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Prologo

Cada afio, al finalizar su periodo de formacién
como especialistas en el area médica, los
aspirantes desarrollan un trabajo de grado,
gue quizas no tenga un impacto trascendental
en el ambito académico y cientifico, pero si
tiene un valor agregado muy importante en la

satisfaccién personal de quien lo realiza.

Mas alla del requisito, se vuelve un deseo, una
necesidad y un objetivo en el cual cada
estudiante de posgrado invertira parte de su
espacio, tiempo y conocimiento para finalmente
entregar en un escrito los resultados de su
esfuerzo. Es un logro y una alegria personal

poder ejecutar y dar forma al mismo.

Es por eso que acé entrego entonces algo mas
que un estudio de evaluacién con un enfoque
determinado hacia el area de |la
especializacion, entrego mis ideas y mas alla
de estas, de las personas que de alguna u otra
forma participaron en su creacion. Espero sea

de su agrado.

Juan Raul Castro Ayarza
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Resumen y abstract V

Resumen

Objetivo: Obtener y evaluar un equivalente tisular a partir de fibroblastos autdlogos de
ratas Wistar combinado con acido hialurénico para el desarrollo de un relleno

subdérmico.

Materiales y Métodos: se obtienen y mantienen fibroblastos humanos in vitro, evaluando
su cantidad por conteo en camara de Neubauer. Se determina la viabilidad y capacidad
proliferativa de los fibroblastos humanos a diferentes concentraciones de &cido
hialurénico in vitro, mediante evaluacion fotografica y andlisis de imagenes. Se implantan
rellenos subdérmicos compuestos de acido hialurénico y fibroblastos, y se evalla el
comportamiento in vivo del material de relleno en el tejido celular subcutaneo de cuatro

ratas Wistar, mediante estudio de histopatologia.

Resultados: Los fibroblastos humanos se reproducen in vitro en un conteo de 400.000
fibroblastos en 48 horas. Los fibroblastos humanos se reproducen con concentraciones
de acido hialurénico al 2% y al 12%, después de la evaluacién a 5 dias. Las cuatros ratas
Wistar toleran los rellenos subdérmicos de acido hialurénico y fibroblastos, comparados

con el control, sin presencia de efectos adversos

Conclusiones: Los rellenos subdérmicos de acido hialurénico y fibroblastos, no afectan el

comportamiento animal, ni presentan efectos adversos.

Palabras Clave: acido hialurénico, fibroblastos, Ingenieria de tejidos, relleno facial, piel,

envejecimiento.
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Abstract

Title: Obtention of subdermic fillers from fibroblasts and hialuronic acid in Wistar rats.

Objetive: To obtain and evaluate a tissue equivalent combining autologous fibroblasts

from Wistar rats and hialuronic acid for the development of facial filler in a pilot study.

Materials and Methods: Human fibroblasts were obtained and cultured in vitro, cell counts
and viability were evaluated using Neubauer chamber and followed for five days. The
reproduction rate of the human fibroblasts was determined at different concentrations of
hialuronic acid in vitro, through photographic evaluation and images analysis. The
subdermic fillers compounded of fibroblasts and hialuronic acid, were implanted in the
subcutaneous cellular tissue of four Wistar rats. The in vivo was evaluated through

histopathology.

Results: .Human fibroblasts duplicated their cell count inside the boxes every 48 hours, at
2 % and 12 % hialuronic acid concentration. The Wistar rats used in this pilot study
tolerated the intervention with the subdermic fillers of fibroblasts and hialuronic acid,

without any adverse effects, when compared to controls.
Conclusions: The subdermic fillers of fibroblasts and hialuronic acid do not affect the
cellular growth nor the scaring process in the animal model skin, neither showed adverse

reaction in this pilot study.

Keywords: hialuronic acid, fibroblasts, tissue engineering, facial filler, skin, aging
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Introduccién 1

Introduccién

El envejecimiento era visto en las culturas antiguas como un reflejo de sabiduria, por el
contrario, en la era moderna con el afianzamiento del pensamiento de la cultura
occidental, el hecho de envejecer ha tenido cambios en su conceptualizaciéon y en el
imaginario social, bajo una mirada en la que se le relaciona con el deterioro fisico o la
incapacidad, razén por la cual hay un deseo de postergar el proceso o por lo menos en la
atenuar sus manifestaciones, entre ellas las relacionadas con los cambios en la piel.
Teniendo en cuenta lo anterior, surge la importancia de analizar por qué la medicina

ofrece y busca nuevas alternativas para disminuir los signos de este proceso fisiol6gico.

(1)

Aunque el envejecimiento es un proceso simultaneo en todos los 6rganos, en la piel este
proceso se hace mas notorio y su apariencia principalmente en el rostro es, al parecer, la
gue mayor importancia tiene en el comportamiento social. (2) La piel constituye para
muchos el mayor 6rgano social en la interaccibn humana puesto que, es a través de ella
gue se percibe, se siente y se aprecian a las otras personas. La funcion de la piel como
creadora de identidad personal o colectiva ha tenido gran importancia en todas las

culturas, vincula los adelantos de la medicina con sus implicaciones y trasegar social.

