumentar el tamafio de la muestra. Ello implica que al
reducirse la desviacion estandar y mantenerse constante el promedio, el CV tiende a reducirse.
Sin embargo, al salir de la region VLR, el valor de G’ disminuye y el valor de G” aumenta, por lo
que la tand aumenta. Esto hace que al avanzar a valores de deformacion superiores, el promedio
ya no se mantiene constante y la desviacion estandar se incrementa muy rapidamente, lo que
hace que el CV crezca. Este comportamiento del CV (primero reducirse y luego aumentar) crea
necesariamente un minimo que se considerara en este trabajo como el valor limite superior de la
deformacion que define la VLR (Y¢rit)-
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Figura2-22: (a) Comportamiento de la tangente del angulo de fase (tand) como funcion de la
deformacion para todos los geles fabricados con Plasma Humano (PH), Plasma Humano
Crioconcentrado (PHCC) y/o alginato de sodio (Alg). (b) Ampliacion de la escala para la region de
baja deformacion. F=1 Hz. T=37°C.
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Figura 2-22: Comportamiento de la tangente del angulo de fase (tand) y del CV como funcion de
la deformacion para el gel fabricado con Plasma Humano (PH) y alginato de sodio al 0,5% (Alg).

La Tabla 2-7 presenta los valores correspondientes al limite superior de la zona VLR para todos
los geles evaluados en el presente trabajo, determinados con la metodologia previamente
descrita. El valor de tan § corresponde al valor promedio de la tangente del angulo de fase (tan &)
para el intervalo de porcentajes de deformacion desde 0,1% hasta yeit.

El porcentaje de deformacidn critica indica el fin de la region viscoelastica lineal; por tanto, en los
ensayos de barrido de frecuencia se deben usar deformaciones inferiores a y., para asegurar
que el esfuerzo aplicado sea linealmente proporcional a la deformacion; con base en estos
resultados se selecciond una deformacion de 0,005 (0,5%) para llevar a cabo los ensayos de
barrido de frecuencia de todas las muestras, de tal forma que todas las mediciones fueran
realizadas en la region viscoelastica lineal y se empleara en todos los casos la misma
deformacion; la Unica excepcion fue el PHCC, para el cual se usé una deformacion del 1% debido
a que SuU Yeit resultd mucho mas elevado que en los demas casos.

En la Tabla 2-7 se observa que la presencia de PH o PHCC en la mezcla incide en el porcentaje de
deformacion critica, aumentando su valor respecto al correspondiente a las mezclas de alginato
diluidas en agua destilada con la misma concentracidon. Un fendmeno similar se aprecia en el
valor del modulo complejo: al incrementar la concentracion de alginato se observa un
incremento en G¥*; sin embargo, el mdédulo complejo es mucho mas alto en la solucion de
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alginato puro en agua destilada que en solucion del alginato con PH o PHCC, lo cual indica una
interferencia destructiva entre los dos agentes gelantes.

Tabla 2-7: Valores caracteristicos del punto critico para todos los geles fabricados con
Plasma Humano (PH), Plasma Humano Crioconcentrado (PHCC) y/o alginato de sodio (Alg).

. i G*. . Angulo de fase .
Material Ve et tan 6 it tan é Referencia
(%) (Pa) (6 crit)
Alginato o,5% p/v | 0,5398 8067 12,7 0,225 0,214 Este trabajo
Alginato 1,0% p/v | 0,5694 14753 14,5 0,258 0,251 Este trabajo
. 0,06910,002 Moresi et al.,
Alginato 1,0% p/v 0,7 29004200 3,9410,34 0,069%0,006 200
1
PH-Alg o0,5% p/v 1,3752 1954 12,2 0,215 0,202 Este trabajo
PH-Alg 1,0% p/v 0,6503 9292 11,1 0,196 0,195 Este trabajo
PHCC-Alg 0,5% 0,1
/g »5%8 0,5002 2455 7,8 0,138 233 Este trabajo
p/v
PHCC-Alg 1,0% 0,164 )
y 2,4280 3983 12,7 0,225 Este trabajo
p/v
PHCC 8,0791 6735 3,1 0,054 0,041 Este trabajo

Si se tienen en cuenta los criterios de Clark & Ross-Murphy (1987), segun los cuales los geles
formados pueden agruparse como geles débiles si 1 < G'/G"” < 10 (6 equivalentemente 0,1 <
G"/G'=tan & <1) o como geles robustos si G’/G"” > 10 (6 tan § < 0,1), es posible apreciar en la Tabla
2-7 que todos los geles son débiles pues para todos los casos el valor de tan § en la VLR fue
mayor que 0,1, excepto para el PHCC, el cual posee el angulo de fase critico del PHCC mas
cercano a cero y por tanto es el que tiene caracteristicas elasticas mas cercanas a las de un solido
ideal comparadas con las de los demas materiales evaluados.

Finalmente, para propositos de comparacion es importante comparar los datos obtenidos en el
presente trabajo con los correspondientes a la misma referencia de alginato evaluada por Moresi
et.al. (2001). La Tabla 2-7 muestra que aunque el gel de alginato al 1% tiene una VLR
ligeramente mas amplia (yqit pasa de 0,57 a 0,7), hay una diferencia significativa en el médulo
complejo y en el angulo de fase: el gel obtenido por Moresi et.al. (2001) es mucho mas parecido a
un sdlido elastico ideal que el obtenido en el presente trabajo, pero tiene un valor del médulo
complejo mucho menor (2900 Pa vs 14700 Pa); esta diferencia puede deberse, probablemente, a
que el método de formacion del gel fue muy diferente: mientras que Moresi et.al. (2001)
formaron el gel de manera lenta por liberacion contralada del calcio cambiando pH, lo cual
garantiza una distribucion homogénea de dicho ion divalente, en el presente trabajo se
establecié un método de formacion instantanea del gel por aspersion de calcio, lo cual pudo dar
lugar a una estratificacion de la concentracion del gel, haciéndolo mucho menos homogéneo; el
bajo angulo de fase del PHCC parece soportar esta hipdtesis, pues el PHCC se demora mucho
mas tiempo en formar el gel, por lo que la homogeneidad de la concentracion de calcio en
solucidn es facil de garantizar. De otro lado, resulta dificil evaluar si la solucion de cloruro de
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calcio asperjada pudo entrar a “diluir” las capas exteriores de la solucidon de alginato antes de
formarse el gel, lo que equivaldria a una concentracion efectiva del alginato diferente a la
formulada en la solucion original antes de asperjar. Resultaria interesante evaluar este efecto
cambiando el método de entrega del calcio en futuros trabajos.

2.8.2 Pruebas de barrido de frecuencia

Una de las hipdtesis centrales de la presente investigacion se relaciona con el mejoramiento de
las propiedades mecénicas de los geles obtenidos a partir de plasma humano (PH) a través dos
rutas. La primera de ellas consiste en la mezcla de PH con alginato de sodio, que forma gel
mediante intercambio i6nico con Ca™ y posee mejores propiedades mecanicas que los geles
elaborados solo con PH. Un acercamiento similar fue llevado a cabo por lonescu et.al. (2011),
quienes realizaron ensayos de reologia dinamica para fibrina proveniente de plasma humano y
mezclas de éste con agarosa y obtuvieron valores del mddulo elastico del orden de 35 Pa que
decrecio a medida que aumentd la frecuencia hasta 10 Pa y de G” desde 5 hasta 10 Pa,
prevaleciendo al final el mddulo viscoso sobre el eldstico para una mezcla de fibrina agarosa al
0,025% de ésta Ultima . Akpalo et.al. (2011) también mejoraron la resistencia mecanica de geles
de fibrina, mediante la formacion de una red polimérica con oxidos de polietileno, encontrando
en todos los casos un aumento de las propiedades mecanicas con el aumento de la
concentracion de fibrina (5 a 20% p/p), con valores del modulo elastico que van desde 1000 hasta
4000 Pa.

Se siguid la metodologia empleada por Llames et.al. (2011) para la formacion de geles de PH, sin
embargo se obtuvo una solucién grumosa como la presentada en la Figura 2-15. Con el fin de
aprovechar los componentes del PH para favorecer la adhesion celular, se realizaron mezclas de
éste con alginato de sodio y se evaluaron las propiedades mecanicas de los geles obtenidos
mediante intercambio idnico con una solucion de CaCl, al 3% p/v.

En la Figura 2-23 se presenta el efecto de la adicion de alginato de sodio en el comportamiento
reoldgico de los geles obtenidos a partir de las mezclas de éste con PH y se comparan con las de
los geles obtenidos a partir de alginato de sodio diluido en agua destilada. Se observan dos
efectos particulares. Por un lado, cualitativamente se observdo que el aumento de la
concentracion de alginato de sodio en la mezcla dio lugar a la formacidn de geles mas resistentes
y faciles de manipular. Al contrastar estar observaciones con los valores obtenidos para el
modulo de almacentamiento G’ (o elastico), se encuentra que en la medida que disminuye la
concentracion de alginato de 1% al 0,5 % p/v, se observa una reduccion del componente elastico
del material. Este efecto es similar para las respectivas mezclas son PH, sin embargo, al analizar
las magnitudes de los modulos elasticos para los materiales con igual concentracion de alginato
de sodio en la mezcla final se encuentran diferencias considerables. Es decir, la mezcla con PH
reduce el componente elastico de los geles a tal punto que el mdédulo de almacenamiento para el
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PH — Alginato de sodio al 1% es inferior al obtenido para el alginato de sodio al 0,5 % p/v diluido
en agua. Cuando la concentracion de alginato es menor, el efecto del PH es aun mas apreciable.
A partir de estas observaciones, es posible considerar que las proteinas presentes en el PH
generan interferencia en la formacion de la red tridimensional del alginato de sodio, impidiendo
el entrecruzamiento i6nico con los iones de Ca™.

)
¥
10000 E :
g : ;
Ny o 4lg1,0%p/v
E I O Alg0,5%p/v
§ v PH-Alg1,0%p/v
lg A PH-Alg 0,5% p/v
=
:G AN
= §§§§§§§§§§“
A
1000 .
0.1 1 10

Frecuencia (Hz)

Figura2-23: Efecto de la adicién de alginato en las propiedades mecanicas de los geles
formados con PH, empleando una solucion de CaCl, al 3% p/v.

La segunda ruta considerada para el aumento de las propiedades mecanicas de los geles
obtenidos a partir de plasma humano (PH) es el uso de plasma humano crio concentrado (PHCC)
que tiene un contenido hasta 10 veces mayor de fibrindgeno que el del PH convencional.
Diversos autores reportan no solo el efecto de la concentracion de fibrindgeno en la resistencia
de los geles obtenidos mediante la polimerizacién de este a fibrina, sino que también evaluan el
efecto del calcio en el grosor de las fibras, la rigidez y la resistencia mecanica de los geles de
fibrina obtenidos a partir de fibrindgeno (Hardy et al., 1983; Weisel, 2004).

Las fibras de fibrina tienen una estructura compleja y son conocidas por contener casi un 80% de
agua (Piechocka et al., 2010). Estudios llevados a cabo empleando fibrindgeno purificado
concluyen que el aumento de los iones de calcio en presencia de fibrindgeno y trombina, genera
un aumento en la fuerza idnica, que se a su vez se traduce en la formacion de una estructura de
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fibrina mas compacta y estable(Hardy et al., 1983; Weisel, 2004). Con el objetivo de evaluar este
mismo comportamiento en geles obtenidos a partir de PHCC, cuya concentracion de fibrindgeno
aproximada fue de 24,3 mg mL™, se aumentd la concentracion de calcio, pasando de una
concentracion de CaCl, de 2% p/v a una de 3% p/v.

Los geles se formaron mezclando 1 mL de PHCC con 100 pL de la solucidon de CaCl, a la
concentracion deseada (2 0 3% p/v) e incubando a 37°C durante 30 minutos. En la Figura 2-24 se
comparan las propiedades mecanicas de los geles obtenidos con PHCC variando la concentracion
de CaCl,. Se puede apreciar un comportamiento acorde con lo reportado por Hardy (1983), dado
que el aumento de la concentracion de calcio (Ca*™) aumenta las caracteristicas elasticas del gel,
es decir favorecid la formacion de una estructura tridimensional mas estable.

Estos resultados también son comparables con los presentados por Eyrich et.al. (2007), quienes
caracterizaron mediante reologia dindmica geles de fibrina, obteniendo, para concentraciones
de fibrindgeno de 5o mg/mL, valores del mddulo eldstico entre 3000 y 10000 Pa, y del médulo
viscoso entre 8o y 4000 Pa. Asi mismo, cuando aumentaron la concentracion de calcio
obtuvieron geles mas rigidos y estables.
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Figura 2-24:Barrido de frecuencia para el PHCC sin alginato variando la concentracién de calcio.

En la Figura 2-24 se observa que el aumento de la concentracion de calcio en la mezcla con PHCC
no tiene un efecto significativo en en el comportamiento reolégico de los geles formados. Al
comparar el comportamiento reoldgico de los geles formados solo con PHCC con los obtenidos
para el alginato de sodio en agua destilada al 1% p/v (Figura 2-25 ) se encuentra que no hay
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diferencia significativa en el mdédulo de almacenamiento de ambos materiales, es decir, tienen
un comportamiento elastico similar, sin embargo, al comparar las magnitudes del mddulo
viscoso se encuentra que el de menor magnitud es el del PHCC. Si se analiza la relacidn entre el
modulo viscoso y el modulo eldstico y se tiene en cuenta el criterio de Clark & Ross-Murphy
(1987), se tiene que el gel formado con PHCC es un gel robusto ya que G'/G" > 10, mientras que el
formado con alginato de sodio al 1% p/v a pesar de tener magnitudes del modulo eldstico muy
cercanas o hasta mayores, se agrupa dentro de los geles débiles por tener valores de G'/G" entre
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Figura2-25:  Comparacion entre el PHCC y el alginato de sodio al 1% p/v

Por lo tanto, desde el punto de vista del mejoramiento de las propiedades mecanicas de los geles
de PH contemplado como el aumento del comportamiento elastico del material, se encuentra
que este objetivo ha sido alcanzado a través de cualquiera de las dos rutas planteadas: ya sea
mezclando con alginato de sodio o aumentando la concentracion de fibrindgeno en el PH.

El siguiente objetivo de la presente investigacion estaba relacionado con la obtencion de
microportadores a partir del material con las mejores propiedades mecanicas. Hasta el
momento, los resultados desde el punto de vista de la reologia dindmica, arrojan que en los geles
formados con PHCC prevalece el comportamiento elastico sobre el viscoso, sin embargo, dado
que éstos no se forman de manera instantanea, no es posible emplearlo para la elaboracion de
microportadores usando un sistema de aspersion como el que se describe en el capitulo 3.
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Se planted entonces, evaluar el comportamiento reolégico de mezclas de PHCC con alginato de
sodio al 0,5% y al 1,0% p/v. Los resultados de esta evaluacion se presentan en la Figura 2-26.
Aunque en principio era de esperarse que la mezcla del PHCC con el alginato de sodio al 1% p/v
resultara en un aumento conjunto del comportamiento elastico del material, lo que se observa es
el efecto contrario, similar al obtenido con las mezclas de PH y alginato, en donde en lugar de
potenciarse las caracteristicas elasticas de ambos materiales, lo que ocurre es una interposicion
entre los mecanismos de formacién de gel de los mismos.
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Figura2-26:  Efecto de la adicion de alginato en el comportamiento reoldgico de los geles
formados con PHCC empleando una solucion de CaCl, al 3% p/v.

2.8.3 Comportamiento del angulo de fase

En la Figura 2-27 se presenta la variacion del angulo de fase con la frecuencia para las mezclas
estudiadas. Para un solido elastico, la respuesta de la deformacion esta totalmente en fase con el
esfuerzo aplicado (angulo de fase: 0°), mientras que para un liquido viscoso newtoniano, la
deformacion resultante total sera 9o°® fuera de fase del esfuerzo aplicado (Nunamaker et al.,
2011b). Por lo tanto, los geles formados solo con PHCC se comportan mas como solidos elasticos
que aquellos formados a partir de las mezclas con alginato de sodio o las diluciones de éste en
agua destiladay PH.



