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Resumen IX

Resumen

Los equivalentes tisulares son dispositivos artificiales que deben cumptiofugs 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 célulaggan anclarse. En el cuerpo humano tal sustrato es la
matriz extracelular, pero en equivalentes tisulares al sustrato en mencién usualmente se le
denomina soporte. Erel mercadoya existen mdltiples equivalentes de piel que varian en el
grado de complejidd, la presencia o no de células y el material de soporte empleado. El analisis
de tales alternativas fue el objeto dedpitulo 1, el cual presenta una revision de la literatura en lo
concerniente a equivalentes de piel comercialmente disponibles, susypoositras y las areas

gue necesitan desarrollo.

El plasma sanguineo humanBH) es un material ampliamente estudiado para fabricar soportes
usados en ingenieria de tejidos gracias a su contenido de fibrinégeno, proteina que puede
polimerizarse para formauna 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 aplica®dn para trasplantes aut6logos. Sin embargo, los geles de fibrina obtenidos a partir de
PH son fragiles y dificiles de manejar, cualidades indeseables durante un procedimiento
quirargico.Con el fin de mejorar las propiedades mecéanicas de los geles obteaigartir de
plasma sanguineo humano, en el capitulo 2 del presente proyecto se evaluaron dos estrategias:
la primera consistié en la combinacién del PH con alginato de sodio, sustancia que tiene el
mismo mecanismo de gelificacién que el fibringeno éncambio idnico con C§; la segunda
consistié en el aumento de la concentracion de fibrinbgeno mediante crioprecipitaciéon de PH
para formar plasma humano crioprecipitado (PHCC). Las propiedades mecanicas de los geles
obtenidos usando ambas estrategias dseterminaron mediante reologia dinamica; 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 o0 a
partir de mezclas @ alginato y PHCC; en todos los casos, la resistencia mecanica fue mayor a
mayores concentraciones de Ca lLas mejores propiedades mecéanicas 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 especificas {37C) dificulta su uso para

la generacién 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 resulsroonveniente.

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 imunolégico. Desafortunadamente, entaayoria de los casos la disponibilidad de células de
piel del propio paciente es limitada como resultado de su condicion patolégica. Como
alternativa, la expansiéin vitro de una pequefia cantidad de células obtenidas del paciente
mediante una biopsia paih vencer tal limitacién, 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 recuperacién. Para aumentar la
velocidad de creciento se propone el uso de un biorreactor en donde se mantengan
condiciones 6ptimas de pH, temperatura, oxigeno disuelto y nutrientes. Sin embargo, como ya
se menciond anteriormente, el cultivo de células de piel requiere de un soporte sélido con
suficierte area superficial para alojar la cantidad total de células necesarias; este requerimiento
puede ser provisto facilmente mediante el uso de microportadores. La primera partapliglilo

3 describe la elaboracién de microportadores basados en una soldeialginato de sodio al 1%

p/v, solucibn que se usé como modelo para realizar el montaje de una metodologia
experimental, para detectar y solucionar problemas y obtener unas condiciones finales de
operacién, sin gastar plasma humano. Esta metodologia flesteriormente aplicada a la
elaboracion de microportadores basados en mezclas de plasma sanguineo crioconcentrado
(PHCC) y alginato de sodio al 1% p/v.

Finalmente, en el capitulo 4 se describe la metodologia empleada para la evaluacion de la
adhesion ctular 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 determiné empleando el pim@tto descrito en

la norma ISO 10998 para dispositivos médicos que involucra la elucion de extractos del material

y su aplicacién en un cultivo celular seguida por conteo por MTT. Los resultados indican que
ninguno de los materiales evaluados resulitoxico. Igualmente se realiz6 la evaluacion de la
adhesion celular empleando técnicas de microscopia confocal y fluorescencia, usando Hoechst®
para la tincion de nucleos de fibroblastos murinos de la linea celular L929 y CFSE® para tincion
de citoplasma se encontr6 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

Tissle equivalents are artificial devices designed to do similar functions as to those of the
AETTTGCEA OEOOOA OEAU AOA EIT OAT AAA O1 OADPI AAAS
specialized cells whose growth and survival require a solid subdwateell 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, presencer 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 scaffoldsndiengineering 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 biocompatil®#, biodegradable and as it can be obtained directly from the own
DAOEAT 660 Al T T Ah EO EO OOEOAAT A &£ O AOOIITT Ci OC
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 {Qanic exchangg the second one involved
increasing the concentration of fibrinogen by crpoecipitation of PH to form human plasma
cryoprecipitate (PHCC). The mechanical properties of gels from both strategies were assessed by
dynamic rheology; results indicate thatets 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 6f, Glae larger was the
mechanical strength of gls. 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
introducedby 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 microsphessided 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 lgkeal 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 alternativie, vitro expansion of a small amount of cells
from a pater0O8 O OEEIT AEI POU xi1 O A POl OEAA AT 1T OCE AAI1O
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 optimallyrotiatl 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 bsiky provided by using microcarriers. The
first part of chapter 3 describes the procedure for production of microcarriers from a solution of
1% wi/v sodium alginate, used as a model solution for setting up the experimental methodology,
detecting problems ad 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 emmdyto assess citotoxicity from and cell
adhesion to sheet gels made of PHCC or of PHCC mixed with 0,5% 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 mredure described in 1SO 10993for 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 L929 cell line and CFSE® for
cytoplasm staining). It was found that cells adhered to all scaffolds, includingozimiers.

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 érgano mas grande en cuanto a su peso y
superficie.Cubre un area de aproximadamente 1.5 a 2am 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 exteriorAsi mismo, regula la temperatura corporal y eviiapérdida de agua
mediante la transpiracion y la circulaciésanguinea. 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 cronicas como las que sufren émsgmtes con diabetes.

Dentro de las alternativas existentes para el tratamiento de este tipo de heridas se encuentran
los equivalentes cutaneos, sin embargo su alto costo limita su aplicacion en paises en desarrollo
como Colombia. La presente investign hace parte de un proyecto macro, liderado por el
Grupo de Investigacion de Reactivos Bioldgicos en asociacion con el Grupo de Investigacion en
Procesos Quimicos y Bioquimicos de la Universidad Nacional de Colombia, que tiene como
objetivo la obtenciérde 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 comprerdevaluacion del fibrinbgenqroteina
presente en el plasma sanguineo humamomo material de partida para la elaboracion de
equivalentes cuténeos, atendiendo a los resultados favorables reportados en Espafia por Meana
y colaboradores(1998) donde a partir de plasma humano y células autélogas forman un
equivalente de piel biocompatib y biodegradable

Al estudiar en detalle este desarrollo se encontré6 que el hidrogel obtenido es débil
mecanicamente yrequiere ser soportado sobre una gasa para su trasplante. Asi mismo
encontré que se requieren entre 15 a 20 dias para prolifesazdlulas aut6logas 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 concentracién celular necesaria para
cubrirel material
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Se propuso

1. Se plantean dos alternativapara mejorar las propiedades mecanicas de los geles
obtenidos a partir de plasma sanguineo humand.a primera consiste en la mezcla del
plasma humano (PH) con alginato de sodio, que es un materigh@nto, ampliamente
empleando en ingenieria de tejidos que tiene un mecanismo de formacién de gel similar
al dd fibrinégeno presente en el Py consiste en intercambio iénico con calcio {.a
Los geles obtenidos con alginato de sodmnresistentes ymanipulables. Eobjetivo es
obtener un gel con propiedades mecéanicas intermedias, dadas por la mezcla de alginato
de sodio con PH y su entrecruzamiento mediante intercambio i6nico con célaio.
segunda estrategia considera el aumento de la concentradeéirfibrinbgeno en el PH,
empleando un subproducto del mismo conocido como plasma humano crio concentrado
(PHCC). El PHCC se obtierentrifugando PHa bajas temperaturas del PH y se puede
aumentar hasta 10 veces la concentracion del fibrin6geno por dnildavolumen.

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, calmlgibmétodo
de cultivo tradicional en frascos T por un cultivo a nivel de biorreactor empleando
particulas de tamafio micrométrico como soporte, se puede disminuir el tiempo
necesario para alcanzar una concentracion celular determinada, partiendo deapscb
autdloga.

En este contextogl objetivo general de la presente investigacion fue generar y caracterizar
particulas de tamafio micrométricanjcroportadoreg a partir de un material de propiedades
mecanicas mejoradas procedente deemtlasde alginao de sodio yplasma humano,que
permitieran el crecimiento celular de fibroblastdérmicos Para esto, se hizo necesarivatuar
diferentes comentraciones de alginato y PH que periaian la formaddn de gelmediante
intercambio iGnico con calcjadambién en diferentes concentracione®ado que la presente
investigacion tenia caractésticas exploratorias y se constituia en la primera vez que el Grupo de
Investigacion en Procesos Quimicos y Bioquimicos abordaba este campo del conocirfuento,
necesariodesarrollar y estandarizar todas las técnicas empleadas, desdtal@racon de los
geles,la evaluacion ddas propiedades mecénicabasta lametodologia parala obtencion de
microportadores

La presente investigacion establece las bases para futurassiiyaciones 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. T OAAAAAT OAO

1.1 Resumen

En el presente capitulee describe la piel como 6rgano fundamental del cuerpo, se aborda su
estructura y funcidnasi como logipos de heridagjue puede sufrir ylgroceso de reparacion
gue se lleva a cabo cuando éstas ocura.presentan de forma detalladalgunas de las
alternativas tecnoldgicas existentgmra el tratamiento de heridas cutaneas.

1.2 Piel

La piel act@é como barrera fisica entre elierpo y el amlante exterior aislandob de sustancias
téxicas y organismos patdégenos y sirviendo como mecanismo regulador de la pérdida dg agua
electrolitos (Parenteauet al, 200Q Falanga & Faria, 20QHuanget al, 2010 Groeberet al,
201). Asi mémo, protege al cuerpo denpactos fuertesradiacion UV y desempefia un papel
importante en la termorregulacion, detecciésensorial y curacién de heridéShosh &Clark,
2007 Bottcher-Haberzethet al, 2010Q.

1.2.1 Estructura y funcion

La piel cumple funciones activas que son llevadas a cabo por células especializadas y
estructuras ubicadas en deapasprincipales la epidermisy ladermis, que estan sparadasuna

de la otrapor la membrana basal La relacidnentre éstasle permite a la piel mantener su
estructura y cumplir adecuadamente sus funciones.

Otro de los componentes principales de la peitendiendo a ésta como el drgano mas extenso

del cuerpo esamatriz extracelular constituida por urconjunto de macromoléculas, localizadas

por fuera de las células, que en conjunto forman el ecosistema donde la célula realiza sus
funciones vitales: mitiplicacion, preservacion, procesos bioquimicos y fisiologicos
indispensables para la supervivencia de los tejidos vitales de los organismos vivos de las
diferentes especieSilvera & Barrios de Zurbaran, 2002

A Epidermis

La epidermis es la capaxterna de la pie(Figura 1-1), conformada pomna estructura celular
multicapa con poca 0 nguna matriz extracelular Por ser un epitelio, carece por completo de
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vasos sanguineny se nutre por difusion de los capilares del tejido conjuntivo subyacente
(Cepeda, 199p

Los queratinocitos son las células predominantes de daidermis la cual puede dividies en
cuatro capas oestratossegun la morfologia de los queratinocitadeéde lo més profundo a lo
superficia):

Basal
Espinoso
Granuloso
Coérneo

- 2

Cadacapacelular en la epidermis representa diversas etapas a lo largo de un proceso en el cual
los queratinocitos del estrato basabkufren un ciclo continuo dproliferacién, diferenciacion y
apoptosis que implican su desplazamienttesde la capa bashhsta la superficigpara producir
finalmente corneocitos que son célulasmuertas compuestas principalmente paueratina y

forman el estrato cérnedMenon et al, 2013. Al pasar a través de los estratos espinoso y
granulosq los queratinocitos basales sufren cambios morfol6gicos que los hacen méasspdan

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
gue en pieles envejecidas este proceso puede tardar HEkstiaqOblong & Millikin, 2009

El estrato basal o germinativg ancla la dermis con la epidermis y esta compuesto delas|
cuboidales que forman una capa continua unida mdanbrana basal.En este estrato proliferan

las células epitelialegue por diferenciacion pasan progresivamente a las zonas superiores hasta
gue alcanzan eadstrato cérneo, donde forman una capa deloéas muertas en forma de escamas

y rica en queratina, y luego siesprendenen un proceso conocido comiescamacion(Falanga

& Faria, 200y

La capaepibasal o estrato espinosoesta formado por queratinocitos poliédricos; se distingue
por contar con numerosos puntos de anclajel@smosomas 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
gueratohialina, que son particulas de forma irregular de unos 2 serdiametro, sin membrana
limitante organizadasen filas o celosias.as células del estratgranulosono se dividen y en su
lugar se diferencian queratinocitos.Estosal ser desplazados hastd estrato corneo, que & la

capa superficiglse aplanan, rompen su ndcleo y otros organelos y forman un entrecruzado de
proteinas bajo su membrana celular. Esta @ltwra proteicase conecta a una densa red de
filamentos intracelulares de queratina para proveer resistencia fisica adicional a la epidermis
(Priceet al, 2008.
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Aunque en & epidermis predominan los queratinocitombién se encuentran otros tipos
celulares tales como melanocitos, células de Merkel y células de Langerhans.

Losmelanocitos son células especializadas la produccion denelanina, la cualse distribuye a

los queratinocitos circundantes en el estrato basal. La melanina es el pigmento responsable de la
coloracién de la piel y protege a la epidermis y a la dermis de la radiaciéon ultrayiGiledaed et

al., 2009.

Las células de Merkelson células intraepiteliales de la piel que asocan con la deteccion
mecano sensorial a través de conexiones a lasitgniones nerviosas de la piel.

Las células de Langerhansson células dendriticas que se encuentran principalmente en el
estrato espinoso de la epidermissjrven como una primera linede defensa para ayudar a
prevenir infecadnes;asi mismo, bloquean crecimientos celulares aberrantes (células tumorales)
y participan en la respuesta inmune del organismo, emigrando desde la piel hasta los ganglios
linfaticos regionalegQuinn, 2004.

Epidermis
levantada

Papilas

Terminales

Dermis

) g Corneo nerviosas

— | 2 —_—
j’g’ 3 Granuloso—_| Musculo del
&5 |Espinoso pelo
K % Basal Glér)dula

= sebacea

. Vaso
Dermis .
sanguineo
Tejido

U subcutaneo /
Nervio del
foliculo piloso

Glandula
sudoripara

Figural-1: Capas y omponentes de la piel
Tomado y adaptado dericeet.al.(2008)
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A Dermis

Ladermis es la capa subyacente a la epidermia componendos regionesla dermis papilar,

guese encuentra justo debajo de dpidermisy ladermis reticular profundaquees mas acelular

y esta compuest principalmente de una matriz extracelular de fibrillas de coldgeno
entrecruzadas. Entre las fibras de coldgeno se intercalan fibras elasticas, proteoglicanos y
glicoproteinas, que leproveen a la piel fuerza, flexibilidad y elasticidaéEs debido a su
conformacion estructural queal pérdida de la dermis reticulala lugar a lacontraccién de la
heridaproduciendo asi una significativa cicatrizaci®arenteauet al, 2000.

En la dermis se extiende una red de fibras que desempefian el rol emlsdtia 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
gueratinocitos(Parenteauet al., 200Q Lai-Cheong & McGrath, 2009

Losprincipalescomponentesde la dermis soffibroblastos, células endoteliales, macréfagos, y
mastocitos. Se encuentran principalmentalrededor de la region papilaaunquetambién es
posible encontrarlos en la dermis reticular entre las fibides colagero. Losfibroblastos son
célulasde origen mesenquimadjue migran dravés del tejido y sotosresponsables de la sintesis
y degradacion de los componentes fibrosos y no fibrosos de la mattiacelulary de algunos
factores solubles. Lofibroblastos proveen de un marco estructural a la matriz extracelular a la
vez quepromocionan la interaccion dermepidérmica mediante la sintesis de mediadores
solubles. Asi mismo, desempefiamun rol importante en la reparacion de heridasen la
cicatrizacién donde aumentan su proliferacién y actividad sintét{€elleno & Tamburi, 2009

Las células endotelialesrecubrenel interior delos vasos sanguineosdesempefia un papel
fundamental en el sistema inmune & la piel nediante el control de la extravasacion de
leucocitos, que hace referencia al movimiento é&tosfuera del sistema circulatorio hacia el
sitio del dafio o de la infeccion del tejidWilliamson & Harding, 2004

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

Los mastocitos son células secretoras especiatizs que en la piel estdn 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 subcutédnea. Los
mastocitos son identificados histoficamente 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 &egacion pueden volverse hiperproliferativos e hiperplasicos
(mastocitosis). Los mastocitos son responsables de la reaccidn de hipersensibilidad inmediata en
la piel y en el mantenimiento de estados inflamatorios subagudos y crdkatzsga & Faria,
2007.

Otro componente de la dermi son &s glandulas sudoriparasque ayudan a regular la
temperatura del cuerpo a través de la evaporacion de sudor secretado en la superficie de la piel.
Lasglandulas sebaceasasociadas con los foliculos pilosos secretan cebo, una sustancia oleosa
gue lulvica y humecta el cabello y la epidermisvEllo mantiene la temperaturalel cuerpo en
muchos mamiferossin embargg ésta no es su principal funcién en los seres humanos, en donde
son una importante fuente de proliferacion de queratinocitos durante mlceso de re
epitelizadon después de heridas seve(&slanga & Faria, 2007

1.2.2 Tipos de heridas

Se pueden distinguir diferentes tipos de heridisacuerdo cotafuente u origen de las mismas,
como se muestra en kigura1-2 (Hansaplast®, 2032

Cortes. Se generan por m 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 subyacefgadencia a la formacion de
cicatrices. Las contusiones a gran dacarecisan una atencién médica profesional para mejorar
el pronéstico curativo.

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

Abrasiones (Por ejemplo, después desear la piel). Habitualmente son inocuas, pero a menudo
contaminan las capas cutaneas superiores. Las abrasiones de mayor tamafio son muy dolorosas,
dado que la lesion se extiende a las numerosas terminaciones nerviosas finas subyacentes a la
piel.
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Abrasiones Quemaduras-B grado

Figural-2: Ejemplos de lesiones cutaneas.
Tomado y adaptado delansaplast® (2012)

Quemaduras:Se distinguen tres tipos de quemadumdes acuerdo colalcance de la lesion:

- De primer grado son superficiales, solo afectan a la epidermis. La zona quemada se
enrojece y se presenta una leve hinchazéon. Aunque causa dolor, la zona afectada
permanece seca y sin ampollas. Un ejemplo es la quemadura solaEled@&fio tisular a
largo plazo es raro y habitualmente resulta en un cambio en el color de la piel.
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- De segundo gradoson aquellas quafectan la epidermis y parte de la dermis cutanea.
La causa estriba a menudo en lesiones por escaldadura o contactouego.flLa
guemadura 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 subcutaneo subyacente, en los huesos, los
musculos y los tendorge 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 deeparacion de heridas

La repaacion de heridas es un procedmamico integradoque involucra medores solubles
(citoquinas)y elementos que forman la sangre, la matriz extracelular y las células del parénquima
(tejido que hace de un érgano algo funcior@homaset al, 1995.

1. Hemostasis

4  Epitelizacion y diferenciacion celular 3. Proliferacién y granulacion

Figura1-3: Fases involucradas en la reparacion de heridas
Tomado y adaptado delansaplast® (2012)
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Este proceso sigue una secuentgmporal especifica que inicia conilaflamacion, seguida de la
formacion de tejido y por ultima laremodelacién del mismo. Estas fases no son mutuamente
exclusivas y se pueden solapar unas con otras Las heridas cronicas, incluyendo las incisiones
guirargicas usualmente atraviesan por estas etapas relativamente rgpialanga & Faria, 2007

Ghosh & Clark, 200.7Dentro del proceso de cicatrizacién de heridas se da un poockes
reparacion que requiere modificaciones morfologicas y generalmente se divide en cuatro fases
principales tal como se aprecia erHigura 1-3 (Nawaz & Bentley, 20)1

Fase 1Hemostasis (Detencion de la hemorragia gierre provisional dela herida)

La formacién deheridasgraves en los tejidos causa ruptura de los vasos sanguineos, con la
extravasacion(salida deliquido de un vaso$imultanea de los constituyentes de la sangile
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 cafz die

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) tisulasioydosis (exceso de acido en los tejidos)
(Young & McNaught, 201

De forma paralela a la disminucion del flujo sanguineo, se da la activacion de la cascada de la
coagulacion y la agregacion de plaquetas que dan origen a la formacién del coagulo. La
coagulacion de la sangre y la agregaditinplaquetas generan un coagulo que tapona los vasos y
llena cualquier discontinuidad en el tejido heriffalanga & Faria, 200Mientras el coagulo de
sangre restablece la hemostasis en el vaso, el coagulo dentro del espacio actia como un
reservorio de factores de crecimiento y pesv/un matriz provisional para la migracion celular.

Esto promueve la produccion de Oxido nitrico, adenosina y otros metabolitos vasoactivos,
causando la vasodilatacién y la relajacion de los vasos arteriales. Al mismo tiempo, se libera
histamina de los mdscitos, que son células que se originan en las células madre de la médula
Osea y actian en los procesos inflamatorios, que actia para aumentar la vasodilatacion vy la
permeabilidad vascular, facilitando la entrada de las células inflamatorias en el @spaci
extracelular alrededor de la herida. Esto explica el caracter célido y la apariencia inflamada y
enrojecida de las heridas inicialéoung & McNaught, 2031

Fase2. Proceso inflamatorio

Comprende elperiodo que trascurre desde el momento del trauma hasta el tercer dia, lapso
durante el cal ocurren(Groeberet al, 201):

- Reacciones inflamatorias
- Fagocitosis y defensa contra la infeccion
- Accién de macréfagos
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Durante esta fase, la dilatacion de los vasos sanguineos préximos a la herida cgasaef
liquido vascular con el resultado eformacién deun edema (hinchazén blanda ocasionada por
serosidad rfiltrada en el tejido celular)Este liquido (exudado) contiene diversas sustancias
esenciales como enzimas, anticuerpos, células de crecimjigondas ellas necesarias para un
proceso de curacién fisioldgictos tipos de células primarias involucradas en el proceso global
de inflamacionson lasplaquetas, los neutréfilos y los monocitos (células generadas en la
médula ésea que después de 24rdm en el torrente sanguineo se diferencian a macrofagos)
Después de la lesidn, el restablecimiento exitoso deeiaostasis (mecanismo para detener la
hemorragia por medios fisicos o quimica®pende de leexpositon de las plaquetas al tejido
conectivo intersticial,lo cual lleva a su activacién. 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 faidrade nuevo tejidgGhosh &
Clark, 200y.

