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Resumen

La ingenieria de tejidos aplicada a lesiones de la piel propone constantemente métodos
innovadores con el proposito de mejorar la calidad de vida de las personas con estas patologias.
El objetivo de este estudio fue cultivar fibroblastos y queratinocitos humanos sobre soportes
artificiales poliméricos termosensibles y membranas acelulares derivadas de vejiga porcina. Se
establecieron cultivos primarios y subcultivos y, subsecuentemente, se obtuvieron epidermis
diferenciadas y estratificadas a partir de queratinocitos que crecieron en cocultivo con una capa
alimentadora (feeder layer) de fibroblastos dérmicos humanos. Mediante microscopia éptica, se
efectuaron observaciones relacionadas con el crecimiento y la diferenciacion de ambos tipos
celulares. Se encontré que las células epiteliales cultivadas sobre soportes termosensibles
produjeron laminas epidérmicas bastante semejantes a una epidermis natural, mientras que
la membrana acelular derivada de vejiga porcina resulté menos exitosa para el desarrollo de
queratinocitos.
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Abstract

Innovative methods are constantly proposed by tissue engineering in order to improve the
quality of life of people affected by skin injuries. The aim of this study was the in vitro culture of
human fibroblasts and keratinocytes on both artificial polymeric thermosensitive and porcine-
urinary-bladder-derived acellular scaffolds. Primary cultures and subcultures were established
and, subsequently, differentiated and stratified epidermises were obtained from keratinocytes
co-cultured with a human dermal fibroblast feeder layer. Observations on both structure and
differentiation of keratinocytes and fibroblasts were performed by optical microscopy. It was
observed that epithelial cells cultivated on thermosensitive scaffolds were able to produce
epidermal sheets similar to normal epidermis, whereas keratinocyte development was less
successful on the porcine-urinary-bladder-derived acellular membrane.

Introduccién

Una de las ramas de la investigacion en ingenieria de tejidos consiste en la busqueda,
caracterizacion y andlisis de la interaccion que presentan los cultivos celulares con distintos
biomateriales, los cuales funcionan como guia o soporte para una adecuada adhesion, migracion,
crecimiento y desarrollo de los sustitutos tisulares que se desean producir (Hutmacher, 2000).

Estos biomateriales pueden estar compuestos por una o varias sustancias, naturales o
sintéticas. Comenzaron a utilizarse a inicios del siglo XX, cuando se usaron placas metalicas
para insertarlas en huesos rotos o fracturados (Johnen et al., 2008). Después de la segunda
guerra mundial, y a raiz de las investigaciones en Quimica, se disponia de novedosos polimeros,
algunos de ellos empleados actualmente como biomateriales (Castro, 2009).

Las células de los tejidos suelen presentar un alto grado de organizaciéon y una interaccion
considerable con su matriz extracelular. Si un biomaterial permitiese que ambas circunstancias



Tecnologia en Marcha,
Edicion especial Ingenieria de Tejidos|7

se recreasen en condiciones in vitro, entonces el resultado serian células que forman tejidos
complejos y bastante parecidos a los naturales. De esta forma, el soporte o0 andamio tiene como
funcion primaria ofrecer un espacio tridimensional de configuracion para las células (Ohashi et
al., 2007).

Un soporte ideal para el cultivo celular debe contener poros que aumenten el area de exposicion
y contacto con las células, permitiendo la migracion celular. Ademas, debe presentar una
composicion y estructura que facilite la adhesion de las células para que ocurran 10s procesos
de su proliferacion y diferenciacion. Otras propiedades de trascendencia a considerar son: la
capacidad de promover o permitir eventuales procesos de vascularizacién, una nula toxicidad
y reactividad con otros tejidos, una tasa de degradacion que ocurra conforme se da la
regeneracion del tejido sustituto (en el caso de materiales biodegradables), una disposicion
que permita el crecimiento de células segun la estructura tridimensional original, propiedades
biomecanicas similares a las del sitio original en donde se ubicaria el tejido y, finalmente, que
su utilizacion sea econdmicamente viable (lkada, 2006).