84 Generacién de microportadores basados en mezclas de alginato de sodio y fibrinégeno

-

Angulo de fase (°)

Alg 1% p/v
Alg 0,5% p/v
PH-Alg 1% p/v
PH- Alg 0,5% p/v
PHCC-Alg 1 %p/v [+
PHCC-Alg 0,5% p/v |10
PHCC

0.1 1

éU0m>4A€0C60®

Frecuencia (Hz)

Figura2-27:  Angulo de fase de los geles formados

Al comparar el comportamiento del alginato respecto a las mezclas, se observa que en todos los
casos, un aumento de la concentracion de alginato, trae consigo un aumento en el angulo de
fase, es decir, a pesar que la magnitud de los modulos se incrementa, la distancia entre ambos es
menor y por tanto se obtienen valores del angulo de fase mas grandes.

Estos resultados estan acorde con los obtenidos por Moresi et.al. (2004) quienes midieron el
angulo de fase para 4 tipos de alginato con diferentes relaciones de acido manurdnico y
gulurénico empleando dos concentraciones diferentes (1 y 1,5 %p/v), y en todos los casos,
encontraron que el angulo de fase se incrementa con el aumento de la concentracion de alginato
en el gel, es decir se incrementa el caracter viscoso del material. Asi mismo, se contrastan con los
reportados por Sosa et.al. (2012), quienes realizaron ensayos de reologia dinamica para geles de
alginato de sodio de 0,1 % p/p y obtuvieron valores de G’ entre 30y 60 Pay de G” entre 7y 9 Pa,
encontrando para bajas concentraciones de alginato un predominio del médulo elastico sobre el
viscoso.
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2.9 Conclusiones

Mediante ensayos de reologia dinamica se encontré que las dos rutas planteadas para el
mejoramiento de los geles obtenidos a partir de plasma humano (PH): mezcla con alginato de
sodio y aumento de la concentracidn del fibrindgeno en el PH, empleando plasma humano
crioconcentrado (PHCC), arrojan resultados favorables, siendo el PHCC el material con un
comportamiento mas cercano al de un sdlido elastico.

Se encontrd que la mezcla ya sea de PH o PHCC con alginato de sodio interfiere en la formacion
de la estructura tridimensional del mismo, lo cual se vio reflejado en una disminucién de sus
propiedades elasticas respecto a los geles obtenidos a las mismas concentraciones de alginato
de sodio pero diluido solo en agua destilada.
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3. Desarrollo de una metodologia para la
elaboracion de microportadores

3.1 Resumen

En este capitulo se describe la metodologia desarrollada para la elaboracion de microportadores
basados en una solucidn de alginato de sodio al 2% p/v. Todas las etapas que se llevaron a cabo y
los problemas que se abordaron y se solucionaron, dieron lugar a la obtencion de un montaje y
unas condiciones finales. Esta metodologia fue posteriormente extrapolada a la elaboracion de
microportadores basados en mezclas de plasma sanguineo crioconcentrado (PHCC) y alginato de
sodio al 1% p/v.

3.2 Introduccion

Uno de los principales problemas en ingenieria de tejidos es la disponibilidad de un numero
suficiente de células con el apropiado fenotipo para ser liberadas en el sitio de la herida. Esto
requiere una rapida amplificacion celular para reparar el tejido y restaurar la funcién (Malda &
Frondoza, 2006).

Dentro de las alternativas biomédicas existentes para la rapida amplificacion celular se encuentra
la elaboracion de particulas de tamaiio reducido (tipicamente entre 100-400 um) a partir de un
material, que no solo permita la adhesion celular sino que ademas le otorgue a las células un area
superficial de anclaje mayor a la obtenida en los métodos convencionales.

El uso de microportadores incrementa el area superficial por unidad de volumen. Este principio
se explica mejor a partir de la Tabla 3-1. En el extremo izquierdo donde se presenta un cubo de 4
cm de lado, que proporciona un area superficial de 16 cm?® para cada una de las caras y un area
superficial total de 96 cm®. Si este cubo se divide en 8 partes iguales, se obtendrian 8 cubos con
un area superficial de 32 cm?® cada uno, que darian un area superficial total de 192 cm®. Si este
procedimiento se repite hasta obtener cubos de 0,03125 cm de lado (312,5um), se obtendrian
2'097.152 particulas que proporcionarian un area superficial total de 12288 ¢cm?, similar a la
alcanzada con 163 frascos T75 (Tabla 3-2).
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Tabla 3-1:

Relacion entre el tamano de particula y el area superficial
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2 2 2 2
As_=75cm As . =150cm As_ =300cm As_=600cm
Tabla 3-2: Relacion entre el tamano de particula y el area superficial total
Longitud cara (cm) 4 2 1 0,5 0,25 0,125 0,0625 0,03125
Longitud cara (um) | 40000 20000 10000 5000 2500 1250 625 312,5
Area superficial
2 16 4 1 0,25 6,25E-02 | 1,56E-02 | 3,91E-03 | 9,77E-04
cara(cm”)
Numero de caras 6 6 6 6 6 6 6 6
NUmero de cubos 1 8 64 512 4096 32768 262144 2097152
Area superficial
2 96 192 384 768 1536 3072 6144 12288
total (cm”)
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La aproximacion del aumento del area superficial total obtenida a partir de la division de las
particulas cubicas permite visualizar como a partir de particulas de tamaiio micrométrico se
pueden alcanzar grandes areas superficiales. Dado que el método de fabricacion de
microportadores hace dificil su construccion en forma cubica, se adoptara la forma esférica que
es la mas comun y se adoptard como medida caracteristica el diametro de particula.

3.2.1 Caracteristicas generales de los microportadores

Entre las principales caracteristicas que deben tener los microportadores se encuentran: la
distribucion de tamafio, la densidad especifica, la composicion quimica y las caracteristicas
estructurales.

- Dado que el numero de células que se adhieren a la superficie depende del diametro del
portador, la distribucion de tamafo debe ser lo mas estrecha posible para proveer un
cultivo homogéneo. La densidad especifica de los microportadores debera ser
ligeramente mayor que el medio de cultivo (tipicamente entre 1.02 y 1.10) para permitir
que estos se mantengan en suspension durante la agitacion.

- La composicion quimica de los microportadores determina su biodegradabilidad. Es de
esperarse que el material sea biodegradable para disminuir una respuesta inmune por
parte del organismo. Deben ser esterilizables sin comprometer su integridad estructural
(Malda & Frondoza, 2006).

En la Tabla 3-3 y la Tabla 3-4 se describen diferentes tipos de microportadores comerciales,
empleados en ingenieria de tejidos (Malda & Frondoza, 2006; Chen et al., 2011). Es posible
observar que los tamafios de particula oscilan entre 100-400 pm, permitiendo areas superficiales
entre 255 y 4400 cm’/gramo. Dentro de los materiales empleados para su fabricacion se
encuentran dextran, plastico, vidrio, celulosa, gelatina y colageno entre otros y aunque
predomina la forma esférica, también es posible encontrar portadores cilindricos.

3.2.2 Microportadores comerciales. Principales materiales empleados

Quitosano. El quitosano es un polisacarido lineal semicristalino compuesto de unidades de N-
acetil D-glucosamina y D-glucosamina (Yang et al., 2010). Ha sido ampliamente usado en
ingenieria de tejidos por sus caracteristicas biodegradables, su biocompatibilidad y la ausencia
de toxicidad. La formacidn de geles puede ser obtenida mediante entrecruzamiento con
glutaraldehido o intercambio idnico con polifosfatos y sulfatos (Sinha et al., 2004). Dentro de las
técnicas para la elaboracion de microesferas a partir de quitosano se encuentran:
aspersion/secado, intercambio idnico y entrecruzamiento por emulsion, entre otros (Eibes et al.,
2010). A partir de este Ultimo método Chen et.al. (2006) obtuvieron microportadores con
tamanos entre 100 y 200 um, que soportaron apropiadamente fibroblastos murinos y humanos,
sin presentar efectos citotdxicos.



92 Generacién de microportadores basados en mezclas de alginato de sodio y fibrinégeno
Tabla 3-3: Microportadores comerciales.
Nombre . Tamaiio As Cant, Dens .
. Fabricante 2 - ay 2 Material
comercial (pm) (cm®g™) (g”) (gmL™)
Amersham Matriz de dextran sustituida
Cytodex 1 Biosciences, 147-248 4400 4,3x1o6 1,03 con grupos N-
Suecia dimetilaminoetil
§ Matriz de dextran sustituida
5 Amersham .
3 | Cytodex2 Biosciences 135-200 3300 4 1x10° 1,04 con una capa superficial de
a] y Suecia ! ! ! grupos N,N,N-trimetil-2-
hidroxiaminopropil
. . Matriz de dextran con capa
Hill SoloHill, USA - > i,
illex oloHill, 150-210 350 5,0X10 1,1 superficial tratada
Cubierta
2- Plasti i n
de SoloHill, USA 150-210 380 4,5%10° 0 . astico cubierto co
plastico 1,04 colageno desnaturalizado
Plastico cubierto con
° Plastic SoloHill. USA 150210 380 4,5x10° 1,02- colageno desnatura!izgdo,
= Plus ! ! 1,04 que promueve la rapida
-3 adhesion
o
.. Nunc, 4 —
Biosilon Dinamarca 160-300 255 5,1X10 1,05 Poliestireno
Amersham
Cytoline 2 Biosciences, 400-2500 >1000 n/a* 1,03 Polietileno y silica
Suecia
2 Vidrio 1,02-
S . SoloHill, USA 150-210 380 4,5x10° ! Plastico cubierto con vidrio
S cubierto 1,04
(]
[ Amersham
(=} Cytopore L Aprox
> y 1p Biosciences, 200-280 1sz0’ n/a* 1,03 Celulosa
9 Suecia
Percell
Cultispher S 6 Gelatina porcina
Biolitica 130-380 n/a* 1,0X10 1,0
e G ! 303 / ! 104 entrecruzada
S Suecia
< Percell
(] . . .
WO | Cultispher S 5 Gelatina porcina
Biol - nf/a*
S é?J:CIiC:’ 130-380 fa 8,0xa0 104 entrecruzada
Amersham Matriz de dextran con una
oo capa delgada de colageno
Cytodex Biosciences, 141-211 2700 ox10° 1,0 .
y 3 Suecia ! 4 7 3 104 de piel de cerdo
g desnaturalizada
(=)}
o
S MP
Y 13 ino tipo |
Cellagen Biomedicals, 100-400 nf/a* n/a* n/a* Colageno bovino tipo
USA altamente entrecruzado
*n/a: No aplica. **Adaptado de Malda & Frondoza (2006).
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Tabla 3-4: Microportadores evaluados para el crecimiento de hESC (human Embryonic Stem
Cells).
Area .
. . . ‘s . . . Material de
Microportador**#* Fabricante Dimension superficial Matriz
2 - cobertura
(cm’g™)
Cilindro
DEs3 Whatman, UK | L 130+ 60 pm 6800 Celulosa Dietilaminoetil
x D 35%7 um
Cilindro
DEs2 Whatman, UK | L 130+ 60 um 6800 Celulosa Dietilaminoetil
x D 35+-7 um
Cilindro i
Amonio
QAs52 Whatman, UK | L 130+ 60 pm 6800 Celulosa )
cuaternario
x D 35%7 um
Cilindro
CMs52 Whatman, UK | L 130+ 60 um 6800 Celulosa Carboximetil
x D 35%7 um
GE
Esfera Dextran N-
Cytodex 1 Healthcare, 4400 . L .
i 190+58 um entrecruzado dimetilaminoetil
Suecia
GE )
Esfera Dextran Colageno
Cytodex 3 Healthcare, 2700 :
] 175 +36 pm entrecruzado desnaturalizado
Suecia
) Esfera Gelatina )
Cultispher G Hyclone 40000 Gelatina
2554125 UM entrecruzada
GE Celulosa de
Esfera , T .
Cytopore 2 Healthcare, 11000 algodoén Dietilaminoetil
i 240240 pm
Suecia entrecruzada
Tosoh i
Toyopeart AF-Tresyl- o Esfera Metracrilato ) ) .
Bioscience, 4200 ) i Amina primaria
650M (Tosoh 65PR) ] 6525 pm hidroxilado
Japon
Tosoh )
TSKge1 Tresyl-5PW L Esfera Metracrilato ) .
Bioscience, 9000 ) ) Amina primaria
(Tosoh 10 PR) Jap6 10 pm hidroxilado
apon

***Adaptado de Chen et.al. (2011)

Gelatina. Las microesferas porosas CultiSpher® (Percell Biolytica AB, Suecia), son los
portadores a base de gelatina mas conocidos y empleados en la expansidn de células animales.
Se obtienen a partir de gelatina porcina y han sido empleados con éxito en la proliferacion de
queratinocitos humanos, mejorando etapas cruciales en el tratamiento de heridas cutaneas
como son el cultivo, transporte y trasplante de las células al sitio de herida, perfilandose como un
tratamiento promisorio para pacientes con quemaduras u otro tipo de heridas cutaneas
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(Gustafson et al., 2007; Seland et al., 2011). Asi mismo, se han empleado como soporte para el
cultivo de condrocitos nasales, encontrando una mejor expansion y diferenciacion respecto al
cultivo tradicional en dos dimensiones (Sommar et al., 2010) y se han usado con éxito en la
produccion a gran escala de osteoblastos y condrocitos en medios libres de suero (Alfred et al.,
2011).

Diversos autores reportan el uso de microportadores basados en gelatina para el cultivo de
células endoteliales humanas (Tashiro et al., 2012), fibroblastos autélogos (Huang et al., 2008) y
osteoblastos autdlogos, obteniendo en todos los casos células viables, correctamente
diferenciadas y sobre un material que presenta una adecuada biocompatibilidad (Lau et al.,
2010).

Cytodex 1. Los microportadores de Citodex® 1 (GE Healthcare, USA) estan formados de una
matriz de dextran cargada positivamente con grupos de N-dimetilaminoetil distribuidos de
forma uniforme en toda la matriz. Dentro de las principales aplicaciones de estos portadores se
encuentran:

- Multiplicacion y diferenciacion de células animales, entre las que se destacan células
multipotentes de rata, expandidas y diferenciadas a células hepaticas (Park et al., 2010) y
células mesenquimales de raton (Yang et al., 2007), ambos tipos celulares anclaje
dependientes.

- Cultivo de células Vero a nivel de biorreactor (Petiot et al., 2010), cultivo de células CHO
en un reactor Taylor tipo vortex (Santiago et al., 2011)

- Propagacion de virus: Souza et.al. (2009) propagaron virus de la fiebre amarilla (17DD) en
células Vero cultivadas en microportadores de Cytodex-1, en un reactor agitado con
medio libre de suero. Hu et.al. 2008 usaron Cytodex-1 para producir la vacuna de la
influenza HSN1 y Hundt et.al. (2007) usaron Cytodex-1 para la produccion de la vacuna
contra enteritis a escala de 1L empleando biorreactor.

Los microportadores que se encuentran disponibles comercialmente ofrecen una alternativa
para mejorar los tiempos de propagacion celular respecto al método de cultivo tradicional, sin
embargo, a conocimiento del autor aun no se han desarrollado microportadores que puedan ser
implantados directamente en el sitio de la herida. Uno de los objetivos de la presente
investigacion fue desarrollar un mecanismo de elaboracidon de particulas esféricas de tamano
micrométrico, a partir de un material biodegradable y biocompatible, que permita su implante
en heridas cutaneas y que a su vez favorezca la proliferacion celular. Asi mismo, se buscd
desarrollar una metodologia econdmica y facil de replicar a nivel clinico, de tal forma que fuera
aplicable en paises de desarrollo como Colombia, cuyo sistema de salud tiene grandes carencias.
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3.3 Materiales y métodos

3.3.1 Alginato de sodio 1% p/v.

Se disolvieron 31,02 gramos de alginato de sodio (Sigma-Aldrich A2033, Saint Louis MO, USA) en
700 mL de agua destilada. Se sometio a agitacion magnética y a calentamiento (50°C) durante 12
horas, para favorecer la disolucion del alginato de sodio. Transcurrido este tiempo se dejo la
mezcla a temperatura ambiente durante 12 horas para permitir el ascenso de las burbujas y
luego se llevd a un volumen final de 1000 mL con agua destilada en un matraz aforado para
obtener una solucion de alginato de sodio 3% p/v. Seguido de esto fue disuelta con agua
destilada hasta alcanzar una concentracion final de alginato de sodio 1% p/v.