De los dos leucocitos fagocitos primariagge(trofilos y monocitos), los que primero llegan en

gran catidad son los neutréfilos debido a su abundancia en el sistema circulatorio. Los
neutrofilos limpian el area de la herida de particulas extrafias, incluyendo las bacterias. Si hay
una cantidad excesiva de microorganismos o particulas indigeribles egazl die la herida, los
neutrofilos causaran un dafio adicional al tejido con el fin de eliminar estos contaminantes a
través de la liberacion de enzimas y productos de oxigeno toxicos. Cuando la herida esta
completamente libre de particulas, cesa la genebactle granulocitos y decae la cantidad de
neutréfilos remanentegClark & Singer, 20Q@hosh & Clark, 200.7

Fase3. Etapade proliferacioncelular

Esta etapa estd comprendida entre los dias cuatro y seis después de originada lgy lseridécia
aun cuando la fase inflamatoria no ha finalizadbos principales procesos que tienen lugar
durante este tiempson(Williamson & Harding, 20Q4/elnaret al, 2009:

- Reconstruccion vascular y vascularizaciprwonjunto y riego de los pequefios vasos
sanguineos y linfaticos en un tejido, érgano o region del organismo)

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

- Acciénde los fibroblastos

La regeneracion de células nuevas, con la finalidad de reemplazar al tejido dafiado, predomina
durante esta fase El nuevo tejidopresenta un aspecto rojo brillantg se empieza a formar
aproximadamente cuatro dias después de la geni&na de la heridarecibe el nombre déejido

de granulacion por su apariencia granular cuando es escindido y examinado visualmente
(Beldon, 201D
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Los macrofagos en crecimiento proveen una fuente continua de citoquinas necesarias para la
estimulacion de ldibroplasia (produccion de tejido fibroso en algunos procesos organicos)o

la cicatrizacion de una herida) y &ngiogénesis (formacion de los vasos sanguineog)s
fibroblastos construyeruna nueva matriz extracelular necesaria para soportar las células en
crecimientoa través de la sintesis de fibras de coladgentns wsos sanguineos llevan el oxigeno

y los nutrientes necesarios para sostener el metabolismo ce(Wdtiamson & Harding, 2004
Enoch & Leaper, 2008

Fase4. Diferenciacioncelular
Inicia el séptimo dia y se extiende como minimo tres dias més. Durante este lapso se da:

1. Contraccion de la herida
2. Epitelizacién
3. Mitosis y migracién

Mientras que los nus 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 epitelizacién, es
decir, la formacion de una nueva capa cutanea. La epitelizaciéon de la herida comippeteceso

de curacion de la nmsa. 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 bisiWilliamson & Harding, 200£noch & Leaper, 2005

A Re-epitelizacion

La reepitelizacion deal 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 creacién de tneaaba
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 regemeincipalmentede las células
madres presentes en los foliculos pilos{Botsarelis, 2006 La migraciéon de las células
epiteliales altera considerablemente su fenotipo, causando la retraccion de sumsefitos
intracelulares, disolviendo muchos de sus desmosomas y formando filamentos periféricos de
actina, los cualedgacilitan el movimiento celulafClark & Singer, 2000

Esta migracion de células también se somete a disolucién de sus vinculos hemidesmosomales
entre b 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 migracién poseen un unico fenotipo que las hace distiufeaka diferenciacion
terminal de los queratinocitos normales. Se aprecia por tanto que las sefiales que controlan la
curacion de heridas en el animal adulto son similares a las que controlan la fusion del epitelio
durante la embriogénesi@acintoet 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 procgsadiferacion y migracién de las
células epiteliales pueden ser provocados por la ausencia de células vecinas en el margen de la
herida (es el llamado efecto del borde lib(Bejana, 199%

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

Faseb. Etapade maduraciony 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 circulaciésanguinea 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 formacion de una cicatriz hipertrofic&ventualmente es posible alcanzar umeatructua

similar a la observada en el tejido no herido (sustitucién de colageno tipo 1 con colageno tipo 3).
Sin embargo las heridas nuna alcanzan el mismo nivel deerza del tejido, alcanzanden
promedio el 50% de la resistencia a la traccion origmdbs3 meses y solo 80% a largo plazo
(Beldon, 2010Young & McNaught, 20)1

1.3 Equivalentes de piel

El métado estandar para el tratamiento de heridasitaneasinvolucra el uso denjertos de
espesor parcial autégos que consisten en la utilizaciéon dea porcion de piel del paciente de
un area no afectada gn la herida. Este método fue introducido en el sigltX y desde ese
momento a la actualidad se hadesarrollado nuevos materiales y metodologigse han
conducido a lo que hoy se conoce como equivalentes déReedr, 20Q).

Yildirimeret.al. (2012) mencionaque un substituto ideal de piel debe

- Proveer gguridadal paciente

- Ser degradable

- Serflexible

- Favorecer la formacion de nuevo tejido dérmico

- Tener vda utilrazonable

- Bajo ostoporcm?

- Ser mecanicamentestable y permitir la \ascularizacion

Una de las formas de clasificar los equivalentaérmens actualmate disponibleses mediante su
estructura anatdémica, es decir si son dérmicos, epidérmicos o un conjunto de I¢sdoNeil,
2008 Shevchenkeet al, 201Q Jeanet al, 201).
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1.3.1 Equivalentes epidérmicos

Los equivalentes epidérmicos han sido disefiados para ser usados en aquellos casos donde la
dermisno ha sido afectada gravemente y solo se hace necesario recuperar la epidermis.

BIOSEEDRS™

BioSeedS™ (BioTissueTechnologie Dinamarcy estd compuesto de una matriz de fibrina
(Tissuca®) cubierta con queratinocitos autélogoglean et al, 201). A nivel clinico se ha
estudiado principalmente en el tratamiento de Ulcera$ricas en los pies mostrando mejoras
significativas enla eficiencia de la cicatrizacion da lherida. Estudios en animalesan
demostrado que el uso del gel de fibrina no mejt@aasa de absorcién de los queratinocitos
cuando se compara con el métod@ éspersion de queratinocitaobre la heridasin embargo

el empleo de fibrinanejora la manipulaciémel soporte la adhesién celular, la hemostasis y la
cicatrizacién(Shevchenkeet al, 2010Q.

CELLSPRAW

CellSpray" (Clinical Cell Cultur€ompany Australia) es una suspension de queratinocitos
autdlogos(Jeanet al, 201) en estado subenfluente (estado mas activo de proliferacipigue es
aplicadoen el lecho de la herida mediante aspersion. Esto permite mejorar la proliferacidvo
hasta la confluencia (cierre de la herida) y la éifieiacion celular hasta formar una estructura
epitelial reconocible Al no emplearse queratinocitos en estado confluente se redudiempo

de cultivq cubriendo de forma temprana |aerida con queratinocitos activos viables. Este
método no se emplea endridas de espesor total ya que éstas requieren un soporte dérmico
para alcanzar una restauracionrpganente y funcional de la pi€bhevchenkeet al, 2010.

EPICEL®

Epicel® Genzyme Corporatiph)SA)es un equivalentepidérmicoconsiderado por la FDAomo
producto de xenotransplante(GenzimeCorportation®, 2013 formado por queratinocitos
humanosautélogos derivade de una pequefa biopsia de piel de la zona retroauricular o la
inguind y cultivados sobre una capa dibroblastosde ratén irradiaos (Jeanet al, 201). Su
espesor varige acuerdo corl 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 quirtrgico inoxigalal&igura

1-4 se presenta una imagen de la aijgancia deEpicel®, el cualesemplea principalmenten el
tratamiento de pacienteson 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 doada posible emplear
autoinjertos debido a la severidad o extension de sus quemadbD@a$Beulest al, 2007.

Epicel® es una barrera temporal que previene la pérdida de fluidosnfetzion de la herida,
constituyéndoseen un tratamiento valioso para salvar la vida de pacientes con quemaduras
extensas.Dentro de las ventas de Epicel®e encuentran la disponibilidad de tejido autdlogo
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para una cubierta permanente usando tan solo peguefia 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 frgilidad del equivalente obtenido y el tiempo delaitan corto(Balasubramani

et al, 2001 Shoreset al, 2007 Gohet al, 2013.

Figural-4: Apariencia de Epid@.
Tomado y adaptado d&rosskinsky2006)

EPIDEXM

EpideX" (Eurodem AG Suiza)es un equivalente epidérmico compuesto de queratinocitos
autélogosubicadossobre una membrana de silicorfdeanet al, 201). 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 sahbmerbrana de
silicona y trasplantados en la herida del paciente. Epilees ampliamente usado en el
tratamiento de Ulceras cronicas, especialmente aquellas de tamafio pequefio o mediano que
presentan algo de tejido de granulacion pero que fallan en laitelgacion (Ortega-Zilic et al,

2010.

Los costos estimados del tratamiento cdEpideX™ oscilan atre 3500 y 16000 délares para
Ulceras en los pies y varide acuerdo cotta extension de la herid@rtega-Zilic et al, 2010Q. La
presentacion comercial de este equivalente epidérmico es en forma de discoscde de
diametro. Cada paquete de Epid&contiene 6 discos que pueden tratar una herida derhf
dado que el fabricante recomienda cubrimt@olo el 50% de la superficie a trat@roiser &
Jérdme, 2018
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-

Las laminas circulares de 1 cm de didmetro se ubican en la herida, cubriendo tan solo un 50% de la mi

Figural-5.  Apariencia deEpidexX™.
Tomado y adaptado d€roisier & Jérdme2Q13

EPISKINM

Figural-6:  Apariencia de Episkit.
Tomado y adaptado d8unet. al(2008
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lado los ensayos clinica®pn animaledGomezet al, 2009. Estd compuesto de wgratinocitos
cultivados sobre una matriz de cgéno(Jeanet al, 201).

EPIFAST ®

Epifast ® BioskincoS.A, México) & un equivalente epidérmico formado pagueratinocitos
criopreservados obtenidos de prepio de neonats. Se encuentra soportado sobre una gasa
vaselinada y sus dimensiones son 7x8 cm, dando lugar a una superficie total d¢Séalet al,
200

Figural-7: Apariencia de Epifa®&.
Tomada deSealet. al(2007)

LASERSKIN

Laserskil™ (Fidia Advanced Biopolymeisaly) es un equivalente epidérmico formado por
gueratinocitos aut6logos sobrena matriz de acido hialurénic@eanet al, 201}, la cual es
microperforada va laser, lo cual permite la migraoide los queratinocitos al lecho de la herida
Estudios preliminares recopilados por Shevchemta@l. (2010) muestran que este equivalente
tiene un gran potencial, debido a la biocompatibilidad y bajas tasas de infeccién en modelos
animales preclinicos.

Shoreset.al. (2007) reportan investigaciones de diversos autores donde se ha empleado con
éxito Laserskif™ para el tratamiento de Ulceras de pie diabético, Ulceras venosas, Ulceras
arteriales, quemaduras traumaéticas, entre otros.
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Figural-8:  Apariencia de_aserskin™.
Tomada deStokkeet al(1997)

MYSKIN™

Myskin™ (Altrika Ltd., ReinoUnido)es un equivalente epidérmico compuesto de queratinocitos
autologos, extraidos de una pequefia biopsia del paciente y sembrados sobre una lamina de
silicona perforada, especialmente tratada para soportar el crecimiento de este tipo de células y
certificada para implantes humanddeanet al, 201). Su presentacion es dorma de discos de

5 cm de diametro y 19,6 drde area superficial, envasados en una mezcla estérihedio Eagle
modificado de Dibecco (76%) y medio HaF12 (23%) en forma de gel de ag@aymonowicz

et al, 2007.

Los queratinocitos son eoultivados con fibroblastos murinos libres de contaminacion
bacteriana, hogos y micoplasma. Las células murinas no estan presentes en el producto final y
s6lo son empleadas para favorecer la proliferacién de los queratinodmgnonowiczet al,

2007.

Figural-9:  Apariencia deMyskin™.
Tomaday adaptada de&Szymonowiczet al(2007)
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RECELL®

ReCell®(Avita Medical, Rino Unidg es una tecnologia que comprende células cutaneas
autdlogas en suspension, las cuales son asperjadas en el sitio de la herida, promoviendo la
cicatrizacién (Jean et al, 201). A partir de una pequefia biopsia del paciente, la cual es
rapidamente procesada (280 minutos), se obtiene una suspension celular que coatien
gueratinocitos, melanocitos, fibroblastos y célulasldengerhans que al ser aplicadas en el sitio

de la herida promueven una rapida y efectiva cicatriza¢8inkkeet al, 1997.

Figural-10: Apariencia dReCell®
Tomaday adaptada deStokkeet al (1997

SUPRATHEL®

Suprathel® (Polymedics, Alemania) es substituto de piel altamente permeable aligeno y al

vapor de aguague proveeun ambiente favorable para la cicatrizacion de la heridagrathel®

fue desarrollado para el tratamiento de: quemaduras de segundo y tercer grado, sitios de
donacion de ifertos parciales de piel, abrasiones a gran escala y correcciones de cicatrices entre
otros. Estd compuesto principalmente de &acido polilactico y tarda 4 semanas en degradarse
hidroliticamente. Su permeabilidad al vapor es de MnL/m*h™y tiene un pH iiial de 5.5
(Dreesmanret al, 2007.
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Figural-11:  Apariencia deSuprathel®
Tomado y adaptado dBreesmanret 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 mnfvan der Veenret al, 2010, elaborado a partir de dermis cadavérica
humana, inmunoldgicamente inerte, procesada con cloruro de sedimdecilsulfato sodico
(NaCtSDS) y posteriormente liofiliziéa, que conserva la membrana basal intafffarenteauet

al., 200Q Groeberet al, 201);

Remo@®n de la epidermis y las célule Soporte acelular heterogéneo deshidratado que contier
de la piel factores de crecimiento, sitios de anclaje celular y vasc
sanguineos

Figural-122 Esquema del pros® de elaboracion de Alloderm®.
Imagenes tomadas gdaptadasde BioHorizons®Z008
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Los componentes de Alloderm® permanecen Se da ua repoblacion rapida y una revascularizacion. h
bioldgicamente en su estado natural y esto hace que de un proceso de regeneracion intrinseca
reconozca inmediatamente como tejido humano
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Se da una remodelacién completa en el tejido del pro Presentaciéicomercial Alloderf®
paciente con resultados funcionales, fisiologicos y

reconstructivos.

Alloderm® tiene hasta dos afios de vida Gtil cuando «  La lamina de Alloderm® debe rehidratarse en dos ba
almacenado entre 0 y 10°C. Una vez abierto debe lleve estériles consecutivos. Se debe removepel pel
un bafio con solucién salina estéril. Alloderm® entre el primer y segundo bafio.

Figural-13  Modo de uso de Alloderm®.
Tomado y adaptado d@ioHorizons®, 2008

Alloderm® es ampliamente utilizado en el tratamientde quemaduras de espesor parcial o
profundas y reemplazos de tejido blan(®alasubramanét al, 2001 Shoreset al, 2007.
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Estudios clinicos han mostrado que injertos de espesor parcial sobre Alloderm ® presentan
mejores resultados que si ésteg aplicaran directamente sobre la herida. Asi mismo, se ha
encontrado que presenta propiedades inmunogénicas apropiadas en estudiogtro en
animales, sin evidencia de rechal®riceet al, 2008 van der Veeret al, 2010.

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

BIOBRANEM

Figural-14: Presentacion comercial de Biobralte
Tomado y adaptado dAmaralet al(2009), HealthcareLtd.(2011

Biobrand™ es un sustituto de piel biosintético que se &tk a la dermis facilitando la
recuperacion de la funcién estructural y biolégica y reducienddolr. Estdformado por una
estructura de 2 capas: una exterior de silicong @ctia como barrera, evitando la pérdida de
agua por evaporaciéon haciendo que se cree un ambiente himedo 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 cubiga con colageno porcinfloneset al, 2002 Lesheret al, 201).

Una vez ocurre la epitelizacién, flstituto se desprende de la superficie de la herida dejando al
descubierto el nuevo epiteliAmaralet al, 2009.

CYMETRAM

Cymetra™ (LifeCell CorporatigriJSA)es un polvo seco obtenido de piel humana pulverizada.
Contiene todos los elementos necesarios para reemplazar el tejido (colagenasinala
proteinas y proteoglicanos). Gracias al tamafio de sus particulas, CyMetrade ser inyectado
en el sitio de la herida, con una invasion min{®eoet al, 2009.

DERMAGRAFT®

Dermagraft® (Advanced BioHealing, USAs una barrera dérmica temporal basada en
fibroblastos alogénicos neonatales criopreservados sobre un segmtoso y bioabsorbible de
poliglactina, que en heridas cronicas incrementa la velocidad de cicatrizacién de la herida
(MacNeil, 2008van der Veeret al, 2010 Kim et al, 201). Una vez los fibroblastos neonatales

son sembrados sobre la malla de poliglactina en presencia de factores de crecinueldigenos,
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 stituto dérmico tridimensional metabolicamente
activo que contiene células vivas y que es criopreservado hasta su uso final en pacientes
(Parenteauet al, 200Q Advanced Biohealing, 20).0

Figural-15. Presentacion comercial de Dermagraft
Tomado y adaptado dé&dvancel Biohealing2010)

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 dgoens queno alcance los tendones, musculos o
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hueso y debe ser usado en paciesijue tengan una irrigacion sanguinea adecuada alrededor de
la tlcera(Advanced Biohealing, 20).0

Se depositan fibroblastos neonatales sobre la malla de poliglactina en presencia de factonesefieccy demas
sustancias que permiten su proliferacion.

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

Figural-16: Proceso de obtencién de Dermagraft®
Tomado y adaptado dédvanced Biohealing2010)
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Dermagraft® ha sido ampliamente empleado para estimular la cicatrizacién de heridas crdnicas
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 tratamientbettiglas 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 hgniadzet al, 2008.

DERMAMATRIX

Figural-17.  Presentacion comercial de Dermamatrix.
Tomado y adaptado delaoet al(2012

Dermamatrix Synthes IncUSA es un producto dérmico acelular procesado y manufacturado
por la Findacibn de Traplante Musculoesquetal y distribuido a través de Synthes Inc. Al igual
que AlloDerni" proviene de piel cadavérica humana procesada, sin embargo su procesamiento
es diferente ya que se emplean detergentes y acidos seguidos de una poétdiliaacion. Es
ampliamente usado en reconstrucciones craneofaciales,lalg@ared abdominal y de busto
(Shoreset al, 2007.

EZ-Derm™

EzDerrd™ (Brennen Medical, Inc., MN, USA) es una cubierta acelular basada en colageno
dérmico porcino reconstituido y entrecruzado con un aldehfdwa incrementar su resistencia
tensil. Este producto no se incorpora dentro de la di@ry debe ser removid@Groeberet al,

201).
N ——

Figural-18: Presentacion comercial de EBerm™.
Tomado y adaptado dAM-ScientificsLtd.(2008)
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FORTAFLEXY

FortaFlex" (Organogenes Inc., USM es una ratriz acelular derivada de la submucosa del
intestino delgadoporcino(Jeanet al, 201).

GLYADERM®

Glyaderm®(Euroskin Bank, Holandas una matriz dérmica acelular derivada de piel humana
gue puede ser utilizada en el remplazo de piel quemada o en la reconstruccién de defectos de
tejido blando y tejido ganular inestablé€leanet al, 201). Conserva la estructura tridimensiah

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 combina@oén injertos autologos de espesor
parcial, con el fin de alcanzar una restauracion tanto de la dermis como de la epid8umi&
Tan,2013.

Figural-19: Presentacion comercial de Glyaderm®.
Tomado y adaptado d8un & TanZ013

GRAFTJACKE®

Graftjacket® Wright Medical Technology, Inc, Arlington, TN, US#s un soporte que proviene

de tejido dérmico cadavérico humano, al cual se le remueven los componentes celulares y se le
retiene el colagno, la elastinalos proteoglicanosy los canales vascularepreservando intacta

la matriz provee un ambiente ideal para la revascularizacion y la proliferacion céBiareset

al., 2007 Shevchenkeet al, 2010.
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Figural-20: Composicién de Graftjack®.
Tomado y adaptado dEischeret al (2003

Wright Medical Technology, Ipatentd una tecnologia que le permite remover los componentes
celulares sin mtrecruzamiento quimico o radiacién, preservando las propiedades bioquimicas y
estructurales del colageno dérmic@raftjacket® es empacado al vacio y requiere un proceso de
rehidratacion antes de la implantacién. Este soporte permite la revascularizalgdia matriz
extracelular, favoreciendo la proliferacion celular. Por su caracter alogénico es biocompatible con
tejido humano, ademas tiene adecuadas propiedades mecanicas que permiten su correcta
manipulacién(Fischeret al, 2003.

HYALOGRAFT3D™

Hyalograft3DTM (Hyaltec, Argentind es una matriz tridimensional compuestale un éster de
acido hialurénicqJeanet al, 201).

Figural-21:  Presentaciéon comercial ddyalograft-3D™.
Tomado y adaptado d€ookBiotech 2013
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El &cido hialurdnico es uno de los principales polisacéridos que compone la matrix extracelular y
promueve la migracion y proliferam de fibroblastos dérmicos y queratinocitodyalograft

Q$1 OA OOEI EUA Aiil O pPi OOA AA EEAOI Al AGOTI O A
espesor parcialA partir de una biopsia de piel (1 cm?) se extraen fibroblastos autdélogos 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 conjuntzasenskin®en

lesiones tales como: ulceras crénicas, varicosas, diabéticas, o por decubito; quemaduras, heridas

de dificil cicatrizacion, escaras, cirugia plastica, reparadora y otras. Hyal&@@ft h AT 1
fibroblastos autélogos, se presenta en una capsul@dgi para cultivo celular, listo para aplicar
(CookBiotech, 2013

(@]}
O
(D¢

ICXSKN

ICXSKN (Intercytex Ltd, Manchester, UKsun sustitudo dérmicaonformado por una matriz

de fibrina cultivada con fibroblastos dérmicokos ensayos en fase | harostrado la eficacia en

la cicatrizacion de hetas de espesor total, encontrado después de 28 dias una adecuada
epitelizaciéon del tejido y una incorporacion exitosa en el cuerpo, dando lugar a una
vascularizacion complet@Boston Scientific Corporation, 200&horeset al, 2007.

INTEGRA®

Integra® (Integra NeuroSciences, Ristboro, NJ, USA) es un equivalente dérmico artificial
semipermanentedesarrollado y comercializado en Estados Unidos desde el afio(Kdaet al,

201). Se compone de una matriz porosa tridimensional de fibras de colageno bovino reticulado
y glicosaminoglicanos de tiburén (sulfato de condroitina), fabricada con una porosidad y una
veloddad de degradacion controlada®rice et al, 2008 Groeberet al, 201} y una cubierta
epidérmica tenporal elaborada con polisiloxano sintético (silicona), que proporciona la
homeostasis inmediata a la herigdaediante el control déa humedadde una manera
comparablea la piel normay a su vez le imparte resistencia al equivalente. La presentacion
comercial (en forma de laminas delgadas estériles para ser usadas como apoésitos) y algunas
caracteristicas técnicas de Integra® se presentan &iglara 1-22.

INTEGRA EEE
BILAYER MATRIX WOUND DRESSING

V  Fraccién de volumen de poro: 98% F

V Diametro de poro promedientre 36120um

V Relacion colageno/GAG de 92/8 ( colageno
tendon bovino tipo I/ condroiting-sulfato)

V Resistencia especifica a la degradacion por
colagenasa

V Tiempo de degradaciom vivg 30 dias.

Figural-222  Presentacion comercial y especificaciones técnicas de Integra®


http://www.hyaltec.com.ar/Contenidos2010/Laserskin.htm
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Fotografia electronica de la estructura
interna de INTEGRA®

Seccion transversal de INTEGRA

7 dios despues de la aplicacion Formacion 14 dios d e R ion de
o de vasos
Regeneracion 7
dérmica en

Regeneracion dérmica en proceso Vasos sanguineos completamente formados
Después de la . Tejido culaneo regenerado
remocion de la ejanyerio en completomente

membrana de
silicona

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 aplicaol sobre
la neodermis

Figural-23: Esquema de la evolucion de un herida dd mearada con Integra ®.
Tomado y adaptado dé-DA 2002
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Integra® es actualmente el soporte dérmico mas probado y extendido clinicanieriteet al,

2008); su funcion mas importae es servir de soporte e inducir la regeneracion del tejido
dérmico. El tamafio de poro y la degradacion del coldgeno bovino estdn controlados para
permitir el crecimiento del tejido e inhibir la contraccion de la herida. ERidara 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, macrofagos, linfocitos yloéas endoteliales provenientes de capas adyacentes de

la piel del paciente se infiltran para iniciar la formacion de una nueva red vagioéara®,

2012.

A medida que la curacién progresa, el colageno nativo depositado por los fibroblastos reemplaza
la porcién de colagenbovino proveniente delntegra®, la cual es degradada aproximadamente
en 30 dias.

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
(genemlmente un autoinjerto delgado) para finalizar el proceso de reconstrucciéon de la piel
(Parenteauet al, 200Q MacNeil, 2008

Dentro de las principales ventajas del substituto dérmico Integra® se encuentran su facil manejo,
baja inmunogenicidad y bajo riesgo de transmisién de enfermedades. Ademas, se obtienen
resultados cosméticos satisfactorios aldieir las tasas de contraccion y la formacion de
cicatrices. Dentro de sus desventajas estan el largo periodo de vascularizacibh 18s) y la
temporalidad, pues implica un procedimiento quirlrgico posterior para adicionar un injerto
epidérmico definitvo. Por otra parte, se ha demostrado que los cultivos epidérmicos autélogos
no se integran muy bien sobre la nueva dermis producida luego de emplear Int¢Bist@&er-
Haberzethet al, 2010 Shevchenkeet al, 2010.

KARODERM®

Karoderm® Karocell Tissue Engineergitguecid es un equivalente dérmicoompuesto de
dermis humana descelularida (Shevchenkeet al, 201Q.

MATRIDERM®

Matriderm® Dr Suwelack Skin and Health Care AG, Billerbeck, Germany) es un sajorte

I OECAT AT OETT U AT1 OEOOA AA O1T A [ Abeadstma AA Al il UC
hidrolizada, liofilizada y no entrecruzadan tamafio de poro aprox. de 0,75 n{wan der Veeret

al., 2010 Groeberet al, 201). En pequefios ensayos clinicos para el tratamiento de quemaduras

de espesor completo, éste ha mostrado resultados promisorios cuando es aplicado de forma

simultdnea con un injerto de espesor parcial en un procedimiento de uagtgpa(Shevchenko

et al, 201Q.
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Figural-24:  Estructura interna y externa de Matriderm®
Tomado y adaptado dé\ndersenret al.(2012

OASIS®

Oasi® (Cook Biotech Inc., West Lafayette, IN, USA) es una cubierta permanente elaborada con
submucosa acelular liofilizada de intestino delgado porcino, con espesores entre @3AG um

(van der Veeret al, 201Q Groeberet al, 201), empleada en el tratamiento de heridas de
espesor parcial y tota, Ulceras venosas cronicas, Ulceras diabéticas y otros traumas en la piel
como abrasiones, laceraciones, quemaduras de segundo grado.