De esta forma, se pretende que los biomateriales actuales constituyan elementos que guien a
las células que contienen para modelar y restituir un tejido especifico. Algunos biomateriales
pueden ser permanentes, principalmente en casos en que su remocion comprometa nuevamente
la integridad y funcionalidad del tejido repuesto (Ohashi et al., 2007).

Matrices termosensibles

Uno de los aportes mas importantes que ha puesto a disposicion la ingenieria de materiales son
los novedosos compuestos quimicos que varian estructuralmente en funcion de las condiciones
fisicas a las que sean sometidos. Tal es el caso del polimero poli(N-isopropilacrilamida) —
conocido como PIPAAm- cuya estructura se modifica en funcion de la temperatura. A 37 °C, el
PIPAAmM es ligeramente hidrofébico, permitiendo a las células adherirse a su superficie y crecer
normalmente. Sin embargo, al disminuir la temperatura por debajo de los 32 °C, el polimero se
hidrata, ocasionando la liberacion espontanea de las células en forma de una lamina uniforme
e integra. Dado que el polimero se encuentra covalentemente inmovilizado a la placa de cultivo,
el PIPAAm se mantiene unido luego de haber recolectado las laminas de células (Ohashi et al.,
2007).

El uso de estas matrices termosensibles ha permitido la obtencion de laminas tisulares integras,
en donde las células mantienen las uniones que establecen entre si y conservan la matriz
extracelular, dado que no se emplean enzimas proteoliticas ni se ejecutan procesos mecanicos
para la recoleccion de los tejidos. Ademas, al obtener laminas con estas caracteristicas, es
posible el disefio de tejidos tridimensionales sin recurrir a andamios entrelazados en las células
(Harimoto et al., 2002; Kanzaki et al., 2006; Ohashi et al., 2007).

Membranas acelulares

Las membranas acelulares son membranas obtenidas de diversos tejidos, que son expuestos
a varios procesos para la eliminacion completa de sus células. Estas membranas biolodgicas
presentan dos caras: por un lado, la membrana basal de aspecto brillante y cuya superficie
permite la adhesion de células epiteliales y endoteliales; la cara opuesta, de apariencia opaca,
es una tunica propria, constituida por tejido conectivo. Esta area es ideal para el contacto con
el lecho de la lesion (Freytes, Stoner y Badylak, 2008).

Desde el punto de vista morfolégico, las membranas acelulares poseen una serie de proteinas
estructurales y funcionales organizadas tridimensionalmente. Estan constituidas primordialmente
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por proteinas propias de la matriz extracelular de la dermis, es decir, colageno tipo I, Il, Il
IV y VI, glucosaminoglicanos, sulfato de heparina, acido hialuronico, sulfato de condroitina,
fibronectina, lamininas y factores de crecimiento como TGF-B, PDGF, FGF-B y VEGF (Brown,
Lindberg, Reing, Stolz y Badylak, 2006). Mecanicamente, son membranas muy fuertes, de facil
manipulacion, capaces de atravesar suturas y actuar contra agentes bacterianos.

Ante la necesidad de brindar una mejor calidad de vida a aquellas personas con afecciones
severas en la piel, el presente estudio se llevo a cabo con el fin de identificar la influencia de
dos tipos de andamios en la creacion de tejidos in vitro de epitelio humano.

Materiales y métodos

El estudio se realizd en la Unidad de Traduccion Clinica del Hospital Universitario Austral en
Buenos Aires, Argentina. Se establecieron cultivos primarios y subcultivos de queratinocitos y
fibroblastos humanos a partir de muestras de piel del area de la cara, la espalda o el abdomen
y, para ello, se aplicd la metodologia establecida por Lorenti (2009). Las células se cultivaron a
37 °C, 5% CO, y en un ambiente de alta humedad. El medio de cultivo para los queratinocitos
(Epilife ® Cascade Biologics, EE. UU.) se suplementd con rh-EGF y extracto de pituitaria bovina,
pero sin suero fetal bovino (SFB). Los fibroblastos se cultivaron en el medio DMEM, con SFB,
penicilina, estreptomicina y L-glutamina.