El interés de la piel como 6rgano autbnomo es en realidad bastante reciente. “Los
primeros libros de dermatologia aparecieron en el siglo XVIIl y, mas que estudiar la piel
en si, surgieron para explicar las marcas de nacimiento”. Con ellos empezé la teoria hoy
popular de que las manchas al nacer eran el resultado de los sustos o antojos de la
madre durante el embarazo. La importancia que tuvo, fue en torno a las marcas

cicatriciales que se generaban de otras enfermedades. (3)
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La Dermatologia Estética precisamente se formula para dar respuesta a éstos retos por
lo que abre un gran campo de investigacion que adicionalmente ha constituido una
importante fuente de recursos, ante la demanda por los pacientes que desean atenuar

los signos del envejecimiento. (4,1)

El proceso de envejecimiento a nivel facial, ocurre por cambios en la estructura de la piel
gue afectan la epidermis, la dermis, el tejido celular subcutaneo, la estructura Gsea, la
musculatura y las conducciones nerviosas que se van deteriorando, ademas de otras

entidades patoldgicas que pueden aumentar la apariencia de vejez. (5)

Se puede definir el envejecimiento como una pérdida progresiva de la capacidad
homeostatica del organismo, manifestada en una reduccion de sus funciones y un

aumento de la vulnerabilidad a las enfermedades. (5)

Existen diversas teorias que tratan de explicar las causas del envejecimiento, entre ellas,
el envejecimiento cronolégico y el envejecimiento inducido; dentro de este Ultimo
participan elementos como el sol y diferentes tipos de radiaciones, lo que se conoce
como fotoenvejecimiento y otros como los radicales libres. (6) Estos generan en la piel
cambios estructurales tales como la disminucion del colageno que se presenta con las

arrugas, la pérdida de la regeneracion celular y la aparicién de cambios pigmentarios. (7)

Es por esto que la industria farmacéutica ha generado varios productos para tratar en
cada uno de los elementos de la piel que se van deteriorando, para mejorar su funcion.
Es asi como se utiliza la aplicacion de toxinas que afectan la placa neuromotora (Botox,
Dysport) para disminuir las ritides de movimiento, (8) también la inyeccién a nivel
subdérmico de materiales que aumentan el volumen perdido por la dermis y el tejido
celular subcutaneo (acido hialurénico, colageno), (9) se utiliza energia en tratamientos de
laser o en la luz pulsada intensa, para mejorar el aspecto de la epidermis y renovar
elementos propios de la dermis. (10) La terapia fotodinamica, mecanismos moleculares

con analogos retinoides que tiene acciones antiproliferativas ante los cambios de
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celulares que empeoran la apariencia de la piel, no solo desde un punto de vista médico

sino estético. (11,12)

El uso de los rellenos subdérmicos se remonta tres décadas atras con la blusqueda de
materiales que pudieran reemplazar la estructura anatomica de la piel, y dado que el
elemento principal de la dermis es el colageno, fue esta proteina [aislada por primera vez
en 1957] la primera candidata en la nueva metodologia. Sin embargo no fue sino hasta la

década de los setenta, cuando se utilizd con el fin de manejar ritides de forma estética.

(9)

La produccién en gran escala del colageno utilizé en sus origenes fuentes bovinas que
progresivamente cayeron en desuso por las posibles reacciones adversas y el rechazo
potencial entre especies. Luego se us6 colageno de origen humano proveniente de
donantes cadavéricos, que tenia como principal problema el riesgo biolégico, a pesar de
encontrarse bajo todas las condiciones de esterilidad. Se empezd a utilizar entonces,
colageno de origen autdlogo; es decir, del mismo paciente. El método consistia en tomar
una muestra de piel, la cual requeria un proceso de 6 a 8 semanas de cultivo y un area
de piel donante muy extensa, por lo que se hacia un procedimiento poco practico y de
dificil aplicacion en el ambito clinico, debido a la dificultad técnicay el tiempo necesario.
A pesar de los esfuerzos para superar estos inconvenientes, como pruebas de alergia
para evitar reacciones adversas y la estandarizaciéon de técnicas para su obtencién y
aplicacion, el uso de colageno como material de relleno se descontinué debido la
aparicion de otros materiales con mejor perfil de bioseguridad tales como el acido

hialurénico, el acido poli-I-lactico, polimetacrilatos o la hidroxilapatita de Calcio. (9)

El &cido hialurénico, fue aislado en 1934 del humor vitreo de una vaca, (13) y es ahora
en la dermatologia cosmética uno de los rellenos subdérmicos mas utilizados, debido a
su efecto inmediato de volumen al momento de su aplicaciéon y un perfil alto de
bioseguridad con muy pocos efectos adversos reportados. Es el mas utilizado en el
momento, con cerca de 750.000 pacientes tratadas cada afio en Estados Unidos. (14)

Desafortunadamente sus costos son elevados y su efectos es temporal que puede oscilar
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entre 6 meses a un afo, (13) por lo cual alin se buscan alternativas que permitan mejorar

sus caracteristicas y disminuir su efecto deletéreo.

En la Ultima década se ha intentado ademas del uso de materiales de rellenos, la
introduccion de células como partes de los injertos, para contrarrestar los signos del

envejecimiento, por lo cual se han evaluado células propias de la dermis. (13)

La ingenieria de tejidos es una rama de la bioingenieria que tiene el objetivo de
desarrollar condiciones de cultivo para generar lineas celulares con la capacidad de
mimetizar las funciones biolégicas, hacia 1975 se iniciaron los experimentos en piel con
la produccién de cultivos epidérmicos que se trataron de trasplantar en pacientes con
guemaduras. (15) Dichos cultivos utilizaron como sustrato celular a los fibroblastos, cuya
expansion in vitro es menos dispendiosa en comparacion a otras lineas celulares como la
de los queratinocitos, por lo que posteriormente se consideré el uso de fibroblastos como

sustituto celular no sdlo a nivel epidérmico sino en la regeneracion de la dermis. (16,17)

Es por esto que surge la idea de generar un relleno subdérmico, que no sélo tenga un
componente de relleno fisico como es el acido hialurénico, sino que asociado a un
componente celular como los fibroblastos, puede mejorar su perfil, aumentando los
efectos y el tiempo del relleno. (18) Esta combinacién se encuentra adn en fase

experimental, por lo que no ha sido probada en seres humanos.