Se han obtenido resultados positivos para el tratamiento de Ulceras cronicas, donde el tiempo de
cicatrizacion se ha deicido y se ha disminuido la recurrencia de la ulcerafbostow et al,

2005. Se ha demostrado que la matriz Oasis® soporta la diferenciacion epidarmdioy la
formacion de membrana basélindberg & Badylak, 200Q1sin embargo hasta el momento no se

ha publicados ensayos en los que se use en el tratamige heridas de espesor total.

Figural-25. Morfologia interna y externa de Oasis®
Tomada y adaptada d€ookBiotech(2013
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PELNACM

Figural-26: Presentacion comercial de Pelrfdc
Tomado y adaptado elEurosurgica(2013

Pelna¢" (Eurosurgical, UKesta conformado por unasponjade atelocolageno (colageno
procesado con pepsina para remover los telopéptidos, lo que lo hace Sptidrigada de tenddn
porcino (de 3mm de espesor y poros con tamafios entre BIDUM)y una capa de silicona. Es
adecuado para usar en def®s de piel de espesor parcilusado como material alternativo
para la formacion de nueva dermis mediante la invasion de fibroblastos en lanjaspe
atelocokhgeno(Eurosurgical, 2013

Pelnac" es indicado para el tratamiento de quemaduras de tegdo, defectos traumaticos
en la piel y escisién de tumores nerviosos, entre oftevchenkeet al, 2010.

PERMACOL®

Permacol®Tissue Science Labaxies PLC, Aldershot, Ukes un substituto dérmico basado en
dermis acelular porcina entrecruzada con hexametitBisocianato,(HMDI por sus siglas en
inglés Hexa Metilen Dibcianatg¢ (MacNeil, 2008 que ha sido sometida a un proceso de
remocion de células y cualquier resto de ADN y ARN, sin afectar lazntatlimensional de
coldgeno. El uso de un agente entrecruzante permite un control sobre el proceso de
remodelacién del colageno y la velocidad de este proceso puede ser modificada mediante la
alteracion del nivel de entrecruzamiento. Sin entrecruzameemnto 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 enzimalagenasa de acceder a la uniéon especifica de los enlaces
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de colagno y realizar la digestiomor lo tantg el Permacol® entrecruzado con HMDI tiene una
mayor resistencia a la digestion de la colagenflsang et al, 2009. Permacol® no requiere
rehidratacion o refrigeracion y es dimensionalnte estable. Esta disponible en una amplia
variedad de tamafios incluyendo los tamafios mas grandes que eliminan la necesidad de sutura
de multiples piezas juntas y proporcioehtamafio adecuado de implante sin importar el tamafio

de la heridgCoviden, 201p

“

A4

Figural-27:  Estructura externa de Permacal®
Tomado y adaptado d®lympus Terumo Biomaterials Cqg0912

REPLIFORM®

Repliform® (LifeCell™, USA)esun aloinjerto elaborado a partir de dermis cadavérica humana
(Jeanet al, 201). Al provenir de dermis human este soporte dérmico acelular conserva el

colageno, la dlstina, proteoglicanos y demas compontas de la piel, que le dan resistencia,

elastcidad y durabilidagBoston Scientific Corporation, 2004

Copyeighe @ 2001 Boston Scimeo Loporstion. A nipes reserved

Figural-28: Estructura externa d&epliforn®.
Tomado y adaptado dBostonScientific Corporatiof2004)

STRATTICE"

Strattice™ (LifeCell,USA) es una malla quirGrgica derivadede dermis porcina(Jeanet al,
2012, procesada (remociorde células animak y conservada en una solucion tampon de
fosfatos. Strattice™ esta disefiada paractuarcomo mallaquirdrgica en la reparacion de tejidos
blandos, a la vez que representa una estructde soporte para los tejidos dglaciente
(LifeCell® 2012.
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SUREDERM®

Surederm® Klans Biomed Corporation, Seoul, Korea) es un soporte alogénico consistente de
dermis humana liofilizadéGroeberet al, 201).

SureDerm
VD¢ e Upe De
!f e N rm
HANS

Figural-29: Presentacion comercial de Surederm®
Tomada y adaptada delansbiomedica(2012

Surederm® es indicado para el reemplazo o reparacién de tejido suave, incluyendo cicatrices
hipertréficas y heridas por quemaduras. El material puede ser almacenado hasta por 2 afios y
requiere 10 minutos de rehidrataciéantes de la aplicaciéon, es incorporado de forma
permanente en el lecho de la herida y provee un soporte dérmico para la posterior aplicacion del
injerto de pielShevchenkeet al, 2010.

TERUDERMIS®

Terudermis@ lympus Teumo Biomaterial Corp, Tokio, Japan) es una esponja de colageno
bovino desnaturalizada térmicamente, liofilizada y entrecruzg@aioeber et al, 201). 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
(Shevchakoet al, 2010.

Figural-30: Presentacion comercial dBerudermis®.
Tomada y adaptada d®lympus Terumo BiomatesaCorp (2012
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Las células y los capilares infiltran la
esponja de colageno ubicada en el lecho |
la herida. Después de remover la capa de
silicona se aplica un injerto de piel de
espesor parcial sobre Terudermis®

v

Figural-31: Mecanismo de accion deerudermis®.
Tomada y adaptada d®lympus Terumo Biomaterials C¢2012

1.3.3 Equivalentes dermeepidérmicos
APLIGRAR®

Apligraf® Qrganogenesis, USAxntiene dos tipos de células derivadas de prepucio neonatal:
gueratinocitos y fibroblastos embebidos en una matriz de coldgeno tipo I. Se usa para curar
Ulceras, como el pieiabético y las Ulceras venosas de la pierna que no sanan despuéd de 3
semanas, a pesar del tratamienton las terapias convencionaléShoreset al, 2007 Apligraf®,

2010.

Figural-32 Presentacion comercial dépligraf®.
Tomada deApligraf®(2010
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KAROSKIN®

Karoskin® (Karocell Tissue Engineering AB, Suecia) es un aloifjgeiohumana)de espesor
parcial que sirve como cubierta temporal para cubrihégida 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 deshidra@bérchenko

et al, 2010.

ORCE®

OrCel® (Ortec International Inc, New Yoeg un equivalente dermepidérmico que ontiene
fibroblastos y queratinocitos obtenidade prepucio neonatal. Los fibroblastos son sembrados en
una esponja de colageno tigpla cual es cubierta con un gel de colageno no poroso, sobre el cual
se depositan los queratinocitos hasta formar una capa confludasta bicapa compuesta sirve
como matriz absorbible, con citoquinas y factores de crecimiento secretados por los fibtabl
alogénicos (Shores et al, 20073. Al estar compuesto por células alogénicas, el producto
desempefia un papel tengpal, se reabsorbe enI4 dias (similar a Apligraf®np se encuentran
restos de ADN celular proveniente del producto-2¥ das posteriores a la aplicacion
(Shevchenkeet al, 2010.

OCx

a

Figural-33  Presentacién comercid@rcd®.
Tomada deOstrovsky(2006)

PERMADERNM

PermaDernmi" (Regenicin Inc.,New JersdySA) esta compuesto de fibroblastos y queratinocitos
autologos sobre usoportede colageno bovin@Jeanet al, 2011 Regenicin, 2011

STRATAGRAFT®

Stratagraft® (Stratatech CorporatignUSA) es un equivalente agico dermeepidérmicoque
consiste en una capa epidérmica de queratinocitos humanos totalmente estratificados que



Capitulo 1 Antecedentes 3¢

crecen en una capa dérmica comteepor fibroblastos humanos embebidos en una matriz de
coldgeno no bovino Estos queratinocitos son neonatales inmortalizados NIKS@eonatal
immortalized keratinocytg@sy su caracterizacién arroja que estan libres de virus, no son
tumorigénicos yson consistertes genéticanente de lote a lote(Stratech-Corporation, 2010
Jeanet al, 201).

Figural-34: Apariencia de Stratagraf.
Tomada deWisconsinUniversity(2007)
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2.1 Resumen

Los equivalentes tisulares son disjioss 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
sudrato fisico sobre el cual las células puedan anclarse. En el cuerpo humano tal sustrato es la
matriz extracelular, pero en equivalentes tisular@ssustrato en mencionusualmente se le
denomina soporte. El plasma sanguineo humaRtl) es urmaterial ampiamente estudiado

para fabricar soportes usados en ingenieria de tejidos gracias a su contenido de fibrinégeno,
proteina que egscindda por la trombina en condiciones especifipasa forma monémeros, los
cuales sgolimerizen para formar una red de filma que puede servir dalbergue 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 trasplantesitélogos. 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 humanp en este capitulse evaluaron do®strategias:la primera consistio en la
combinacién del PH con alginato de sodisustanciaque tiene el mismo mecanismo de
gelificacion que el fibrindgeno (intercambio iénico con{da segunda consigl en el aumento

de la concentracion débrinbgeno mediante crioprecipitaciorde PH (PHCC)as propiedades
mecanicas de los geles obtenidos para las diferentes condicemegaluaron mediante reologia
dinamicg los resultados muestran que los geles rfehdos a partir de PHCC tienen una
resistencia mecdanica 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
mecénica fue mayor a mayoresncentraciones 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
gueimplica el uso de alginato de sodio. Sin embargo, el elevado tiempo de formacién 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 parafdas microesferas de las

gue se hablara en el capitulo 3; en dicho caso, la mé&#daC- alginato de sodical 1% p/v

resulta mas conveniente.
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2.2 Introducciodn

Como resultado de un dafio ocurrido en el organismo que impliqgue el rompimidetano o
varios va&0s sanguineqgsse activael proceso de coagulacion, cuyabjetivo es detener la
hemorragia (hemostasia) La coagulacion es un proceso complejo en el cual intervieele
fibrinbgeno, una proteina presente en el plasma sanguineo humano, ogeliante protedlsis
por latrombinaforma monémeros, los cuales se polimerizaan presencia de calcjparaformar
una mallapolimérica denominaddibrina que sirve de barreranicial para detener el sangrado.
Dicha red polimérica es estabilizagar entrecruzamiento adional mediantefactor Xllla de la
cascada de coagulacidhauricella, 200y

Bajo este principio, diversos investigadores han empleptitsma humanocomo fuente de
fibrin6geno, paraformar estruduras de soporte en ingenieria de tejid@deanaet al, 1998
Zhao et al, 2008 y su usose ha extendid para la proliferacionin vitro de condrocitos,
fibroblastos entre otros. Una de las principales dificultades que se ha encontrado es la baja
resistencia mecanicde dichos soportes

En el presente capitulo se desarrolla una metodologia que tiene cohjetivo evaluar
alternativasque permitanmejorar las propiedades mecénicas de los geles obtenidos a ftiar

de plasma sanguineo humanoPara tal fin se han abordado dos estrategias, la primera de ellas
consiste en la mezcla del plasma humano (PH) coinalg de sodio, que es un material
polimérico, ampliamente empleando en ingenieria de tejidos que tiene la cualidad de contar con
un mecanismo de formacion de gel similar al de PH y consiste en intercambio i6nico con calcio
(Cd"). Los geles obtenidos carlginato 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, empleatagarte insoluble en frio resultante de la
descongelacion entre 1 a % del plasmay se conoce con el nombre ¢gdasma humano crio
concentrado (PHCC). El PHCC se obtiene mediante un proceso de centrifugacién a bajas
temperaturas del Plueaumenta hasta 10 veces la concentracién del fibrinbgeno

En el presente capitulo se presentan los resultados de la evaluacianfalenacion del gel para
diferentes mezclas de PH y alginato de sodiBHCCso6lo y mezclado con alginato de sodio,
variando la concentracién de Can la mezcla final y las propiediess mecéanicas de los geles
obtenidos mediantereologia dinamica Los valores obtenidos se reportan en funciéon de los
modulos de almacenamiento y disipacion, cada uno dando cuenta del caracter elastico y viscoso,
respectivamente, del material.

2.3 Fibrinégeno yfibrina

La fibrina es un polimero natural obtenido a partir de fibrindgeno. El fibrinbgeno es una proteina
soluble presente en la sangrede peso molecular 340kD&tokke et al, 1997, que mediante
protedlisis forma mondémerosle fibrina a través de la accion de la trombjrdichos monémeros
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se polimerizaren presencia @ calcio Luego otra enzima, la transglutaminasa o facXitla, que

es activada por la trombina, entrecruza la fibrina mediante enlaces de residuos de glutamina
dando lugar a la formacion de una estructura mas resist¢béairicella, 2007Shikanovet al,
2009).

2.3.1 Estructura molecular del fibrinbgeno

El fibrinbgeno esta formadgor dos triples hélices unidas por sus cadenagerfinales.
Contienepéptidos alfa y betalos cualegstan unidos entre si por puentes disulfyra igual que

los péptidos gamma. Las regiones peptidicas terminales alfa y beta, mostradas en exzila
Figura2-1, contienen residuos de glutamato y aspartato cargados negativamente que hacen que
se repelan unas moléculas corram y se prevega la agregacioiSmith et al, 2004 Falvoet al,

201Q Lebitasyet al, 201).

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

Fibrinogeno

Sitio de ataque de
@W la trombina /

el Y
L i
aB.y aB.y
Tripeptido Tripeptido

Cadenas y unidas
mediante enlaces disulfuro

Figura2-1: Estructura molecular delbfrin6geno.
Tomada y adaptada d8mith et al(2004)

En laFigura2-2 se muestra la accion da trombina,que es unaserina proteasa (hidrolasa up
degrada enlaces peptidicos de péptidos y proteinas y que poseen en su centro activo un
aminoacido deserinaesencial para la catalisis enzimaticahcargada deomper las terminales

del fibrinbgeno quecontienen las cargas negativas, permitiéndoléoa monémeros de fibrina
agregarse y formar un coagulo blaodel cual es entrecruzado subsecuentemente por otra
enzima la trasnglutaminaséRand & Murray, 20QGGpicer & Mikos, 20tQebitasyet al, 201).
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Figura2-2: Formacion del coagulo de fima.
Tomada y adaptada d&mith et al(2004)

2.3.2 Obtencion del fibrindégeno

El fibrinbgeno puede obtenerse a partir de sangre humana, separando las fracciones presentes
en la mismapor centrifugacion La fraccién celular contiene glébulogjosy blancosmientras

gue la fraccion acelular, denominagdasma sanguineq es rica en agua, albumina, plaquetas y
fibrindgeno entre otros. Burnowet.al. (2012), reportaron una concentracion flerinégeno en el
plasmade 0,11 mg/L.

2.3.3 Funcion de la sangre en el cuerp@ascada de coagulacion

La sangre es el principal sistema de transporte en el cukgmoana. Aungue el transporte vy 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 fraccién no celular de la sangrplasima.

Algunoscomponentes, tales como la glucosa, se disuelven en el plasma, mientras que otros, por
ejemplo, lipidos y hormonas esteraitts, estan unidos a proteinas transportadoras. La presion
osmdtica de las proteinas del plasma regula la distribucién de agua lkens@ngre 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, queektejido que recubre la zona internaedodos

vasos sanguineos, incluyendo los del corazén. Cuando un vaso sanguineo se rompe, un coagulo
de sangre se forma como parte deHamostasia, que es la respuesta fisiolégica del organismo
para detener la hemorragieDurante la hemostasige forma enel sitio de la lesiébn un tapon
hemostatico primario, que consiste en agregados de plaquetas y un coagulo de fibana.
formacion de la red de fibrina es el proceso por el cual el fibrinbgeno soluble en la sangre es
convertido en fibrina insoluble por aéeci de la trombina y de la transglutaminasa o factor
Xllla.Dicho proceso comprende tres etapas principales: proteélisis del fibrinégeno por la accion
de la trombina, polimerizacion de los mondmeros de fibrina y estabilizaciola dierina por el

factor Xlla(Lauricella, 2007Shikanovet al, 2009.

La lesion del endotelio activa la cascada de coagulacién de la sangre, que en ultima instancia
activalatrombina (que a su vez activa la polimerizacién del fibrinbgeno en fibriebfagtor Xl

gue enlaza las hebras de los monémeros de fibrina para formar un coagulo estable. La cascada
de la coagulacién de la sangre sampone de una serie de enzimague son inactivos hasta que

una enzima anterior en la cascada activa su accion. Onasipas (Factor V y Factor VIII) sirven
para la unién de proteinas, ensamblando complejos dtof@s en el sitio de la lesi@&mith et

al., 2009.

2.3.4 Hemostasia Cascada de coagulacion

La hemostasia es la respuestdisiolégica del orgasimo para detener la hemorragia y tiene
como objetivo detener lgpérdida desangre. Datro de los mecanismos que se activan se
encuentrar(Beldon, 2010

A Generaion de spasmovascularestrechamiento subito y leve del vaso sanguineo)

A Formacion de un tapon plaquetario

Formacién de un coagulo sanguineo como resultado de la coagulacion sanguinea
Proliferacion final del tejido fibroso en el codgulo sanguineo (irdragior fibroblastos o
disolucién)

> > >

Lahemostasiacomprende las siguientes fas@&noch & Leaper, 2008

A Formacion de un aggado plaquetario laxo y temporal en el sitio de la lesién
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A Formacion de una malla de fibrina que se une al agregado plaquetario, formando un
tapdn hemostéatico o trombo
A Disolucion parcial o completa del tapon hemostatico o trombo por plasmina

En laFigura 2-3 se presentan las reacciones implicadas durante la hemostasiasecubles el
producto de un proceso inicia un proceso subsiguiente cuyo producto inicia adstrah{ el
nombre decascada de coagulacién Por protedlisis una proenzima inactiva es convertida a una

AT UEIT A AAOGEOA AAOECT AAA bDPi O Oloéfacokdenzmito®ddi O AAI

operan en blancos seleccionados en substratos especifgrogh et al, 2009.
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Calicreina #—— Precalicreina

{

e

X1 XII,
X1 X1, g - \ \ ¥
QAPM FL,ca* H r”ﬁ‘\
IX % VI,

Factol tisular I11

— VIIl;—»

1 3 Via comiin
FL,Ca’
11
Protrombina I1,

Trombina

v
7 T

2L I
Fibrinogeno Agregado de fibrina
[Coagulo blando)

Fin de la via comuin

Xi——» X]]]a_"'l

Coagulo de fibrina
entrecruzada
[Coagulo duro)

Figura2-3: Cascada de coagulacion
Tomada y adaptada d8mith et al(2004)VerTabla 21 para la nomenclatura.
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En laTabla 2-1 se presentan las proteinas que intervienen en el proceso de coagulacion
sanguinea, mas conocidos como factores de coagula@i®ard & Murray, 2003Smith et al,
2004).

Tabla2-1: Proteinas de la coagulacion sanguinea. Factores de coagulacién
Factor Nombre Funcién/ Forma activa
I Fibrinbgeno Fibrina
Il Protrombina Serin proteasa
1] Factor tisular Receptor y cofactor
IV ca” Cofactor
\% Proacelerina, factor 1abil; Aglobulina (AeG) Cofactor
Wil Acelerador de la conversion de la Serin proteasa
protrombina sérica (SPCA); proconvertina
factor estable
VIl Factor antihemofilico &Globulina Cofactor
antihemofilica (GAH)
IX Factor antihemofilico B, factaChristmas Serin proteasa
X FactorStuart Prower Serin proteasa
X Factor antihemofilico C, Tromboplastina Serin proteasa
antecedente deplasma
Xl Factor de Hageman Serin proteasa
Xl Factor estabilizador de la fibrina Transglutaminasa
dependiente deCa*
Precalicreina Serin proteasa
Quininégeno de alto peso molecular (QAPM) Cofactor
Proteinas regulatorias
Trombomoddina Receptor celular endotelial, se une a la trombi
Proteina C Activado por el enlace trombomudulirga
trombina; es una Serin proteasa
Proteina S Cofactor, se une a la proteina C activada

A Transglutaminasa- Factor Xl

La transglutaminasa o factorIX de la cascada de coagulacion es activada por la trombina en la
presencia de calcio. Una vez activada, se denomina factor Xlllay actla sobrelas moléculas de
fibrina, formando enlaces cruzados intermoleculares, dando lugar a la fornteciama

red tridimensional insoluble. Asi, la transglutaminasa tiene la capacidad de aportar
resistencia mecénica, estabilidad térmica y capacidad de retencién del agua. En la cascada de
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coagulacion la transglutaminasa es la encargada de dlitab el trombo de fibrina(Rand &
Murray, 2003

2.4 Alginato de sodio

El alginato es un polimero aniénico obtenido tipicamente de algaslas marinas/ ha sido
ampliamente investigado y usado en aplicaciones biomédicas, debido a su biocompatibilidad,
baja toxicidad y a ldormacion de gel en presencia de cationesalientes como el Ca El
alginato disponiblecomercialmente, es pncipalmente extraido dellgasmarinasde la familia
Phaeophyaceae incluyendoLaminaria hyperborea, Laminaria digitata, Laminaria japonica,
Ascophyllum nodosum, y Macrocystis fgrgi mediante tratamiento con NaOH. El extracto
producidoes filtrado ymezclado con clorurde sodio con el fin de precipitar @binato. Esta sal

de alginato se transforma en acido alginico mediante la adicién de acido clorhidirico. Después de
la purificacién y conversion, se obtiene un polvo de alginato de sodio soluble enElgaiginato
también puede producirse por via bacteriana a partiddetobacteo Pseudomonaga, 20035.

2.4.1 Estructura y caracterizacion

El alginato esun copolimero lineal compuesto princilp@ente por bloques de (1,4)r-
manuronato (M) yJ-L-guluronato(G). Estos bloques estdn compuestos de residuos G y M
consecutivoso alternadosasi: (GGGGGG), (MMMMMM) y/o (GMGMGD&. acuerdo cona
fuente de la que soextraidasesta configuracion puede variar, asi como su longitud, dando lugar
a la formacion de mas de 200 tipos diferentes de algirfAtulersenet al, 2012.

coo oH CcoO OH
“~o H o OH e
fe) o)
0, OH o OH
o) O
OH OH
G G

coO CoO
G G

‘00C OH "00C  oH

H
M ‘00C M M

- HO

OH 00C, O O-.

o = Hof//‘

‘00C_ HO o
"‘0%0 OH
HO
COoO
M G M

Figura2-4: Estructura quimica de los bloques G y los bloques M del alginato
Tomado y adaptado deeeet al.(2012)
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Solo los bloques G del alginato paiian en el entrecruzamiento intermolecular con cationes
divalentes como el calcio para la formacién de hidrogeles.composicién (relacibn M/G), la
longitud de la secuencia G y el peso molecular son factores criticos que afectan las propiedades
fisicas @l alginato y los hidrogeles resultantesas propiedades mecdénicas del alginato son
generalmente mejoradas incrementando la longitud de los bloques G y el peso molecular. Por
ejemplo el alginato bacterial producido a partir Aeotobactetiene una mayorconcentracion de
blogues G y sus geles son relativamente mas resistdhtset al, 2012.

2.4.2 Peso molecular y solubilidad

El peso molecular de los alginatos de sodio disponiblesecoi@mmente oscila entre 3200 a
400,000 g/mol. La viscosidad de las soluciones de alginato es inversamente proporcional al pH,
alcanzando un maximo a pH entre35.El mddulo elastico de los geles puede ser incrementado
significativamente usando comimaciones de algiato de alto y bajo peso molecular.

2.4.3 Biocompatibilidad

Los problemas de biocompatibilidad estan 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 inflamatcuando se implantan geles
obtenidos a partir de alginato altamente purificalceeet al, 2013.

2.4.4 Adhesion celular

El alginatointrinsecamente 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 secuenddagininaGlicinaAcido aspartico (RGD) que hardsi usados
como ligandos de adhesion celular, debido a la presencia de receptores de integriffés (

15r 1) (Andersenet al, 2013. La funcionalizacion quimica con restos de sefializacién celular es
crucial paa superar la baja afinidad de los alginatos a las superficies cel(Raesr & Edgar,
2012.

2.4.5 Formacién de hidrogeles de alginato

El método mas comumparala preparacion de hidrogelede alginatoes combina una solucion
acuosade alginato con una solucidon 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 gradocderdinacién 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 comodslo de la

caja de huevogeggboX), que resulta en la fmacién de un ggMa, 20095.

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 codédh forma del
mismo. Uno de los aspeos criticos de los geles formados con alginato entrecruzado
guimicamente es la estabilidad a largo tiempo de los geles formados en condiciones fisiologicas,
debido a que los geles se pueden disolver y liberar iones divalentes al medio debido a reacciones
de intercambio con los cationes divalentg®eet al, 2013.

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

2.4.6 Biodegradacion del alginato y sus hidrogeles

El alginato nesdegradable en mamiferos, ya que éstos carecen de la enzima alginasa, que es la
gue puede escindir las cadenasdiehopolimero. Los geles de alginato reticulados ibnicamente

se pueden disolver por la liberacion de los iones divalentes en el medio circunateatiente el
intercambio idnico con cationes monovalentesomo 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 cuefipeeet al, 2012.

2.5 Propiedades mecanicas

2.5.1 Reologia dinamica

El comportamiento de flujo también puede denominarse comportamiento reolégico cuando los
materiales se evallan acorde esl|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 solidosdieales elasticos siguiendo Ly de Hookeo como fluidos viscosos
gue siguen ld.ey deNewton.