Para los ensayos de cultivo sobre un soporte artificial termosensible (UpCell, Japdn) se
emplearon placas multipozo, sobre las cuales se colocaron insertos que contenian en su base
el polimero PIPAAm (figura 1). Sobre esta superficie se sembraron queratinocitos provenientes
tanto de aislamientos primarios como de subcultivos. En la superficie de la placa multipozo (la
cual no tiene contacto fisico con el inserto), se sembrd una capa alimentadora constituida por
fibroblastos humanos; en algunas muestras no se hizo el cocultivo y se emplearon como control.
Las condiciones de cultivo fueron las mismas que las aplicadas para el establecimiento de los
cultivos primarios y subcultivos de queratinocitos y fibroblastos.

Inserto
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Figura 1. Modelo experimental empleado para el cultivo celular sobre un soporte artificial termosensible. Se puede
apreciar la separacion fisica entre los fibroblastos y los queratinocitos, asi como la ubicacion de la membrana
polimérica artificial.

Finalmente, para los ensayos de cultivo sobre membranas acelulares (ACell, EE. UU.) se
sembraron, de forma separada, queratinocitos y fibroblastos provenientes tanto de aislamientos
primarios como de subcultivos. Los queratinocitos se colocaron sobre la lamina basal y los
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fibroblastos sobre la tunica propria. Ademas, se realizé un cultivo organotipico, para lo cual
se sembraron fibroblastos sobre la tunica propria durante quince dias, y luego se inocularon
queratinocitos sobre la lamina basal de esta misma membrana durante siete dias mas. Las
condiciones de cultivo fueron las mismas descritas para los otros ensayos.

Resultados

Desarrollo de un epitelio sobre un soporte artificial termosensible.

Se utilizaron queratinocitos humanos cultivados con y sin capa alimentadora. En el cultivo con
capa alimentadora, las células comenzaron a anclarse a la placa a partir del segundo dia de
siembra y presentaron una morfologia tipica de células epiteliales. Posteriormente, cerca del
dia 10, las células cambiaron hasta presentar una morfologia poligonal, caracteristica de las
células epiteliales en diferenciacion, estimuladas por la alta confluencia. Al dia 12 dio inicio la
estratificacion y para el dia 21 el epitelio in vitro fue desprendido mediante la disminucion de la
temperatura (figura 2). De forma general, el cultivo presentd caracteristicas normales, aunque
se observo proliferacion y diferenciacion irregular en algunas zonas, con conjuntos de células
aglomeradas y desprendimiento y retraccion de fragmentos del epitelio en areas confluentes.
Por otro lado, en los cultivos de queratinocitos sin capa alimentadora, sus células presentaron
una morfologia estrellada y alargada, de tipo fibroblastoide, a partir del tercer dia y hasta el final
del tiempo de incubacion (figura 3).

Figura 2. Cultivo de queratinocitos con capa alimentadora sobre un soporte artificial termosensible (PIPAAmM).
Se muestran las células a los 6 (A), 9 (B), 12 (C), 15 (D), 18 (E) y 21 (F) dias de incubacion. Nétese la morfologia
poligonal tipica de las células epiteliales, asi como la formacion de un epitelio estratificado a partir del dia 12.
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Figura 3. Cultivo de queratinocitos sin capa alimentadora sobre un soporte artificial termosensible (PIPAAM). Se
muestran las células a los 3 (A), 6 (B), 9 (C), 12 (D) y 15 (E) dias de incubacion. Se observa una predominancia de
células de morfologia alargada y estrellada tipo fibroblastoide.

Los epitelios obtenidos de los cultivos en el soporte termosensible presentaron una morfologia
similar a la epidermis de una piel normal (figura 4), donde fue posible observar una hilera
de células de tamafio grande, de forma esférica y con un nucleo grande, posiblemente
correspondientes al estrato basal. Asimismo, se visualizaron, en promedio, de tres a cuatro
capas de células con formas mas alargadas y de tamafio reducido vy, finalmente, se observé
una capa superior donde hubo excrecion de queratina, posiblemente analoga al estrato cérneo.