Antes de poder aplicar rellenos subdérmicos de acido hialurénico asociados a
fibroblastos en los seres humanos para evaluar su efectividad clinica, se debe pasar por
un proceso de experimentacién in vitro donde se realice la expansion de los fibroblastos,
y se evalle su asociacion al 4cido hialurdnico. Una vez se obtenga un perfil de seguridad
adecuado en dichos cultivos, se continla con la fase de experimentacion en modelos

animales teniendo en cuenta los protocolos de experimentacién con animales. (18)
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El resultado de la fase de experimentacion en modelos animales sobre la evaluacién de
fibroblastos combinados con &cido hialurénico, podria permitir en un futuro el inicio de la
utilizacion de esta técnica para el desarrollo de un relleno subdérmico que pueda ser
implementado en seres humanos, evaluando asi su bioseguridad y la calidad de los

resultados clinicos.

La importancia del presente trabajo radica en ser la fase inicial de un proyecto que
permitird el desarrollo pionero de rellenos subdérmicos con compuestos celulares en

nuestro pais.
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Objetivos

Objetivo Principal

Obtener y evaluar un equivalente tisular a partir de fibroblastos aut6logos de ratas Wistar

combinado con &cido hialurénico para el desarrollo de un relleno subdérmico.

Objetivos Especificos

1. Obtener y mantener fibroblastos humanos en medio de cultivo.

2. Determinar la viabilidad y capacidad proliferativa de los fibroblastos humanos a

diferentes concentraciones de acido hialurénico in vitro.

3. Formular una técnica para la implantacion del compuesto de &cido hialurénico y

fibroblastos, que permita su inyeccién subdérmica.

4. Evaluar el comportamiento in vivo del material de relleno en el tejido celular

subcutaneo de las ratas Wistar.
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5. Generar protocolos para iniciar trabajos en seres humanos que permita implementar
la misma técnica utilizada en el cultivo de fibroblastos y acido hialurénico para generar
rellenos subdérmicos.
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1. Marco Referencial

La sociedad moderna ha convertido el aspecto estético en uno de los pilares
fundamentales para lograr la aceptacion social. Esto ha sido ampliamente utilizado por la
industria a distintos niveles, para lo cual se ha destinado una inversion de recursos
cientificos y econdmicos para ofrecer nuevos productos que puedan cubrir la creciente
demanda en el tratamiento para atenuacion de los signos del envejecimiento, buscando

reemplazar los elementos de la piel que se van perdiendo con el tiempo. (13,19,20)

El proceso de envejecimiento a nivel celular se traduce en la pérdida de la capacidad
proliferativa de los diferentes tipos de células [melanocitos, queratinocitos, fibroblastos]
gue conforman los tejidos y en la disminucién de la capacidad de respuesta ante los
mecanismos de sefalizacion celular como los factores de crecimiento, lo cual conlleva no

solamente a una menor densidad celular sino a una matriz extracelular de baja calidad.

(1)

Los fibroblastos son las células encargadas de la produccion de los elementos de la
matriz extracelular tales como el colageno, la elastina, el 4cido hialurénico, entre otras;
con el proceso de envejecimiento, las células pierdan su funcién y la capacidad de
mantenimiento de los elementos de la matriz extracelular por lo que las propiedades

elasticas y de sostén de la piel se pierden. (1,21)

Sin embargo, el proceso de envejecimiento no sélo produce cambios en la piel, sino que
esta asociado ademas, una pérdida de volumen del tejido 6seo, aumento de la tension
tejido muscular, aparicion de atrofia e hipotrofia en ciertas zonas del tejido celular
subcutaneo, adelgazamiento de la dermis y de la epidermis, cambios pigmentarios y

vasculares, que viene a generar el aspecto de vejez. Gréafica 1.
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a. zonas de Atrofia b. zonas de hipertrofia

GRAFICA 1-1. Presencia en la cara de los volimenes que se modifican con el

envejecimiento. (Realizado Dr. Juan Raul Castro-Ayarza)

Como se menciond anteriormente, se han desarrollado diferentes opciones para el
tratamiento del envejecimiento de la piel, como la aplicaciéon de neurotoxinas que afectan
la placa neuromotora (Botox, Dysport) disminuyendo los efectos de la tension muscular
prolongada en la apariencia del envejecimiento, (8) la aplicacion de rellenos subdérmicos
con base en diferentes tipos de materiales como colageno, acido hialurénico,
polimetacrilatos, cristales de calcio y otros materiales, con el objetivo de reemplazar el
volumen perdido en las zonas de atrofia, (9,19) el uso de energia para generar
modificacion de los cambios del grosor de la epidermis y dermis, frente a los cambios
pigmentarios o vasculares mediante tratamientos de Laser, luz pulsada intensa o terapia
fotodinAmica. Otras opciones como farmacos que actlan a través de mecanismos
moleculares tipo anélogos retinoides, favoreciendo la regeneracion y en recambio de los

elementos de la epidermis y de la dermis perdidos con el tiempo. (11,12)

Sin embargo, estos tratamientos resultan ser insuficientes, requieren mdultiples sesiones,
0 exigen una administracion permanente del tratamiento debido que la piel retoma las
caracteristicas del dafio acumulado, con pérdida del volumen, reaparicion de las ritides y

surcos. (22)
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La medicina no ha sido indiferente a este cambio y sus nuevos objetivos estan
encaminados hacia el desarrollo de procedimientos que garanticen devolver las
condiciones perdidas a los elementos estructurales de la piel. Dentro de los
procedimientos reportados y publicitados en los medios de comunicacién (incluyendo
internet) estan: el uso topico de colageno xenogénico y la insercion de colageno
mediante procedimientos quirdrgicos, inyeccion de plasma sanguineo, aplicacién de
plasma sanguineo autélogo, insercion mediante cirugia de productos re-absorbibles
como &cido polilactico, el copolimero acido poli-glicélico-polilactico, acido hialurénico,
entre otros la inyeccion de toxina colérica para el estiramiento de los musculos, inyeccion
de hormonas. (23) De manera general se puede afirmar que todos estos procedimientos

se usan diariamente en los tratamientos faciales en Colombia y en el mundo.