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 como esadgplita 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 ladey de Hooke Si por el contramila deformacién permanece una vez removido el
esfuerzo, se dice que el material se comporta siguiend@jade Newton.

Para definir el términaleformacion (strain) considere un material en forma de cubo con su base
fija a la superficie tal como se psgga en laFigura2-5.

g

Figura2-5: Sdlido ideal con la base fija a la superficie

Si se considera que el cubo presentado eRidaira 2-5 es unsolido ideal y si se aplica una fuerza

de empujeconstante F en la parte superior del mismo, éste obedecerdela de Hookede la
deformacién elastica y se deformara a una nueva posicion proporcional al esfuerzo aplicado,
cambiando su forma pero conservamgu volumen.

LaA A £l Oi AAE &1 (shdaAdefdrinatidnd cizallamiento se define como la relacion entre
la distancia horizontal( Pque se desplaza la cara sobre la que se aplica la fuerza y la altura del
cuerpo b), tal como se aprecia enfégura2-7.
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Figura 2-6: Deformacion de cizalla
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EIAOAOAOUIT (shdhr sthed €3@dinidn como la relacion entre la fuerza tangen&gy el
area de la cara sobre la que se aplica (D).

W O 0
0 a (2-2)

Para un material puramente elastico, ley de Hookeestablece que eksfuerzo z (stres3 es
proporcional a Ik A £l O Askd&ng por lo tanto:

T 00
(2-3)

Donde G es una constante que correspondmétiulo de cizallao deelasticidad transversal.

Considéese de nuevain materialfluido en forma de cubo con su base fija a la superficie tal
como se presenta en lgigura 2-7. Este material se comporta segun lleay de Newton si, al
aplicarle una fuerzd en la parte gperior del mismo, se deforma continuamente mientras se
aplique la fuerza.

Fuerza F) ~ _
1 0 Velocidad cte. ) Oy
/ /
h
L

Figura2-7: Ley de Newton

La relacion de cambio en el tiempo de la deformacistnafn) es definida cmo lavelocidad de
deformacion de cizalla(shear strain rafeo velocidad de cizallamientos (shear ratg asi:

—
"

A — (2-4)

—
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Lavelocidad de cizallamiento 5 obtenida luego de aplicar un esfuérz A A /AshearGtlessz |
sera dependiente de la resistencia del material a fluir, es de@HeO AT OEAAA s 8
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Si un material tiene una viscosidad queiedependid OA AAI

comporta como un fluido ideal ffluido Newtoniano.

(2-5)

AOEOAOUI

AA Al

El comportamiento mecanico de algunos materiales es el resultado de una combinacion entre la
ley viscosidad de Newton y la ley de elasticidad de Hookeleyade Hooke establece una
relacion lineal simple que implica que al duplicar el esfuerzo aplicado, la deformacion medida
también se duplica. Si la deformacién producida es suficientemente pequefia se puede decir que
se estd trabajando en la region de respuestald®rmacion lineal. Antes de realizar los ensayos

de oscilacion sobre el material es necesario verificar esta condicion.
a una frecuencia fija dada se incrementa lentamente la amplitud aplicada (deformacién o
esfuerzo). Losvalores medidos de viscoelasticidad deben permanecer constantes. Cuando el
esfuerzo aplicado es muy grande, la deformacién inducida causa una ruptura del material.

En los ensayos de oscilacion

Las técnicas oscilatorias pueden ser usadas para medir las propiedades viscoelastioas de |
materiales. Esta técnica consiste en aplicar un esfuerzo o una deformacién cuyo valor cambia
continuamentede acuerdo coruna funcion sinusoidal. La respuesta inducida (deformacion o
esfuerzo) también seguira un funcién sinusoidal tal como se presentaFegura 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 condauencia ), perl .
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Figura2-9:

Liquidos viscosos puros

Tipo de materiabegunla respuesta ante un esfuerzo o deformacion aplicado

AAROAEAOA

Para un sdélido elastico la deformacién es controlada por el valor absoluto del esfuerzo de corte,
mientras que para un liquido la tasa de cambio de lardedigion esta controlada por el esfuerzo.

Para un ciclo completo de una onda sinusoidal (360°) hay diferencias de fase entre las dos ondas
gue corresponde al angulo de fase. En el caso de un sélido elastico, la respuesta de la

deformacién esta totalmente erfase con el esfuerzo aplicado (dngulo 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 deformacién es cero, la tasa de cambio tiene
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un vala maximo. La deformacion resultante total sera 90° faate fase del esfuerzo aplicado
(Nunamakeret al, 2011&

La ley de Hooke relaciona la deformacion con el esfuerzo a través de una constante del material
conocida comomddulo G (ver Ecuacion2-6 ). En los ensayos de oscilacionfeD £0 AR T  z
A A £l Ol Adabiah comstantemente, pero se puedeftener vabres instantaneos de G
viscoelastico en cualquier de los puntos.

Esto se conoce como aiédulo complejo G* del material y es obtenido de la relacion entre la
amplitud del esfuerzo y la amplitud de la deformacién. Este mddulo, tal como se presenta en la
Ecuacion2-6es lasumadehi I BT T AT OA oAdoduld GeEalnbcenardiento de energia

gue describe la energia almacenada, esto es la deformacién recuperable en un sélido elastico y el
AT T BT TAT OA onivduls id®pérdidadque describe la disipaciorcoss de energia a
través de la deformacion permanente en el fluidunamakeret al, 20118.

1 o W (2-6)
Si se mide la relacién del esfuerzo y la deformacién (G*) como un diferencia de fases entre los
dos @AT Gih '18 ©n serdefifid@sfeA términos de una funcién de seno y coseno. G*

puede ser representada por una combinacién de dos vectores, tal como se presentaigurda
2-10.

7 CANO

(2-7)
1© COAT (2-8)
"9 i
G* |
U |
‘0

Figura2-10: Modulo complejo como combinacion de dos vectores
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Una manera simple de determinar experimentalnterlas propiedades viscoelasticas de una
solucién de macromoléculass sometiéndola una oscilacion periddica; en tal caso, de acuerdo
con sus propiedades viscoelasticas, la solucion puede ser clasificada en tres categorias
(Borzacchiellcet al,, 2003.

Solucién enmarariada

Bl comportamiento de red "enmarafiada” se observa cuando las macromoléculas presentes en un
solvente son su€ientemente 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 enredadasteeog@nerse

al movimiento, acumulando cierto esfuerzo. Si la frecuencia de la oscilacion es baja, el tiempo
gue el cizallamiento dura en una sola direccién es elevado; en tal caso, el movimiento propio de
las moléculas (Browniano) puede ayudar a desenrddared, alineando las moléculas en la
direccion del cizallamiento, liberando parte del esfuerzo acumuladse dice por tanto quel
solucién presenta un comportamientascoso (G" > G' &'/G" < ). Sn embargo, si la frecuencia

de la oscilacion edevada, la direccion 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 wmportamiento elastico (G' "o
G'IG">1)

La transicién entre el comportamiento viscoso y el elastico, marcada por el cruce de las curvas
del modulo viscoso y el médulo de almacenamiento como funcién de la frecuencia (G' = G" o
G'/G" = 1) ocurre a una frecuencia especificag{ft) corresponde a la velocidad intrinseca con la
gue se desenredan las cadenas poliméricas; dado que tal velocidad depende de la movilidad de la
macromolécula, la frecuencia de cruce dependera del peso molecular y la concentracion de la
solucién 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 hidrégeno e interacciones hidrofébicas, entre otrdales interacciones reducen la movilidad

de las moléculas poliméricas, creando una estructura con cierta rigidez lo que causan que el
modulo de aimacenamiento' 8 OAA Al Cimédulddepéddidd BA jA1° 1 ' " Q8

Clark & Ros$Murphy (1987§efinen ungel débil como aquel en el gue< G'/G" < 10A pesar de

las interacciones fisicas, el efecto de enredo entre moléculas aun resulta importante, por lo que
AOT NOGA '8 U "6 OI1T DOUAOEAAI AT OA PAOAIT Al 1 Oh
la frecuencia de oscilacion, lo cual también esta 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 distribucién de tales velosidade

mh

O

(@)
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Gel robusto

En este tipo de gel existeanlaces quimicos covalentegntre las diferentes macromoléculas;

por ello, el comportamiento de los médulos de almacenamiento y de pérdida son dos lineas
practicamente horizontales sobre un amplio intalo de frecuencias de oscilacion (41 16

Hz) y tienden a incrementarse ligeramente a frecuencias superiores. Debido a que el médulo de
almacenamiento es tipicamente uno o dos 6rdenes de magnitud mayor que el moédulo de

pérdida,(Clark & Ros$lurphy, 198Ydefinen un getomo robusto si G' > 10 G"®@/G" > 10.

2.5.2 Reologia dindmicael 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 caShalendary & Bhatia
(2012), quienesgvaluaronalginatos modificados hidrofébicamengeuna concentracion dé%

(p/v) de alginato y reportarvalores dé modulo elastico' @ntre 700y 150 Pa ydel médulo
viscosd @@ntre 3-10 Pa

Stokkeet al.j Xi i ¢ q T AOOOGEAOIT OAITOAOG AA ' 6 AAl 1T OAR
concentracion 20 mM para alginatos provenientes del talloldényperboreaa una temperatura
de 2CC.

Amici et.al. (2008YAmici et al, 2009 emplearon algnato al 0,9% p/p, con un peso molecular
promedio de 9,7 x £@ mol*y un fraccién de acido gulurénico FG igual a 0,7. Ellos adicionan
NaCl una azida de sodio Naldara ajustar la viscosidad y evitar el crecimiento microbiano
respectivamente. Se empledaCQ, en una concentracion 22 mM. Al realizar ensayos de reologia
dinamica hallaron en todos los casos una prevalencia del moédulo elastico sobre el mdédulo

OEOAT 01T DPAOA OEAIPI O Pi OOAOET OAOG A 110 Xodd OA
para lasmezclas con mayor contenido de alginato y calcio (0,72 % p/p de alginato y 17,6 mN de
ca‘'qs %l OIF AT O 110 AAOI O Al & AoiAAEe EAOOA Al

Moresi & Bruno (2007) emplearon alginatos con alto contenido de bloques G, provenientes de
Lamhnaria hyperboreaon (FG: 57%, FM: 43%, n: 6,8 dL/g y Mn(kDa) de 84,4) obtuvieron valores
AA AAE Oi AAEeT AOpOEAA AAOAATT O Al aom U AA
geles provenientes déessonia migrescernsn (FG: 40%, FM: 60%, n: 5,6/glly Mn(kDa) de

68,9) se obtuvo un valor de deformacoén critica superior al 10%, pero el modulo elastico se redujo
de 5000 Pa.

Qu

(Liu et al, 2003Liu 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
Cat+, se incrementa el caracter elastico del gel formado. Empleando el alginato rotulado con el
nombre MHGHL obtuvieron los geles con las mejores caracteristicas elasticas, alcanzando
OAl T OAO PAOA Al '8 EAO0OA AA aodd O0AS
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Yuguchiet.al. (2000)emplearon una solucion de alginato de sodio (1% p/v) de alto contenido de
bloques G proveniente deaminario hyperboreg CaEDTA (10 mM) para obtener geles con
OAT T OAO AA '8 ALGQGAATTC A 110 YPPd0AS

Stokkeet.al.(2000)enAT T OOAOT T NOA OGPAREIAT A ¢ BBATWAG 1 O Al i PA
obtenidos luego de la gelificacién instantanea y transcurridas 24 horas y encontraron un

aumento considerable en la magnitud del méddfid UOOEAT h DPAOAT AT AA OAI T OAO
2,53 Pay alcanzando waésde 6120 Pa después de las 24 hok&okkeet al, 2000

2.6 Materiales y métodos

2.6.1 Plasma sanguineo humano (PH)

Para realizar todos los experimentos de esta investigac&erplearon 5 unidades de Rigo

O+ (170200 mL aprox/unidad), las cuales fueron suministradas por el Hemooemistrital de
Bogota (Colombia); en dicho Hemocentro se realizan andlisis contra HIV, hepatitis B y C,
Tripanosoma cruzHTLV tipo | y Il Yyreponema pallidupton resultados negativos. Las unidades
fueron transferidas desde el Hemocentrer( donde se mntienenalmacenadas a7®’C) hasta el
laboratorio en una nevera que se mantuvo-a0 °C Al llegar al laboratorio, las unidades fueron
descongeladas sumergiendo las bolsas en un bafio terniiesta 37°C. Una valescongeladas,
serevisd cada unidad y s#escartaronaquellas que presentasen cualquier signo de material
precipitado. Econtenido de todas lasnidades restantese mezab en condiciones estériles para
formar un lote homogénepde manera quecualquier variacion de los resultados por efecto de
diferencias en las caracteristicas del PH pudiese ser descaffhldde fue dividido en alicuotas
de 25mL, las cuales fueron almacenadas en tubos Falcon transparentesmé $@ongeladas a
-20°Chasta su usolLos tubos fueron cubiertosxteriormentecon 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 investigac@®mraplearon 50 unidades de PHCC
(1720 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 almaceradf&s &e
siguid el mismo protocolo de descongelacj@neacion de un lote homogéngoalma@namiento
usado para el PH.

2.6.3 Alginato de sodio 3% p/v.

Se disolvieron 31,02 gramos de alginato de sadio una humedad del 3,3% pfpigmaAldrich
A2033, Saint Louis MO, USA) en 700 de agua destiladaLa mezcla 8 sometié a agitacion
magnética y a calgamiento (50C) durante 12 horas, para favorecer la disolucién del alginato
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de sodio. Transcurrido este tiempo se dej6 la mezma agitaciona temperatura ambiente
durante 12 horas y luego se llevo a un volumen final de &20€on agua destilada en unatraz
aforado para obtener una solucion de alginato de sod@?8 p/v. Dicha solucién fue sometida a

un proceso de esterilizacion por calor empleando un autoclave a §53&8 psia) durante 30
minutos, con el doble objetivo de evitar que una posibégradacion 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
reologicas de la solucion. La solutide alginato se mantuvo refrigerada a 4 °C y se descartd
luego de un mes de preparada.

2.6.4 Soluciones de Cafd diferentes concentraciones

Se prepararon 3 soluciones de Ga@bb, 2%y 3% p/v) medianteadicionde 13,25 g, 26,50 g y
39,74 g, respectivamentele CaGl2H,0 (Carlo Erba Reagents Ref: 43338ddano, France) en
700 mLagua destilada agitando con una varilla de vidrio hasta completa disolucion; una vez
disuelto elCaC}-2H,0, la ®lucion se llevé a un matraz aforado de 1000 mL y se completé a
volumen con agua destilada, para dar lugar a soluciones dé @a 90, 180 y 270 mM,
respectivamente.

2.6.5 Evaluacion rapida de las condiciones de la formacién de gel

Debido a la necesidad de acotar las condiciones para los ensayos de reologia dindmica g a que n
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 eefiecto de
diferentes concentraciones dalginato de sodio y clorurde calcio en la formacion de gsl en
mezclas con PH y PHCEN laTabla 22 se presentaina matriz de los ensayos de los cinco tipos

de mezclasevaluadas para la formacion de gel mediante intercambio i6nico del,CaGllos
diferentes agentes gelante$d, PHCCalginato de sodih

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 camzo el volumen apropiado de la soluciéon de
alginato de sodio al 3% (descrita en la secdd@3 y luego se completd hasta un volumen de 1

mL con PH, PHCC o agua destilada de acuerdo con lo sefialadoTebléa 22, mezcland
apropiadamente por aspiraciones sucesivas con la micropipeta; finalmente se adicion6 0,5 mL
del agente entrecruzante apropiado (soluciones de gal@kcritas en la secciod.6.4) y se

dejaron las cajas en reposo en umgubadora a 37C. Se evalud la existencia de gel por
inspeccion visual transcurridos 30 minutos luego de la adicion del agente entrecruzante.
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Tabla2-2: Matriz de ensayopara determinar ldormacién de gel.
volumen Volumen de Volumen de Concentracion final
Agente Agente Solucién de de Alginato de Na
Rua agente agente )
entrecruzante gelante Alginato de Na en el agente
entrecruzante gelante
al 3,0 % p/v gelante
1 CaC}
PH [1, 2, 3% pv] 500pL PH 1000pL 0 0
2 CaC}
PHCC [1, 2. 3% ph] 500puL PHCC 1000pL 0 0
967pL 33uL 0,1%
3 934pL 66 L 0,2%
Alginato CaC} 500LL Agua 867uL 133uL 0,4%
de Na [1, 2, 3% p/v] H destilada 733uL 267uL 0,8%
(Control) 600 L 400pL 1,2%
467uL 533uL 1,6%
967pL 33uL 0,1%
4 934pL 66 L 0,2%
867uL 133uL 0,4%
PH + Ca? 500pL PH & U >
Alginato | [1, 2, 3% p/v] 733uL 267uL 0,8%
de Na 600 L 400pL 1,2%
467uL 533uL 1,6%
967pL 33uL 0,1%
5 934pL 66 L 0,2%
0,
PHCC+ Ca(())i 500L PHCC 867uL 133uL 0,4%
Alginato | [1, 2, 3% p/v] 733uL 267l 0,8%
de Na 600 L 400 L 1,2%
467uL 533uL 1,6%

2.6.6 Evaluacién de las propiedades mecanicas mediante reologia
dinamica

Se llevaron a cabo ensayos de reologia dinAmica de uigade peliculas de geh un reémetro
Bohlin Instruments CVORO00 (Malvern Instruments Ltd., England, YJkempleando una
geometriade placas planas paralelage didmetro 25 mnde superficie lisgver Figura 2-12).
Todos los ensays se realizaron a una temperaturanstantede 370 + 0,1°C, la cual se control6
con un sistem&eltierubicado en el plato inferior (vdfigura 2-11). Seempled una trampa de
solventes para reducir las pérdidas de agua papevacion. El espesor deslanuestras de
pelicula de gevarié entre 5001500um.Inicialmente & llevaron a cabo ensayos de barrido de
deformacién a@mplitude sweepa una frecuencia de 1 Hamn el fin de determinar la maxima
deformacién étrain) que sopataria el materiakin afectar su estructura.

Enestosensayos de barrido de deformaciée varida deformacion gtrain) entre 0,001 y 10 (0,1
% y 1000%)Una vez determinadda region viscoelastica lineal (VL Re realizarorensayos de
barrido de frecencia frequency sweepyariando la frecuencia entre 0,1 y 10 Hmanteniendo
constante la deformacionen 0,005 (0,5%) pa todas las condiciones, excepto palas
experimentos de la ruta 5PHCC solp 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
i 8AGIT Al UOOGEAT j'jq U Al 1 &8ABI T OEOAI O ' 6Q8

cC-

Trampa de
solventes

%5 F ’.‘,
:'J.‘— \\ . o
[ “ Y. 2F

Figura2-11: ReoOmetro y detalle dé&a trampa de solventes \l sistemaPeltier

Figura2-12 Geometriade placas planas paralelas y ubicacion de la pelicula de gel.

Para la elaboracién das peliculas dgel se emplearon cajas Petri mediargesvidrio(Diametro
interno " i: 9,5 cm). A cada una de ellas se le adicionaromll@de cada una de las mezclas a
evaluarque se sefialan en Teabla 2-2, excepto la de PHCC sin alginaRosteriormente se hizo
aspersionde la solucién de&CaCj a la concemacion deseadaisando una botella plastica con
boquilla aspersora manual; la presencia de alginato causé la formacién inmediata de un gel. Se
continué la aspersion de CaQlasta quela solucioncubrio por completo el gel formado.
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Entonces a las cajas detd se les colocé la tapa ¢ permitid el reposode los geles formados
durante 24 hora®gn 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 ilustral@figura2-13con un didmetro interno de 25 mm

gue correspond al diametro del dispositivo de platos paralelos emge&n las mediciones con

el red6metro. Los geles troquelados se transfirieron rapidamente al dispositivo de plato
paralelos, seemowvi6 el exceso de humedad de los geles moldeados earge un papel filtro y

se dio inicio a las mediciones.

Figura2-13.  Molde para troquelar los geles

En el caso deok geles de RCC éstosse formaron directamente en el reémetro siguiendo la
metodologia descritgor Eyrichet.al. (2007) Para ellose mezclaron 2nL de PHCC con 200 pL
de CaGCla la concentracion deseada, se permitié el descenso del émbolo, se retir6 el eleclso
solucién con una espéatula (debido a su viscosigezh permitio la formacion del gel durante 30
minutos a 37 °C, empleando la trampa para solvente para evitar la evaporawifes 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 calculd
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 bs resultados de formacién de gel para las rutas 1 y 4 indicadas en la
Tabla 22, es decir para PH y para mezclas de PH con alginato de sodio; los resultados se
resumen en |&abla2-3; d signo positivo (+) indica que visualmes evidencio la formacién de
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gel. Como se aprecia en dicha Tabla, en las condiciones del experimeRtd g6lo formé gel en
presencia de alginatcsin alginato, el PH a las tres concentraciones de calcio forma una masa
grumosa no homogénea que no se da@d como gel y que se puede apreciar efRigura 2-15.

Como dato interesante, las mezclas con alginato en cualquier proporcién formaron gel en forma
instantanea una vez se adicion6 el calciardPconcentraciones de alginato @rfores o iguales a
0,4% p/Mos gelesse deforman con facilidad, impidiendo su mamilacion. Este comportamiento

fue similar al del alginato diluido con agua destilada para concentraciones sim{leabka 2-3).

a. Plogma Homom- Msm*a ce sodio

17 02/ o4 es/ 12/ 167

Figura2-14: 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 cal@ipAntes de la adicion de CaCl
(b) Treinta minutos después de la adicion de Ga7 °C.

Tabla2-3: Evaluacién de la formacion de gl alginato de sodio al 3% diluido con PH
ConcentraciénCaC} Concentracion de alginato de sodio en el Plasma Sanguineo Humar
en el agente (PH) (%p/v)
entrecruzante Ruta 1 Ruta 4
(Yop/v) 0 0,1 0,2 0,4 0,8 1,2 1,6

1 - + + + + + +
2 -

3 -
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Figura2-15.  Estructura grumosa del PH a concentraciones de calcio de 3% p/v.

Los resultados para el PHCC y para mezclas de RH@hato de sodio se aprecian enHAmura
2-16 y se resumen eta Tabla 2-4, alli se puedeobservarque el PHCC formé gel en todas las
condiciones evaluadas (con y sin alginatd@diferencia del PHla formacion del gel cuando las
concentraciones de alginato fueron inferiores a%,®/v no fue istantanea, sino que se requirié
un tiempo adicional ¢10 minutoskn la incubadora a 37°C

Tabla2-4: Evaluacién de lformacién de gel del alginato de sodio al 3% diluido con PHCC
Concentraciéren Concentracion final de alginato de sodio en la dilucién co
oncentracione Plasma Sanguineo Humano Crioconcentrado (PHCC)
el agente 0
entrecruzante (4p/v)
Ruta 2 Ruta 5
CaCy} (Yop/v)
0 0,1 0,2 0,4 0,8 1,2 1,6

1 + + +

2 + + + + +

3 + + +

Con respecto al glnato de sodio, se encontré que éste forma geles con el,@atd todas las
concentraciones evaluadas, como se aprecia efalla 2-5. Se encontr6 que concentraciones

de alginato inferiores a 0,4% p/v produceelegs dificiles de manipular en todas las condiciones
evaluadas. Cuando la concentracién de alginato supera el 0,8% p/v se obtiene un gel mas
resistente; lo mismo ocurre al aumentar la concentracion de £acCl

De otra parte, cuando no se emplea alginate @iluciones 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 sélo con alginato a concentraciones superiores apAo
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1% plv CagGl

2% plv CaGl

3% p/v CagGl

Figura2-16: Registro fotografico de la formacion de gelds PHCC y alginato
Geles formados a partir daeezclas de plasma humano crioconcentrado (PHCC) y alginato de
sodio, treinta minutos después de la adicion de GaGI”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
Concentracién dilucién con agua destilada
CaC} (Yop/v) (%piv)

0 01102 | 04|08 12| 16
1 - + + + + + +
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Losresultados obtenidosn los ensayos preliminarede formacién de gel indican que, para la
metodologia de formacion de geles planteada, es necesario utilizar concentradignakginato
superiores al0,4% p/v para obtener geles con una resistencia mecénica suficiente para su
manipulacién. Por otro lado, como se discutié previamente, el alginato carece de sitios de
adhesion especificos para células de mamifero y, debido a suwateza 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 sugiepee 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 extewa gel recién formado.