Figura 4. Tincion con hematoxilina-eosina de una muestra de piel normal (A, 400x) y una muestra de epitelio
cultivado sobre el soporte artificial termosensible (PIPAAmM) (B, 800x).



Tecnologia en Marcha,
Edicion especial Ingenieria de Tejidos

Desarrollo de un epitelio sobre una membrana acelular

La membrana acelular derivada de vejiga porcina sembrada con queratinocitos mostro
que estos se desarrollaron sobre la lamina basal de la membrana hasta alcanzar una alta
confluencia a los nueve dias de incubacion, presentando una morfologia epitelioide o poligonal
(figura 5A). Ademas, en el cultivo organotipico, en el cual se sembraron los queratinocitos
sobre la lamina basal de una membrana acelular previamente inoculada con fibroblastos (sobre
la tunica propria) con 15 dias de antelacion, el crecimiento de los queratinocitos no presentd
una confluencia mayor al 80% y la morfologia celular no fue la usual, sino que se formaron
aglomerados (figura 5B).
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Figura 5. Cultivo de queratinocitos sobre una membrana acelular derivada de vejiga porcina. Se muestran las
células cultivadas en ausencia de fibroblastos (A) y en cultivo organotipico (B). En este ultimo, los fibroblastos se
cultivaron sobre el lado opuesto de la membrana 15 dias antes de agregar los queratinocitos.

Discusion
Desarrollo de un epitelio sobre un soporte artificial termosensible

Los queratinocitos son células dependientes de anclaje, lo que conlleva la necesidad de
establecer una conexion con el soporte sobre el que potencialmente proliferaran. No todas
las superficies son adecuadas para establecer esta interaccion in vitro, dado que no siempre
pueden generarse hemidesmosomas, que son los responsables del anclaje (Nerem, 1991).

La adhesion celular fue exitosa (aunque limitada) en ambos tipos de soportes evaluados; sin
embargo, se observd mayor sobrevivencia y proliferacion de los queratinocitos cultivados sobre
el soporte polimérico artificial (figura 2) en comparacion con la matriz acelular porcina (figura 5).
Ademas, se obtuvieron mejores resultados cuando se utilizé capa alimentadora con respecto a
los experimentos en los cuales los queratinocitos se cultivaron solos (figuras 2 y 3).

En este sentido, el polimero empleado (PIPAAm) no solo tiene la particularidad de ser
termosensible, sino que también es semipermeable (Ohashi et al., 2007), permitiendo el
intercambio de sustancias en el recipiente de cultivo celular. Asi, aunque los fibroblastos de
la capa alimentadora se encuentran fisicamente separados de los queratinocitos (figuras 1),

11
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sin contacto directo entre ambos tipos celulares, los primeros aportan sustancias al medio
de cultivo que podrian haber favorecido la sobrevivencia, proliferacion y diferenciacion de
los queratinocitos, asi como la formacion de un epitelio estratificado. Este resultado esta en
concordancia con la interacciéon demostrada en numerosos trabajos cientificos (Rheinwald y
Green, 1975; Arvelo, Pérez y Cotte, 2004; Arvelo, 2007 y Arango, Chamorro, Restrepo, Correa
y Henao, 2009)

Ademas, la separacion fisica entre los dos tipos celulares permite a los queratinocitos proliferar
sin ser afectados por el crecimiento de los fibroblastos, lo cual normalmente ocurre cuando
se cultivan ambos tipos celulares en conjunto. Esto implica que no es necesario tratar fisica ni
guimicamente las células que componen la capa alimentadora para controlar su proliferacion.
Por ello, se pueden utilizar fibroblastos autélogos, evitandose el uso de células genéticamente
transformadas, usualmente provenientes de animales, como es el caso de los fibroblastos
murinos 3T3, que son las que habitualmente se usan para preparar la capa alimentadora.