Para mejorar el desarrollo de los rellenos subdérmicos como sustitutos tisulares, es
importante entender la fisiologia del tejido al cual va estar dirigido. La inflamacién es un
proceso inevitable ante la presencia de cualquier elemento ajeno al tejido pero el objetivo
es que los materiales utilizados sean biocompatibles y que el proceso inflamatorio no sea
inmediato y en lo posible de baja intensidad, con el objetivo de prolongar la vida media
del relleno, y entender a su vez como es este proceso después de inyectado el relleno

subdérmico. (24)

La aparicion de los neutrdfilos actdan inicialmente en la respuesta inflamatoria innata
ante la aparicion de cuerpo extrafio, sin embargo, como su vida no es prolongada,
usualmente ante cuerpos extrafios de dificil degradacion el macrofago adopta una
dominancia en este proceso, en el proceso de reconocimiento del mismo. (25) Se asume
un mecanismo de fagocitosis compuesto por tres pasos: el primer paso es el
reconocimiento y union al elemento extrafio, mediado por liberacién de opsoninas con
complemento C3b y la por FE del la Inmunoglobulina G. Es segundo paso de inmersion,
vacuoliza la particula mediante la prolongacion de pseudépodos. Y un tercer paso de
muerte y degradacion con la aparicion de lisozimas, colagenasas y hialuronidasas y
oxidacién con iones superéxido y produccion de perdoxido de hidrégeno, con el fin de

producir el procesamiento final del relleno. (25)
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No se comprende bien el proceso que suscita la fagocitosis, pero es claro que a medida
que el tamafio de la particula es mayor, la fagocitosis es mas dificil. En los humanos es
raro que un macrofago pueda hacerlo con particulas mayores de 5um, que usualmente

requieren la aparicion de agregaciones en células gigantes. (25,26)

No sélo el tamafio de la particula tiene que ver con el proceso de la fagocitosis sino un
elemento al cual no se le ha prestado la suficiente atencion: la forma del elemento a
fagocitar, ya que se ha reportado que las formas esféricas parecen ser resistentes al
reconocimiento por los macrofagos. Entre tanto, la carga de la particula no ha
demostrado ser determinante y la capacidad hidrofilica de una particula indicaba ser mas
resistente a la fagocitosis; sin embargo, un mecanismo contrario mediante la adherencia
de anticuerpos parece contrarrestar esta caracteristica hidrofilica resistente para
transformarla en hidrofébica y susceptible de ser fagocitada. (13) La forma, tamafio de la
particula, la capacidad de asociacion o la termoestabilidad puede determinar la viabilidad
del producto. (25)

Cuando los macrofagos no son capaces de fagocitar se produce la formacién de
granulomas, esto es, la asociacion de mudltiples macréfagos que intentan aislar los
elementos extrafios al tejido y los cuales no ha podido eliminar. Durante la formacién de
un granuloma, los macréfagos cambian su morfologia y adoptan una similar a las células
epiteliales, por lo que se les conoce como células epitelioides. (26) Es clave reconocer
que los granulomas pueden tener elementos adicionales como la presencia de una capa
de recubrimiento de fibroblastos, que al parecer evitan la reactivaciéon del proceso
inflamatorio; sin embrago, en muchas ocasiones, ante elementos desencadenantes

desconocidos se reactiva la cascada inflamatoria. (25)

Es importante reconocer las interacciones entre el producto implantado y el tejido
huésped. Una forma de hacerlo es observar la neo colagenogénesis, proceso que es
favorecido por aditivos tales como el acido hialurénico, la hidroxiapatita de calcio, el 4cido

poli L — lactico y el polimetilmetacrilato, segun ha sido reportado. (27)
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Las reacciones de inmunogenicidad siempre se han cuestionado, debido a la elevacién
de las inmunoglobulinas que ocurre en las pruebas que se han realizado para la
aplicacion de elementos extrafios e incluso autélogos, desde la primeras pruebas que se
hicieron para la produccién de agentes hemostaticos que mostraban esta situacion. La
aparicion de reactividad cutanea, en razén de la inyeccion de un material extrafio, era
independiente de esa apariciébn de anticuerpos, e incluso se asocio a la aparicion de
dermatomiositis, como una enfermedad de una caracteristica propiamente autoinmune.
Se han evaluada reacciones granulomatosas y posibles reacciones inflamatorias
secundarias a la presencia de biofilms que puedan exacerbarlo, sin embargo en este
momento no es claro que elementos pueden ser los desencadenantes de estas
reacciones de inmunogenicidad. (23) Con el uso de diferentes rellenos subdérmicos
existentes en el mercado, las complicaciones mas frecuentes que se pueden observar en
todos los implantes subdérmicos son eritema, enrojecimiento, edema, formacion de

nodulos, dolor, necrosis, infeccion, formacién de nédulos, granulomas, cicatrizacion. (23)

Entonces comprender el comportamiento de los diferentes materiales para la realizaciéon
de rellenos subdérmicos, conociendo las caracteristicas estructurales y moleculares, con
respecto a las reacciones inmunes que podrian presentar, permite entender su utilidad y

posibilidad de utilizacion. (25)