Como resultado, se decidié omitir geles hechos con elevadas concentraciones de alginato (1,2 y
1,6 %) y, acordemente, evaluarediante reologia dinamicar@bla 2-6) geles fabricados codos
concentraciones de alginato (0,5 y 1 %p/\gquellosformadaos por PHCC sin alginato. En todos

los casos se decidiémplea la concentracion mas alta de Ca@lvaluada (3%p/y)ya que los

geles parecian tener mayor consistencidieha concentracion

Tabla 2-6: Condiciones evaluadas mediante reologia dinamica
Concentracion de
alginato (%p/v) PHCC PH Agua
" B
0 (PHCC) )
+ + +
0.5 (PHC®AIg 0,5% p/v)| (PHAIg 0,5% p/v) (Alginato 0,5%p/v)
+ + +
1 (PHCAIg 1,0% plv) (PHAIg 1,0% p/v) (Alginato 1,0% p/v)

2.8 Reologia dinamica

2.8.1 Pruebas de barrido de deformacion

Inicialmente se realizaron ensayos Harrido de deformaciora baja frecuencia (f = 1 Haara

todas las condiciones evaluadasan varios propositos; uno de ellos fue el de confirmar la

formacion de estructuras que se comportaran como un material solido (geles), es decir,
AOOOOAOOOAOG AT 1 A0 NOA ' 8 IFigura@87pard géks @bikraiésl OAAT O OA
a partir de PHCC y en Kigura 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 reologinamica se presenta Unicamente uno de cada cuatro datos para

hacer las curvas menos saturadas.
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como funcién de laleformacién parads 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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de ladeformacién parads geles fabricados con Plasma Humano (PH) y/o alginato de sodio (Alg).
.F=1Hz. T=37°C.
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LaFigura2-19 muestra en detalle el comportamiento del barrido de deformacién de uno de los
geles presentados en Eigura2-18, correspondiente a PH con alginato al 1% p/v. En dicha figura
es posible distinguir 3 regiones claramente difesdas:una regén de deformacién hasta un
valorf , denominadala region viscoelastica lineal (VLR por sus siglas en inglés) y mostrada
con simbolos de color blancen la cual 8 Uson aproximadamente constantes porque la
estructura del gel es capaz de soportar la deformacién a la que sshetida al aumentar la
deformacién es posiblapreciar una region mostrada con simbolos de color negnola que el
modulo de almacenamiento @empieza a disminuir mientras que el modulo de pérdida 6
empieza simuléneamente a creceren esta zonal comportamiento viscoelastico del material

se vuelve no lineal probablemente debido a una ruptura de la estructura del gel.

Finalmente, se aprecia una region a partir de una deformagiéon , mostrada con simbolos de

color rojo, en la que los valores de los médulos caen vertiginosamente, aunque de manera mucho

i 06 Dol 1T O AEAAA DPAOA '8 NOA DPAOA 'én AT AOOA
deslizamiento efectivo entre el disco dgel y las placas del reémetro, por lo que cualquier

informacion derivada de los datos obtenidos en esta zona no correspondera a ninguna

caracteristica efectiva del material

Como resulta evidente, la determinacion de las propiedades del gel deberizaeada 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 paraifar inequivocamente los valoresnites de dicha regionpara el caso de la

Figura2-19la asignacion se realiz6 de manera visual juzgando subjetivamente los puntos a partir

AA 1170 AOGATI AO Al OAITT O AA ' o6 AAE)vapgakird@dua AT T OOAT C
empieza a descendef (

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 limies 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
ieAOlIT AA DPi OAEAA "6 A AAE OiI AAET 1 AlOgindie a@DOA ohXxX U
1% y PH + alginato al 0,5% p/v, aunque no presentun comportamiento erratico del modulo

AA Pi OAEAA '6 A AAEAO AAE Oi AAETTAOh Op DPOAOGAT O
frecuencias bajas que dificulta establecer con precision la zonavistoelasticidad lineal

aparente.
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funcién de ladeformacién paregeles fabricads con mezclas de Plasma Humano (PH) y alginato
de sodio al 1% p/v. F=1 Hz. T= 37°C.

Para determinar el valor d¢ de pastas gelatinizadas de almidén de mdfgavarroet al,

1997 utilizan un método que consiste en determinar el valor maximo del modulo complejo (G*),
ya que en dicho material el médulo complejo aumenta ligeramente con la deformacién, alcanza
un maximo y luego vuelve a disminuir; dichos autores usaron la deformacion ascmiadel
valor maximo dein6dulo complejocomo el limite superior de la VLR.

La Figura 2-20 muestra el médulo complejédG W@ @ para todos los geles preparados

en este trabajo. Como se puede apreciar en la pBrige dicha Figura, que corresponde a una
version ampliada de la zona de bajas deformaciones, aunque hay geles que si presentan un
maximo del médulo complejo, como es el caso deldghlginato al 0,5 % p/v, la mayoria no
presentan dicho maximo, como pejemplo el gel de PHCC + 0,5% p/v de alginato, por lo que la
metodologia planteada poNavarroet.al. (1997)no resulta de utilidad en este case
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Figura2-20: (a) Evolucion del médulo comgjo (G*) como funcion de ldeformacion pargodos
los geles fabricados con Plasma Humano (PH), Plasma Humano Crioconcentrado (PHCC) y/o
alginato de sodio (AlgYb) 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
deformacioén 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 deformacidradélo
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(0,2%), calcularon el promedio, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion (CV) de la
tangente del angulo de fas@® @ ¢ 1°0j "@) de las tres réplicagn seguida, tomaron los tres
valores detam | AAEAT O DAOA d&dn inbelidtdn@ntelsdperidr A EPW | |As
procesaron con los anteriores, calculando un nuevo valor del coeficiente de variacién para los seis
datos; el proceso se repiteuevamente para el siguiente valor de la deformacion, calculandose el
CV con un numerde datos cada vez mayor hasta considerar todos los datos en el barrido.

#1117 OA OOPITA NOA AT 1A 6,2 Al OAIT O AA 'j U
valor detam OAT AEi1T EA AA 1 AT OAT AOOGA AT 1 OOAT OAh DT
en un valor bajo. Después de superar el limite de deformacion critico, la estructura del gel

Al PEAUA A AZEAAOAOOAR DI O 11T NOA Alhacero dueel AA ' j

valor ded @ é&empiece a aumentar, por lo que al agregar un nuevo dato, el CV empieza a
alterarse, aumentandoMoresiet.al. (2001)(Moresiet al, 2003graficaron el CV como funcion de

la deformacion y asignaron un valor arbitrario de 3%, de manera que el limite superior de la VLR
se determin6 cuando C\8%

El principal problema con la metodologia t#oresiet.al. (2001)es que el CV asignado para la
seleccién del es arbitrario. En el presente trabajo se propone una metodologia similar que
tiene la ventaja de no necesitar ningun valor arbitrario. E@mura 2-21 presenta ¢
comportamiento de la tangente del &ngulo 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 0,5%¢a& |llega a un valor
aproximadamente constante que se mantiene por un cierto intervalo de deformacién 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 mugiff@efinir/  , en la mayoria de los casos el
incremento es muy gradual, por lo que definifel resulta dificil.

Para definir [ con precisién, se siguié exactamente ldsma metodologia propuesta por
Moresiet.al. (2001YMoresiet al, 20013, y se grafic6 CV como funcion de la deformacién ¢on

la Unica diferencia que el inicio del intervalo de deformacion era mas pequefio (0,1Ptguta

2-22 muestra el comportamiento déa 0 @ &y|del CV para el gel de PH con 0,5% de alginato de

sodio. El comportamiento di&s 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 &iglara2-21), se puede apreciar una

mayor dispersiéon de los datos de o & & flispersién 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 (safiado por la flecha roja en Rigura2-22) que no se aprecia

tan facilmente en la funciéon de & @ £ [La razén del minimo es inherente a la definicién del CV y

al comportamientode l& &1 1T A UITA 6,2q9d 3E OA AOOI A NOA Al
son aproximadamente constantes,n®nces lao &' 6 7' & OAIl AEi 1 AO ADPOI
constante en la misma region; si ello sucede, el valor promedio incremental de todos los datos de

la 0 & ¢d medida que se avanza en la deformacion es un valor casi constante, por lo que la
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desviacionestandar tiende a reducirse al aumentar el tamafio de la muestra. Ello implica que al

reducirse la desviacion estdndar y mantenerse constante el promedio, el CV tiende a reducirse.

3ET Ai AAOCI h Al OATEO AA 1T A OAGReT 66 ADHM ARDABDAPI O
gue lad & &almenta. Esto hace que al avanzar a valores de deformacion superiores, el promedio

ya no se mantiene constante y la desviacidén estandar se incrementa muy rapidamente, lo que

hace que el CV crezca. Este comportamiento del CV (primero reduciregy dwmentar) crea

necesariamente un minimo que se considerara en este trabajo como el valor limite superior de la
deformacién que define la VLR ( ).

*
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Figura2-21: (a)ComportamientoAA 1 A OAT CAT OA AAl U1 cOI i AA EAOA

deformacién paratodos los geles fabricados con Plasma Humano (PH), Plasma Humano

Crioconcentrado (PHCC) y/o alginato de sodio (Alg)Ampliaciéon de la escala palaregion de
baja deformacion. F=1 Hz. T= 37°C.
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ladeformacion paral gel fabricado con Plasma Huma(fH) y alginato de sodio al 0,5% (Alg).

LaTabla 2-7 presenta los valoresorrespondientes al limite superior de la zona VLR para todos

los geles evaluados en el presente trabajo, determinados con la metodologia previamente
descria. El valor de ¢3¢ corresponde al valor promedid A 1 A OAT CAT OA AAl U1 cOl
para el intervalo de porcentajes de deformacion desde 0,1% hagta

El porcentaje de deformacion critica indica el fin de la region viscoeléstica |ioeahnto, enlos
ensayos de barrido de frecuencia se deben usar deformaciones infeaargs, para asegurar

gue el esfuerzo aplicado sea linealmente proporcional a la deformac@m base en estos
resultados se seleccioné una deformacién de 0,005 (0,5%) pasar lee 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 témoscasos la misma
deformacién; la Unica excepcioén fue el PHCC, pacai@l se usé una deformacién del 1% debido

a que su . resultd mucho mas elevado que en los demas casos.

EnlaTabla 27 se dyserva que la presencia de PH o PHCC en la mezcla incide en el porcentaje de
deformacién critica, aumentando su valor respecto al correspondiente a las mezclas de alginato
diluidas en agua destilada con la misma concentracion. Un fenonsmiar se aprecia en el
valor del médulo complejo: al incrementar la concentracion de alginato se observa un
incremento en G*; sin embargo, el médulo 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.

Tabla2-7:

Valores caracteristicos del punto criticorpaodos los geles fabricados con
Plasma Humano (PH), Plasma Humano Crioconcentrado (PHCC) y/o alginato de sodio (Alg).

_ [ orf G*.i Angulo de fase o _

Material ort ort . O A Tqi <F# Referencia
%) (Pa) b o)
Alginato 0,5% 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
0,069:0,002 Moresi et al.,
Alginato 1,0% p/v 0,7 2900200 3,94+0,34 0,069t0,006 2081

PHAIg 0,5% p/v | 1,3752 1954 12,2 0,215 0,202 Este trabajo
PHAIg 1,0% p/v | 0,6503 | 9292 111 0,196 0,195 Este trabajo

PHCCAIg 0,5% 0,133 .
. /\? P71 05002 | 2455 7.8 0,138 ' Este trabajo

PHCCAIg 1,0% 0,164 .
; /\? ° | 2,4280| 3983 12,7 0,225 Este trabajo
PHCC 8,0791 6735 3,1 0,054 0,041 Este trabajo

Si se tienen en cuenta los criterios de Cl&rRossMurphy (1987), segln los cuales los geles

Al O AAT O PpOAAAT ACOOPAOOA Aii1T CcATAO Ai AEI AO
CoT IBX@ATT AT T 1T CAT AO G@anAkO0H 64 pOsibid &preti@nTaTabla | X ®
2-7 que todos los geles son débiles pupara todos los casos el valor dedy¢ en la VLRue

mayor que 0,1, excepto para el PHGA cual poseel angulo de faseritico del PHCC mas

cercano a cero y por tanto es el que tiene caracteristicas elastidgasercanas a las de un sélido
idealcomparadas con las des demas materiales evaluados.

Finalmente, para propésitos de comparacion es importante comparar los datos obtenidos en el
presente trabajo con los correspondientes a la misma referencia deasidgevaluada poMoresi

et.al. (2001) La Tabla 2-7 muestra que aunque el gel de alginato al 1% tiene una VLR
ligeramente méas ampliar ;x pasa de0,57 a 0,7), hay una diferencia significativa en el mddulo
complejo y en el anda de fase: el gel obtenido pMoresiet.al. (2001) e mucho mas parecido a

un solido elastico ideal que el obtenido en el presente trabajo, pero tiene undellonddulo
complejo mucho menor (290Ravs 14700Pa); esta diferencia puede deberse, probablemente, a
gue el método de formacién del gel fue muy diferente: mientras dderesi et.al. (2001)
formaron el gel de manera lenta por liberacion contralada deticatambiando pH, lo cual
garantiza una distribucion homogénea de dicho i6n divalente, en el presente trabajo se
establecié un método de formacion instantanea del por aspersion de calcio, lo cual pudo dar
lugar a una estratificacion de la concentracial gel, haciéndolo mucho menos homogéneo; el
bajo angulo de fase del PHCC parece soportar esta hipétesis, pues el PHCC se demora mucho
mas tiempo en formar el gel, por lo que la homogeneidad de la concentracion de calcio en
solucién es facil de garantizaDe otro lado, resulta dificil evaluar si la solucion de cloruro de

mh
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AAT AET AODPAOEAAA DPOAT A1 OOAO A OAEI OEO6 1 AO A/
formarse el gel, lo que equivaldria a una concentracién efectiva del alginato diferelate a
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 hipotesis centrales de la presente investigasgrelaciona con el mejoramiento de

las propiedades mecanicas 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 soditmriopaegel
mediante intercambio iénico con CAy posee mejores propiedades mecanicas qus feles
elaborados solo con PHUn acercamiento similar fue llevado a capor lonescuet.al. (2011)
quienesrealizaron ensayos de reologia dindmica para fibrina proveniente de plasma lwynan
mezclas de ésteon agarosa Y lmuvieron valores demédulo elasticodel orden de 35 Pa que
decred6 a medida que aumedti A AOAAOAT AEA EAOOA Xo O0A U AA
prevaleciendo al final el modulo viscoso sobre el elastico paeamezcla de fibrina agarosal

0,025% de ésta ultimaAkpaloet.al. (2011)ambién mejoraron la resistencia mecénica de geles

de fibrina, mediante la formacién de una red poliie& con éxidos de polietileno, encontrando

en todos los casos un aumento de las propiedades mecéanicas etomumento de la
concentracion de fibrings a 20% p/p), con valores del médulo elastico que van desde 1000 hasta
4000 Pa.

Se siguidla metodologia empleada potlameset.al. (2011)para la formacion de geles de Psin
embargose obtuvo una solucién grumosa como la presentada dridara 2-15. Con el fin de
aprovechar los componentes del PH para favoreceidlzeaion celular, se realizaron mezclas de
éste con alginato de sodio y se evaluaron las propiedades mecéanicas de los geles obtenidos
mediante intercambio i6nico con una solucion de GaC8% p/v.

En laFigura 2-23 se presenta el efecto de la adicion de alginato de sodiel@@mportamiento
reolégicode los geles obtenidos a partir de las mezclagste con PH y se comparan con las de

los geles obtenidos a partir de alginato de sodio diluido en agua destiBelaobserva dos
efectos particulares. Por un ladogualitativamente se obseré que el aumento de la
concentracion de alginato de sodio en la meaiitalugar a la formaciénle geles mas resistentes

y faciles de manipular. Al contrastar estar observaciones con los valores obtenidos para el
i e AOTT AA Al T AAAT QAT EAT O "6 1 Al UOOGEA qh OA
concentracion de alginta de 1%al 0,5 % p/y 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 concentracaigimiato

de sodio en la mezcla final se encuentran diferencias considerables.cEsldanezcla con PH
reduce el componente elastiate los geles a tal punto que el médule almacenamientgara el
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PHz Alginato de sodio al 1% es inferior al obtenidarg el alginato de sodio al 0,5 % p/v diluido

en agua. Cuando la concentracion de alginato es menor, el efecto del PH es ain mas apreciable.
A partir de estas observacioness @osibleconsiderarque las proteinas presentes en el PH
generan interferencian la formacdbn de la red tridimensional del alginato de sodio, impidiendo

el entrecruzamiento i6nico con los iones de Ca
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Figura2-23. Efecto de la adicién de gihato en las propiedades mecanicas de los geles
formados con PiHempleando una solucion de Caéll 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 plésmmeano crio concentrado (PHCC)

gue tiene un contenido hasta 10 veces mayor de fibrinbgeno que el del PH convencional.
Diversos autores reportan no solo el efecto de la concentracion de fibrinégeno en la resistencia
de los geles obtenidos mediante la poérizacion de este a fibrina, sino que también evaltan el
efecto del calcio en el grosor de las fibras, la rigidez y la resistencia mecanica de los geles de
fibrina oltenidos a partir de fibrinégen(Hardyet al, 1983 Weisel, 2003

Las fibras de fibrina tienen unateuctura complejay sonconocidas por contener casi un 80% de
agua (Piechockaet al, 2010Q. Estudios llevados a cabo empleando fibrinégeno purificado
concluyen gue el aumento des iones de calcio en presencia de fibrinégertmgnbina, genera

un aumento en la fuerza ionica, que se a su vez se traduce en la formacion de una estructura de
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fibrina mas compacta y estalfldardyet al, 198; 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 riL se aument6 la concentr@n de calcio, pasando de una
concentracionde CaClde 2% p/v a una de 3% p/v.

Los geles se formaron mezclando 1 mL de PHCC conulO@e la solucion de CaCid la
concentracion deseada (2 o 3% p/v) e incubandd@ 8drante 30 minutoskn laFigura 2-24 se
comparan las propiedades mecéanicas de los geles obtenidos con PHCC variando la concentracién
de CaGl Se puede apreciarn comportamiento acorde con lo reportado por Hardy (1983), dado
que el aumento de la concentracion dalao (C&") aumenta las caracteristicas elasticas del gel

es decir favoreci6 la formacion de una estructura tridimensional méas estable.

Estos resultados también son comparables con los presentadog&yrichet.al. (2007) quienes
carecterizaron mediang reologia dinamica geles de fibrinabteniendo, para concentraciones
de fibrinbgeno de50 mgmL, valores del modulo elastico enti@00y 10000Pa y del modulo
viscoso entre80 y 4000 Pa Asi mismo, cuandaumentaron la concentracién de calcio
obtuvieron geles mas rigidos y estable:s.
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Figura2-24:Barrido de frecuencia para el PHCC sin alginato variando la concentracion de calcio

En laFigura2-24 seobserva que el aumento de ¢ancentracion de calcio en la mezcla con PHCC
no tiene un efecto significativo en en el comportamiento reolégi los geleformados. Al
comparar el comportamiento reolégico des geles formados solo con PHE@n los obtenidos
para el alginato de sodien agua destilada al 1% p/Figura 2-25) se encuentra queo hay
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diferencia significativa en el modulo de almacenamiento de ambos materiales, es decir, tienen

un comportamiento elastico similar, sin embargo, al comparar las ritagas del mdodulo

viscoso se encuentra que de menor magnituees el @l PHCC. Si se analiza la relacion entre el
modulo viscoso y el modulo elastigose tiene en cuenta el criterio de&lark & RossMurphy

(1987)se tiene que el gel formado con PHCC egal robusto yaque 6 7' ¢ midntraX gbe el

formado con alginato de sodio al 1% p/v a pesar de tener magnitudes del modulo elastico muy
AAOAAT AG 1T EAOOA 1 AUl OAOh OA AcCOODPA AAT OO AA
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Figura2-25: Comparacion entre ellRCCy el alginato de sodio al 1% p/v

Por lo tanto, desde el punto de vista aeéjoramiento de lapropiedades mecanicas des geles

de PH contemplado como el aumento del comportamiento elastico del material, se encuentra
gue este objetivcha sido alcanzado a través de cualquiera de las dos rutas plantegasa
mezclando con alginato de sodio 0 aumentando la concentracion de fibrirebgarel 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 resultadosglesde el punto de vista de la reologia diriéa, arrojan queenlos geles
formados con PHC@revalece el comportamientelasticosobre el viscosasin embargo, dado

gue éstos no se forman de manera instantanea, no es posible emplearlo para la elaboracion de
microportadores usando un sistema de asgion 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 evaluacién se presentaRigurde2-26.

Aunque en principio era de esperarse que la mezcla del PHCC con el alginato de sodio al 1% p/v
resultara en un aumento conjunttel comportamiento elastico del materidib que se observa es

el efecto contrario, similar al obtenido con las mezclasRH y alginato, en donde en lugar de
potenciarselas caracteristicas elasticae ambos materiales, lo que ocurre es una interposicion
entre los mecanismos de formacion de gel de los mismos.

T’ 10000 o & & & & O & 5 & 5 & o & & & & & o o
<L
°© ffiiiiiiiiiiiiifiii
- " EE
i!ii!!!!!!ii!!!
£x§§§§§3§§§3§§§§§§§
= 1000 {
O o g g 22
<L T oog Egagggggnnnni
° é:aigggf?
o - sA8 %l UOGOEAI 0(
100 1 o -8A8 BEOAI O of#
v -8A8 % UOOEAI 0
A - B8A8 B6EOAT O o(#
m - 8A8 % UOOEAI O( #
o -8A8 B6EOAT O o(#
10 . |
0.1 1 10

Frecuencia (Hz)

Figura2-26: Efecto ¢ la adicién de alginato en el comportamiento reolégielos geles
formados con PHCEmpleando una solucion de Ca@l 3% p/v.

2.8.3 Comportamiento del angulo de fase

En laFigura 2-27 se presenta la variacion del angulo de fase con la frecuencia para las mezclas
estudiadas. Paran sdlido elastico, la respuesta de la deformacion esta totalmente en fase con el
esfuerzo aplicado (&ngulo de fase:)0Mientras que par un liquido viscosmewtoniano, la
deformacién resultante total serd 90° fuera de fase del esfuerzo apli¢hidoamakeret al,

2011h. Por lo tanto, los geles formados solo con PHCC se comportan mas como sélidos elasticos
gue aquellos formados a partir de las mezclas con alginato de sodio o las diluciongte dm €
agua destilada y PH.
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Figura2-27:  Angulo de fase de los geles formados

Al comparar el comportamiento del alginato respecto a las mezclas, se observandqodas 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 médulos se incrementa, la distancia entre ambos es
menor y por tanto se obtienen valores del &ngulo deefags grandes.

Estos resultados estan acorde con los obtenidos por Markal. (2004) quienesnidieron el

angulo de fase para 4 tipos de alginato con diferentes relaciones de acido manurénico y

gulurénico empleando dos concentraciones diferentes (15 %p/v) y entodos los casos,

encontraron gque 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 matgsiginismo, se contrastaron los

reportados por Sosat.al. (2012), quienesealizaron ensayos de reologia dinamica para geles de

alginato de sodio de 0,1 % pypobtuvieronOAT T OAO AN 4 AAOOA Adap' 6 Al OOA
encontrando @ra bajas concentraciones de alginato predominio @&l médub elastico sobe el

VisCcoso.
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2.9 Conclusiones

Mediante ensayosde reologia dindmicase encontré quelas dos rutas plaeadas para el
mejoramiento de los geles obtenidos a partir de plasma humano (PH): mezcla con alginato de
sodio y aumento de la concentracion del fibrin6geno en el PH, empleando plasma humano
crioconcentrado (PHCC), arrojan resultados favorables, siendo el PHCC el material con un
comportamiento mas cercano al de un soélido elastico.

Se encontré que la mezcla ya sea de PH o PHCC con alginato de sodio interfiere en la formacion
de la estructura tridimensioal del mismo, lo cual se vio reflejado en una disminuciéon 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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3.1 Resumen

En este capitulo se descriliemetodologia desarrollada para la elaboracion de microportadores
basados en una solucién de alginato deliscal 2% p/v. ddas las etapas que se llevaron a cabo y
los problemas que se abordaron y se solucionadiaronlugar a la obtencién de un montaje y
unas condiciones finales. Esta metodologia fue posteriormente extrapodaldaelaboracion de
microportadores basados emezclas dgplasma sanguineo crioconcentradeHCQy alginato de
sodio al 1% plv.

3.2 Introduccidn

Uno de los principales problemas en ingenieria de tejidos es la disponibilidad de un namero
suficiente de células con el apropiado fenotipo paea libeadas en el sitio de la herida. Esto
requiere una rapida amplificacion celular para reparar el tejido y restaurar la fufdiaida &
Frondoza, 200%

Dentro de las alternativas biomédicas existengesa la rapida amplificacion celulse encuentra

la elaboracién de particulas de tamafio reducido (tipicamente entre4@Dum) a partir de un
material, que no solo permita la adhesién celular sino que ademas le otorgue a las células un area
superficial de anclaje mayor a la obtenida en los métodos conepales.