Los resultados obtenidos en el ensayo testigo (figura 3) avalan estas observaciones, ya que se
demostré que la ausencia de capa alimentadora derivd en la obtencion de cultivos celulares
menos confluentes y con una morfologia fibroblastoide. Estas células podrian ser queratinocitos
anormales o bien fibroblastos que permanecieron en estado quiescente al realizar el aislamiento
primario y que, a causa del cambio de las condiciones al trasladar el cultivo a la membrana
termosensible, hayan proliferado y anulado el desarrollo de los queratinocitos. En suma, estos
resultados sugieren que, para el cultivo de células sobre el soporte artificial termosensible
utilizado (PIPAAmM), es necesario el uso de una capa alimentadora a fin de lograr buen anclaje
inicial y el desarrollo y posterior estratificacion de los queratinocitos. Esto sustenta la nociéon de
que un optimo desarrollo de los queratinocitos in vitro esta basado en una combinaciéon cruzada
de tres factores: tipo de superficie, medio de cultivo y la presencia de una capa alimentadora.

Por otro lado, los cultivos celulares realizados sobre el soporte artificial termosensible (PIPAAmM)
qgue llegaron hasta los 21 dias de incubacién presentaron un buen desprendimiento; es decir, no
fue necesario el uso de métodos mecanicos ni enzimaticos para desprender el tejido del frasco
de cultivo. Esto podria prevenir dafios a la integridad del epitelio, protegiendo especialmente
las interconexiones entre las células y la matriz extracelular.

También se observd que, a partir del dia 24 de siembra, la lamina inicia un proceso de
autodesprendimiento. No es ideal que esto ocurra, puesto que la separacion puede darse
de forma dispareja, llegando a afectar la integridad de la membrana, lo que dificultaria la
manipulacion y aplicacion del tejido en los pacientes. Debido a esto, se sugiere que el tiempo
de cultivo y la decision del momento del desprendimiento de las laminas deben ser estimados
y programados para evitar que el tejido se separe espontaneamente.

Desarrollo de un epitelio sobre una membrana acelular derivada de vejiga porcina

El empleo de una membrana acelular al efectuar cultivos de tejido epidérmico podria facilitar
su manipulacion, e incluso permitir el desarrollo de laminas de cultivo organotipico, donde
tanto queratinocitos como fibroblastos podrian ser aplicados al paciente en una organizacion
semejante a la que existe en la piel normalmente.

En el presente trabajo, los queratinocitos primarios cultivados independientemente sobre la
membrana (en ausencia de fibroblastos) tuvieron un crecimiento normal, aungue no se observd
un proceso de diferenciacion evidente (figura 4A). De igual forma, el desarrollo de un cultivo
organotipico empleando la membrana acelular como soporte demostré que, aungue se alcanzo
la confluencia, tampoco hubo diferenciacién observable de los queratinocitos. En suma, en
ninguno de los ensayos en los que se utilizd la matriz acelular se logré alcanzar el desarrollo
de un epitelio estratificado exitoso. No obstante, esto no necesariamente es desfavorable, dado
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que los queratinocitos podrian completar su desarrollo y estratificacion in vivo. Aun cuando un
cultivo organotipico pueda demorar tiempo en desarrollarse, el hecho de que la membrana
contenga tanto queratinocitos como fibroblastos, incluso cultivados diacronicamente, muestra
que este tipo de cultivos puede ser muy Util para fines terapéuticos, sobre todo cuando el
tiempo es un factor determinante en la recuperacion del paciente.

Conclusiones

El éxito de los cultivos celulares en el inserto polimérico termosensible fue determinado por
la presencia de una capa alimentadora (feeder layer), evidenciando la importancia de las
interacciones paracrinas célula-célula necesarias para que los queratinocitos se desarrollen.
Por su parte, la membrana acelular derivada de vejiga porcina no resulté tan exitosa para el
desarrollo de queratinocitos; sin embargo, se requerira continuar en el desarrollo de cultivos
organotipicos exitosos que permitan reproducir mas exactamente la estructura natural de la piel.
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