3.3.2 Solucién de CaCl, al 3% p/v

Se disolvieron 39,74 gramos de CaCl,-2H,O grado analitico (Carlo Erba Reagents, Rodano,
France) en 700 mL de agua destilada en un vaso de precipitado y se mezclaron empleando un
agitador de vidrio. Una vez disuelto el CaCl,-2H,0, se llevo la solucién a un matraz aforado de
1000 mL y se completd el volumen con agua destilada, para obtener una solucion de CaCl, al 3%
p/v (270mM).

3.3.3 Montaje empleado para la elaboracion de los microportadores

En la Figura 3-1 se presenta un esquema del montaje empleado para la elaboracion de las
microesferas, similar al usado por Mazzitelli et.al. (2011). El sistema consta de una boquilla de
aspersion en acero inoxidable 316, que fue provista por la compaiia Spraying Systems Co®, la
cual esta constituida por un cabezal de aire (air cap), un cabezal de salida de liquido (fluid cap) y
un cuerpo con dos entradas coaxiales, perpendiculares a la direccion del flujo que permiten el
ingreso del liquido y el aire (Figura 3-2). Se empled una bomba peristaltica para alimentar el
alginato de sodio al 1% p/v a la boquilla y la presion del aire de alimentacion se midié mediante
un manometro, sequido de un filtro de membrana de tamafo de poro 0,45 pm. La mezcla se
asperjé en 100 mL de CaCl, (3% p/v) contenidos en una caja de Petri de 10 cm de didmetro.
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Bomba Boacliuilla
peristdltica €  Membrana _
aspersion  de 0,45 um Aire
comprimido
<= @,
P
\LQU’/ Mandmetro
Alginato
1% p/v
ap
U <] ‘ Solucién de
i Cacl,
al 3% p/v
Figura 3-1: Montaje para la elaboracion de microportadores

Cabezales de salida Cabezal de salida del liquido Cuerpo en acero inoxidable para
del aire Ref. PF40100-5S conexion de aire y liquido
Ref. 1/4J-SS
Figura 3-2: Sistema empleado en la aspersion. Tomado de (Spraying-Systems-Co., 2012)

3.3.4 Seleccion del cabezal de salida de aire

En la Tabla 3-5 se presentan los tres tipos de cabezales de salida de aire empleados para la
fabricacion de microportadores mediante aspersion de alginato de sodio (1% p/v) sobre una
solucion de CaCl, al 3% p/v. Los cabezales varian respecto al tipo de mezcla (interna o externa) y
al patron de rociado que generan.
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Tabla 3-5: Cabezales de aire evaluados
Boquilla
:I\lo Esquema Referencia Descripcion Patron de rociado
R e T':-f
Ref. PA140- | (opesal que permite la G
e ;
1 6-37-70°55 mezcla interna del
liquido y el aire.
Cabezal que permite la
¢ ‘ Ref. 122281- g
ﬁ.‘ﬂ f mezcla externa del o
2 60°55S o _ 5
\\ &/ liquido y el aire %
Ref. Cabezal que permite la
PA1401110 mezcla interna del "
: s | 7 %
liquido y el aire. g

En la Tabla 3-6 se presentan las condiciones de presion y altura a las que se evaluaron cada uno
de los tres cabezales de aire descritos en la Tabla 3-5. Se realiz6 un disefo factorial que dio lugar
a 18 experimentos, con los cuales se buscaba seleccionar un sistema que fuera extrapolable a
condiciones de trabajo estériles y que a su vez permitiera la formacion de esferas con diametros
entre 100-300 pm.

Tabla 3-6: Condiciones de operacion y cabezales de aire evaluados
Experimento | Presion | Boquilla Altura | Experimento | Presion | Boquilla | Altura
Ne (psig) Ne (cm) Ne (psig) Ne (cm)
1 10 1 20 10 10 2 30
2 15 1 20 11 15 2 30
3 20 1 20 12 20 2 30
4 10 1 30 13 10 3 20
5 15 1 30 14 15 3 20
6 20 1 30 15 20 3 20
7 10 2 20 16 10 3 30
8 15 2 20 17 15 3 30
9 20 2 20 18 20 3 30
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3.3.5 Condiciones de operacion para el cabezal de salida de aire
seleccionado

Una vez seleccionado el cabezal de aire, se evalud la influencia de la presion de entrada de aire, el
caudal de alimentacion del alginato de sodio y la altura de la boquilla en la morfologia y el
tamano de particula. En la Tabla 3-7 se presentan los pardmetros medidos, su significado y
rangos en que fueron evaluados. Se realizé un disefio factorial tal como se presenta en la Figura
3-3. El ensayo se realizd por duplicado, para un total de 24 experimentos. La variable de
respuesta fue la el porcentaje de particulas con didmetros entre 100 y 300 pm. Se seleccionaron
las condiciones de operacion que generaron un mayor numero de particulas respecto al total en
este intervalo.

Tabla 3-7: Parametros evaluados generacion de microportadores
Pardmet Significad Valores
arametro ignificado
g evaluados
Caudal Flujo volumétrico de alginato de sodio al 1,6% alimentado 2.2mL-min™
auda , .
a la boquilla de aspersion 5.7 mL-min™
Distancia medida entre la boquilla de aspersion y la
, , 20cm
Altura superficie de la solucion de cloruro de calcio al 3% p/v
ocm
contenida en una caja de Petri 3
. -, - . 5 psig
. Hace referencia a la presion manométrica de aire que se ,
Presion . . . 7 psig
inyecta coaxialmente a la boquilla para generar el aerosol ,
9 psig
-{ Presién 5 psig
Altura 20 cm H Presi6n 7 psig

Presién 9 psig

Caudal : 2.2 mL-min?

Presién 5 psig

Altura 30 cm )- Presion 7 psig

Presién 5 psig

Altura 20 cm )- Presi6n 7 psig

Presién 9 psig

Caudal : 5.7 mL-min=

Presién 5 psig

Altura 30 cm )- Presién 7 psig

Presién 9 psig ‘
Presién 9 psig ‘

S pm— p—— SN m— —— S m—— —— S p—

Figura 3-3: Variables involucradas en el tamafo de particula y su distribucion
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3.3.6 Caracterizacion morfoldgica y dimensional de los
microportadores

La morfologia de los microportadores fue evaluada mediante microscopia 6ptica (Motic Bz
Series). Los ensayos se realizaron por duplicado. Se tomaron (5) cinco microfotografias para cada
ensayo. El tamafio de particula y su distribucidon fueron determinados mediante el analisis de las
fotografias empleando el software de distribucion libre Image J®, siguiendo la metodologia de
Wang et.al. (2008) y el programa Motic Images Plus 2.0 asociado al microscopio. Se empled
tincion con azul de toluidina al 0,5%p/v en metanol, en una relacion de volumen 1:5 con respecto
a la solucion con las particulas de alginato suspendidas. En el anexo C se describe
detalladamente el procedimiento empleado en el procesamiento de las imagenes. (Wang et al.,
2008)

3.3.7 Analisis estadistico

El tamafo de particula se presenta como el indice SPAN que corresponde a una medida del
ancho de la distribucion respecto a la medianay se calcula con los percentiles Dggoq, D10os Y D509,
tal como se expresa en la ecuacidn 3-1, siguiendo la metodologia empleada por Andreas et.al.
(2011) y Wen et.al. (2011).

D9y, — D1oo,

SPAN =
DSO% ( 3'1)

Asi mismo, se presenta el grafico de tolerancia que permite apreciar visualmente la cantidad de
particulas por fuera del rango de especificacion.

3.4 Resultados y discusion

3.4.1 Cabezal de aire N21
En la Tabla 3-8 se presentan las fotografias de las esferas obtenidas con el cabezal de aire N°1. El
sistema consta de un cabezal de mezcla interna de liquido y aire y seis (6) aberturas dispuestas
de forma tal que generan un patron de rociado circular (Figura 3-4), cuyo diametro es
proporcional a la altura de la boquillay a la presion del aire.

Elemento
receptor
del rociado

Figura 3-4: Patron de rociado cabezal de aire N°1
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Tabla 3-8:

Microesferas obtenidas con el cabezal de aire N° 1

Cabezal de aire N° 1

Presion de entrada del aire: 10 psig

Altura de la Cabezal de aire N°: 20 cm

Altura de la boquilla N°: 30 cm

I o -~'0(L
5 o,).i o o \J{
WA X e 2 Y &
A OSIES  A

El diametro de salida de la mezcla liquida excede el
diametro de la caja Petri (@:10 cm)

Esta configuracion y las posteriores (mayor presion
y diferentes alturas) no son apropiadas para la
formacion de microesferas en condiciones estériles
porque la mezcla asperjada excede el tamaio de la
caja de Petri.

P e N 4

e
V4 /ﬂ“" 355 ength : 1000.0 um|
' d\mr\ s

- Se forman particulas de tamanos que oscilan entre 5o y 1000 pm. La distribucion del tamano de
particula es heterogénea
- Las particulas no presentan una forma bien definida y algunas se encuentran fracturadas

A medida que se incrementa la distancia entre la boquilla (d) y el elemento receptor del rociado,
se aumenta el radio de aspersidon. Lo mismo ocurre con el aumento de la presidon. Dado que el
patron de rociado excede el diametro de la caja de Petri empleada (@=10cm) para las
condiciones mds bajas evaluadas (presion: 10 psig y altura: 20 cm), se descarto la posibilidad de
emplear este cabezal, considerando ademas que su uso dificultaria la conservacion de las

condiciones esteériles.

3.4.2 Cabezal de aire N22

El cabezal de aire N°2, a diferencia del N°1, permite conformar un sistema de mezcla externa de
liquido y aire con dos (2) aberturas dispuestas una en frente de la otra, formando un patron de
rociado horizontal (Figura 3-5). En la Tabla 3-9 se presentan los resultados de las esferas
obtenidas con esta configuracion. Para la presién mas baja evaluada (P=10 psig) se observa que
se obtienen particulas de forma bien definida, sin embargo su tamafio excede en mas de cinco
veces el promedio de particula (200um) del intervalo de interés (100-30o0um). Con el aumento
de la presidn (P=15y 20 psig) se disminuye el tamaio de particula, pero se pierde homogeneidad

en la distribucion de tamano y se va perdiendo la forma esférica de las particulas.

Elemento
receptor
del rociado

Patron de rociado cabezal de aire N°2

Figura 3-5:
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Tabla 3-9:

Microesferas obtenidas con el cabezal de aire N° 2

Cabezal de aire N°2

Presion de entrada del aire: 10 psig

Alturadela boquilla: 20cm

Altura de la boquilla: 30 cm

- Se forman particulas esféricas, bien definidas y
con una distribucidn de tamafio homogénea

- El diametro obtenido con esta configuracion
excede 1000pm

Perimetro : 9267.7 um

- Al aumentar la altura de la boquilla y mantener
la presion, se obtienen particulas de mayor
diametro y se observa la aparicion de particulas
de diametro inferior a 1000um dando lugar a
una distribucion heterogénea del tamafio.

Cabezal de aire N°2

Presion de entrada del aire: 15 psig

Altura de la boquilla: 20 cm

0 R >
- 49@ ﬂ.dg,ﬂ‘.?fl?i

’ Lo Lok WA

- Con el aumento de la presion se disminuye el

tamafio de particula pero se pierde
homogeneidad.
- El diametro obtenido con esta configuracion

excede 1000um.

Altura de la bqu|IIa 30cm

- Al aumentar la altura de la boquilla y aumentar
la presion, se obtienen particulas de forma
esférica bien definida y con una distribucion de
tamafo mas homogeénea.
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Tabla 3-9: (Continuacion)

Cabezal de aire N°2

Presion de entrada del aire: 20 psig

AItura de la boquilla: 20 cm

. ' .%. AN  J|Radio : 100.0 um
d‘ I larea : 31415.9cuadradoum
Perimetro : 628.3 um

A -On 3y 4
r’.‘.‘g! 1. 0.3 570
. & -

’if‘-i‘

MLl
enth 1000.0 um
=L w0
i PN ] -
- Se forman particulas de tamafos que oscilan
entre 50 y 1000 pm. La distribucion del tamafio
de particula es heterogénea

- Algunas particulas se encuentran fracturadas
- El aumento de presion da lugar a la formacion
de particulas mas pequefias pero con forma

menos definida.

Altura de Ia bqu|IIa 30cm.

Area : 38013.3Cuadradoum|
erlmetro 691.2 um

Flat Vi

")f.;"l‘,".‘:. 0 4
A "’@
.‘:]\"‘ . : ﬁ(') ('x.‘j b)(.l ; o
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- Seforman pocas esferas

- Se observa material fracturado y sin forma
definida

- Elaumento simultaneo de la presion y la altura
afectan tanto el tamano con la forma de las
particulas

3.4.3 Cabezal de aire N23

En la Tabla 3-10 se presentan los resultados obtenidos con el cabezal de aire N° 3, el cual da

lugar a la formacion de un patron de rociado circular similar al del cabezal N° 1, sin embargo por
!

tener solo un orificio, el liquido asperjado se concentra en un solo punto (Figura 3-6). Para la

altura mas baja evaluada (20 cm) se observa una fractura de las particulas con el aumento de la

presion, esto se debe al fuerte choque entre el liquido asperjado y la solucion receptora. Cuando
la presion se lleva hasta 20 psig, el liquido asperjado desplaza la solucién de calcio fuera de la caja
Petri y no se da lugar a la formacion de microesferas. Con el aumento de la altura (3ocm) se

consigue una distribucion homogénea del tamano de particula para la presidn intermedia (15

psig) evaluada.

Elemento
receptor
del rociado

| d
Figura 3-6:

Patrdon de rociado cabezal de aire N°3
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Tabla 3-10: Microesferas obtenidas con el cabezal de aire N° 3

Cabezal de aire N° 3 Presion de entrada del aire: 10 psig

Altura de la boquilla: 20 cm

Altura dela bqu|IIa 3o0cm

Area : 502654 BCuadradoum
erimetro : 2513.3 um

- Se forman particulas de tamafios superiores a
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enth 1000.0 um|

1000dM.
- Presentan una forma bien definida
- No hay aglomerados

SV
,}V G
p i st
Ay 2 |4n|_1

enth 1000 u um ‘

Se forman particulas de tamafos superiores
a1000um.

Algunas particulas presentan una forma bien
definida. Hay una distribucion heterogénea
del tamafio de particula

Cabezal de aire N° 3

Presion de entrada del aire: 15 psig

Altura de la boquilla: 20 cm
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- Seforman particulas de tamafos superiores entre
100 Y 1000M.

- Las particulas no presentan una forma bien
definida y se encuentran fracturadas

- Hay una distribucion heterogénea del tamafio de
particula

- El aumento de la presion da lugar a la formacion
de particulas mas pequefas.

Altura de la bqu|IIa 30 ¢cm
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Se forman particulas de tamafos que oscilan
entre 50y 200 um.
Las particulas presentan una forma bien
definida, aunque algunas de ellas se
encuentran fracturadas
El aumento simultaneo de la presion vy la
altura dan lugar a una distribucion mas
homogénea del tamafo de particula.
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Tabla3-10. (continuacion)

Cabezal de aire N° 3 Presion de entrada del aire: 20 psig

Altura de la boquilla: 20 cm Altura de la boquilla: 30 cm

- Esta configuracion no es apropiada para la
formacion de esferas porque debido a la alta
presion de ingreso del aire, el liquido salpica fuera
de la caja Petri y no se da lugar a la formacion de
microesferas.