Uno de los materiales de relleno subdérmico mas utilizado, es el acido hialurénico, una
molécula aislada en 1934 del humor vitreo de una vaca, (13) y corresponde al 0.02%
del peso corporal total en el ser humano. Producido por los fibroblastos en fragmentos de
un peso molecular de 20KDa, es un glicosaminoglicano que se encuentra naturalmente
en la dermis, puede asociarse a los fibroblastos e inducir en ellos la sintesis de fibras de
coldgeno, componente esencial de la matriz extracelular que circunde el tejido y que
permita mantener el efecto de volumen. (14,25) El acido hialurénico se deposita en
diferentes tejidos mesodérmicos, con mayor importancia a nivel dérmico y articular; de
esta manera, se han desarrollado métodos clinicos en zonas articulares y de piel
mediante la aplicacién de rellenos subdérmicos; métodos con 25 afios de historia, pero

gue han tenido su advenimiento en la Ultima década. (13)
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La hidroxiapatita es otro material utilizado en el desarrollo de rellenos subdérmicos, en
ellos, se utilizan particulas de tamafios que oscilan entre los 20 y los 45 micrometros, ya
que particulas por debajo de los 15 micrometros se degradan. La hidroxiapatita tiene
propiedades fisicas tales como la viscosidad y un alto nimero de enlaces cruzados que

favorecen el aumento del volumen como material de relleno. (28)

A pesar de las diversas fuentes de colageno [animal, homdlogo, autblogo], los rellenos
subdérmicos basados en este material han venido cayendo en desuso por su elevada
inmunogenicidad, situacién que aumentaba los costos de los tratamientos en pro de
disminuir los efectos adversos y los protocolos por mejorar la seguridad biolégica de los

materiales. (9)

Otro material utilizado ha sido el &cido polilactico, empleado desde hace 30 afios
aproximadamente en los tratamientos de rejuvenecimiento facial dadas sus
caracteristicas de mantener efecto prolongados hasta por 3 afios; sin embargo, existe el
riesgo de desarrollar granulomas o papulas subcutaneas, lo que lo hace poco popular
ante el advenimiento de mejores tecnologias. (27) ElI mismo riesgo de favorecer la
formacion de granulomas se discute con el uso de polimetil-metacrilato (PMMA) vy

siliconas (Polimetilsiloxano), situacioén bastante dificil de predecir y tratar. (23,29)

La necesidad de generar un tratamiento que mantenga los resultados por mayor tiempo
ha traido la idea de generar nuevos sustitutos donde las reacciones adversas sean

menores, por lo que los trasplantes de tipo autélogo son una mejor opcion. (13,30)

Con base en esta hipotesis, se gener6 la idea de inyectar fibroblastos aut6logos, los
cuales favorecerian la produccién de colageno, la integracién al tejido circundante y la
estabilidad de las caracteristicas de la matriz extracelular y la recuperacién del volumen
del tejido. (29)
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Los primeros experimentos con fibroblastos humanos, se realizaron en Washington en
1998, donde un grupo de investigadores evalu6 el uso de fibroblastos humanos
autologos, los cuales se utilizaron en un implante previamente producido a partir de
colageno, con resultados que no fueron corroborados con histopatologia y sin encontrar
clara diferencia clinica. (30) El uso de fibroblastos como elemento Unico del relleno
subdérmico se evalu6 en defectos como depresiones y ritides con resultados cosméticos
aceptables. En estos estudios se hicieron analisis histoldgicos, los cuales demostraron un
aumento de la densidad celular en aquellos lugares donde se habian inyectado los
fibroblastos; (32) por otro lado, se ha demostrado mediante marcadores citométricos la

persistencia de los fibroblastos en el lugar del trasplante. (33)

En el afio 2007 Weiss y colaboradores publicaron un estudio que incluia 151 pacientes
tratados con el implante de fibroblastos versus placebo en zonas de depresiones y

cicatrices, consiguiendo una mejoria estética significativa con el implante celular. (34)

El trasplante autdlogo de fibroblastos carece de la capacidad de generar cambios
estructurales inmediatos en el tejido huésped, surge como alternativa innovadora, la
asociacion en un mismo constructo de los elementos celulares y aditivos como el acido
hialurénico. (35) Al parecer, el 4cido hialurénico podria favorecer la sintesis de colageno
por parte de los fibroblastos y ayudar a mantener el efecto de volumen requerido en las

zonas de defecto por mas tiempo.

Dado que lo que se pretende evaluar es una nueva técnica de tratamiento médico, antes
de poder ser implementada en los seres humanos, debe garantizarse la seguridad del
procedimiento, por lo que es necesario seguir un protocolo de investigacién aprobado por
un comité de ética que permita la evaluacion in vitro en primera instancia del

comportamiento de las células que se pretenden trasplantar. (36)

Estudios previos en modelos animales evaltan injertos de coladgeno asociados a acido

hialurénico en heridas en dorso de ratas con el objetivo de mejorar el proceso de
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cicatrizacion, con resultados que muestran interés en la aceleracién del proceso. (35)
También se ha evaluado en ratones el uso fibroblastos humanos y placenta con
evaluacion histolégica, mostrando resultados promisorios del uso de las células con
evaluacion histoldgica. (37) Esto permite evaluar el uso de celulas como los fibroblastos
en la reposicion de elementos perdido o dafiados en la piel. Solakoglu y colaboradores,
no reportaron ningdn tipo de complicaciones en el manejo de rellenos subdérmicos de

fibroblastos asociados a &cido hialurénico implantados en ratas. (35)

La busqueda de nuevos materiales y técnicas de rellenos subdérmicos, tiene como
objetivo aumentar la duracion de los efectos en el paciente una vez sea utilizado, debido
a que actualmente las opciones terapéuticas que existen oscilan en una permanencia de
los efectos entre 6 meses a un afio. (21) A este objetivo se dedicara la viabilidad del
material que se obtenga para el relleno subcutaneo, aumentando la vida media del

material una vez sea implantado.
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2. Materiales y Métodos

2.1. Fase 1. Obtencion de Fibroblastos y crecimiento in

vitro en diferentes concentraciones de Acido Hialurénico

Los fibroblastos fueron aislados a partir de una muestra humana proveniente de la
donacién del tejido dérmico de una persona sistémicamente sana, sin patologias
sistémicas ni patologia cutanea, bajo consentimiento informado del paciente donador.