El uso de microportadores incrementa el area superficial por unidad de voluasés.principio

se explica mejor a partir de Teabla3-1. En el extremo izquierddonde sepresentaun cubo de 4

cm de ladogue proporciona un area superficial de df® para cada una de las caras y un area
superficialtotal de 96cm?. Si este cubo se divide en 8 partes iguales, se obtendrian 8 cubos con
un area superficial de 3@’ cada ung que darian un area superficialtabde 192cm?. Si este
procedimiento € repite hasta obtener cubos d&03125cm de lado §125um), se obtendrian

W38 qib2¢ particulas que proporcionarian un area superficial total de 12288 similar a la
alcanzada con 163 frasc®g5 Tabla 3-2).
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Tabla3-1:

Relacion entre el tamafio de particula y el area superficial

L

[—

L

i

(o]

L=4cm, As =16 cn%
cara
=1

N__=6,N

2
L=2cm, As =4cm

N

Cara

=6, =8

2
L=1cm, As =1 cm

Cara

N_=6,N =064

L=0,5cm, As =0,25ch$

Cara

caras cubos caras Cubos caras cubos N =6,N =512
2 2 2 caras '  cubos
= = = 2
AsT 96 cm AsT 192 cm AsT 384 cm AST= 768 cm
L: Longitud de la cara
Ascar: Area supdicial deuna cara
Ncaras NUmero de carapgor cada cubo
Ncunos NUmMero de cubogque equivalen al mismo volumen del cubo original
Asr: Area superficial total
[—
[—
E— e ® o
—T — —
] —
1 —
[—
— e
Frasco T75 2 Frascos T75 4Frascos T75 8 Frasca T75
2 2 2 2
As =75cm As.=150 cm As.=300 cm As =600 cm
Tabla 3-2: Relaciorentre el tamafio 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
16 4 1 0,25 | 6,25E02 | 1,56E02 | 3,91E03 | 9,77E04
cara (cnf)
NuUmero de caras 6 6 6 6 6 6 6
Ndmero de cubos 64 512 4096 32768 | 262144 | 2097152
Area superficial
) 96 192 384 768 1536 3072 6144 12288
total (cm”)
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La aproxinacion del aumento del area superficial total obtenida a partir de la division de las
particulas cubicas permite visualizar como a partir de particulas defiammicrométrico se
pueden alcanzar grandes areas superficiales. Dado que el método de fabricaigon
microportadores hace dificil su construccién en forma cubica, se adoptara la forma esférica que
es la mas comun y se adoptara como medida caracteristica el diAmetro de particula.

3.2.1 Caracteristicas generales de los microportadores

Entre las principales cacteristicas que deben tener los microportadores se encuentran: la
distribucién de tamafo, la densidad especifica, la composicidon quimica y las caracteristicas
estructurales.

- Dado que ehumero de células que se adhieren a la superficieeddp del diameto del
portador, b distribucién de tamafio debe ser lo méstrechaposible para proveer un
cultivo homogéneo La densidad especifica de los microportadores deberd ser
ligeramente mayor que el medio de cultivo (tipicamente entre 1.02 y 1.10) para permitir
gue estos se mantengan en suspension durante la agitacion.

- La composicion quimica de los microportadores determina su biodegradabilEsdle
esperarse que el material sea biodegradable para disminuir una respuesta inmune por
parte del organismoDebenser esterilizables sin comprometer su integridad estructural
(Malda & Frondoza, 2006

En laTabla 3-3 y la Tabla 3-4 se describen diferentes tipos de microportadores comerciales,
empleados eningenieria de tejidogMalda & Frondoza, 2008Chenet al, 201). Es posible
observar que los tamafiate particula oscilan entre 180 um, permitiendo areas superficiales
entre 255 y 4400 cfigramo. Dentro de los materiales empleados para su fabricacion se
encuentran dextran, plastico, vidrio, celulosa, gelatina y cofigeentre otros y aunque
predominala forma esférica, también es posible encontrar portadores cilindricos.

3.2.2 Microportadores comercialesPrincipales materiales empleados

Quitosano. El quitosano es un polisacarido lineal semicristalino compuestmittades deN-

acetil D-glucosamina y Eglucesamina(Yanget al, 2010. Ha sido ampliamente usado en
ingenieria de tejidos por sus caracteristicas biodegradables, su biocompatibilidad y la ausencia
de toxicidad. La formacion de geles puede ser obtenida medianteeenizamiento con
glutaraldehido o intercambio i6nico con polifosfatos y sulfa@mhaet al, 2004. Dentro de las
técnicas para la elaboracion de microesfeagsartir de quitosano se encuentran:
aspersion/secado, intercambio ibnico y entrecruzamiento por emulsion, entre (fEibsset al,
2010. A partir de este Gltimo métod@henet.al. (2006)obtuvieron microportadores con

tamanos entre 100 y 200 um, que soportaron apropiadamente fibroblastos murinos y humanos,
sin presentar efectos citotoxico
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Tabla3-3: Microportadores comerciales.
Nombre . Tamafio As Cant, Dens, .
comercial Fabricante (um) (cng'l) (g'l) (gmL'l) Material
Amersham Matriz de dextran sustituida
Cytodex 1| Biosciences, | 147248 4400 4,3x16 1,03 con grupos N
Suecia dimetilaminoetil
G Matriz de dextran sustituidza
2 Amersham con una capa superficial d¢
$ | Cytodex 2| Biosciences, | 135200 3300 4,1x10° 1,04 pa supert
[a) . grupos N,N,Ntrimetil -2-
Suecia . A .
hidroxiaminopropil
Hillex | SoloHill, USA| 150210 350 5,0x16 11 | Matiz de dextran con capg
superficial tratada
Cubierta . .
de | SoloHil, USA| 150210 380 asx1§ | L9Z Plastico cubierto con
L . 1,04 colageno desnaturalizado
plastico
Plastico cubierto con
3 Plastic SoloHill, USA| 150210 380 45x16 1,02- colageno desnatural’lzgdo,
= Plus 1,04 que promueve la rapida
© adhesion
o
Biosilon Nunc, 160-300 255 5,1x1d 1,05 Poliestireno
Dinamarca
Amersham
Cytoline 2 | Biosciences, | 400-2500 >1000 n/a* 1,03 Polietileno y silica
Suecia
RS idri -
5 | Vdro | goonin, usa| 150210 | 380 a5x16 | 9% | piastico cubierto con vidrio
< | cubierto 1,04
8 Amersham
o
=] Cytopore Biosciences, | 200-280 Aprox, n/a* 1,03 Celulosa
) 1 . 1200
O Suecia
. Percell . .
o | CUlUSsPRerl gioitica, | 130380 | n/a® 10x16 | 104 Gelatina porcina
i G : entrecruzada
E Suecia
) . Percell . .
O | Culispher | giojtica, 130380 n/a* 8,0x10 1,04 Gelatina porcina
S . entrecruzada
Suecia
Matriz de dextran con una
Amersham capa delgada de colageno
Cytodex3 | Biosciences, | 141211 2700 3,0x10 1,04 pa delg 9
. de piel de cerdo
o Suecia )
S desnaturalizada
(o))
©
8 . MP. Colageno bovino tipo |
Cellagen | Biomedicals, | 100400 n/a* n/a* n/a*
USA altamente entrecruzado

*n/a: No apli@. ** Adaptado de Malda & Frondoza (200€¢)
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Tabla3-4: Microportadores evaluados para el crecimiento de hE3@n@n Embryonic Stem
Cell3.
Area Material de
Microportador*** Fabricante Dimension superficial Matriz
2 1 cobertura
(cm'g?)
Cilindro
DE53 Whatman, UK | L 13&60um 6800 Celulosa Dietilaminoetil
x D 3&7um
Cilindro
DE52 Whatman UK | L 13&60um 6800 Celulosa Dietilaminoetil
X D 35+7um
Cilindro .
Amonio
QA52 Whatman UK | L 13&60um 6800 Celulosa .
cuaternario
x D 3%7um
Cilindro
CM52 Whatman UK | L 13@&60pum 6800 Celulosa Carboximetil
x D 3&7um
GE
Esfera Dextran N-
Cytodex 1 Healthcar 4400 T .
y . ¢ 19058 pm entrecruzado dimetilaminoetil
Suecia
GE
Esfera Dextran Coladgeno
Cytodex 3 Healthcare 2700 .
y X T 175+36um entrecruzado desnaturalizado
Suecia
Esfera Gelatina
Itisph Hycl 4 lati
Cultispher G yclone 255+125um 0000 entrecruzada Gelatina
GE Celulosa de
Esfera . T .
Cytopore 2 Healthcare, 11000 algodon Dietilaminoetil
. 24040 um
Suecia entrecruzada
Tosoh
Toyopeart AFTresy}t Biosocsignc Esfera 4200 Metracrilato Amina brimaria
650M (Tosoh 65PR) , ¢ 65+25um hidroxilado P
Japon
Tosoh .
TSKgel TresybPW Bioscience Esfera 9000 Metracrilato Amina brimaria
(Tosoh 10 PR) Japon ' 10um hidroxilado P

*** Adaptado deChenet.al. (2011)

Gelatina. Las microesferas porosas CultiSphei®ercell Biolytica AB, Sueciagon los
portadores a base de gelatina mas conocidos y empleaiok& expansion de células animales.

Se obtienen a partir de gelatina porcina y han sido Eagos con éxito en la proliferacion de
gueratinocitos 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 paa pacientes con quemaduras u otro tipo de heridas cutaneas
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(Gustafsonet al, 2007 Selandet 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 dimensiondSommaret al, 2010Q y se han usado con éxito en la
producciéon a gran escala de osteoblastos y condrocitos en medios libres de(Alfezd et al.,

201).

Diversos autores reportan el uso deicnoportadores basados en gelatina para el cultivo de
células endoteliales humang$ashiroet al, 2013, fibroblastos autélogogHuanget al, 2009 y
osteoblastos autbélogos, obteniendo en todos los casos células viables, correctamente
diferenciadas y sobre un material gpresenta una adecuada biocompatibilidéidau et al,
2010.

Cytodex 1 Los microportadores de Citodex®GE Healthcare, USA&)stan formados de una

matriz de dextran cargada positivamente con grupos Medimetilaminoetil distribuidos de

forma uniforme en toda la matriz. Dentro de las principales aplicaciones de estos portadores se
encuentran:

- Multiplicacion y diferenciacién de células animalentre las que seélestacan células
multipotentes de rata, expandidas y diferenciadas a células hepafitaket al, 2010y
células mesenguimales de ratéfyang et al, 2003, ambos tipos celulares anclaje
dependientes.

- Cultivo de células Vero a nivel de biorreadt®etiot et al, 2010, cultivo de células CHO
en unreactorTaylor tipo vorteSantiagoet al,, 201)

- Propagacion de viruSouzaet.al. (2009)propagaron virus de la fiebre amarilla (17DD) en
células Vero cultivadas en microportadores de Cytedexen un reactor agitado con
medio libre de sueroHu et.al. 2008 usaronCytodex1 para producita vacunade la
influenza HSN1 yHundt et.al. (2007)usaron Cytodexl para la prduccion de la vacuna
contra eneritis a escala de 1L empleando biorreactor

Los microportadores que se encuentran disponibles comercialmente ofrecen una alternativa
para mejorarlos tiempos de propagacion celular respecto al método de cultivo tradicional, sin
embargo, a conocimiento del autor ain no se han desarrollado microportadores que puedan ser
implantados directamente en el sitio de la herida. Uno de los objetivos de |aserie
investigacion fue desarrollar un mecanismo de elaboracién de particulas esféricas de tamafio
micrométrico, a partir de un material biodegradable y biocompatible, que permita su implante
en heridas cutaneas y que a su vez favorezca la proliferacidmaiceAsi mismo, se busco
desarrollar una metodologia economica 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 soib 1% p/v.

Se disolvieron 31,02 gramos de alginato de sodio (Sigidaich A2033, Saint Louis MO, USA) en
700mL de agua destilada. Se sometio a agitacion magnética y a calentamient€)surante 12
horas, para favorecer la disolucién del alginato deisodranscurrido este tiempo se dejo la
mezcla a temperatura ambiente durante 12 honaara permitir el ascenso de las burbujas
luego se llevé a un volumen final de 100Q con agua destilada en un matraz aforado para
obtener una solucién de alginato deodio 3% p/v.Seguido de esto fue disuelta con agua
destilada hasta alcanzar una concentracion fiklalginato de sodid% pk.

3.3.2 Solucion deCaClal 3% p/v

Se disolvieron 39,74 gramos d€aCj-2HO grado analitico (Carlo Erba Reagents, Rodano,
France)en 700mL de agua destilada en un vaso de precipitado y se mezclaron empleando un
agitador de vidrio. Una vez disuelto el Cagih,O, se llevo la solucion a un matraz aforado de
1000mLy se completd el volumen con agua destilada, para obtener una soluei@adial 3%

p/v (270mM).

3.3.3 Montaje empleado para la elaboracion de los microportadores

En laFigura 3-1 se presentaun esquema demontaje empleado para la elaboracién de las
microesferas similar al usado padviazzitelli et.al. (2011) El sistema consta de una boquilla de
aspersionen acero inoxidable 31@ue fue provista por la compafi@praying Systems Co@&

cual esta constituida por un cabezal de d@é cap), un abezal de salida de liquidéiuid cap y

un cuerpo cordos entradas coaxiales, perpendiculares a la direccion del flujo que permiten e
ingreso del liquido y el aird-igura 3-2). Se empl® una bomba peristéltica para alimenta
alginato de sodio al 1% p/a la boquik y la presion del aire de alimentaciéa midibmediante

un mandémetro, seguido de un filtro de membrana de tamafio de poro QM5La mezclase
asperjoen 100mL de CaGl(3% p/v)contenidos en una caja de Petri de A de diametro.
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Bomba Boquilla
peristaltica de  Membrana _
aspersion  de 0,45 um Aire
comprimido
3 )) )
\l«\u/ Manometro
Alginato
1% plv

D
D I Solucién de

i T caCl
! - y al 3% piv

Figura3-1: Montaje para la elaboracion de microportadores

Cabezatsde salida Cabezal de salida del liquido ~ Cuerpo en acero inoxidable pg
del aire Ref. PF40108S conexon de aire y liquido
Ref. 1/48S

Figura3-2: Sistema empleado en la aspersion. Tomaddq8prayingSystemsCa, 2013

3.3.4 Seleccion del cabezal dgmlida de aire

En laTabla 3-5 se presentan los tres tipos de cabezales de salida de aire empleadotapara
fabricacibnde microportadoresmediante aspersion de alginato de sodit?q p/v) sobre una
solucion de Caghl 3% p/vLos cabezales varian respecbtipo e mezcla (interna o externa) y

al patron de rociado que generan.
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Tabla3-5: Cabezaés de aire evaluados
Boquilla . L . .
2]0 Esquema Referencia Descripcion Patrén de rociado
¢ A‘ I;G; 5218480 Cabezal que permite |4 g v
1 ! = - H Y . :_E]’!E
. ) mezc-lamterna.del '%« i
_ liquido y el aire. '&}_Jj‘é&
Cabezal que permite I
m."‘ Ref. 122281 que p &
2 mezclaexterna del H
4 60° SS L . #
\ / liquido y el ae ]
' @
Ref. Cabezal que permite I
3 PA1401110 mezclainterna del ;
SS liquido y el aire. *"

En laTabla 3-6 se presentan las condiciones de presion y altura a las que se evaluaron cada uno
de los tres cabezales de aire dams en laTabla 3-5. Se realiz6 un disefio factorial que dio lugar

a 18 experimentos, con los cuales se buscaba seleccionaistema que fuera extrapolable a
condiciones de trabajo estériles y que a su vezpiera la formacion de esferas con diametros
entre 100300 pum.

Tabla 3-6: Condiciones de operacion yabezales de aire evaluados

Experimento | Presion | Boquilla | Altura | Experimento | Presion | Boquilla | Altura
Ne (psig) N° (cm) N° (psig) N° (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 ondiciones de operacidmpara el cabezal de salida de aire
seleccionado

Una vez seleccionado el cabezal de aieeegalud la influencia de la presiéon de entrada de aire, el
caudal de alimentacion del alginato de sodio y la altura de la boquilla en la morfologlia
tamafio de particulaEn laTabla 3-7 se presentan los parametros medidos, su significado y
rangos en que fueron evaluadde realizé un disefio factorial tal como se presenta dfidara

3-3. El ensayo se realiz6 por duplicado, para un total de 24 experimentos. La variable de
respuesta fue l&l porcentaje departiculas con didmetros entr£00 y 300 um.Se seleccionaron

las condiciones de operacién que generaron un onayimero de particulasespecto al totaken

este intervalo.

Tabla3-7: Parametros evaluadogeneracién de microportadores
. - Valores
Parametro Significado
evaluados
Caudal Flujo volumétrico de alginato de sadial 1,6% alimentadd 2.1mL-min"’
a la boquilla de aspersion 5.7mL-min™
Distancia medida entre la boquilla de aspersion y 20 em
Altura superficie de la solucidon de cloruro de calcio al 3% 30 em
contenida en una caja de Petri
. L . . 5 psig
Presién Hace referegia a la presion manométrica de aire que 7 osi
inyecta coaxialmente a la boquilla para generar el aeros 9 gsig
-{ Presién 5 psig
Altura 20 cm H Presion 7 psig

Presién 9 psig

Caudal: 2.1 mL-mint

Presion 5 psig

Altura 30 cm )- Presion 7 psig

Presién 5 psig

Altura 20 cm )- Presion 7 psig

Presién 9 psig

Caudal: 5.7 mL-mirt

Presion 5 psig

Altura 30 cm )- Presion 7 psig

|
|
|
|
|
Presion 9 psig ‘
|
|
|
|
|
Presion 9 psig ‘

S pm— p—— SN m— —— S m—— —— S p—

Figura3-3: Variables involucradas en el tamafio de partigutu distribuan
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3.3.6 Caracterizaciomorfoldgica y dimensionatle los
microportadores

La morfologia de los microportadores fue evaluada mediante microscopia Ofiticaic B1
Series)Los ensayos se realizaron por duplicado. Se tomaron (5) cinco microfotografias para cada
ensayo. El tamafio de particujasu distribuciorfueron determinados mediante el andlisis de las
fotografias empleandcel software de distribucion librdmage J®siguiendola metodologia de

Wang et.al. (2008)y el programaMotic Images Plus 2#&sociado almicroscopio Se empleo
tincion con azul de toluidina al 0,5%p/v en metanol, en una relacion de volumen 1:5 con respecto
a la solucién con las particulas de alginato suspendidas. el anexoC se describe
detalladamente el procedimiento empleado en el pesamiento de las imagenef/Nanget al,

2008

3.3.7 Analisis estadistico

El tamafio de particula se presenta como el inddd®ANque corresponde a unmedida del
ancho de la distribucion respecto a la mediana y se calcula con los percéntilg®® O
tal como se expresa en la ecuaci®i, siguiendo la metodologia empleada pAndreaset.al.
(2011) y West.al.(2011).

f =2 222"

(o] b (3_1)

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

3.4 Resultadosy discusion

3.4.1 Cabezal de airdl°1
En laTabla 3-8 se presentan las fotografias de las esferas obtenidasstoabezal de airbl°l. El
sistema consta dein cabezal de mezcla interna de liquido y aire y seis (6) aberturas dispuestas
de forma tal que generan un patron de rociado circuligura 3-4), cuyo didmetro es
proporcional a la altura de laohyuilla y a la presién del aire.

Elemento
receptor

del rociado

Figura3-4: Patrén de rociado cabezal de aire N°1
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Tabla3-8:

Microesferas obtenidas cogl cabezal de airBl° 1

Cabezal de aire NP

Presion de entrada del aire10 psig

Altura de laCabezal de aire N°20 cm

Altura de laboquilla N°: 30 cm

—’V., .y—l v ‘Nﬁ qo(‘:;v
F} o ’_) (" f 0 ¥ ‘('k )

f . L 'Z;_‘}‘i((; £ e f;q’t (w-)*'}. .'
WP 2ol s 00 \atih XY Ty
TR elel 2o Bk e

&(9 o’(. ! \og
{

El diametro de salida de la mezcla liquida excede
didmetro de la caja Petri (10 cm)

Esta configuradn y las posteriores (mayor presid
y diferentes alturas) no son apropiadas para
formacién de microesferas en condiciones estéri
porque la mezcla asperjada excede el tamafio d
caja de Petri.

iw Ch) «3
e e (K4 180, ° (03
(( ;‘){'b"'{'a : 6 '."

f
’Q/' (5\‘ (‘.-'\ h-.

- Se forman particulas de tamafios que oscilan entre 5@G0um. La distribucion del tamafio d
particula es heterogénea

- Las particulasio presentan una forma bien definidaalgunasse encuentran fracturadas

A medida que se incrementa la distancia entre la bég@l) y el elemento receptor del rociado,

se aumenta el radio de aspersion. Lo mismo ocurre con el aumento de la presion. Dado que el
patrén de rociado excede el diametro de la caja de Petri empleadd0tm) para las
condiciones ms 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 estériles.

#a: ‘ -
™oL )Y '.31! ‘

3.4.2 Cabezal de aire N°2

El cabezhde aireN°2, a diferenciadel N°1, permite conformar un sistemde mezclaexternade

liquido y aire comlos (2) aberturas dispuestasna en frente de la otra, formandan patrén de

rociado horizontal (Figura 3-5). En laTabla 3-9 se presentands resultados de las esferas
obtenidas con esta configuracion. Para la presion mas baja evaluada (P=10 psig) se observa que
se obtienen particulas de forma bien definida, sin embargo su tamafio excede en masale cinc
veces el promedio de particula (200um) del intervalo de interés-800fum). Con el aumento

de la presion (P=15 y 20 psig) se disminuye el tamafio de particula, pero se pierde homogeneidad
en la distribucién de tamafio y se va perdiendo la forma esféledas particulas.

Elemento
receptor
del rociado

Patréon de rociad@abezal de airél°2

Figura3-5:
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Tabla3-9:

Microesferas obtenidas cogl cabezal de airll° 2

Cabezal de airdl°2

Presion de entrada del aire10 psig

Altura de la boquilla:20 cm

Altura de la boquilla:30 cm

=

)

5

’ ’
Y e
ength : 1000.0 um|

- Se forman particulas esféricas, bien definida
con una distribucién de tamafio homogénea

- El diametro obtenido con esta configuraciq
excede 1000m

C3

Radio : 1475.0 um

Area : 6834927.5Cuadradoum|
Perimetro : 9267.7 um

- Al aunentar la altura de la boquilla y manteng
la presion, se obtienen particulas de may
diametro y se observa la aparicién de particu
de didmetro inferior a 1000pm dando lugar
una distribucion heterogénea del tamafio.

Cabezal de airdl°2

Presion de entada del aire:15 psig

Altura de la boquilla:20 cm

Altura de la boquilla:30 cm

Radio : 625.0 um
Area : 1227184.6Cuadradoum

- Con el aumento de la presion se disminuye
tamafio de particula pero se pierd
homogeneidad.

- El diametro obtenido con esta configuracid

excede 1000pm.

80{ Q& ‘:":,U"“ '-}3 \
N O g

DS >
? ' |Radio : 140. E
flarea : 61575.2Cuadradoum J

- Al aumentar laaltura de la boquilla y aumentg
la presion, se obtienen particulas de forn
esférica bien definida y con una distribucion
tamafiomas homogénea.
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Tabla 39: (Continuacién)
Cabezal de airdl°2 Presion de entrada del aire20 psig
Altura de la boquila: 20 cm Altura de la boquilla:30 cm

Area : 38013 3Cuadradoum
erlmetro 691.2 um

Radio : 100.0 um
Area : 31415.9Cuadradoum|
Perimetro : 628.3 um

iy DR 5
- A vkﬁ‘q?\ ‘t‘@g} ‘ov. ‘."
(e ‘QQ :

). a0, S0 §‘va§

ﬁ). sufionLa

{ :‘:':‘Q'D‘Bv \. e "Qmen th : IDOIJDumf;
- Se forman particulas de tamafios que oscil - Se forman pocas esferas
entre 50 y 1000 um. La distribucion del tama| - Se observa material fracturado y sin forn
de particula es heterogénea definida
- El aumento simultaneo de la presién y la alty
- Algunas particulas se encuentran fracturadas afectan tanto el tamafio con la forma de I
- El aumento de presion da lugar a la formaci particulas

de particulas mas pequefias pero con fori
menos definida.

3.4.3 Cabezal de aire 13

En laTabla 3-10 se presentan los resultados obtenidos ceincabezal de aire N3, elcual da

lugar a la formacion dan patrén de rociado circulasimilar al décabezalN° 1, sin embargo por

tener solo un oficio, el liquido asperjado se concentra en un solo pukigufa 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 chagentre el liquido asperjado y la solucion receptora. Cuando

la presion se lleva hasta 20 psig, el liquido asperjado desplaza la solucién déuesdcite la caja

Petriy no se da lugar a la formacion de microesferas. Con el aumento de la altura (0cm) s
consigue una distribucion homogénea del tamafio de particula para la presion intermedia (15
psig) evaluada.

Elemento
receptor L
del rociado

| d
Figura3-6: Patron de rociad@abezal de airél°3
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Tabla3-10:

Microesferas obtenidas coel cabezal de airBl° 3

Cabezal de aire N° 3

Presion de entrada del airel0 psig

Altura de la boquilla:20 cm

Area : 502654 BCuadradoum
erimetro : 2513.3 um

- Se forman particulas de tamafios superiores
1000um.