- Seforman particulas de tamafos que oscilan
entre 5o y 1000 pm. La distribucion del
tamafio de particula es heterogénea

- Las particulas no presentan una forma bien
definida y algunas de ellas se encuentran
fracturadas

Las diferentes observaciones obtenidas como resultado de la evaluacion de los tres cabezales
permitieron dilucidar la influencia de la presion en el tamafno y forma de las particulas,
encontrando en todos los casos una relacion inversamente proporcional, esto indica que con el
aumento de la presion se obtienen particulas de menor tamano y esfericidad. Asi mismo se
encontro que la altura y el tipo de boquilla pueden afectar la funcionalidad del sistema al ser
extrapolado a condiciones estériles. Teniendo en cuenta los criterios de tamaiio y distribucion de
particula, asi como la funcionalidad del sistema, se seleccioné el sistema formado con el
cabezal de aire N° 3 para los ensayos posteriores.

3.4.4 Seleccion de las condiciones de operacidon para el cabezal N2 3

Empleando el montaje presentado en la Figura 3-1 y variando las condiciones de operacidn
(Tabla 3-7) se obtuvieron las distribuciones de tamario de particula descritas a continuacion.
Cada una de las tablas contiene las condiciones de presion, flujo y altura evaluados. A su vez se
presentan a manera de ejemplo, dos de las imagenes obtenidas, ya procesadas siguiendo la
metodologia descrita en el anexo C. Asi mismo, se presenta un grafico de tolerancia que se
construyo tomando el diametro de cien (100) particulas de forma aleatoria, con el fin de
visualizar la distribucion del tamaiio de particula frente al intervalo de interés comprendido entre
100 y 300 um. Finalmente se presenta un histograma, que relaciona la frecuencia del nUmero de
particulas, expresada en porcentaje, con intervalos de tamafio de particula entre o y 50 pum,
hasta 8oo um.
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Tabla 3-11:

Ensayoa

Presion: 5 psig

‘ Flujo: 2.2 mL-min™

‘ Altura: 20cm

Diametro de
particula (pm)

Grafico de tolerancia

s

Intervalo de
interes (pum)

Mumero de ohservaciones
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Frecuencia (%)
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Diametro de particulas (um)

750
800

Frecuencia particulas entre 100-300um: 60%

No se observan particulas fracturadas. Prevalece la
forma esférica de las particulas en los campos
visuales observados.

El ensayo 1 corresponde a las condiciones mas bajas
evaluadas de presion, alturay flujo de liquido. Se
obtiene una distribucion homogénea del tamafio de
particula y éstas no se encuentran fracturadas.




106

Generacién de microportadores basados en mezclas de alginato de sodio y fibrinégeno

Tabla 3-12:

Ensayo 2

Presion: 7 psig

‘ Flujo: 2.2 mL-min™

‘ Altura: 20cm
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Frecuencia particulas entre 100-300 pm: 36%
No se observan particulas fracturadas.

Al aumentar la presion de 5 a 7 psig, se observa un
incremento del porcentaje de particulas con
tamanos entre 50-100 pm (60%). Dado que las
demas condiciones permanecen constantes es
posible inferir que esta disminucion del tamafio de
particula esta directamente relacionado con el
aumento de la presion.
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Tabla 3-13: Ensayo 3

Presion: g psig ‘ Flujo: 2.2 mL-min™ ‘ Altura: 20 cm
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Frecuencia particulas entre 100-300 um: 41%

Se empiezan a observar particulas fracturadas, con
forma de 6valo. El aumento de la presionde 7a 9
psig no incidid significativamente en el tamafio de
particula pero sien la forma de éstas.

De las observaciones recolectadas en los ensayos
1,2y 3 se concluye que a bajas presiones se
favorece la formacion de particulas con didmetros
dentro del intervalo de interés (100-300pm) y
ademas estas no pierden su forma esférica y no se
fracturan.
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Tabla 3-14:

Ensayo 4

Presion: 5 psig

‘ Flujo: 5.7 mL-min™ ‘ Altura: 20 cm

Didmetro de
particula (pum)
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Frecuencia particulas entre 100-300 pm: 4£5%

Al igual que el ensayo 1, no se observan particulas
fracturadas. Prevalece la forma esférica de las
particulas en los campos visuales observados, sin
embargo el aumento del flujo de 2.1 a 5.7 mL-min™
dio lugar a la reduccion del porcentaje de particulas
dentro del intervalo de interés (100-300pm)
pasando de un 58 a un 37%, aumentando de esta
forma el nimero de particulas con diametros
inferiores a 200um.
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Tabla 3-15: Ensayo 5
Presion: 7 psig ‘ Flujo: 5.7 mL-min™ Altura: 20 cm
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Frecuencia particulas entre 100-300 um: 34%

Para un flujo de 5.7 mL-min™ el aumento de la
presion de 5 a 7 psig, da lugar al aumento del
porcentaje de particulas con diametros superiores a
3oopm, dando lugar a una mayor dispersion del
tamario de particula.
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Tabla 3-16:

Ensayo 6

Presion: g psig

‘ Flujo: 5.7 mL-min™

‘ Altura: 20cm
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Tabla 3-17:

Ensayo 7

Presion: 5psig

‘ Flujo: 2.2 mL-min™

‘ Altura: 30cm
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Frecuencia particulas entre 100-300 pm: 62%

Se obtienen particulas de forma esférica bien
definida. De todas las configuraciones evaluadas,
ésta es la que arroja el mayor nimero de particulas
dentro del intervalo de interés (100-300pm).

Se observa que para los valores mas bajos de
presion (5psig) y flujo (2.2 mL-min™) evaluados, el
incremento de la altura de la boquilla (de 20 a 30
cm) incide positivamente en la distribucion del
tamafio de particula, obteniéndose mayor nimero
de particulas en el intervalo deseado.
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Tabla3-28: Ensayo8

Presion: 7 psig ‘ Flujo: 2.2 mL-min™ ‘ Altura: 30cm
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Se observo el mismo efecto (ensayo 2) para una
altura de 20 cm.

[}

o O O O O o O [ e -]
N owmowmowmoLwmowmoLwmowmno
— Mm ™ O N~ ©

o O O O O

N N <+ ¥ 1N n O

Diametro de particulas (pum)




Capitulo 3. Desarrollo de una metodologia para la elaboracion de microportadores

113

Tabla 3-19:

Ensayo g

Presion: g psig

Flujo: 2.2 mL-min™

‘ Altura: 30cm
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Frecuencia particulas entre 100-300 um: 42%

Al llevar la presion hasta 9 psig se pierde la

esfericidad de las particulas y empiezan a
fracturarse. Esto se evidencia al observar en las
fotografias gran cantidad de particula sin forma

definida.

Se observd el mismo efecto (ensayo 3) para una
altura de 20 cm.
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Tabla 3-20: Ensayo 10
Presion: 5 psig ‘ Flujo: 5.7 mL-min™ ‘ Altura: 30cm
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Frecuencia particulas entre 100-300 pm: 44%

El aumento del flujo (2.1 a 5.7 mL-min™) trae como
consecuencia una disminucion del porcentaje de
particulas de tamafio no deseado.
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Tabla3-21:  Ensayo11
Presion: 7 psig ‘ Flujo: 5.7 mL-min™ ‘ Altura: 30cm
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Frecuencia particulas entre 100-300 um: 29%

Nuevamente el aumento de la presion de 5 a 7 psig
hace que predominen las particulas con didmetros
inferiores a 200um.

Se observa fractura en las particulas y pérdida de la
forma esférica.
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Tabla3-22:  Ensayo12
Presion: g psig ‘ Flujo: 5.7 mL-min™ ‘ Altura: 30cm
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3.4.5 Distribucion del tamaiio de particula

Se analizé la influencia de la presidn de aire, el flujo de alginato y la altura de la boquilla en el

tamano de particula, por segmentos de tamano de particula asi:

Tabla 3-23:

diametros inferiores a 100 pm.

Porcentaje de particulas con didmetros inferiores a 100 pm.
Porcentaje de particulas con diametros entre 100 y 300 pm.
Porcentaje de particulas con didmetros superiores a 300 pm.

Efecto de la presion, el flujo y la altura en la obtencidn de particulas con

Superficies de respuesta
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En la Tabla 3-23 se presenta la superficie de respuesta obtenida al variar la presion de aire y el
flujo de alginato, manteniendo la altura constante y se desea analizar el efecto de la presion, el
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flujo y la altura sobre la frecuencia (%) de particulas con didmetros inferiores a 10oum, para las
dos alturas evaluadas (20 y 30 cm), con el objetivo de seleccionar aquellas condiciones que no
favorezcan la formacion de particulas de este tamafo, ya que se encuentran por fuera del
intervalo de interés.

Se observa para ambas alturas que hay una region (naranja - rojo) comun, a la presion de 7 psig
para los tres flujos evaluados, en la que se favorece la formacion de particulas con didmetros
inferiores a 100 um. Se debe evitar por tanto esta region, para lo cual se deberia aumentar o
disminuir la presion de salida de aire, que esta directamente relacionada con la velocidad de flujo
del mismo.

Si se aumenta la presion, se observa para ambas alturas, que el porcentaje de particulas con
diametros inferiores a 200 pm empieza a disminuir, pero no lo hace significativamente. Ademas,
desde el punto de vista operativo, cuando se aumenta la presion de salida del aire, la solucion de
alginato golpea muy fuerte la solucion de calcio y empiezan a generarse salpicaduras, lo cual no
es aconsejable silo que se requiere es replicar este procedimiento en condiciones estériles.

Del analisis de las figuras condensadas en la Tabla 3-23 se concluye que es aconsejable emplear
presiones de salida del aire inferiores a 7 psig. Asi mismo, al comparar las vistas superiores de la
superficie de respuesta de las dos alturas, se observa que para las condiciones mas bajas de
presion y flujo de salida de alginato, la condicion de altura mas apropiada es la de 30 cm, porque
para estas condiciones no se favorece la formacion de particulas con didmetros inferiores a 100
um.

En la Tabla 3-24 se presenta la superficie de respuesta para el intervalo de interés (100 — 300
pm). El objetivo es seleccionar las condiciones de operacion (Tabla 3-7) que permitan formar la
mayor cantidad de particulas en el intervalo de interés y que a su vez sean extrapolables a
condiciones estériles.

Al analizar las superficies de respuesta para las dos alturas se encuentra que las condiciones mas
favorables son la presion mas baja evaluada (5 psig) y el flujo de alginato mas bajo (2.2 mL min™)
y para una altura de 30 cm se obtiene el mayor nUmero de particulas en el intervalo deseado
(65%). Asi mismo, se observa que el aumento de la presion tiene un mayor efecto sobre el
tamano de particula que el flujo de alginato.

En la Tabla 3-25 se evaluUan las condiciones de presion de aire, flujo de alginato y la altura de la
boquilla que favorecen la obtencion de particulas con diametros mayores a 300 um y que deben
ser evitadas por encontrarse este tamafio por fuera del intervalo de interés. Se observa que el
porcentaje de particulas en este intervalo es relativamente bajo y que su comportamiento no es
consistente para las dos alturas evaluadas. Por una parte se observa que para la altura de 20 cm
las condiciones menos favorables son el flujo mas alto (2.2 mL min™) a la presidn mas baja (5
psig) y el flujo mas bajo (5.7 mL min™) a la presion mas alta (9 psig), mientras que para la altura
de 30 cm, el porcentaje de formacion de particulas con didmetros mayores a 300 pm se reduce
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significativamente con el aumento de la presion independiente del flujo de alginato para las

condiciones evaluadas.

Tabla 3-24:

diametros entre 100y 300 pm.

Efecto de la presion, el flujo y la altura en la obtencidn de particulas con

Superficies de respuesta

Altura 20 cm

Alturazocm

Altura 20 cm
(% particulas 100-300 um)

(100-3004m)
-

Pporcentaje de particulas

30
35
]
45
—/3 50
/43 55
. 60

Pporcentaje de particulas
(100-300um)

Altura 30 cm
(% particulas 100-300 um)

——

Presign (p: sig)

Altura 20 cm

Vista superior

(% particulas 100-300 pm)

5.5

wu
=)

e
o

>
o

35

Flujo (mL min'lj

3.0

2.5

5.0 5.5

6.0 6.5

7.0 7.5 8.0 8.5 9.0

Presion (psig)

5.5

50

- 30 o
. 35 'z
40 g 40
N 45 '§ ’
150 3

I 55 2 35 -
N 60 =

3.0 1

2.5 1

5.0

5.5

6.0

Altura 30 cm
(% particulas 100-300 um)

6.5 7.0 7.5 80 85

Presién (psig)

9.0

. 20
I 30
40
[ s0
3 60
. 70

Desde el punto de vista operativo, la formacion de particulas con didmetros superiores a 300um
ocurre porque al final de la prueba, con el objetivo de usar todo el alginato preparado, se
permitia que la manguera que transportaba el alginato tomara aire y éste modificaba el patrén
de flujo a la salida de la boquilla. Este efecto, sin embargo puede eliminarse o llegar a ser

despreciable usando un lote de alimentacion de liquido mas grande
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Tabla3-25:  Efectode la presion, el flujo y la altura en la obtencion de particulas con
diametros mayores a 300 pm.
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3.4.6 Analisis econdmico del montaje empleado

En la Tabla 3-26 se presentan los costos del montaje empleado para la elaboracion de los
microportadores. Al comparar estos costos con los Encapsulador B3gs 5o0/60 de BUCHI
presentados en la Tabla 3-27 se encuentra que los costos del sistema planteado corresponden a
un 4% de los costos de un equipo comercial con la misma funcionalidad. Si bien el sistema

planteado, es mas complejo en cuanto a la operacidn, sus costos son considerablemente
inferiores y esto justificaria su uso a nivel no sélo de investigacion sino clinico.
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Tabla3-26:  Costos del montaje empleado en la formacidn de los microportadores
Descripcion Referencia Marca Valor
Cuerpo de la boquilla 1/4) -SS Spraying - Systems Co | 248.820
Cabezal de salida de aire PF40100-SS Spraying - Systems Co | 190,008
Cabezal de salida de liquido PA140-1110 Spraying - Systems Co | 223.486
Bomba peristaltica (0,75-65 mL min-1) SN-77912-10 Cole Parmer 5.000,000
Mandmetro (0 - 60 psig) SN-07380-75 Cole Parmer 234.000
Compresor de aire SN-07121-00 Cole Parmer 742.000
Manguera de silicona Dow Corning - Silastic® Dow Corning 30,000
Material de vidrio Caja Petri =9 cm Brand 50,000
Soporte universal y pinzas N/A N/A 60,000
TOTAL (Incluido IVA) | 6.778.314
Tabla 3-27: Costos Encapsulador B3gs 50/60 de BUCHI
Descripcion Referencia Marca Valor
Encapsulador en B395 50/60 Hz 100/240 V BUCHI 149.132.500
condiciones estériles
Boquillas externas con aberturas de
Set de boquillas alta precision n de 0,2, 0,3, 0,4,
concéntricas 0,5,0,6, 0,7, y 0,9 mm fabricadas en BUCHI 22.850,000
acero inoxidable
TOTAL(Incluido IVA) 171.982.500

3.5 Conclusiones

Del analisis de la distribucion de tamano de particula para las diferentes condiciones de presion
de salida de aire, flujo de alimentacion de alginato y altura de la boquilla evaluadas, se concluye
que las condiciones que favorecen la formacion de particulas con didametros dentro del intervalo
de interés (100 — 300 um) son:

Presion de salida del aire: 5 psig
Flujo de alginato: 2.2 mL min™
Altura de la boquilla: 30 cm

Desde el punto de vista operativo, las condiciones seleccionadas son extrapolables a condiciones
estériles para la elaboracidon de microportadores con mezclas de alginato de sodio con plasma
humano crio concentrado (PHCC), ya que no se generan salpicaduras y el espacio y las
condiciones son facilmente alcanzables en un ambiente estéril. La metodologia desarrollada
presenta ventajas respecto a otros sistemas comerciables disponibles, como el Encapsulador
B395 50/60 de BUCHI, debido a su bajo costo, lo que lo hace accesible y atractivo para el sistema
de salud.
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4.Cultivo celular sobre el material de soporte

4.1 Resumen

En el presente capitulo se describe la metodologia empleada para la evaluacion de la adhesion
celular y la citotoxicidad tanto en geles planos hechos de PHCC y sus respectivas mezclas con
alginato de sodio (al 0,5% y 1,0 % p/v), como en microportadores de PHCC y alginato de sodio al
1% p/v. La citotoxicidad de los materiales se determiné empleando el procedimiento descrito en
la norma I1SO 10993-5 para dispositivos médicos que involucra la elucidn de extractos del material
y su aplicacion en un cultivo celular seguida por conteo por MTT. Los resultados indican que
ninguno de los materiales evaluados resultd citotdxico. lgualmente se presenta la evaluacion de
la adhesion celular empleando técnicas de microscopia confocal y fluorescencia, usando
Hoechst® para la tincion de los nucleos y CFSE® para la tincion del citoplasma de fibroblastos
murinos de la linea celular Lg2g; se encontré que las células se adhirieron en todos los soportes
seleccionados, incluyendo los microportadores.