Esta se obtiene bajo anestesia local en la institucion médica correspondiente.

El tejido se transporta en un tubo que contiene con medio de cultivo DMEM,
suplementado con suero Fetal Bovino al 10%, 100 U/ml de penicilina, 100ug/ml de
estreptomicina y 0,25 ug/ml de anfotericina B. Es llevado en las primeras 6 horas

posteriores a la toma de la muestra para el laboratorio donde es procesado.

Una vez en el &rea de cultivos celulares del laboratorio de Biomiméticos de la
Universidad Nacional de Colombia en la cabina de flujo laminar se retira el tubo y se pasa
el tejido transportado a una caja de Petri para realizar lavado en una solucion de Hanks
suplementada con antibiético y antimicético (100 U/ml de penicilina, 100ug/ml de

estreptomicina, 0,25 yg/ml de anfotericina B). Este procedimiento se realiza 3 veces.

Se retira el tejido celular subcutaneo y se secciona el tejido para el cultivo en pequefnos
pedazos de 1mm, los cuales seran cultivados como explantes. Estos fragmentos de piel

se siembran sobre placas de seis pozos de 25mm2 y se cubren con 2 ml medio de
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cultivo (DMEM) suplementado con 10 % de suero fetal bovino y solucién de antibiético

antimicoético al 1 %

Los cultivos son mantenidos hasta obtener el nimero de células suficientes para el
ensayo, se obtienen dos frascos T 25 pase 1 confluentes. Se someten a disgregacion
celular con Tripsina EDTA al 0.5% durante aproximadamente 5 minutos la accion de la
enzima se inactiva con medio suplementado con suero. Esta solucion se lleva a
centrifugar a 2500 rpm por 10 minutos. Una vez se obtiene un precipitado de células se
resuspenden en 1ml de medio de cultivo se hace conteo en camara de Neubauer y los

célculos para sembrar 400.000 células por pozo en placa de 6 pozos.

Las células son sembradas en medio DMEM suplementado con suero fetal bovino al 10
% y solucion de antibiéticos al 1 % a este medio se le adiciona acido hialurénico (Teosyal
MR) en concentracion final del 12 % y 2 % respectivamente. Como control se siembra el
mismo numero de células en el medio de cultivo sin acido hialurénico. La viabilidad
celular serd evaluada mediante la evaluacion visual con ayuda de fotografias que se
analizaran con ayuda del software analizador de imagenes y, mediante tinciéon con
colorante vital azul de tripan a las 48 horas de cultivo. Los pozos quedaron distribuidos

de la siguiente manera:

-Pozo 1y 2 Medio de cultivo méas &cido hialurénico en gel al 2 %.

-Pozo 3 y 4 Medio de cultivo mas acido hialurénico en gel al 12 %.

-Pozo 5 y 6 Medio de cultivo fibroblastos

Las placas de cultivo fueron incubadas a 37 ° C en atmoésfera de CO?al 5 % durante 48

horas.
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Una vez completadas las 48 se retira la placa de cultivo y se observa cada uno de los
pozos, se toman imagenes fotograficas de los cultivos esto se hace mediante la
observacion del pozo a través del microscopio de luz invertida, donde el observador
determina de forma cualitativa la cantidad de fibroblastos que cubren la superficie. Una
vez terminada la fase de observacion se procede a hacer el ensayo de viabilidad para
este las células fueron lavadas disociadas con tripsina EDTA y resuspendidas en medio
DMEM suplementado. Se toman 10 microlitros de esta solucién y se mezclan con 10
microlitros de tripan azul para hacer una dilucion de células en voliumenes iguales. Se
sirve la dilucién células/colorante en la camara de Neubauer, para la observacion al
microscopio de luz invertida, bajo el objetivo de 10x, se enfoca el cuadrante central de la
camara y se cuentan las células que no tomaron coloracion azul observadas en los 4
cuadrantes externos. Estas células se consideran como vivas y se observan de
morfologia redonda y refringente por el contrario las células consideradas como muertas
son las que incorporan el colorante tripan azul debido a que su membrana se ha hecho

permeable y se observan teflidas de azul.

Se promedia el resultado de los cuatro cuadrantes el resultado se multiplica por dos que
fue la dilucién entre tripan y la solucion celular este valor a su vez se multiplica por
10.000, que es un valor constante y corresponde al volumen y nimero de cuadrantes
dado por la cAmara de Neubauer. El valor obtenido corresponde al nimero de células

vivas por mililitro.

Los resultados del andlisis grafico obtenido a partir de las fotografias se realizan con el
programa Matlab 2011b. Las imagenes dadas se transforman a escalas de grises y se
aplica una mascas de negativo. Luego se aplican algoritmos de procesamiento de
imagenes como la segmentacién, umbralizacion y filtrado, con miras a reducir el grado de
ruido (imperfecciones asociadas e inherentes a cada fotografia y a problemas de enfoque

y nitidez entre otros factores) y efectuar el conteo de células.