- Presentan una fona bien definida

- No hay aglomerados

MM Ll
enth 1000.0 um|

Altura de la boqunla 30 cm

- Se forman particulas de tamafios superior
a 1000pm.

- Algunas particulas presentan una forma bi
definida. Hay una distribuciéon heterogéne
del tamafio de particula

Cabezal de aire N° 3

Presion de entrada del aire15psig

Altura de la boquilla: 20 cm

- Se forman particulas de tamafios superiores en

100 y 1000um.

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

- Hay una distribucion heterogénea del tamaie
particula

- El aumento de la presion da lugar a la formac|

de particulas mas pequefas.

Altura de la boqunla 30 cm

=0, 50|

.

For
ps

>
=
]
['7]
w
ey
-
[
w
=]
-0
<
[
=N
=
1]
Q
[=]
(=
E
‘(
.

Q-
-

IR
ength 1000.0 um

O:O; %) 3 Sp‘WO
raf

.vo %o '4,),_( @
.‘f; C‘?ﬁP

Cﬁ\iﬂ\\ ( "\“‘)n VR

- Se forman particulas de tamafios que osci
entre 50 y 200 pum.

- Las particulas presentan una forma big
definida, aunque algunas de ellas
encuentran fracturadas

- El aumento simultdneo de la presion y
altura dan lugar a una distribucion ma
homogénea del tamafio de particula

w10
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Tabla 3-10.  (continuacion)

Cabezal de aire N° 3 Presion de entrada del aire20 psig

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

- Esta configuracibn no es apropiada para
formacién de esferas porque debido a la a
presion de ingreso del aire, el liquido salpica fu| ¢
de la caja Petri y no se da lugar a la formacion
microesferas.

- Se forman particulas de tamafios queciian
entre 50 y 1000 pm. La distribucion d
tamafio de particula es heterogénea

- Las particulas no presentan una forma bi
definida y algunas de ellas se encuentr]
fracturadas

Las diferentes observaciones obtenidas como resultado de la evaluacion dedosabezales
permitieron dilucidar la influencia de la presion en el tamafio 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 menana#o y esfericidad. Asi mismo se
encontré 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 tamafio y distribucién de
particula, asi como la funadialidad del sistemase seleccion6 el sistema formado con el
cabezal de aire N° 3 para los ensayos posteriores.

3.4.4 Seleccidén de las condiciones de operacpara el cabezal N° 3

Empleando el montaje presentado en Ilgigura 3-1 y varando las condiciones de operacion
(Tabla 3-7) se obtuvieron las distribuciones de tamafio de particula descritas a continuacion.
Cada una de las tablas contiene las condiciones de presion, flujo y altura evaldaslosez se
presentan a manera de ejemplo, dos de las imagenes obtenidas, ya procesadas siguiendo la
metodologia descrita en el anex@. Asi mismo, se presenta un grafico de tolerancia que se
construy6 tomando el diametro de cien (100) particulas de foateatoria, con el fin de
visualizar la distribucion del tamafio de particula frente al intervalo de interés comprendido entre
100 y 300 um. Finalmente se presenta un histograma, que relaciona la frecuencia del nimero de
particulas, expresada en porcentajeon intervalos de tamafio de particula entre 0 y 58,
hasta 800 pm.



Capitulo 3Desarrollo de una metodologia para la elaboracion de microportadores 10¢

Tabla3-11: Ensayo 1

Presion:5 psig | Flujo: 2.1mL-min™ | Altura: 20 cm

" U 95e’" U " 0 @O
@, o * O ...'. -3
Qe (XY

Grafico de tolerancia

s

Diametro de
particula (pm)
Intervalo de
interes (pum)

Mumero de ohservaciones

Ensayo 1 Frecuencia particakentre 100-300um:60%
100

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

El ensayo 1 corresponde a las condiciones mas i

evaluadas de presioén, altura y flujo de liquido. S
obtiene una distribucion homogénea del tamaiie

particula y éstas no se encuentran fracturadas,

Frecuencia (%)
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Tabla3-12 Ensayo 2

Presion:7 psig

| Flujo: 2.1mL-min*

‘ Altura: 20 cm
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Frecuencia particulas entre 1300 um:36%
No se observan particulas fracturadas.

Al aumentar la presion de 5 a 7 psig, se observa
incremento del porcentaje de particulas con
tamafios entre 50100 um 60%). Dado que las
demas condiciones peramecen constantess
posible inferir que esta disminucion del tamafio g
particula esta directamente relacionado con el
aumento de la presion.
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Tabla3-13 Ensayo 3

Presi6n: 9 psig | Flujo: 2.1mL-min™ | Altura: 20 cm
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Ensayo 3 Frecuencia particulas entre 1300 um:41%

100

Se empiezan abserva particulas fracturadascon

forma de 6valoEl aumenb dela presion d&a9

psig no incidiignificativamenteen el tamafio de
particula pero si en la forma de éstas.

10

Frecuencia (%)
-

0.1 De las observaciones recolectadas en los ensay
1,2 y 3 se concluye que a bajas presiones se

favorece la formacion de particulas con diametrg

0.01
c38R33338B38383333838 dentro del intervalo de interés (16800pm) y
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$EUI AGOT AA DPAOOp | ademas estas no pierdemsorma esféricay no se

fracturan.
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Tabla3-14:

Ensayo 4

Presion:5 psig

| Flujo: 5.7mL-min™ | Altura: 20 cm
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Frecuencia particulas entre 1300 pum:45%

Al igual que el ensayo 1, no se observan particl
fracturadas. Prevalece la forma esférica de
particulas enlos campos visualesbservados, sin
embargo el aumento del flujo de 2.1 a BaZ-min™
dio lugar a la reduccion del porcentaje de particu
dentro del intervalo de interés (16B00um)
pasando de un 58 a un 37%, aumentando de ¢
forma el ndmero de particulas con diametr
inferiores a 100um.
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Tabla3-15. Ensayo 5

Presion:7 psig ‘ Flujo: 5.7mL-min™ Altura: 20 cm
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Frecuencia particulas entre 1300 um:34%

Para un flujo de5.7 mL-min" el aumento de la|
presion de 5 a 7 psig, da lugar al aumento
porcentaje de particulas con diametros superioge
300um, dando lugar a una mayor dispersion

tamafio de particula.
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Tabla3-16: Ensayo 6

Presi6n: 9 psig | Flujo: 5.7mL-min™ | Altura: 20 cm
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Para un flujo deb.7 mL-min™® el aumento de Iq
presion de 7 a 9 psig, da lugar a la formacién
particulas mas grandes, aumentando el porcent;
de particulas con didmetros superiores a 300|
(del 2 al 8%).
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Tabla3-17: Ensayo 7

Presion: 5psig | Flujo: 2.1mL-min™ | Altura: 30 cm
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Ensayo 7 Frecuencia particulas entre 1300 pum:62%
100

Se obtienen particulas de forma esférica bien
definida. De todas las configuraciones evaluadas,
ésta es la que arroja el mayor niumero de particul
dentro del intervalo de interés (16800um).
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Frecuencia (%)
-

0.1 Se observa que para lealores mas bajos de
presion (5psig) y fluj@(1mL-min™) evaluados, el

incremento de la alira de la boquillgde 20 a 30

0.01 -
C383833233883838183 88 |cm)incide positivamente en la distribucidiel
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SEUI AGOI AA PAOOp |tamafio de particula, obteniéndose mayor nimerg

de particulas en el intervalo deseado.
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Tabla3-18: Ensayo 8

Presion: 7 psig | Flujo: 2.1mL-min* | Altura: 30 cm
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Ensayo 8 Frecuencia particulas entre 1300 um:31%
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El aumento de la presién de 5 a 7 psig, da lugar
disminucién del tamafio de particula, formando
en su mayoria particulas denafos inferiores g
100um.

10

Frecuencia (%)
-

Se observd el mismo efecto (ensayo 2) para
altura de 20 cm.
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Tabla3-19: Ensayo 9

Presion: 9 psig Flujo: 2.1mL-min™ ‘ Altura: 30 cm
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Ensayo 9 Frecuencia particulas entre 1300 um:42%
100

Al llevar la presiébn hasta 9 psig se pierde
esfericidad de las particulas y empiezan
fracturarse. Esto se evidencia al observar en

fotografias gran cantidad de particula sin forn
definida.
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0.1
Se olservé el mismo efecto (ensayo 3) para una
altura de 20 cm.
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Tabla3-20:  Ensayo 10

Presion:5 psig | Flujo: 5.7mL-min™ | Altura: 30 cm
v ap o3 = ® ' r—
] & e - i & . ‘ . ®
+. %% o
» ° ®

[
e ® *
[
: ' P L4 3 4
v
. » - ! .. r ..‘
. : s .
' - »
’- ® ® .0
- . A ' - *a

Grafico de tolerancia

S00 FT ' ' ' :

LAY

-
1

e

—
—_—

AU

Al

I

Ik EAHY

Diametro de
particula (pum)

Intervalo de
interes (pm)

L L

[TTIT [ TIT T [TT I [ TTIT[TTTT]
—
—u
———

[NTETE ETENE SRR RNETE RRREN |

1] 20 410 Al ai ]
Mumero de observaciones

Ensayo 10 Frecuencia particulas erg 100300 pm:44%
100

El aumento deflujo (2.1 a 5.WL-min™) trae como
consecuencia una disminucion del porcentaje de
particulas de tamafiono deseado

10

Frecuencia (%)
-

0.14

0.01
[eleolNolNoloNolNoNoNoNoNoNoNoNoNoNeoNe]
nNnoumomwomouwmoLwmOoLuwmOoLuwmOo

A A N NOMIETITOW O ON~NNOW

$EUI AGOT AA DAOOD




Capitulo 3Desarrollo de una metodologia para la elaboracion de microportadores 11t

Tabla3-21:  Ensayo 11

Presion: 7 psig | Flujo: 5.7mL-min™ | Altura: 30 cm
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Ensayo 11 Frecuencia particulas entre 1300 pm:29%
100

Nuevamente el aumento de la presion de 5 a 7 ps
hace que predominen las particulas con diametro
inferiores a 100um.
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Se observa fractura das particulas pérdidade la
forma esférica.
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Tabla3-22  Ensayo 12

Presi6n: 9 psig | Flujo: 5.7mL-min™ | Altura: 30 cm
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Predominan las particulas con didmetros inferiore
a 100um. Esto indica que el aumento de la
magnitud de las variables evaluadas no trae
consigue el aumento del nimero de particulas
dentro del intervalo de interés (16800um.)

10

Frecuencia (%)
-

0.1 1

0.01 - T
O OO0 0000000000 0 OO0 o
LOWOoOLOoOLWLOoOLWwWOoOLWwOoOLWwmOoLwmOo
A A N NOMOMO T IO O ONM~MNOW®
$EUI AGOT AA DPAOOD




Capitulo 3Desarrollo de una metodologia para la elaboracion de microportadores 11

3.4.5 Distribucion del amafio de particula

Se analizda influencia de la presion de aire, el flujo de alginato y la altura de la boquilla en el
tamafo de particula, por segmentos de tamafio de particula asi:

- Porcentaje de prticulas con diametros inferiores a 1.
- Porcentaje @ particulas con didmetros entre 100 y 300.
- Porcentaje de prticulas con diametros superiores a 300.

Tabla3-23 Efecto de la presion, el flujo y la altura en la obtencion de particulas con
didmetros irferiores al00um.
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En laTabla 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 anadizafecto de la presion, el
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flujo y la altura sobre la frecuencia (%) mirticulas on diametros inferiores a 100urpara las

dos alturas evaluadas (20 y 30 cm), con el objetivo de seleccionar aquellas condiciones que no
favorezcan la formacion de particulas de este tamafio, ya que se encuentran por fuera del
intervalo de inteés.

Se observgara ambas alturas que hay una region (naram@o) comuan, a la presion de 7 psig
para los tres flujos evaluados, en la que se favorece la formacion de particulas con diametros
inferiores a 10Qum. Se debe evitar por tanto esta regiénarp 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 presién, se observa para ambas alturas, que el porcentaje de particulas con
diametros inferioes a 10Qum 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 solucién de
alginato golpea muy fuerte la solucion de calcio y empiezan a generarse sal@sadtb cual no

es aconsejable si lo que se requiere es replicar este procedimiento en condiciones estériles.

Del andlisis de las figuras condensadas ehalala 3-23 se concluye que es aconsejable emplear
presiones de salida dalre 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 condicién de altura méas apropiada eStaate, porque

para estas condicioneso se favorece la formacién de particulas con diametros inferiores a 100

pm.

En laTabla 3-24 se presenta la superficie de respuesta parintdrvalo de interés (100z 300

pum). El objetivo eseleccionar las condiciones de operacidalfla 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 resgtee para las dos alturas se encuentra que las condiciones mas
favorables son la presion méas baja evaluada (5 psig) y el flujo de alginato méas bajo (2.1%nL min
y para una altura de 30 cm se obtiene el mayor nimero de particulas en el intervalo deseado
(65%). Asi mismo, se observa que el aumento de la presion tiene un mayor efecto sobre el
tamafo de particula que el flujo de alginato.

En laTabla 3-25 se evaltan las condiciones geesion de aire, flujo de alginatpla altura de la
boquilla que favorecen la obtencién de particulas con didmetros mayo8@9am 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 elat@amente 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 (2.1 mL)raida presion méas baja (5

psig) y el flujanas bajo (5.7 mL mi) a la presién mas alta (9 psig), mientras que para la altura

de 30 cm, el porcentaje de formacion de particudas diametros mayores 800pum se reduce
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significativamente con el aumento de la presion independiente del flujo de atlgipara las
condiciones evaluadas.

Tabla3-24:  Efecto de la presion, el flujo y la altura en la obtencién de particulas con
didmetros entre100 y 30Qum.

Superficies de respuesta
Altura 20 cm Altura 30 cm
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Desde el punto de vista operativo, la formacionmeticulas con didmetros superes a 300um
ocurre porque afinal 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 patron

de flujo a la salida de la boquilleste efecto, sin embgo puede eliminarse o llegar a ser
despreciable usando un lote de alimentacion de liquido mas grande



120 Generacion de microportadores basados en mezclas de alignsadio y fibrindgen

Tabla3-25. Efecto de la presion, el flujo y la altura en la obtencion de particulas con
diametros mayores 800um.

Superficies de respuesta
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3.4.6 Analisis economico del ontaje empleado

En laTabla 3-26 se presentan los costos del montaje empleado para la elaboracién de los
microportadores. Al comparar estos costos con IBacapsulador B395 H0 de BUCHI
presentados en Id3abla 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 operacion, sus costos solde@idemente
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 formacion de los microportadores
Descripcién Referencia Marca Valor
Cuerpo de la boquilla 1/4J-SS Spraying Systems Cq 248.820
Cabezal de salida de aire PF401065S Spraying Systems Cq 190,008
Cabezal de salida de liquido PA1401110 Spraying Systems Cq 223.486
Bomba peristéalticaQ,75-65 mL minl) SN7791210 Cole Parmer 5.000,000
Mandémetro (0- 60 psig) SN0738G75 Cole Parmer 234.000
Compresor de aire SN0712%00 Cole Parmer 742.000
Manguera de silicona Dow Corning Silastic®] Dow Corning 30,000
Material de vidrio Caja Peti =9 cm Brand 50,000
Soporte universal y pinzas N/A N/A 60,000
TOTALIncluidoIVA) | 6.778.314

Tabla3-27:  Costos Encapsulador B395 50/60 de BUCHI
Descripcion Referencia Marca Valor
Encapsuladoen B395 50/60 Hz 100/240 VV BUCHI 149.132.500

condciones estériles

Boquillas externas con aberturas d¢
altaprecisiénn de0,2,0,3,04,
0,5,0,6,0,7, y0,9 mm fabricadas en
acero inoxidable

Set de boquillas

Lo BUCHI 22.89,000
concentricas

171.982.500

TOTAUNcluido IVA)

3.5 Conclusiones

Del andlisis de la distribucién de tamafio 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
gue las condiciones que favorecknformacion de particulas con diametros dentro del intervalo

de interés (10@ 300um) son:

Presion de salida del aire5 psig
Flujo de alginato:2.1 mL mirt
Altura de la boquilla:30 cm

Desde el punto de vista operativo, las condiciones seleccianadn extrapolables a condiciones
estériles para la elaboracion 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 ambiente eséril. La metodologia desarrollada
presenta ventajagespecto a otros sistemas comerciables disponibles, com&nalapsulador

B395 50/60 de BUCHIelido a su bajo costo, lo que lo hace accesible y atractivo para el sistema
de salud.



122 Generacion de microportadores basados en mezclas de alignsadio y fibrindgen

3.6 Referencas

Alfred, R.; Taiani, J.T.; Krawetz, R.J.; Yamashita, A.; Rancourt, D.E. and Kallos, MiSar¢#011).
scale production of murine embryonic stem eddirived osteoblasts and chondrocytes on
microcarriers in seruafree media.Biomaterials. 32: 60066010.

Andreas, K.; Zehbe, R.; Kazubek, M.; Grzeschik, K.; Sternberg, N.; Baumler, H.; Schubert, H.;
Sittinger, M. and Ringe, J. (2011). Biodegradable inkdtied PLGA microspheres fabricated by

three different emulsification techiques: Investigation for cartilage tissue engineeridgta
Biomaterialia. 7: 14851495.

Chen, AKL.; Chen, X.; Choo, A.B.H.; Reuveny, S. and Oh, S.K.W. (2011). Critical microcarrier
properties affecting the expansion of undifferentiated human embryatem cells.Stem Cell
Research7(2): 97111.

Chen, XG.; Liu, GS.; Liu, GG.; Meng, XH.; Lee, C.M. and Park,-H.(2006). Preparation and
biocompatibility of chitosan microcarriers as biomateralochemical Engineering Journ&®7:
269¢274.

Ebes, G.; dos Santos, F.; Andrade, P.Z.; Boura, J.S.; Abecasis, M.M.A.; da Silva, C.L. and Cabral,
J.M.S. (2010)Maximizing the ex vivo expansion of human mesenchymal stem cells using a
microcarrierbased stirred culture systendournal of Biotechnologyl46(4): 194197.

Gustafson, GJ.; Birgisson, A.; Junker, J.; Huss, F.; Salemark, L.; Johnson, H. and Kratz, G. (2007).
Employing human keratinocytes cultured on macroporous gelatin spheres to treat full thiekness
wounds: An in vivo study on athymic raBurns. 33(6): 726735.

Hu, A.Y-C.; Weng, TC.; Tseng, ¥.; Chen, ¥S.; Wu, GH.; Hsiao, S.; Chou,A.; Chao, Hl.; Gu,
A.; Wu, SC.; Chong, P. and Lee,-81.(2008). Microcarridsased MDCK cell culture system for
the production of influenza HSNvaccinesVaccine.26(45): 57365740.

Huang, S.; Deng, T.; Wang, Y.; Deng, Z.; He, L.; Liu, S.; Yang, J. and Jin, Y. (2008). Multifunctional
implantable particles for skin tissue regeneration: Preparation, characterization, in vitro and in
vivo studiesActa Biomaterialia.4(4): 10571066.

Hundt, B.; Best, C.; Schlawin, N.; Ka3ner, H.; Genzel, Y. and Reichl, U. (2007). Establishment of a
mink enteritis vaccine production process in stintatik reactor and Wave® Bioreactor
microcarrier culture in 410&#xa0;L scalé/accine.25(20): 39873995.

Lau, T.T.; Wang, C. and Wang;AD.(2010). Cell delivery with genipin crosslinked gelatin
microspheres in hydrogel/microcarrier compositeomposites Science and Technolo@®(13):
19091914.

Malda, J. and Fromza, C.G. (2006). Microcarriers in the engineering of cartilage and bone.
Trends in Biotechnologyp4(7): 299304.

Mazzitelli, S.; Luca, G.; Mancuso, F.; Calvitti, M.; Calafiore, R.; Nastruzzi, C.; Johnson, S. and
Badylak, S.F. (2011). Production and abterization of engineered alginateased microparticles



Capitulo 3Desarrollo de una metodologia para la elaboracion de microportadores 12z

containing ECM powder for cell/tissue engineering applicatidwasa Biomaterialia. 7(3): 1050
1062.

Park, Y.; Subramanian, K.; Verfailie, C.M. and Hu, W.S. (2010). Expansion and hepatic
differentiation of rat multipotent adult progenitor cells in microcarrier suspension cultloernal
of Biotechnology150(1): 133139.

Petiot, E.; Bernariloulin, P.; Magadoux, T.; Gény, C.; Pinton, H. and Marc, A. (2010). In situ
guantification of microcarrier mmal cell cultures using neamfrared spectroscopyProcess
Biochemistry.45(8): 14271431.

Santiago, P.A.; Giordano, R.d.C. and Torres Suazo, C.A. (2011). Performance of a vortex flow
bioreactor for cultivation of CH®1 cells on microcarrierBroces8iochemistry.46: 3545.

Seland, H.; Gustafson,-T; Johnson, H.; Junker, J.P.E. and Kratz, G. (2011). Transplantation of
acellular dermis and keratinocytes cultured on porous biodegradable microcarriers irto full
thickness skin injuries on athymic saBurns. 37(1): 99108.

Sinha, V.R.; Singla, A.K.; Wadhawan, S.; Kaushik, R.; Kumria, R.; Bansal, K. and Dhawan, S. (2004).
Chitosan microspheres as a potential carrier for druggernational Journal of Pharmaceutics.
274(1¢2): 1-33.

Sommar, P.; Pettaeson, S.; Ness, C.; Johnson, H.; Kratz, G. and Junker, J.P.E. (2010). Engineering
three-dimensional cartilage and bonelike tissues using human dermal fibroblasts and
macroporous gelatine microcarrierdournal of Plastic, Reconstructive & Aesthetic Syrdg3(6):
1036-1046.

Souza, M.C.O.; Freire, M.S.; Schulze, E.A.; Gaspar, L.P. and Castilho, L.R. (2009). Production of
yellow fever virus in microcarridrased Vero cell culture¥accine.27(46): 64206423.

SprayingSystemsCa (2012). "Catalogo de pductos.” Consultado el 5 de abril del 2011, de la
pagina welhttp://es.spray.com/Descargas/Cat%C3%Allogo 70 .aspx

Tashiro, S.; Tsumoto, K. and Sano, E. (2012). Establishmenti@baamier culture system with
serial subcultivation for functionally active human endothelial celleurnal of Biotechnology.
160(3¢4): 202213.

Wang, C.; Gong, Y.; Lin, Y.; Shen, J. and WaAg(#208). A novel gellan gehsed microcarrier
for anchoragedependent cell deliveryActa Biomaterialia.4(5): 12261234.

Wen, Y.; Ramos Gallego, M.; Feldskow Nielsen, L.; Jorgensen, L.; Everland, H.; Moller, E.H. and
Nielsen, H.M. (2011). Biodegradable nanocomposite microparticles as drug deliveringbiejec
cell scaffoldsJournal of Controlled Releasts6 11-20.

Yang, Y.; Rossi, F.M.V. and Putnins, E.E. (2007). Ex vivo expansion of rat bone marrow
mesenchymal stromal cells on microcarrier beads in spin culBi@naterials. 28(20): 3110
3120.


http://es.spray.com/Descargas/Cat%C3%A1logo_70_.aspx

124 Generacion de microportadores basados en mezclas de alignsadio y fibrindgen

Yang Y.; Rossi, F.M.V. and Putnins, E.E. (2010). Periodontal regeneration using engineered bone
marrow mesenchymal stromal celBiomaterials.31(33): 85748582.



r

4.# 01 QRDIO1I AN Ol AOROE AT AA

4.1 Resumen

En el presenteapitulo se describe lmetodologia empleada para la evaluacion de la adhesién
celular y la citotoxicidad tanto en geles planeschosde 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. Laitotoxicidad de los materiales se determiné empleando el procedimiento descrito en

la norma ISO 10998 para dispositivos médicos que involucra la elucion de extractos del material

y su aplicacién en un cultivo celular seguida por conteo por MTT. LoKadss indican que
ninguno de los materiales evaluados resultd citotoxico. Igualmentpresentala evaluacion de

la adhesion celular empleando técnicas de microscopia confocal y fluorescencia, usando
Hoechst® para la tincion des nicleos y CFSE® palatincion dd citoplasmade fibroblastos
murinos de la linea celular L929; se encontrd que las células se adhirieron en todos los soportes
seleccionados, incluyendo los microportadores

4.2 Introduccion

4.2.1 Adhesion celular

La adhesion celularya sea a otra odla o a alguna superficie (matriz), es proceso que
contribuye a diversas funciones vitales para los seres vivos: permite la inmovilizacién de
organismos en superficies para efectos de proteccion y alimentacién; también permite la
formacion de conglomerdos de célulasspecializadas que resulta en diferentes tejidos, érganos

y estructuras de soportePor lo tantq la adhesién celular permite la existencia de seres
multicelulares.