4.2 Introduccion

4.2.1 Adhesion celular

La adhesion celular, ya sea a otra célula o a alguna superficie (matriz), es un proceso que
contribuye a diversas funciones vitales para los seres vivos: permite la inmovilizacion de
organismos en superficies para efectos de proteccion y alimentacion; también permite la
formacion de conglomerados de células especializadas que resulta en diferentes tejidos, érganos
y estructuras de soporte. Por lo tanto, la adhesion celular permite la existencia de seres
multicelulares.

In vivo, existe una amplia variedad de moléculas involucradas en los procesos de adhesion; estas
moléculas son principalmente de tipo proteico. La adhesion celular sucede cuando las proteinas
localizadas en la membrana celular (receptores de adhesion) se anclan a macromoléculas de la
matriz extracelular (GE-Healthcare, 2005).
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Existen cuatro familias de receptores de adhesion celular :

o Integrinas: permiten la adhesion entre la célula y la matriz extracelular. Son
dependientes de Ca™.
Cadherinas: permiten la adhesion entre una célula y otra. Son dependientes de Ca™.
Moléculas de adhesion celular de la superfamilia de Inmunoglobulinas: moléculas
de adhesion celular (como la N-CAM) involucradas en interacciones homofilicas y son
independientes de Ca™.

o Selectinas: esta familia de proteinas enlazan oligosacaridos especificos de la
superficie de otras células y juegan un papel importante en la adhesidn heterofilica
célula-célula. Son dependientes de Ca™.

Existen dos clases principales de macromoléculas que conforman la matriz extracelular en
vertebrados (GE-Healthcare, 2005):

e Glicosaminoglicanos (GAG), que son cadenas de polisacaridos lineales cargadas
negativamente y compuestos de unidades repetidas de disacaridos (acido urdnico +
aminoazucar sulfatado). Los GAG usualmente estan ligados covalentemente a proteinas,
en cuyo caso se denominan proteoglicanos.

e Proteinas fibrosas de dos tipos funcionales: estructural (como el colageno y la elastina)
y adhesivo (como la laminina y la fibronectina). El colageno es el mayor componente de
la matriz extracelular in vivo, por lo que las células se unen fuertemente a esta proteina;
esta union sin embargo, esta mediada por proteinas adhesivas, como la fibronectina, la
cual se enlaza fuertemente al colageno, y son los receptores celulares, las integrinas, los
que reconocen y enlazan la fibronectina. Esta Ultima, estd conformada por dos
subunidades, cada una de las cuales tiene una serie de dominios con una configuracién
cilindrica; estos dominios consisten de modulos mas pequefios con una secuencia de
aminoacidos que se repite; la secuencia arginina-glicina-acido aspartico (Arg-Gly-Asp o
RGD) es la secuencia responsable de la interaccidn de la fibronectina con las integrinas
(Mulder, 2002). Otras variaciones del sitio de reconocimiento de la fibronectina (RGDS,
RGDV, RGDT entre otras) también son reconocidas y contribuyen a la adhesion celular
(Hirano et al., 1993).

In vitro, la adhesion de las células a la superficie de cultivo es de vital importancia; dado que la
proliferacion de las células que requieren anclaje solo ocurre después de que hay adhesion
(Grinnell & Hays, 1978) es imperativo usar superficies de cultivo que promuevan todos los pasos
involucrados en la adhesion.

La adhesion celular usualmente sigue cuatro etapas (GE-Healthcare, 2005):

1- En la primera etapa hay una union fisica inespecifica a la superficie; esta adsorcion esta
basada en términos de carga eléctrica e hidrofilicidad. Aunque las células tienen una
carga superficial negativa (debido a los grupos fosfato de los fosfolipidos que conforman
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la membrana), ésta esta distribuida heterogéneamente pues es afectada por la presencia
de moléculas tipo receptores proteinicos; por ello, aunque se crea que la superficie de
unidn debe tener carga positiva, diverson autores han demostrado que las células
pueden crecer en superficies cargadas positivamente (por ejemplo, superficies cubiertas
con poli-lisina) o negativamente (por ejemplo vidrio o materiales plasticos como el
poliestireno, policarbonato, pvc o teflén) (Horng, 1975; Maroudas, 1975; van Wezel, 1976;
Grinnell & Hays, 1978). En cuanto al caracter hidrofilico, los materiales plasticos deben
ser sometidos a tratamientos quimicos (oxidacion o reaccion con acidos organicos
fuertes) o fisicos (alto voltaje, UV, bombardeo de electrénico) para lograr que sean
humectables pues de otra manera las células no se adhieren. Finalmente, en esta etapa
también se adsorben sobre la superficie proteinas presentes en el medio, como la
fibronectina o vitronectina, las cuales juegan un papel crucial en etapas posteriores.

En la sequnda etapa, las células aparecen aplanadas pero aun conserva su forma
esferoidal. La adherencia es mayor debido a la mayor area de contacto fisico entre la
célula y la superficie y al establecimiento de enlaces entre los receptores celulares y las
proteinas adsorbidas en la superficie ((Horng, 1975; Maroudas, 1975; van Wezel, 1976;
Grinnell & Hays, 1978)

En la tercera etapa la célula continua aplanandose y sintetiza Glucosaminoglucanos (por
ejemplo, heparan sulfato multivalente) que sirven para establecer enlaces mas
especificos; los enlaces previamente formados entre los receptores y las proteinas
adsorbidas en superficie (como la fibronectina) causan un cambio en el dominio
citoplasmatico del receptor, induciendo agregacion de receptores y mayor formacion de
enlaces.

En la cuarta etapa la célula esta extremadamente plana y completamente unida a la
superficie.

Como se esbozo en la etapa 1, la adhesion no solo esta determinada por las caracteristicas de la

superficie sino también por las caracteristicas del medio de cultivo; entre éstas sobresale la

presencia de proteinas y de cationes divalentes (Ca*, Mg™, Mn™*). Aunque algunas lineas

celulares (por ejemplo fibroblastos diploides) secretan cantidades significativas de fibronectina

(Grinnell & Feld, 1980) otras lineas celulares secretan cantidades muy pequefias de dicha

proteina (PM = 220000), por lo que se requiere su suplementacion en el medio ya sea en forma
purificada (de 1 — 5o pg fibronectina/mL) o por adicion de 10% de suero fetal bovino (2 — 3 pg
fibronectina/mL) para que ocurra la adhesion (Hughes et al., 1979); en estos casos, antes de
adicionar las células, es practica comun poner en contacto la superficie del plato de cultivo con el

medio que contiene la fibronectina, mucha de la cual se adsorbe en pocos minutos (Grinnell et
al., 1977).
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De otro lado, la vitronectina (PM = 65000) parece ser mas potente y actuar a menores
concentraciones que la fibronectina para favorecer la adhesion, también se encuentra presente
en el suero o es producida por un numero de lineas celulares. Otras proteinas que no se
encuentran presentes en el suero incluyen el colageno (tipos | y IV), la laminina y la
trombospondina, las cuales a veces se agregan separadamente para cubrir la superficie de cultivo
ya que interactUan con ciertos receptores tipo integrinas presentes en la superficie celular. La
necesidad de los cationes divalentes radica en su utilidad como cofactores para la union
integrina-fibronectina o integrina-vitronectina (GE-Healthcare, 2005).

4.2.2 Cultivo de células animales en microportadores

Los microportadores son diminutas esferas (usualmente con diametros en el intervalo de go a
300 pm), cuya superficie debe promover adhesion para facilitar el crecimiento de células que
requieren de anclaje. El principal beneficio del uso de microportadores es la gran relacion de
superficie/volumen comparado con sistemas tradicionales de cultivo como frascos T, lo que
permite el cultivo de grandes cantidades de células con una densidad elevada en sistemas de
compactos, reduciendo significativamente la contaminacién por manipulacion y las necesidades
de medio y aumentando la productividad debido al mejor control de las condiciones de cultivo.

Existen diferentes tipos de microportadores ofrecidos por un nUmero de compaiiias comerciales.
General Electric Health Care ofrece Citodex 1 (basado en una matriz de dextrano substituido con
DEAE), Citodex 3 (basado en una matriz de dextrano recubierta con colageno denaturado),
Cytopore (microportador de alta porosidad basado en celulosa entrecruzada) y Cytoline
(microportador macroporoso basado polietileno de alta densidad v silica) (GE-Healthcare, 2005).
SoloHill Engineering Inc. también ofrece una amplia variedad de microportadores basados en
poliestireno cubierto de una serie de moléculas incluyendo silica, diversos cationes, proteinas
recombinantes con motivos RGD y colageno porcino tipo 1. Debido a que cada tipo celular tiene
requerimientos especificos para adhesion y crecimiento, el tipo de microportador debe ser
seleccionado experimentalmente; esto es especialmente cierto si se utiliza un ambiente con
altos esfuerzos cortantes, como los existentes en cultivos en suspensidon o en un biorreactor
(SoloHill-Eng-Inc., 2013).

Desde su concepcion por van Wezel (1968), los microportadores han sido ampliamente usados
para el cultivo y amplificacion de diferentes tipos de células adherentes. Ejemplos incluyen la
expansion de células para la produccion a gran escala de factores de crecimiento, vacunas
(Meignier et al., 1980; Aunins et al., 1997), anticuerpos (Shirokaze et al., 1997), células madre
(Phillips et al., 2008a), virus (Genzel et al., 2006; Wu et al., 2006; Hundt et al., 2007).

El uso de microportadores en biorreactores bien agitados para mejorar significativamente la
expansion es ampliamente utilizado para la poliferacion de distintos tipos celulares, entre los que
se destacan: hueso (Park et al., 2013), higado (Palakkan et al., 2013), células madre (Zhou et al.,
2013), cartilago (Mercier et al., 2005)y tejido cardiaco (Reichardt et al., 2013), entre otros. En
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todos los casos, tanto la densidad celular de siembra como la distribucion de células en el soporte
son esenciales, puesto que una distribucion heterogénea de células en el soporte puede afectar
las propiedades del tejido (Portner et al., 2005).

A pesar de su probada eficacia en términos del crecimiento celular, la presencia de poliestireno,
polietileno, celulosa o dextrano en los microportadores disponibles comercialmente se considera
inconveniente para efectos de un equivalente dérmico puesto que estos elementos quedarian
insertos en dicho equivalente. Aunque es posible cosechar las células y retirar el microportador
utilizando tripsina u otro tipo de proteasa equivalente, es importante considerar que la adicion
de estas sustancias impone un estrés adicional a las células y alarga el tiempo de obtencion del
equivalente. Es por esta razon que el presente proyecto considera la fabricacion de
microportadores de fibrina, en los cuales realizar el crecimiento celular en condiciones
optimamente controladas y a mayor velocidad; y una vez expandidas las células, los
microportadores quedarian embebidos en una capa del equivalente dérmico basado en el mismo
material. El éxito de esta aproximacion se basa en dos premisas:

1- Las células efectivamente se adhieren y se multiplican homogéneamente en la superficie
del microportador.
2- Elmaterial con el cual esta hecho el microportador estimula el crecimiento celular.

En el presente capitulo se evalta cada una de estas dos premisas, como requisito para la
continuacion del desarrollo de un equivalente dérmico.

4.3 Materiales y métodos

4.3.1 Plasma sanguineo humano crioconcentrado (PHCC)

Se emplearon 5o unidades de PHCC (c/u de 17-20 mL aprox.), las cuales fueron suministradas por
el Hemocentro Distrital de Bogota (Colombia). Las unidades de PHCC fueron transferidas desde
el Hemocentro (en donde se mantienen almacenadas a -70°C) hasta el laboratorio en una nevera
que se mantuvo a -20 °C; al llegar al laboratorio, las unidades fueron descongeladas
sumergiendo las bolsas en un bafio termostatico a 37°C. Una vez alcanzada dicha temperatura,
se reviso cada unidad y se descartaron aquellas que presentasen cualquier signo de material
precipitado. El contenido de todas las unidades restantes se mezclé en condiciones estériles para
formar un lote homogéneo de manera que cualquier variacion de los resultados por efecto de
diferencias en las caracteristicas del PHCC pudiese ser descartada. Este lote fue dividido en
alicuotas de 25 mL, las cuales fueron almacenadas en tubos Falcon transparentes de 5o mL y
congeladas a -20 °C hasta el momento de su uso. Los tubos fueron cubiertos exteriormente con
Parafilm® M (Structure Probe, Inc., West Chester, USA) para reducir los riesgos de
contaminacion.
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4.3.2 Alginato de sodio 3% p/v.

Se disolvieron 31,02 gramos de alginato de sodio (Sigma-Aldrich A2033, Saint Louis MO, USA) en
700 mL de agua destilada. Se sometio a agitacion magnética y a calentamiento (50°C) durante 12
horas, para favorecer la disolucion del alginato de sodio. Transcurrido este tiempo se dejd la
mezcla a temperatura ambiente durante 12 horas para permitir el ascenso de burbujas de aire
atrapadas y luego se llevd a un volumen final de 1000 mL con agua destilada en un matraz
aforado para obtener una solucion de alginato de sodio 3% p/v. Dicha solucién fue sometida a un
proceso de esterilizacion por calor empleando un autoclave a 15 psig (25,8 psia) durante 30
minutos. La solucion de alginato se mantuvo refrigerada a 4 °Cy se descartd luego de un mes de
preparada.

4.3.3 Solucion de CaCl, al 3% p/v

Se preparo6 una solucion de CaCl, (3% p/v) mediante dilucion de 39,74 g de CaCl,-2H,0 (Carlo
Erba Reagents Ref: 433381,, Rodano, France) en 700 mL agua destilada, agitando con una varilla
de vidrio hasta completa disolucion; una vez disuelto el CaCl,-2H,0, la solucion se llevo a un
matraz aforado de 1000 mL y se completd a volumen con agua destilada, para dar lugar a una
solucién de Ca*™ de 270 mM.

4.3.4 Obtencidn de la mezcla PHCC - Alginato de sodio al 0,5% p/v

Se combinaron 5 mL de alginato de sodio al 3% p/v con 25 mL de PHCC en un tubo Falcon de 50
mL y se mezclaron empleando un agitador vortex. Este procedimiento se realizo al interior de
una cabina de flujo laminar y todos los materiales empleados fueron esterilizados previamente
con vapor de agua saturado en un autoclave durante 20 minutos a una presion de 15 psig (25,8

psia).