Para la deteccion de los bordes de las células debido a su estructura geométrica, se

determinan las regiones con los objetos (células) a estudiar, considerando los bordes y el
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umbral fijo. Se prueban los algoritmos de Canny y de Sobel, con el fin de determinar cual
de ellos era el mas apropiado para el analisis segun la calidad de las imagenes a
estudiar. De acuerdo a este se determina los falsos positivos registrados, como
elementos adicionales que se encuentran en las muestras juntos con las células, debido

a la resolucién de las imagenes en la parte del procesamiento.

Los falsos negativos registrados son células se encuentran agrupadas en las imagenes,
gue el programa detecta como una sola célula dichos grupos. Para minimizar estos
errores, se toma como referente el tamafio estandar de las células, se reduce hasta un

minimo el ruido, y con ello poder obtener una data con un grado de error aceptable.
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2.2. Fase 2: Implantacion en Ratas Wistar del material de

acido hialuronico y fibroblastos de Rata Wistar.

Para obtener los fibroblastos de rata se toma una biopsia cutanea de Rata Wistar, y se
siembra de acuerdo a los protocolos para cultivo de células adoptados por el descrito en

la fase 1, de este documento.

Para la implantacion del relleno se utilizaron cuatro Hembras de Rata Wistar SPF de 250
gramos de peso promedio, como agente anestésico se utilizo Isofluorano, se realizd
induccién en cAmara anestésica al 4% y mantenimiento en anestesia general al 2% una
vez verificada la profundidad anestésica. Se realiza afeitado de la piel de la zona cervical
posterior y se procede a realizar marcacion del area receptora y fotografia previa a la

aplicacion del relleno, se limpid la zona con solucion de yodopovidona.

Se inyecta subdérmico acido hialurénico (Teosyal MR) en concentracion 15mg/ml,
produciendo una masa en la zona cervical de cuatro animales en diferentes volimenes.
La aplicacion de las células se hara en 3 lineas imaginarias que atraviesen la zona

receptora previamente inyectada por acido hialurénico.

Se realizo la inyeccion del relleno subdérmico en 4 animales, en la zona cervical donde
se aplico a diferentes volimenes y concentraciones el &cido hialuronico y posteriormente
se le inyecto el numero de células determinado por el conteo. Se hace control fotografico

y delineacion de la masa que se provoca por la inyeccién del material en el animal.

Los animales se identificaron marcando un namero en la cola con marcador indeleble y

se distribuyeron en el ensayo de la siguiente manera
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ANIMAL 1. Aplicacion de acido hialurénico 15mg/ml hasta completar 0.8cc.

ANIMAL 2. Aplicacion de acido hialurénico 15mg/ml hasta completar 0.8cc + 1 millén de

fibroblastos en 0.4cc de solucion salina.

ANIMAL 3. Aplicacién de acido hialurénico 15mg/ml hasta completar 0.8cc + 2 millones

de fibroblastos en 0.8cc de solucién salina.

ANIMAL 4. Aplicacion de 2 millones de fibroblastos en 0.8cc de solucién salina, sin acido

hialurénico.

4 Y r N

e l v, N w
la. Aplicacién del acido hialurénico 1b. Inyeccién de los fibroblastos en el
relleno

GRAFICA 2.1. Inyeccién del material de relleno y fibroblastos.
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Se realiza fotografia de la zona receptora de la rata en zona cervical, posterior a la

aplicacion del relleno subdérmico de acido hialurénico y medicion del volumen inyectado.

Una vez terminada la intervencion se espero a la recuperacion anestésica de los
animales se les suministro agua y alimento ad libitum y se ubicaron en cajas individuales
con una manta térmica debajo de cada caja, previo al inicio del ensayo y bajo anestesia
general se les administro meloxic ® como agente analgésico de accidn prolongada. Los
animales fueron observados y mantenidos de acuerdo a los procedimientos establecidos
dentro del programa de cuidado veterinario de la sala de animales del laboratorio de
Biomimeticos de la Universidad Nacional de Colombia que se acoge a las guias
establecidas en por el consejo Canadiense de proteccion de los animales en el manual

sobre el uso y cuidado de los animales de experimentacion

Después de 10 semanas de realizado colocado el relleno se procede a la toma de las
biopsias. Los animales fueron sacrificados de debido a que cumplian su ciclo vital en la
sala de animales. Se realiz6 sacrificio de cada Rata en cdmara de CO,. Se procede a
realizar afeitado de la zona cervical donde previamente se realiz6 el implante y se toman
fotografias de la zona. Se toma biopsia de la zona cervical y se envia en formaldehido al

15% para estudio de Histopatologia.

En conjunto con dos pat6logos se procede a describir la histopatologia de cada una de
las muestras, el proceso de adaptacion de los fibroblastos y el &cido hialurénico a tejidos
homologos. Los patdlogos son externos al proyecto de investigacion y desconocen las

concentraciones en que se inyecto el relleno
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3. Resultados

3.1. Fase 1. Obtencién de Fibroblastos y crecimiento in

vitro en diferentes concentraciones de Acido Hialurénico

Se realiz6 el cultivo de fibroblastos humanos en T25 [hay que mencionar la casa
comercial] los cuales permiten un crecimiento de hasta 5 X 10° células. Se verifico la

viabilidad celular mediante el conteo en cAmara de Neubauer.

GRAFICA 3.1. Conteo en camara de Neubauer. Se observa en azul las células no viables
(flecha verde) y como pequefios circulos transparentes, las células viables en el cultivo

(flecha violeta).



Resultados 24

Se encontré una confluencia similar en todos los pozos examinados, con una duplicacion
de densidad celular respeto a la inicial. Se registra estos datos al dia 5 de cultivo y se

realiza nuevo cultivo de fibroblastos a partir de fibroblastos humanos con dos pases.