In vivo, existe una amplia variedad de moléculas involucradas en los mecesadhesion; estas
moléculas son principalmente de tipo proteida adhesién celular sucede cuando las proteinas
localizadas en la membrana celular (receptores de adhesion) se anclan a macromoléculas de la
matriz extracelulalGEHealthcare, 200b
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Existen cuatro familias de receptores de adhesion celular

o0 Integrinas: permiten la adhesion entre la célula y la matriz extracelular. Son
dependientes de C4

o Cadherinas permiten la adhesion entre una célula y otra. Son dependientes de Ca

0 Moléculas de adhesion celular de la superfamilia damunoglobulinas: moléculas
de adhesion celular (como laGIAM) involucradas en interacciones homofilicas y son
independientes de Ca

0 Selectinas esta familia de proteinas enlazan oligosacéridos especificos de la
superficie de otras células y juegan un papel importante esdigesion heterofilica
célulacélula. Son dependientes de Ba

Existen dos clases principales de macromoléculas que conforman la matriz extracelular en
vertebrados(GEHealthcare, 2005

1 Glicosaminoglicans (GAG) que son cadenas de polisacaridos lineales cargadas
negativamente y compuestos de unidades repetiddes disacaridos (acido urénico +
aminoazucar sulfatado). Los GAG usualmente estan ligados covalentemente a proteinas,
en cuyo caso se denoming@noteoglicanos.

1 Proteinas fibrosas de dos tipos funcionalesestructural (como el colageno y la elastina)

y adhesivo (como la laminina y la fibronectina). El colageno es el mayor componente de
la matriz extracelulam vivq por lo que las células se unen fuertemente a esta proteina;
esta union sin embargo, esta mediada por proteinas adhesivas, como la fibrondatina
cualse enlaza fuertemente al colageno, y son los receptores celulares, las integrinas, los
gue reconocen y enlazan la fibronectin&sta udltima, esta conformada por dos
subunidades, cada una de las cuales tiene una serie de dominios con una coitfigurac
cilindrica; estos dominios consisten de moédulos mas pequefios con una secuencia de
aminodacidos que se repite; la secuencia argirgiaina-acido aspartico (Argsly-Asp o

RGD) es la secuencia pemsablede la interaccion de lailfronectina con las intgrinas
(Mulder, 2003. Otras variaciones del sitio de reconocimiento de la fibronectina (RGDS,
RGDV, RGDT entre otras) también son reconocidas yribyen a la adhesion celular
(Hiranoet 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, 197@s imperativo usar superficies de cultivo que promuevan todos los pasos
involucrados en la adhesion.

La adhesién celular usualmente sigue cuatapas(GEHealthcare, 2005

1- En la primera etapa hay una oni fisica inespecifica a la superficie; esta adsorcion esté
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), éstastadistribuidaheterogéneamentepues es afectada por la presencia

de moléculas tipo receptores proteinicos; por ello, aungeecreaque la superficie de
union debe tener carga positivajiverson autores han demostradque las células
pueden crecer en s@pficies cargadas positivamente (por ejemplo, superficies cubiertas
con polilisina) o negativamente (por ejemplo vidrio o materiales plasticos como el
poliestirero, policarbonato, pvc o teflor(Horng, 1975Maroudas, 1975an Wezel, 1976
Grinnell & Hays, 1978En cuanto al caracter hidrdfib, los materiales plasticos deben

ser sometidos a tratamientos quimicos (oxidacidon o reaccidon con acidos organicos
fuertes) o fisicos (alto voltaje, UV, bombardeo de electrénico) para lograr que sea
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.

2- En la segunda etapa, las células apareeplanada pero aunconserva su forma
esferoidal. La adherencia es mayor debido a la mayor area de contacto fisico entre la
célula y la superficie yl astablecimiento desnlaces entre los receptores celulares ¥ la
proteinas adsorbidas en la superfigigiorng, 1975Maroudas, 1975van Wezel, 1976
Grinnell & Hays, 1978

3 En la tercera etapa la célula continua aplanandose y sintetiza Glucosaminoglucanos (por
ejemplo, heparan sulfato multivalente) qu sirven para esblecer 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
citoplasmaético del receptor, induciendo agregéan de re@ptores y mayor formacion de
enlaces.

4- En la cuarta etapa la célula estd extremadamente plana y completamente unida a la
superficie.

Como se esboz6 en la etapa 1, la adhesién no solo esta determinada por las caracteristicas de la
superficie sino tambiérpor las caracteristicas del medio de cultivo; entre éstas sobresale la
presenciade proteinasy de cationes divalentes (Ca Mg? Mn). Aunque algunas lineas
celulares (por ejemplo fibroblastos diploides) secretan cantidagigsificativas de fibronectia
(Grinnell & Feld, 1980otras lineas celulares secretan cantidades muy pequefias de dicha
proteina (PM = 22000Q)por lo quese requiere su suplementacion en el medio ya sea en forma
purificada (de % 50 pgfibronectinamL) o por adicion de 10% de suero fetal bovin@ @ ug
fibronectinamL) para que ocurra la adhesigdHugheset al, 1979; en estos casos, antes de
adicionar las células, es practica comun poner en contacto la superfigoatie de cultivo con el
medio que contiene la fibronectina, mucha de laakse adsorbe en pocos minut@Srinnellet

al., 1977.
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De otro lado, & vitronectina (PM = 65000)arece ser mas potente y actuar a menores
concentraciones que la fibronectina para favorecer la adhesambién se encuentra presente

en el suero o es producida por un numero de lineas celulares. Otrasima®tgue no se
encuentran presentes en el sueriocluyen el coldgeno (tipos | y V), la lamininay la
trombosponding las cuales a veces se agregan separadamente para cubrir la superficie de cultivo
ya que interactlan con ciertos receptores tipo integriraesentes en la superficie celuldra
necesidad de los cationes divalentes radica en su utilidad como cofactores para la union
integrina-fibronectina o integrinavitronectina(GEHealthcare, 200p

4.2.2 Cultivo de células animales en microportadores

Los microportadores son diminutas esferas (usualmente con didmetnosl éntervalo de 90 a

300 pum), 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 digonales 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 contaminacion por manipulacién y las necesidades
de medio y aumentando larpductividad debido al mejor control de las condiciones de cultivo.

Existen diferentes tipos de microportadores ofrecidos por un nimero de compafiias comerciales.
General Electric Health Carfeece Citodex 1 (basado en una matriz de dextrano substituidio co
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 y s{ieBHealthcare, 200b
SoloHill Engineering Intambién ofrece unaamplia 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 espcificos 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 suspension o en un biorreactor
(SoloHiltEng-Inc., 2013

Desde su concepcion por van Wezel (1968),rhicroportadores han sido ampliamente usados
parael cultivo yamplificacion dediferentes tipos de células adherentes. Ejemplos incluyen la
expansion de células para la producciorgran escala de factores de crecimiento, vacunas
(Meignier et al, 1980 Auninset al, 1997, anticuerpos(Shirokazeet al, 1997, células madre
(Phillipset al, 20083, virus(Genzelet al, 2006 Wuet al, 2006 Hundtet al, 2007.

El uso demicroportadores en biorreactores bien agitados para mejorar significateate la
expansiénesampliamenteutilizado para la poliferacién de distintos tipos celulares, entre los que
se destacanhueso(Parket al, 2013, higado(Palakkanet al, 2013, células madrgZhouet al,
2013, cartilago(Mercieret al, 2005y tejido cadiaco (Reichardtet al, 2013, entre otros. En
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todos los casos, tanto la densidad celular de siembra como la distribucién de células en el soporte
son esenciales, puesto que aidistribucidnheterogénea de células en el soporte puede afectar
las propiedades del tejid@Portneret al, 2005.

A pesarde 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 edtorentos quedarian
insertos en dicho equivalenté&unque es posible cosechar las células y retirar el microportador
utilizando tripsina u oto tipo de proteasa equivalente, es importante considerar tuadicién

de estas sustancias impone estrés adianal a las células y alarga el tiempo de obtencion del
equivalente Es por esta razon queesl presente proyectoconsidera la fabricacion de
microportadores de fibrina, en los cuales realizar el crecimiento celular en condiciones
Optimamente controladas y amayor velocidad;y una vez expandidas las célulaslos
microportadores quedarian embebidos en una capa del equivalente détvagado en efnismo
material. El éxito de esta aproximacion se basa en dos premisas:

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

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

4.3 Materiales y métodos

4.3.1 Plasma sanguineo humano crioconcentrado (PHCC)

Se emplearon 50 unidades de PHC@ @de 1720 mL aprox.), las cuales fueron suministradas por
el Hemocentro Distrital de Bogota (Colombidas widadesde PHCC fueron transferidas desde

el Hemocentro (en donde se mantienalmacenadas a7(’C) hasta el laboratorio en una nevera
gue se mantuvo a-20 °C; al llegar al laboratorio, las unidades fueron descongeladas
sumergiendo las bolsas en un bafanmstatico a 37°C. Una vedcanzada dicha temperatura

se revis6 cada unidad y se descartaraguellas que presentasen cualquier signo de material
precipitado. Econtenido de todas lasnidades restantese mezab en condiciones estériles para
formar unlote homogéneode manera que cualquier variacién de los resultados por efecto de
diferencias en las caracteristicas del PHCC pudiese ser descaBattdote fue dividido en
alicuotas de 2%nL, las cuales fueron almacenadas en tubos Falcon transparemesOdcL y
congeladas a20 °Chasta el momento de su ushos tubos fueron cubiertosxteriormentecon
Parafim® M (Structure Probe, Inc., West Chester, USA) para reducir los riesgos de
contaminacion.
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4.3.2 Alginato de sodio 3% pl/v.

Se disolvieron 31,02 gramde alginato de sodio (Sigmaldrich A2033, Saint Louis MO, USA) en
700mL de agua destilada. Se someti6 a agitacion magnética y a calentamient€)slurante 12
horas, para favorecer la disolucién del alginato de sodio. Transcurrido este tiempo se dej6 la
mezcla a temperatura ambiente durante 12 hoera permitir el ascenso de burbujas de aire
atrapadasy luego se llevd a un volumen final de 1090 con agua destilada en un matraz
aforado para obtener una solucion de alginato de sodio 3% p/v. Dicha&ofue sometida a un
proceso de esterilizacion por calor empleando un autoclave a 1p(PSi8 psia)durante 30
minutos. La solucién de alginato se mantuvo refrigerada a 4 °C y se descartd luego de un mes de
preparada.

4.3.3 Solucion de Caghl 3% p/v

Se pepar6 una soluciéon de Ca@B% p/v) mediante dilucién d&9,74 g deCaCj-2H,0O (Carlo

Erba ReagentRef: 433381Rodano, Francedn 700 mLagua destiladaagitando con una varilla

de vidrio hasta completa disolucién; una vez disueltaCalC}-2H0, la ®lucién se llevé a un
matraz aforado de 1000 mL y se completé a volumen con agua destilada, para dar lugar a una
solucién de CZde 270 mM.

4.3.4 Obtencion de la mezcla PHG@lginato de sodio al 0,5% p/v

Se combinarorb mL de alginato de sodio al 3% p/v cobrAL de PHCC en un tubo Falcon de 50
mL y se mezclaron empleando un agitador vértex. Este procedimiento se realiz6 al interior de
una cabina de flujo laminar y todos los materiales empleados fueron esterilizadogamente

con vapor deagua saturado en uautoclavedurante 20 minutos a una presién dbé fisig (25,8

psia)

4.3.5 Obtencion de la rezcla PHCEAlginato de sodio al 1% p/v

Se combinaron 1éhL de alginato de sodio al 3% p/v conr@Q de PHCC en un tubo Falcon de 50
mL y se mezclaron empleando un agitar vortex. Este procedimiento se realiz6 al interior de
una cabina de flujo laminar y todos los materiales empleados fueron esterilizadogamente
con vapor deagua saturado en un autoclaviirante 20 minutos a una presion db (dsig (25,8

psia).



Capitulo 4 Cultivo celular sobre el material de soporte 13:

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

Para la elaboracion de los geles empled una caja decultivo de poliestireno de6 pozosde
fondo plano (Falcon® 353046, BD Biosciences, San José, CA,S¢8laporarontres gelesde la
mezcla PHCEAIginato de sodio al 0,5% p/v y tres de la mezcla PAGDato de sodio al 1,0%
p/v. En cada pozo se adicionarom. de larespectivamezcla y se realizé aspersion con GaCl
3% p/vusando una frasco plastico con boquilla aspersora comeheista permitir la formacion
del gel. Adicionalmente, se adicionaronrh. de solucion deCaC} al 3% a cada pozo con el gel ya
formado para asegurar exceso del igrse llew la caja de cultivo tapadala incubadora a 37C
durante 18 horas.

4.3.7 Elaboracion @ geles de PHCC

Los geles de PHCC sin alginato se prepararon mezclando en un vértex 9 mL de PHCCuton 900
de solucion deCaCj al 3% p/v. Se tomaron alicuotas de 3 mL y se adicionaron en 3 pozos de una
caja de 6 pozosSe llevo a la incubadora a°&7duante 10 minutos para que se llevara a cabo la
formacion del gel. Posteriormente se adicionaromk de solucién deCaC} al 3% a cada pozo

con el gel ya formadgara asegurar exceso del ignse llev la caja de cultivo tapada la
incubadora a 37C durare 18 horas.

4.3.8 Elaboracion de microportadorede PHCC y alginato de sodio al
1% plv.

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

El sistema consta de una boquilla de aspersién de mezcla interna en acero inoxidable 316, que
fue provista por la compafi@praying Systems Cp@ cual esta constituida por un cabezal de

aire (ref. 1401110), un cabezal de fluido (ref. 40100), y un cuerpo (rebS)/4die consta de 6
aberturas que regulan el flujo de aire y dos entradas coaxiales, perpendiculares a la direccién del
flujo, que permiten elingreso del liquido y el air€ifura4-2). La boquilla se ubic6 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 alginig sodio al 1% p/v, empleando una bomba
peristaltica. El aire de ingreso al sistema de aspersion se filtr6 empleando una membrana de
tamafio de poro 0,4hmYy la presiéon se mantuvo en 5 psig.

La mezcla se aspergbbre100mL de solucién deCaC} (3% p/y contenidos en una caja de Petri
de 10cm de didmetroLa solucion de Cag3% p/v) junto co las microesferas se trasfirierale

la caja de Petri a un frasco Schott de %00 con la ayuda de un embudo. Seguido de etis
esferasse dividieron por tam@os utilizando una serie de 3 tamices ASTM en acero inoxidable
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estériles de tal forma que las particulas quedaran separadasuatro fraccionesdiferentes
(Tabla 4-1); las particulas se hicieron pasar por los tamices mediansglitzdn de solucion de
CaC} (3% p/vken el tamiz superior.

Bomba Bogquilla de Membrana Aire
peristaltica aspersion 98 045 UM o0 imido

~ G
— \7 )

~ J
\Jlﬁb/ Manémetro

Mezcla
PHCCAIginato

1% plv
D
U Solucién de Cag?l

al 3% pl/v

Figura4-1: Montaje para la elaboracion de microportadores

| 4l

£ A
N JIN
i

Cabezal de salida] Cabezal de salida del lidi Cuerpo en acero inoxidaable pg
del aire Ref. PF40108S conexion de aire y liquido
Ref. PA1401118S Ref. 1/48S

Figura4-2: Sistema empleado en la aspersion. Tomaddq8prayingSystemsCa, 2013
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Para el cultivo de fibroblastos seleccionaroras particulagetenidas en el tamiz malla 100, es
decir, particulascon diametros entre 150 y 500 unipslar al tamafio de los microportadores
comerciales descritos en el capitulo 3.

Tabla4-1: Tamices ASTM serie finssados para clasificar los microportado(@STM, 2011

Tamiz N° Apertura en um Intervalo de tamafio
18 1000 Didmetro > 1000 pm
35 500 1000 pm > Didmetro > 500 pm
100 150 500 um > Didametro > 30 um
Base 0 Diametro < 50um

4.3.9 Cultivo celular emmonocapa

Se empled la linea celular L988 tejido conectivo subcutaneo de ratolljs musculysdonada

por la Dra. Martha Raquel Fontanilla del Laboratorio de Ingenieria de Tejidos de la Universidad
Nacional de Colombia. Los cultivos en monocapa se maliz 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 eAnexo Ase presenta el protocolo epteadopara cultivo en cajas de pozos y frascos

T.

4.3.10Evaluacion de la adhesion celular en laminas

Una vez formados los geles las placas de 6 pozos y luego de pasadas las 18 h de incubacion,
aspir6 con una micropipetal exceso de Cafly se realizarn dos lavados sucesivos cona
solucionbufferde fosfatos PBS, agregando suficiente cantidad para cubrir los geles, agitando la
placa y luego descartando el liquidSe adicionarori00 puLde mediominimo esencial (MEM)
con una concentracion celular apimada delx10célulagmL sobre la superficie del geSe
permiti6 la adhesion celuladejando el recipiente en reposdurante 1 hora y luego se
adicionaron1900pL de medio de cultivaiEM suplementado con SFB &% v/vpara completar

el volumen correspatiente (verTablaA-1).

Al cuarto dia(96 h)se retir6 el medio de cultivo y se lavaron los gelesRBS Posteriormente se

realizé tincion con el colorante de fluorescencia Hoechst 33342 (Thermo Scientific, USA),
adicionando 1 rh de medio de cultiveon una concentracion de colorante deud/mL, a cada

uno de los geles con células y se dejaron a 37°C durante 30 minutos. Transcurrido este tiempo se
retir6 el medio de cultivo con colorante y se lavaron los geles de forma sueesixas ocasiones

con PBS, como se describié previamerites geles con las células tefiidas con Hoechst 33342 se
visualizaron en umicroscopio confocaNikon C1 Plus EclipsdNikon Instruments IncUSA). La
longitud de onda de excitacién para el HoetB3342 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 tefiido con el colorante
vital CellTracé™ CFSE- CarboxyFluorescein diacetate, Succinimidyl Hbteitrogen, USA,
siguiendo el prodcolo descrito en eAnexoB. Las células tefiidas cabellTracd" CFSEtienen

picos aproximados de emisién y excitacion, después de la hidrélisis, de 492nm y 517 nm
respectivamente. Las células marcadsevisualizaon mediante microscopia de fluorescencia
usando un filtro estandar de fluorescencia.

4.3.11Evaluaciércualitativa de la adhesion celulan
microportadores

Elcultivo celular sobre los microportadoree llevé a cabo en undaca decultivo depoliestireno

de % pozosde fondo plano (Falcon® 35393BD Biosciences, San José, CA, US3¢
adicionaron aproximadamente 500 pyL de una suspension de microesferas estirileBICC y
alginato de sodio al 1%/'v en una solucién de Ca@l 3% p/v, de tal manera que se asegur6 que
la base de la caja quedara colefamente cubierta por microesferas. Se retir6 el exceso de la
solucién de calcio y se hicieron tres lavados sucesivos copls5@@ PBSSe adicionaror20 pL

de mediominimo esencial (MEM)on una concentracion celular aproximada Bel Gcélulas por
mL. Se permiti6é la adhesion celular duranfehora y luego se adicionards0 pL adicionalesde
medio de cultivaMEM suplementado con SFB & v/v.Al dia cuatro(96 h)se retird el medio de
cultivo y se lavarorakmicroesferascon PBS. Posteriormente sealizé tincion con el colorante
de fluorescenciaCFSE, siguiendo el protocolo descrito en el anexdd@adhesiéon celulase
visualizé de forma cualitativa empleando umicroscopio confocal Nikon C1 Plus Eclipse Ti
(Nikon Instruments IncUSA).

4.3.12Evaluacion e lacitotoxicidad del material

Se empled la técnica de elucion de extractos descrita en el numeral 5 de la segunda edicion de la
norma I1SO 10993, que corresponde a los ensayiosvitrode citotoxicidad para la evaluacion
biologica de dispositivos médiso Se adicionaron2 mL de medio minimo esencial (MEM)
suplementado con SFB &% v/iva cada uno de los geles ubicados en una caja de 6 pozos y se
dejaron embebidos en el medio durante 24 horas aC3Tiempo después del cual se retir6 el
extracto. El extrato original se defini6 como 100%. Como blanco se usé MEM fresco
suplementado corSFB ab% v/v; como control se us6 Taxol. Se inocularon células L929 en pozos
de una placa de 96 pozos con una densidad dé0DOcel/cm. Las células se incubaren3?C y

5% CQ hasta confluencia; entonces se reemplaz6 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
conSFB ab% v/v. Las células se incubaranevamente a 3T y 5% Cgpor 48 h y entonces se

midi6 la concentracion celular viable usando MTT como describeenet.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 0,5 y al
1,0% plv.

En laFigura 4-3 se presenta una fotografia de los geles elaboradasapa 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
qgue los del PHCC se encuentran adhesida la superficie de la placa; la razon 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
polisacérido a una Vecidad 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 (tardaalrededor de 15 minutos)

Geles de PHCC| Geles de PHCC Geles de PHCC

alginato 1% p/v| alginato0,5% p/v

Citotoxicidad

Adhesion
original

Adhesion
duplicado

R,

Figura4-3: Geles d PHCC y sus mezclas con algiato de sodio al 0,5y 1,0 R@phaterial

sin células (catrol)

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 sucesivosRB& 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 L929 sobre los tres geles
evaluados, empleando Hoechst como colorante de fluores@e Las imagenes corresponden a

una reconstruccioén tridimensional de una porcion del gel. El eje z corresponde al espesor de cada
lamina con células, con z=0 ubicado en la superficie superior del gel. Es importante recordar que
el Hoechst tifie Unicaments ndcleos celulares, por lo cual no se puede apreciar la morfologia
del citoplasma.

En la filaA de laFigura4-4 se presenta un esquema tridimensional de la porcién de gel evaluada
en el microscopio confocal. La filacorresponde a la vista superior del esquema tridimensional
presentado en la fila A.

PHCCz Alg 1,0 % PHCC Alg 0,5 %p/v PHCC

2:192 ym

Figura4-4: Geles de PHCC a diferentes concentraciones dgialo de sodio mostrando
células L929 tefiidas con Hoechst, luego de 4 dias de cultivo.

Las filasA-D de laFigura4-5 presentan imagenes correspondientes a diferentes planos del eje z
para las mismas imagenes de todos los gelessentadas en laFigura 4-4. Cabe aclarar que
aunque el didmetro de los geles formados en las placas de 6 pozos fue aproximadamente de 3
cm, cuando se observd a través del microscopio se encontr6 que las células no estaban
distribuidas en todo el material sino concentradas en pequefas porciones del gel, generalmente
en los bordes o sobre la superficie de aquellos lugares con leves hendiduras o depresidoes;
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gue en el momento de la siembra la concentracion celular era homog@oess claro por qué las
células se alojaromn zonas tan reducidags 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 tiempoatthesién (1 hora) es demasiado corto o que no hay
suficientes sitios moleculares de adhesiéen dicho caso, agitar la caja probablemente no
hubiese tenido un efecto significativo en mejorar la distribucion celiBamien el alginatse
compone de mondéreros inerte§M y G)que inherentemente carecen de los ligandos bioactivos
necesards parael anclajecelular (Sun & Tan, 2033la ibrina 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 plaq@Hareshet al, 1989

Altieri et al, 1990 Bachet al, 1998 Lishkoet al, 2002 Chernousov & Carey, 2003ameset al,

2006). Al iniciar el trabajo se parti6é de la hipétesige la concentracion de alginato necesaria
para la conformacién de los geles seria demasiado pequefia como para causar problemas de
adhesion.

Meanaet.al. (1998), Llamegt.al. (2006) y Martiret.al. (2013) reportan un excelente crecimiento

de fibroblastosy 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 menciooadiisdblastos

fueron introducidos directamente al interior del gel de fibripmo depositados en su superficie

De otro lado, Martiret.al. (2013) también reportan un efecto similar de reduccién de crecimiento
celular y de sintesis de proteina en gedesfibrina cuando se agrega un polisacarido derivado de
algas (agarosa) aun a concentraciones mas bajas que las empleadas en el presente trabajo.
Aungue en el presente trabajo se encontré adherencia apropiada a los geles que contienen
alginato, aun permanee la duda sobre porqué el crecimiento se limita a ciertas zonz=s

Un analisis de ladiguras4-4 y 4-5 permiten apreciar algunos hechos interesantes. En primer
lugar, dado que el diametro de las células L929 en suspension es de alreadedér i, al
observar planos con una separacion de 30 um 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 expaciones a este fendbmeno: la primera, que es la mas probable, es que la
resoluciéon 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 imagentic@rde la fila A de I&igura4-5 podria interpretarse

como la observacion de un prado cubierto de pasto, en el cual hay pequefios monticulos y
depresiones del terreno que son peaatibs 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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PHCCz Alg 1,0 % PHCC Alg 0,5 %p/v PHCC
0
A
X (um)
]
B
C
D
z=85pum z=90 pm z=90 ym

Figura4-5: Geles de PHCC y a diferentes concentraciones de alginato de sodio con células
L929 tefidas con Hoechst con corters diferentes longitudes del eje z.

















































