4.3.5 Obtencion de la mezcla PHCC - Alginato de sodio al 1% p/v

Se combinaron 10 mL de alginato de sodio al 3% p/v con 20 mL de PHCC en un tubo Falcon de 50
mL y se mezclaron empleando un agitador vortex. Este procedimiento se realizo al interior de
una cabina de flujo laminar y todos los materiales empleados fueron esterilizados previamente
con vapor de agua saturado en un autoclave durante 20 minutos a una presion de 15 psig (25,8

psia).
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4.3.6 Elaboracion de geles de PHCC y alginato de sodio (0,5%p/v y
1,0%p/v)

Para la elaboracion de los geles se empled una caja de cultivo de poliestireno de 6 pozos de
fondo plano (Falcon® 353046, BD Biosciences, San José, CA, USA). Se elaboraron tres geles de la
mezcla PHCC-Alginato de sodio al 0,5% p/v y tres de la mezcla PHCC-Alginato de sodio al 1,0%
p/v. En cada pozo se adicionaron 3 mL de la respectiva mezcla y se realizé aspersion con CaCl, al
3% p/v usando una frasco plastico con boquilla aspersora comercial hasta permitir la formacion
del gel. Adicionalmente, se adicionaron 5 mL de solucion de CaCl, al 3% a cada pozo con el gel ya
formado para asegurar exceso del ion y se llevo la caja de cultivo tapada a la incubadora a 37 °C
durante 18 horas.

4.3.7 Elaboracion de geles de PHCC

Los geles de PHCC sin alginato se prepararon mezclando en un vortex 9 mL de PHCC con goo plL
de solucion de CaCl, al 3% p/v. Se tomaron alicuotas de 3 mL y se adicionaron en 3 pozos de una
caja de 6 pozos. Se llevéd a la incubadora a 37°C durante 10 minutos para que se llevara a cabo la
formacion del gel. Posteriormente se adicionaron 5 mL de solucidon de CaCl, al 3% a cada pozo
con el gel ya formado para asegurar exceso del ion y se llevd la caja de cultivo tapada a la
incubadora a 37 °C durante 18 horas.

4.3.8 Elaboraciéon de microportadores de PHCC y alginato de sodio al
1% p/v.

En la Figura 4-1 se presenta el esquema del montaje empleado para la elaboracién de las
microesferas, similar al usado por Mazzitelli et.al. (2011), el cual fue ubicado al interior de una
cabina de flujo laminar vertical.

El sistema consta de una boquilla de aspersion de mezcla interna en acero inoxidable 316, que
fue provista por la compania Spraying Systems Co®, la cual esta constituida por un cabezal de
aire (ref. 1401110), un cabezal de fluido (ref. 40100), y un cuerpo (ref. 1/4J-SS) que consta de 6
aberturas que regulan el flujo de aire y dos entradas coaxiales, perpendiculares a la direccion del
flujo, que permiten el ingreso del liquido y el aire (Figura 4-2). La boquilla se ubicé a una altura de
30 cm de la base y se soporté mediante unas pinzas empleando un soporte universal. Se
alimentaron 20 mL de una mezcla de PHCC y alginato de sodio al 1% p/v, empleando una bomba
peristaltica. El aire de ingreso al sistema de aspersion se filtré empleando una membrana de
tamano de poro 0,45 pmy la presion se mantuvo en 5 psig.

La mezcla se asperjo sobre 100 mL de solucién de CaCl, (3% p/v) contenidos en una caja de Petri
de 10 cm de diametro. La solucion de CaCl, (3% p/v) junto con las microesferas se trasfirieron de
la caja de Petri a un frasco Schott de 5oo mL con la ayuda de un embudo. Seguido de esto, las
esferas se dividieron por tamarios utilizando una serie de 3 tamices ASTM en acero inoxidable
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estériles de tal forma que las particulas quedaran separadas en cuatro fracciones diferentes
(Tabla 4-1); las particulas se hicieron pasar por los tamices mediante la adicion de solucion de
Cadl, (3% p/v) en el tamiz superior.

B.om’[[:vc‘t Boquillade ~Membrana Aire
peristdltica aspersion ~ de 0,45 um comprimido
~
R (7
% - ./ 0‘1 l\./
\L{u?) Mandmetro

Mezcla
PHCC-Alginato
1% p/v
o
Solucién de CaCl,
al 3% p/v
Figura 4-1: Montaje para la elaboracion de microportadores

| =

Cabezal de salida
del aire
Ref. PA1401110-SS

Cabezal de salida del liquido
Ref. PF40100-5S

Cuerpo en acero inoxidaable para
conexidn de aire y liquido
Ref. 1/4J-55

Figura 4-2:

Sistema empleado en la aspersion. Tomado de (Spraying-Systems-Co., 2012)
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Para el cultivo de fibroblastos se seleccionaron las particulas retenidas en el tamiz malla 100, es
decir, particulas con didametros entre 150 y 5oo pm, similar al tamafo de los microportadores
comerciales descritos en el capitulo 3.

Tabla 4-1:  Tamices ASTM serie fina usados para clasificar los microportadores (ASTM, 2011)

Tamiz N° Apertura en um Intervalo de tamano
18 1000 Diametro > 1000 pm
35 500 1000 pm > Didmetro > 500 um
100 150 500 pm > Diametro > 150 pm
Base o) Diametro < 150 um

4.3.9 Cultivo celular en monocapa

Se empled la linea celular Lg29 de tejido conectivo subcutaneo de raton (Mus musculus), donada
por la Dra. Martha Raquel Fontanilla del Laboratorio de Ingenieria de Tejidos de la Universidad
Nacional de Colombia. Los cultivos en monocapa se realizaron en el Laboratorio de
Farmacogenética del Cancer del Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de
Colombia a cargo del Dr. Fabio Aristizabal Gutiérrez en colaboracion con la Bacteridloga Margie
Ibata. En el Anexo A se presenta el protocolo empleado para cultivo en cajas de pozos y frascos
T.

4.3.10 Evaluacion de la adhesion celular en laminas

Una vez formados los geles en las placas de 6 pozos y luego de pasadas las 18 h de incubacion, se
aspiré con una micropipeta el exceso de CaCl, y se realizaron dos lavados sucesivos con una
solucion buffer de fosfatos (PBS), agregando suficiente cantidad para cubrir los geles, agitando la
placa y luego descartando el liquido. Se adicionaron 100 pL de medio minimo esencial (MEM)
con una concentracion celular aproximada de 1x10’células/mL sobre la superficie del gel. Se
permitié la adhesion celular dejando el recipiente en reposo durante 1 hora y luego se
adicionaron 1900 plL de medio de cultivo MEM suplementado con SFB al 5% v/v para completar
el volumen correspondiente (ver Tabla A-1).

Al cuarto dia (96 h) se retird el medio de cultivo y se lavaron los geles con PBS. Posteriormente se
realizo tincion con el colorante de fluorescencia Hoechst 33342 (Thermo Scientific, USA),
adicionando 1 mL de medio de cultivo con una concentracion de colorante de 1 pg/mL, a cada
uno de los geles con células y se dejaron a 37°C durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo se
retird el medio de cultivo con colorante y se lavaron los geles de forma sucesiva en tres ocasiones
con PBS, como se describio previamente. Los geles con las células tefiidas con Hoechst 33342 se
visualizaron en un microscopio confocal Nikon Cz Plus Eclipse Ti (Nikon Instruments Inc., USA). La
longitud de onda de excitacion para el Hoechst 33342 es de 361 nmy la de emision es de 486 nm.
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Uno de los geles formados con PHCC y alginato de sodio al 1% p/v fue tefido con el colorante
vital CellTrace™ CFSE - CarboxyFluorescein diacetate, Succinimidyl Ester (Invitrogen, USA),
siguiendo el protocolo descrito en el Anexo B. Las células tefiidas con CellTrace™ CFSE tienen
picos aproximados de emision y excitacion, después de la hidrolisis, de 492nm y 517 nm
respectivamente. Las células marcadas se visualizaron mediante microscopia de fluorescencia
usando un filtro estandar de fluorescencia.

4.3.11 Evaluacion cualitativa de la adhesion celular en
microportadores

El cultivo celular sobre los microportadores se llevo a cabo en una placa de cultivo de poliestireno
de 96 pozos de fondo plano (Falcon® 353936, BD Biosciences, San José, CA, USA). Se
adicionaron aproximadamente 5oo pL de una suspension de microesferas estériles de PHCC y
alginato de sodio al 1% p/v en una solucidn de CaCl, al 3% p/v, de tal manera que se aseguré que
la base de la caja quedara completamente cubierta por microesferas. Se retird el exceso de la
solucion de calcio y se hicieron tres lavados sucesivos con oo pL de PBS. Se adicionaron 20 plL
de medio minimo esencial (MEM) con una concentracién celular aproximada de 1x10°células por
mL. Se permitio la adhesidn celular durante 1 hora y luego se adicionaron 5o pL adicionales de
medio de cultivo MEM suplementado con SFB al 5% v/v. Al dia cuatro (96 h) se retir6 el medio de
cultivo y se lavaron las microesferas con PBS. Posteriormente se realizo tincidon con el colorante
de fluorescencia CFSE, siguiendo el protocolo descrito en el anexo B. La adhesion celular se
visualizd de forma cualitativa empleando un microscopio confocal Nikon Ci1 Plus Eclipse Ti
(Nikon Instruments Inc., USA).

4.3.12 Evaluacion de la citotoxicidad del material

Se empled la técnica de elucion de extractos descrita en el numeral 5 de la sequnda edicion de la
norma ISO 10993-5, que corresponde a los ensayos in vitro de citotoxicidad para la evaluacion
bioldgica de dispositivos médicos. Se adicionaron 2 mL de medio minimo esencial (MEM)
suplementado con SFB al 5% v/v a cada uno de los geles ubicados en una caja de 6 pozos y se
dejaron embebidos en el medio durante 24 horas a 37°C, tiempo después del cual se retird el
extracto. El extracto original se defini6 como 100%. Como blanco se usé MEM fresco
suplementado con SFB al 5% v/v; como control se uso Taxol. Se inocularon células Lg2g en pozos
de una placa de 96 pozos con una densidad de 10.000 cel/cm?®. Las células se incubaron a 37°Cy
5% CO, hasta confluencia; entonces se reemplazo el medio de cultivo en los pozos por una serie
de tres diluciones (100% v/v, 10% v/v y 1% v/v) de cada extracto con medio MEM suplementado
con SFB al 5% v/v. Las células se incubaron nuevamente a 37°Cy 5% CO, por 48 h y entonces se
midio la concentracion celular viable usando MTT como describen Chen et.al. (2006) y Huang
et.al. (2008).
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4.4 Resultados y discusion

4.4.1 Geles de PHCC y sus mezclas con alginato de sodio al 0,5y al
1,0% p/v.

En la Figura 4-3 se presenta una fotografia de los geles elaborados para la evaluacion de la
citotoxicidad y la adhesion celular. Se observa que los geles de PHCC y alginato de sodio, tanto al
0,5% p/v como al 1% p/v se encuentran desprendidos del borde de la caja de 6 pozos, mientras
que los del PHCC se encuentran adheridos a la superficie de la placa; la razén del
desprendimiento en el caso de los geles con contenido de alginato puede deberse a la formacion
instantanea del gel usando este material, lo que implica el entrecruzamiento de las cadenas del
polisacarido a una velocidad tal que supera cualquier adhesion a las paredes, lo cual no sucede
con los geles de PHCC cuyo entrecruzamiento molecular por efecto del calcio es mucho mas
lento (tarda alrededor de 15 minutos).
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] 1 PH
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Figura 4-3: Geles de PHCC y sus mezclas con alginato de sodio al 0,5Y 1,0 % p/v. *NO: material

sin células (control)

Para dar inicio a los ensayos se hizo necesario desprender los geles de PHCC y se hizo evidente la
pérdida de liquido por parte de los mismos. Este sobrenadante se retir6 antes de dar inicio a los
ensayos y se realizaron tres lavados sucesivos con PBS para remover el exceso de cloruro de
calcio de los geles.
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4.4.2 Adhesion celular

En la Figura 4-4 se presentan los resultados de adhesion de células Lg29 sobre los tres geles
evaluados, empleando Hoechst como colorante de fluorescencia. Las imagenes corresponden a
una reconstruccion tridimensional de una porcion del gel. El eje z corresponde al espesor de cada
lamina con células, con z=o0 ubicado en la superficie superior del gel. Es importante recordar que
el Hoechst tifie Unicamente los nucleos celulares, por lo cual no se puede apreciar la morfologia
del citoplasma.

En la fila A de la Figura 4-4 se presenta un esquema tridimensional de la porcion de gel evaluada
en el microscopio confocal. La fila B corresponde a la vista superior del esquema tridimensional
presentado en la fila A.

PHCC-Alg1,0% PHCC - Alg o,5 %p/v PHCC
A
2:192 ym
B
Figura 4-4: Geles de PHCC a diferentes concentraciones de alginato de sodio mostrando

células Lg2g teiiidas con Hoechst, luego de 4 dias de cultivo.

Las filas A-D de la Figura 4-5 presentan imagenes correspondientes a diferentes planos del eje z
para las mismas imagenes de todos los geles presentadas en la Figura 4-4. Cabe aclarar que
aunque el diametro de los geles formados en las placas de 6 pozos fue aproximadamente de 3
c¢m, cuando se observd a través del microscopio se encontré que las células no estaban
distribuidas en todo el material sino concentradas en pequenas porciones del gel, generalmente
en los bordes o sobre la superficie de aquellos lugares con leves hendiduras o depresiones; dado
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que en el momento de la siembra la concentracion celular era homogénea, no es claro por qué las
células se alojaron en zonas tan reducidas: es posible que la concentracion de las células en
dichos lugares se deba a un deslizamiento de las mismas sobre la superficie en el momento de
sembrarlas, lo que sugiere que el tiempo de adhesion (2 hora) es demasiado corto o que no hay
suficientes sitios moleculares de adhesion; en dicho caso, agitar la caja probablemente no
hubiese tenido un efecto significativo en mejorar la distribucion celular. Si bien el alginato se
compone de mondmeros inertes (M y G) que inherentemente carecen de los ligandos bioactivos
necesarios para el anclaje celular (Sun & Tan, 2013), la fibrina tiene dos pares de sitios RGD y un
par de sitios AGDV que pueden servir de sitios de adhesion por su interaccion con integrinas y
cadherinas celulares expresadas en células endoteliales o en plaquetas (Cheresh et al., 1989;
Altieri et al., 1990; Bach et al., 1998; Lishko et al., 2002; Chernousov & Carey, 2003; Llames et al.,
2006). Al iniciar el trabajo se partio de la hipdtesis que la concentracion de alginato necesaria
para la conformacion de los geles seria demasiado pequeiia como para causar problemas de
adhesion.

Meana et.al. (1998), Llames et.al. (2006) y Martin et.al. (2013) reportan un excelente crecimiento
de fibroblastos y keratinocitos en geles de fibrina preparados siguiendo un procedimiento similar
al usado en la presente investigacion, lo cual no fue el caso en los geles hechos Unicamente con
PHCC, aunque la diferencia puede deberse a que en los trabajos mencionados los fibroblastos
fueron introducidos directamente al interior del gel de fibrina y no depositados en su superficie.
De otro lado, Martin et.al. (2013) también reportan un efecto similar de reduccion de crecimiento
celular y de sintesis de proteina en geles de fibrina cuando se agrega un polisacarido derivado de
algas (agarosa) aun a concentraciones mas bajas que las empleadas en el presente trabajo.
Aunque en el presente trabajo se encontré adherencia apropiada a los geles que contienen
alginato, aun permanece la duda sobre porqué el crecimiento se limita a ciertas zonas.

Un analisis de las figuras 4-4 y 4-5 permiten apreciar algunos hechos interesantes. En primer
lugar, dado que el diametro de las células Lg29 en suspension es de alrededor de 15 pm, al
observar planos con una separacion de 30 pm daria la impresion que los nucleos celulares
existentes alli deberian corresponder a células diferentes, lo cual significaria que dichos nucleos
estan unos encima de otros.

Existen tres posibles explicaciones a este fendmeno: la primera, que es la mas probable, es que la
resolucion del microscopio no es suficientemente precisa, por lo que la luz proveniente de la
fluorescencia de un plano se alcanza a ver en otro plano cuando se observa desde la parte
superior del gel; si esto es asi, la imagen central de la fila A de la Figura 4-5 podria interpretarse
como la observacion de un prado cubierto de pasto, en el cual hay pequeiios monticulos y
depresiones del terreno que son perfilados de forma fiel pero difusa por la cobertura vegetal; en
esta analogia, cada una de las hojas de pasto corresponderia a una célula en la superficie del gel.
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PHCC-Alg1,0% PHCC - Alg o,5 %p/v PHCC
A
B
C
D
z=85um Z=90 um Z=90 um
Figura 4-5: Geles de PHCC y a diferentes concentraciones de alginato de sodio con células

L92g tefiidas con Hoechst con cortes en diferentes longitudes del eje z.
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Obsérvese que los diferentes accidentes de la superficie del gel se aprecian de manera similar a
lineas de contorno en un mapa en las Filas Ay B correspondientes a los geles hechos de PHCCy
Alginato al 0,5% p/v en la Figura 4-5. Las otras explicaciones posibles corresponden o a una
penetracion celular al interior del gel, lo cual seria un resultado muy esperanzador para efectos
del desarrollo de un equivalente celular, o a un simple apilamiento gravitacional de células en una
depresion de la superficie del gel, unas sobre otras o en diferentes cavidades existentes al interior
del soporte; aunque esta Ultima explicacion podria ser perfectamente valida en la medida que la
medicion se realizd en el gel luego de lavados con PBS y remocion del liquido que
probablemente dejaron oquedades en el gel, la supervivencia de estas células por 4 dias sin
adherencia es poco probable.

Otro aspecto destacable de las Figuras 4-4 y 4-5 es que pareciera que la adherencia y el
crecimiento son mucho mas homogéneos en el gel de PHCC con 0,5% p/v de alginato. No existe
una explicacién clara para este fendmeno; bien podria tratarse de un simple efecto visual al
seleccionar por azar una zona de dicho gel con mayor crecimiento para tomar la fotografia. Este
aspecto debera también ser evaluado en futuros estudios. De otro lado, cabe recordar que los
geles elaborados con PHCC y alginato de sodio al 1% p/v se formaban de forma instantaneay se
obtenia una superficie homogénea. Un fendmeno similar se observd en el caso del PHCC, en
donde aunque la formacion del gel no ocurre en forma instantanea sino que se forma tras 10
minutos en la incubadora a 37°C, al cabo de dicho periodo se obtiene un gel compacto y
homogéneo con una superficie uniforme. En ambos casos, la menor proporcion de células puede
deberse al deslizamiento de las células aun no adheridas hacia el fondo de la caja o hacia otras
zonas del gel. En contraste, el material con mas irregularidades en la superficie (determinadas
visualmente) fue el formado por PHCC - alginato de sodio al 0,5% p/v, lo cual correlaciona bien
con la mayor cantidad de células y la distribucion mas uniforme de las mismas.

A pesar de que la mejor distribucion y adhesion celular aparentes correspondieron a los geles de
PHCC - alginato de sodio al 0,5% p/v, solo los geles hechos con PHCC y alginato de sodio al 1
%p/v permitieron la formacién de microportadores utilizando la metodologia de aspersion
descrita en la seccidn 4.3.11 4.3.11; dado que uno de los objetivos principales de la presente
investigacion consistio en la evaluacion del crecimiento celular sobre microportadores, se
selecciono el PHCC y alginato de sodio al 1% p/v como el material a utilizar para generar dichos
microportadores y por ello los experimentos siguientes se concentraron en este material.

Con el fin de tratar de elucidar si la presencia de nucleos celulares en geles de PHCC y alginato de
sodio al 1 %p/v podria deberse a crecimiento interno en el gel a diferentes profundidades o a
simple superposicion de células sin adherir unas sobre otras, se decidio realizar una tincion del
citoplasma; la base cientifica de esta decision es que células sin adherirse usualmente se
presentan en forma redondeada, mientras que las células adheridas usualmente tienen una
morfologia expandida caracteristica. Para la nueva tincion se usé CFSE, un colorante vital (es
decir, que permite el cultivo continuado de las células después de la tincidn, en contraste con el
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Hoechst, que mata la célula durante la tincion) que se aloja en el citoplasma celular y cuya
intensidad de fluorescencia disminuye en la medida que las células se van replicando.

X (um]) X (um])
-300 -200 -100 0 100 -300 -200 -100 1} 100 200

X [um) X (um)
-300 -200 -100 0 0 -300 -200 -100 1]

z= 55 pm z=65um

Figura 4-6: Geles de PHCC y alginato de sodio al 1%p/v con células Lg29 tefidas con CFSE.

Los resultados obtenidos para la tincion con CFSE se presentan en la Figura 4-6 y en la Figura
4-7, siendo éstas imagenes una reconstruccion tridimensional de dos porciones de una lamina de
gel fabricado con PHCC y alginato de sodio al 1%p/v y sembrado con células Lg29, en planos de
diferente profundidad que van desde un valor de z= 35 um hasta z= 65 um en un caso y desde z=
10 um hasta z= 70 um en el otro; en dichas figuras es posible observar que aunque algunas de las
células tienen morfologia esférica, muchas de ellas estan alargadas y presentan varias
proyecciones de su citoplasma en forma radial, lo cual es caracteristico de células adheridas al
soporte.
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Figura 4-7: Geles de PHCC y alginato de sodio al 1%p/v con células Lg29 tefidas con CFSE.

Al analizar las imagenes presentadas en la Figura 4-6 en orden ascendente de z, se puede
observar que las células con mayor brillo se concentran en zonas diferentes en cada imagen y
que las mismas células se pueden ver en practicamente los cuatro planos: en z=35 um, las pocas
células brillantes estan al borde izquierdo; en z=45 pm se ven muchas mas células brillantes en la
mitad izquierda de la imagen. En z=55 um se aprecian células brillantes en la mitad derecha de la
imagen y las células que eran mas brillantes en z=35 um ya empiezan a perderse; finalmente en
z=65 pm la mitad izquierda de la imagen tiene una intensidad mucho menor.. Lo que esto quiere
decir es que las células parecen estar creciendo a diferentes alturas pero no se ven células
diferentes creciendo en la misma area en diferentes planos, lo cual solo es compatible con un
crecimiento en superficie (bi-dimensional): si hubiese un crecimiento al interior del gel
(tridimensional), uno esperaria que las células hubiesen migrado al interior y por ello, en
diferentes planos deberian aparecer células con una distribucion irregular. Por el contrario, lo
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que se observa es que el crecimiento celular tiene un perfil con una inclinacion que aumenta de
izquierda a derecha; un fendmeno similar se puede apreciar en la Figura 4-7, aunque en tal caso
la inclinacidn es diagonal aumentando desde la parte superior derecha a la inferior izquierda de
las imagenes en la figura. Asumiendo que el anterior argumento es valido, puede pensarse que el
crecimiento en el microportador es en superficie y, por ello, es posible comparar la morfologia
celular con el de otros trabajos en el que las células también crecen en superficie.

PHCC - Alg. sodio al 1% p/v Caja de cultivo de poliestireno
(el autor) (Seo et al., 2009)

Figura 4-8: Comparacion de la adhesion celular de Lg2g sobre PHCC-Alg. 1%p/v y una caja
de cultivo tradicional (poliestireno)

Esponjas de gelatina Diamantes nanocristalinos
(Dreesmann et al., 2007) (Amaral et al., 2009)
Figura 4-9: Adhesion celular de Lg29g sobre esponjas de gelatina y diamantes nanocristalinos

En la Figura 4-8 se compara una ampliacion de una de las imagenes de la Figura 4-7
correspondiente a células Lg2g adheridas al gel formado con PHCC y alginato de sodio al 1% p/v
luego de 4 dias de sembradas, con una fotografia presentada por Seo et.al. (2009) para el mismo
tipo de células cultivadas en cajas de poliestireno luego de dos dias de sembradas; en ambos
casos se observa que las células tienen forma elongada, lo que indica cambios morfoldgicos que
corresponden a la reorganizacion del citoesqueleto, producto de la adhesion celular en el
material (Amaral et al., 2009). Estos resultados son similares a los obtenidos por Dresmann et.al
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(2007) quienes evaluaron la adhesion de este mismo tipo de células en esponjas de gelatina y a
los obtenidos por Amaral et.al. (2009) para revestimientos con diamantes nanocristalinos

(Figura 4-9).

4.4.3 Adhesion celular en microportadores

En la Figura 4-10 se presentan las imagenes de los microportadores de PHCC y alginato de sodio
al 1% p/v tefiidos con CFSE; es posible observar la presencia de fibroblastos Lg29 sobre la
superficie de los microportadores. El aumento de la imagen permite confirmar la adhesion
celular sobre los microportadores, después de 4 dias de cultivo, de forma similar a los resultados
encontrados para el cultivo sobre la lamina plana.

S X

L 7N =

Figu:i'é 4-10: VAd‘héAéién celular de fibroblastos Lg29 sobre diferentes microportadores de PHCC
y alginato de sodio al 1%p/v.

4.4.4 Citotoxicidad del material

La Tabla 4-2 presenta los resultados de citotoxicidad de los extractos de los geles de PHCC
elaborados con diferentes concentraciones de alginato de sodio, a concentraciones de cloruro de
calcio de 3% p/v. Con una confianza del 95%, no hay diferencia estadisticamente significativa en
el porcentaje de supervivencia de las células del control y de los diferentes extractos a ninguna de
las concentraciones ensayadas, aunque para el caso de PHCC con alginato al 1% p/v pareciera
existir una ligera inhibicion de la supervivencia. Igualmente, para el caso de PHCC puro, pareciera
existir una ligera estimulacion del crecimiento a diluciones del 10% y 1% probablemente
ocasionada por liberacion de factores de crecimiento existentes en el PHCC; sin embargo, como
se menciond, estas observaciones no son estadisticamente importantes.

Es importante destacar que los ensayos de citotoxicidad se llevaron a cabo con una linea celular
inmortlizada, la cual de por si es cancerosa. Podria arguirse que la baja citotoxicidad del material
podria es el resultado de que las células empleadas son extremadamente resistentes comparadas
con células derivadas de un cultivo primario; no se realizo el cultivo primario debido a dificultades
de contaminacion, por lo cual es recomendable realizar este ensayo en trabajos posteriores.
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Tabla 4-2: Resultados de citotoxicidad de los geles de PHCC con diferentes concentraciones
de alginato (n=3) en células Lg2g.

Concentracion del % de supervivencia
Compuesto , .
extracto (promedio * desv. Estandar)

1 101+9%

PHCC + Alginato 1% p/v 10 98+6%
100 93x2%

. 1 89 +8%

PHCC + Alginato 0,5%
10 102 +6%
pIv

100 93 +8%

1 105 +7%

PHCC 10 112 + 5%

100 99+1%

4.5 Conclusiones

Se encontro que las células Lg29g se adhieren en los intersticios y bordes de los tres materiales
evaluados: PHCC y PHCC con alginato de sodio al o,5 y al 1% p/v, lo cual se atribuye a un
deslizamiento de las células sobre la superficie de los materiales. El PHCC con alginato de sodio
al 0,5 % p/v parece tener una mejor distribucion y adherencia celular, pero esta es una hipdtesis
que debe ser confirmada o refutada en investigaciones posteriores.

Si bien en los tres materiales hay adhesion celular, sélo la mezcla formada por PHCC y alginato
de sodio al 1% p/v permite la formacion de microportadores mediante aspersion de la mezcla
sobre una solucidn de cloruro de calcio. Los resultados de la adhesion celular sobre ldminas
formadas con esta mezcla y los microportadores difieren en la morfologia celular, encontrandose
que sobre las laminas, las células presentan formas elongadas, mientras que en los
microportadores las células presentan formas globulares.

Con una confianza del 95%, no hay diferencia estadisticamente significativa entre el porcentaje
de supervivencia de células Lg2g cultivadas con diferentes concentraciones de extractos de los
geles de PHCC a ninguna de las concentraciones de alginato utilizadas (o, 0,5 y 1% p/v) en
comparacion con un cultivo control, lo cual indica que ninguno de los materiales evaluados
presenta citotoxicidad y puede, por tanto, continuarse su uso en investigaciones para el
desarrollo de equivalentes cutaneos.
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5. Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones

Mediante ensayos de reologia dinamica se encontré que las dos rutas planteadas para el
mejoramiento de los geles obtenidos a partir de plasma humano (PH): mezcla con alginato de
sodio y aumento de la concentracion del fibrindgeno en el PH, empleando plasma humano
crioconcentrado (PHCC), arrojan resultados favorables, siendo los geles formados solo con PHCC
los que tienen un comportamiento mas cercano al de un sélido elastico. Se encontré que el
madulo elastico para los geles formados solo con PHCC es del mismo orden de magnitud que el
obtenido a partir de la mezcla de PH y alginato de sodio al 1%. Este resultado es muy importante
dentro de la presente investigacion porque abre nuevas puertas a la posibilidad de usar solo
PHCC como soporte, ya sea para las células de la dermis, o para albergar microportadores de
PHCC y alginato de sodio y luego emplearse como equivalente dérmico, reduciendo la cantidad
de alginato presente en la matriz final.

Se encontrd que las proteinas y demas componentes presentes tanto en el PH como en el PHCC
interfieren en la formacion de una estructura compacta de los geles obtenidos a partir de
mezclas de PH y/o PHCC con alginato de sodio, lo cual se vio reflejado en una disminucion de sus
propiedades elasticas respecto a los geles obtenidos a las mismas concentraciones de alginato
de sodio pero diluido solo en agua destilada. Este efecto, sin embargo, disminuye con el
aumento de la concentracion de alginato.

Se implementd un sistema de aspersion para la formacion de microportadores, con equipos
economicos y disponibles en el pais. Este montaje puede ser usado al interior de una cabina de
flujo laminar para elaborar microparticulas estériles. Se evaluaron tres factores que pueden
influir en el tamafo de particula de los portadores basados en alginato de sodio, estos son:
presion de aire de entrada a la boquilla, flujo de liquido alimentado y altura que separa la boquilla
de la solucion de cloruro de calcio y se encontro que las condiciones que favorecen la formacion
de particulas con diametros dentro del intervalo de interés (100 — 300 pm) son: Presion de salida
del aire: 5 psig, flujo de alginato: 2.2 mL min™ altura de la boquilla: 30 cm.

Finalmente, y como resultado de la evaluacion de la adhesion celular y de la citotoxicad de los
materiales empleando fibroblastos de raton Lg2g, se encontro que estos se adhieren en los
intersticios y bordes de los tres materiales evaluados: PHCC y PHCC con alginato de sodio al 0,5y
al 1% p/v, que puede ser atribuido a un deslizamiento de las células sobre la superficie de los
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materiales, sin embargo ésta es una hipdtesis que debe ser confirmada o refutada en
investigaciones posteriores.

Se encontraron diferencias entre los resultados de adhesion celular sobre laminas formadas con
PHCC vy alginato de sodio y los microportadores elaborados a partir de la misma mezcla,
encontrandose que sobre las laminas, las células presentan formas elongadas, mientras que en
los microportadores las células presentan formas globulares. Con el fin de elucidar las razones
por las cuales la forma del material tiene un efecto sobre la adhesion celular de fibroblastos Lg29
se recomienda analizar mediante microscopia electrénica de barrido las variaciones de la
superficie cuando se varia la forma del gel.

Recomendaciones

Considerando los inconvenientes y dificultades presentados durante el desarrollo de la presente
investigacion se realizan las siguientes recomendaciones y sugerencias para trabajos futuros:

Propiedades mecanicas

- Evaluar la degradacion del gel de PHCC mediante reologia dinamica. Hacer un stock de geles
en cajas de 6 pozos, adicionar medio de cultivo y elaborar una curva que me relacione las
propiedades mecanicas a lo largo del tiempo, por ejemplo 30 dias. Repetir este ensayo
empleando geles con células.

- Evaluar las propiedades mecanicas (tension) de los geles obtenidos para las diferentes
concentraciones de PHCC y alginato de sodio.

- Realizar ensayos de reologia dinamica empleando la geometria dentada para reducir los
errores asociados al deslizamiento del material sobre las geometrias planas.

Adhesidn y proliferacion celular

- Realizar una tincion vital de las células (p.e. con CFSE) y luego embeberlas en un gel solo de
PHCCy evaluar la proliferacion celular mediante fluorescencia.

- Emplear una tincion combinada que me permita diferenciar el citoplasma del nucleo. Esto
puede ayudar a apreciar la morfologia celular y sacar algunas conclusiones sobre el
crecimiento.

Microportadores
- Desarrollar una técnica para elaborar microportadores solo de PHCC, por ejemplo mezclando

PHCC con CaCl, al 3%p/v y adicionandole un solvente insoluble en agua para formar
particulas de tamafo adecuado, manteniendo la temperatura en 37°C.
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- Elaborar microesferas empleando otros agentes entrecruzantes, por ejemplo mezclar CaCO,
con PHCC y realizar la aspersion sobre una solucion acida.

- Elaborar un equivalente cutdneo cultivando las células en las microesferas y luego
poniéndolas en una lamina de PHCC

- Caracterizar los microportadores mediante microscopia electronica de barrido.

Material

- Fabricar ldaminas de PHCC empleando otros agentes entrecruzantes, por ejemplo CaCO;.
Reducir lentamente el pH, lo que daria lugar a la formacion de un material poroso.

- Caracterizar mediante microscopia electrénica de barrido los geles obtenidos para las
diferentes mezclas.

- Implementar la técnica para evaluar la concentracién de fibrindgeno en el PHCC.

- Evaluar la microestructura del material de soporte tanto en forma plana como en forma de
microportadores para evaluar si hay diferencias importantes en cuanto a tamano de particula
promedio y a distribucion del mismo.
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Anexo A. Cultivo celular en monocapa

1. Se emplearon células confluentes de un frasco T75. Se les retird el medio de cultivo. Se le
adicionaron 10 mL de tripsina. Se llevaron a la incubadora a 37°C durante 5 minutos
aproximadamente o hasta que se desprendieron la mayoria de las células de la base del
frasco. Se adicionaron 10 mL de medio DMEM suplementado con SFB al 10% (v/v) para
detener la accion de la trombina. Se agitd suavemente para evitar la formacion de espuma.

2. Se retira el contenido del frasco T75 y se ubica en dos tubos Falcon, los cuales son cubiertos
con Parafilm y centrifugados a 200 g durante 10 minutos. Se observd la formacion de un
pellet en el fondo de los tubos Falcon. Una vez verificada esta condicion se retird el
sobrenadante.Se adiciond a cada uno de los frasco 1 mL de medio DMEM suplementado con
SFB al 10% v/v) y se agitaron suavemente hasta solubilizar por completo el pellet con las
células.

3. Setomaron 100 pl de muestra (células + medio) y se mezclaron con 100 pl de azul Tripan. Se
agitaron suavemente y se observd en el microscopio empleando una camara de Neubauer.
Para tal fin se ubicé una lamina cubreobjetos sobre la parte superior de la camara de
Neubauer y se adicion6 la mezcla sobre los bordes de la lamina de forma tal que esta se
desplazara por difusion y cubriera la superficie.

4. Serealizo el conteo de las células. El tipo celular observado tenia una morfologia redondeada
de color blanco brillante. En la figura A1 se presenta una representacion esquematica de una
camara de Neubauer:

Sitocan

estos o l

bordes si se

} 0,25 mm cuentan

imm

Figura Ax. Camara de Neubauer
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La concentracion celular (células/ mL) se calcula como la relacion entre el nimero total de
célulasy el volumen total (mL).

El area superficial de cada uno de los cuadros externos es:

As=0,1cm*0,1 cm= 0,01 cm2. Y dado que tiene una profundidad de 0,01 cm, el volumen se
calcula como:

V= 0,01 cm2 * 0,01CM = 0,0001 CM3= 1X10 > CM3= 1x10°>mL

Por lo tanto la concentracion celular en cada cuadrante en cada cuadrante es:

C= NUmero células cuadrante/Volumen cuadrante

Es decir

C=NuUmero de células cuadrante/ax10™ mL =NUmero de células cuadrante x 10°/mL
El numero total de células lo obtengo como el promedio de los cuatro cuadrantes, asi:
CTot= Promedio de células cuadrantes x 10° /mL

Ahora, si se tomaron 100 pl de un volumen inicial de 1000 pl, se calcula el factor de dilucidn que
en este caso seria 0,1 (100 pl /1000 pl) y la concentracion total seria:

CTot= Promedio de células cuadrantes x 10° /mL x (1/Factor de dilucién)

De esta forma se obtiene el nUmero de células por mL.

Tabla A-1: Parametros para el cultivo celular
Tipo de caja o frasco Superficie | pozo | # células/pozo Volumen de
medio requerido

Caja de 96 pozos 0,3cm? 5X10° o,1mL

Caja de 24 pozos 1.5cm’ 5X10° 0,5 mL

Caja de 6 pozos 3.5cm? 8x10° 2mL

Caja de Petri §=6 cm 21cm? 5x10° 5mlL

Frasco T2g 25cm’® 5x1o6 5mL

Caja de Petri §=9.5cm 55cm? 1x10’ 10 mL
Frasco T7s 75 cm? 2x10’ 20mL
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Anexo B. Protocolo de tincion celular con
CellTrace™ CFSE Cell

MATERIALES

» CellTrace™ CFSE (Invitrogen, USA) (Componente A). Cada vial contiene 50 ug de polvo
liofilizado.

= DMSO (Dimetil Sulféxido) (Componente B). Cada vial contiene o,5 ml de
dimetilsulfoxido de alta calidad.

ALMACENAMIENTO Y MANEJO

» Los componentes deben ser almacenados y desecados a <-20°C antes de su uso

= Evite CONGELARY DESCONGELAR repetidamente

= Antes de abrir el vial, permita que este adquiera la temperatura ambiente

= Cuando son almacenados adecuadamente, tanto el DMSO como el CFSE son estables
hasta por seis meses.

* Los reactivos en solucion deber ser usados rapidamente.

CARACTERISTICAS ESPECTRALES

Los picos aproximados de emision y excitacion de este producto después de la hidrolisis son
492nm y 517 nm respectivamente. Las células marcadas con CellTrace™ CFSE pueden ser
visualizadas mediante microscopia de fluorescencia usando un filtro estandar de fluorescencia o
pueden ser analizados mediante citometria de flujo en un instrumento equipado con una fuente
de excitacion a 488 nm.

PROTOCOLO EXPERIMENTAL

Ensayos cortos (viabilidad) requieren concentraciones bajas del marcador, entre o,5-5 M.
Nota: CellTrace™ CFSE reacciona con grupos amina y no debe ser usado con buffers que
contengan aminas o soportes recubiertos con lisina.
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1.

Preparacion de los reactivos

Prepare un solucion stock smM de CFSE antes de usar, disolviendo el contenido de un vial
(Componente A) en 18 pL de DMSO (Componente B).

2.

Marcaje de células en suspension

Centrifugue para obtener un pellet de células y retire el sobrenadante

Diluya el stock CFSE 5smM en PBS o en otro buffer hasta alcanzar la concentracion de
trabajo deseada (0,5 — 5 mM)

Resuspenda las células lentamente en PBS precalentado a 37°C (preparado en la etapa
anterior)

Incube las células durante 15 minutos a 37°C.

Centrifugue de nuevo y resuspenda en medio fresco precalentado a 37°C.
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Anexo C. Metodologia para el
procesamiento  de las  imagenes
obtenidas

El procesamiento de las imagenes se llevd a cabo empleando el software Image J®. Se inicia a
partir de una fotografia de la muestra en formato .JPG (Figura E- 1)

Figura E- 1. Fotografia de microparticulas a procesar

PROCESAMIENTO DE LA IMAGEN

1. Abro el software Image J® y me debe aparecer la ventada presentada en la Figura E- 2.

r_é Image. g [ “~

File Edit Image Process Analyze Plugins ‘“Window Help
Oolglol~«lal+xAla|® 2| ®

Imaged 1.44p f Java 1.6.0_20 (32-hit)

gl4]a] | |»]

Stk

Dew
-
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Figura E- 2. Ventana principal software Image J®

2. Me dirijo a File y selecciono la opcion Open que me permite abrir el archivo que deseo procesar
(Figura E- 3).

¢ Image) g O

File Edit Image Process Analyze Pluging Wwindow Help
o] 2| @[owlse] 048] | [»]

Dpen... Ctrl+0 5 (right click to switch)

-

e

Dieu
-

Open Next Ctri+Maylsculas+0

Open Samples 4
Open Recent 4
Irmport 4

Close Crl+wn
Close All

Save Ctri+3
Save As 4
Rewvert Ctri+R

Pane Setup...
Print... Ctri+P

Quit
Figura E- 3. Procedimiento para abrir un archivo. Image J®/File/Open (Ctrl +O)

3. Sigo los pasos indicados en la Figura E- 4. para pasar la imagen a blanco y negro ( selecciono la
opcion Process/Binary/Make Binary) y se obtiene la imagen presentada en la Figura E- 5.

g 1
640x480 pixels; RGB; 1.2MB

'[9_ ImageJ E] m}

@ |Fie Edit image [Process Anayze Plugins Window Help

Eggg: Smooth Ctri+Maylisculas+S /|&| | |>>
Sharpen

Find Edges

Find Maxima...

‘ [ J . ‘ Enhance Contrast
Make Binary

Noise »
Convert to Mask
= Shadows »
Binary »| Erode
| Math » Dilate
{ FFT »| Open
Filters » Close-
Batch »| Outline
‘ | Image Calculator... Fill Holes
Subtract Background... Skeletonize

Repeat Command  Ctri+Maytisculas+R

Distance Map
Ultimate Points
Watershed
Voronoi

Figura E- 4. Procedimiento para pasar laimagen a formato binario (blanco y negro)
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Figura E- 5. Imagen en blanco y negro

4. Como se puede apreciar en la Figura E- 5, quedan algunas sombras en la imagen como
resultado de pasar la imagen de color a una escala de blanco y negro. Asi mismo se observa que
algunas particulas quedan unidas. Para solucionar estos inconvenientes, se despliega una barra

i

opcidn Drawing tools, tal como se muestra en la Figura E- 7.

de herramientas haciendo clic en el icono , sefalado en la Figura E- 6 y se selecciona la

‘ £ Imagel E]
File Edit Image Process Anabyze Pluging Window Help (
I8 olx|o| |4 |Alalolz] |4]/|a)mal7( |~

Switch to alternate macro tool sets

Figura E- 6. Drawing tools

g
G40x480 pixels; 8-hit (invering LUT); 300K

£ Image.) E]

File Edit Image Process Analbyze Pluging Window Help
’EQQ‘Q Ay #\‘A‘O\‘ﬂ‘f‘ (P T [P 0 2 I

Startup Macros
8witch to alternate macro tool sets

.|

Arrow Labelling Togls

F v Drawing Tools
.‘ Example cons
Lookup Tables
. Luts Macros and Tools Updater
‘ . Iagic Montage
. Plugins

Scale Bar Tools for Microscapes

Stack Tools

Toolset Creatar

Figura E- 7. Activacion de la herramienta de dibujo: Drawing tools
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5. Haciendo uso de los siguientes comandos, adecuo la imagen para obtener finalmente la Figura

E- 8 que no tiene sombras y que presenta las particulas separadas.

4

Paintbrush Tool (Sirve para hacer trazos libres)

Pencil Tool (Sirve para hacer trazos libres)

Eraser Tool (Sirve para borrar los trazos elaborados o parte del dibujo)

Flood Fill Tool (Sirve para llenar una superficie cerrada)

<
640x480 pixels; 8-bit {inverting LUT); 300K

v
CJoE

1\' Image.)
Ojo)z|o] 4]+~ Al 0| #]

File Edit Image Process Analyze Flugins Window Help

|412]a]n|a]x] |~

*=513,y=287, value=0

~—

Figura E- 8. Adecuacion de la imagen usando los comandos de Drawing tools

Esta imagen debe guardarse con otro nombre para conservar el archivo original. La medicidn del

tamano de particula se realiza con el software del microscopio Motic Images Plus 2.0,

MEDICION DEL TAMANO DE PARTICULA

1. Abro el software del microscopio Motic Images Plus 2.0, y se despliega un cuadro de didlogo

como el que se presenta en la Figura E- 9. Selecciono el icono Abriry abro la imagen modificada

con el software anterior.
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||!| Motic Images Plus 2.0 ML

archivo  Editar Imagen Medir Madulo  Opeion Awudar

D HPEwMAE B -te & -EEG- -0

|G BB HEIHEE SRR PLRLLE - 7R

|

Figura E- 9. Cuadro de didlogo software del microscopio Motic Images Plus 2.0,

2. Una vez cargada la imagen, se selecciona la opcidon de Auto-segmentar (Figura E- 10) y el
software reconoce las zonas oscuras, marcandolas de verde y las cuenta como particulas (Figura
E-11)

|E| Motic Images Plus 2.0 ML

Archiva Editar Imagen Medir Madulo Opcidn  Avudar

DEE2Ewm-S B -io & -G @0 -5 -9 [
S

| @ - 7R

Auko-segmentar

LSCDYRE

“E8RODSL

| BB

Figura E- 10. Opcion auto-segmentar

||E| Motic Images Plus 2.0 ML

Archivo  Editar  Imagen Medir Mddulo  Opcidn  Avudar
DeEdd@wma S B -lo (0 - ERG- -9

vt BRILDOCOVNGH “RIKOARVDLR(C-TR

»

E36
G 255 s

leo v 94 o] (=]
|\ Pintar AT exto fMedi Lupa fMusica
[ I

4

Figura E- 11. Imagen autosegmentada

3. En la parte inferior izquierda de la pantalla se selecciona la opcién Medir (Figura E- 12) y se
despliega un cuadro de didlogo que permite seleccionar el Lente objetivo empleado para la toma
de la fotografia. En este caso el lente empleado fue el de 10X (Figura E- 13).
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Cuadro de medir

iF‘intarETe:-ctD}-,Medir Lupa A Mizica

Figura E- 13. Seleccion del Lente objetivo

4. Una vez seleccionado el lente objetivo, se selecciona la opcion Auto-calcular (Figura E- 14).

||E| Motic Images Plus 2.0 ML
archiva  Editar  Imagen Medir Maduln  Opecidn Avodar

O BEmaS B-ile & -BEP-mS -0
O Y ER LDODYeEd SRS Ln W

Auto-calcular F

Figura E- 14. Seleccion de la opcidon Auto-calcular

i =)
R

= Auko-calcular

Figura E- 15. Opcion Auto-calcular
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5. La opcidn Autocalcular (Figura E- 15) despliega un cuadro de didlogo (Figura E- 16) con
informacion acerca del nUmero de particulas reconocidas, su area y su perimetro, tal como se
muestra en la figura 8, estos datos pueden ser guardados como .txt o .xls, lo cual me permite
manipularlos posteriormente para su analisis, mediante la opcion exportar que se encuentra en el
extremo inferior izquierdo.

l;‘ Resultado de Auto-calculo E]
Mimero de objetos @ Mimera: Area Perimetra ~
71
Area Tokal : gé ig? i;?
1122.6Cuadrado um i 15'4 15'5
% total del rea entodalair | . .
32.97916 % 2 15.4 16.2
Area minima del objeto 40 16.4 20.5
0.0Cuadrada um 2 16.6 16.2
fArea maxima del objeto : 47 17.0 16.4 =
&1.7Cuadrado um a iz LEs.
Media del area del objeto : -
15.8Cuadrado um =
Petimetra minimo @
0.4um
Petimetro maximo @
63.6um
Perimetro medio:
16.1urn

Exportar j

M Elsi.. | wr. |=Za. | &= | @si. L. ® R Y oi.. Es@tlg’lﬁj 02:03 a,m.
i

Figura E- 16. Resultado del auto-calculo.

6. Con los valores del area o del perimetro, se calcula un didmetro de particula equivalente,
asumiendo que la particula es totalmente esférica.

Sea

Area circunferencia: tD?/4
Perimetro circunferencia: mD
Donde D : diametro de la circunferencia.
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