-Pozo 1y 2 [Medio de cultivo con &cido hialurénico en gel al 2%:] confluencia celular
del 70% se observa adherencia celular y morfologia caracteristica de fibroblasto. En la

superficie se observa poco cantidad de células muertas.

-Pozo 3 y 4 [Medio de cultivo con &cido hialurénico en gel al 12%:] se observa una
confluencia celular del 60% de células adheridas a la superficie de cultivo con morfologia
de fibroblasto. Se observa una poblacion de células no adheridas a la placa en mayor

cantidad, principalmente en el pozo 3, asumiendo estas células como muertas.

-Pozo 5 y 6 [Medio de cultivo con fibroblastos se observa una confluencia celular del 80
% de células adheridas en la superficie de cultivo. Se observa una menor cantidad de

células no adheridas a la placa de cultivo.

Pozo 1 Pozo 2
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Pozo 3 Pozo 4

Pozo 5 Pozo 6

GRAFICA 3.2. Fotografias comparativas de los pozos de cultivo.

Mediante el andlisis de imagenes, se determina la presencia de células en el campo
visual mediante un conteo de células comparativo para correlacionar los datos

entregados en el andlisis, con la observacion que se tuvo al microscopio de luz invertida
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Pozo 3 = objetos 316 y area del objeto 149.

Pozo 4 = objetos 1770 y area del objeto 98.




Resultados 27

Pozo 6 = objetos 1199 y area del objeto 425.

GRAFICA 3.3. Andlisis de imagenes de pozos de cultivo. Se compara los pozos de
cultivo de fibroblastos con diferentes concentraciones de &cido hialurénico. Pozo 1y 2,
acido hialurénico 2 %, pozo 3 y 4 acido hialurénico 12 %, Pozo 5 y 6 sin acido

hialuroénico.

El andlisis de imagenes por computador nos muestra el nimero de objetos encontrados y
el &rea del objeto [ans], donde uno es la cantidad de células por pozo y el otro el tamafio
estimado de cada objeto. Se encontré una cantidad promedio de objetos por pozo de
1277 objetos (314-1770); sin embargo, el pozo 3 tuvo un conteo significativamente menor
respecto a los demas pozos. No obstante, el pozo 4 que se sembré con los mismos
elementos que el pozo 3 si siguié un comportamiento similar al del resto del grupo. No se
encontraron diferencias significativas en los cultivos sembrado con 2% 6 12% de

concentracion de acido hialurénico ni en aquellos que no tenian aditivo.
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El andlisis visual de los pozos permitié identificar que la adhesion celular en los pozos
con acido hialurénico a la concentraciébn mas alta era menor; sin embargo, hubo buena

adherencia de los fibroblastos a la superficie del pozo.

3.2. Fase 2: Evaluacion de resultados de inyeccion de los

rellenos subdérmico y resultados e histopatologia

Posterior a la inyeccién de los rellenos subdérmicos, se midieron las masas obtenidas

bajo evaluacion fotogréfica. Grafica 3.4

Animal #1 se obtuvo una masa de 22 x 17mm de diametro.
Animal #2 se obtuvo una masa de 19 x 20mm de diametro.
Animal #3 se obtuvo una masa de 23 x 22mm de diametro.

Animal #4 se obtuvo una masa de 24 x 23mm de diametro.

ANIMAL 1 ANIMAL 2
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ANIMAL 3 ANIMAL 4

GRAFICA 3.4. Inyeccion del material de relleno en la zona cervical de los animales.

De acuerdo a la lectura, se designaron los animales una numeracion para la toma de las

muestras. Acorde a esto se observo lo siguiente.

GRAFICA 3.5. Toma de las muestras de los animales de 1 a 5.
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Previo a la realizacion del a biopsia, se toma una fotografia de la zona del implante,
mostrando que en el momento de la aplicacibn no se encontraba ningun efecto de

volumen.

Muestra #1, relleno de acido hialurénico 15mg/ml. Epidermis sin cambios, se observan
fibras de coldgeno organizadas a nivel de la dermis. El tejido celular subcutaneo muestra

adipocitos organizados y una zona central con fibrosis septal leve. Grafica 3.6.

Muestra #2, relleno de &cido hialurénico 15mg/ml y trasplante 1 x 10° fibroblastos.
Epidermis normal, se observan fibras de colageno organizadas a nivel de la dermis. Se
observa una zona con proceso inflamatorio linfohistocitario localizado en el fondo del
tejido celular subcutaneo y presencia de fibras colagenas inmaduras y fibroblastos en

proceso de division. Gréfica 3.7.

Muestra #3, relleno de &cido hialurénico 15mg/ml y trasplante de 1 x 10° fibroblastos. La
epidermis es de aspecto normal. Hay fibras coladgeno organizadas en la dermis y sus

anexos.

Muestras # 4, trasplante de 1 x 10° fibroblastos y la muestra 5, correspondiente al control
de piel normal, se encontraron cambios correspondientes a piel sin cambios epidérmicos,

dérmicos o en tejido celular subcutaneo.

En ninguna de las muestras examinadas se encontrd formacién de granulomas a cuerpo
extrafio, presencia de elementos que sugirieran infecciones por micobacterias o por
hongos subdérmicos. Tampoco se observaron reacciones inflamatorias crénicas, ni

estados de necrosis o vasculitis en la zona de inyeccién del material.
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Lamina 1. Fibrosis en tejido celular subcutdneo - 2x panorédmica. Correspondiente al

animal #1

GRAFICA 3.6. Placas de histopatologia de la zona cervical tomada en biopsia del animal
1.

Lamina 2. Zona de inflamacién con tejido colageno inmaduro y células de apariencia
fusiforme tipo fibroblastos en formacion. Correspondiente al animal #2

GRAFICA 3.7. Placas de histopatologia de la zona cervical tomada en biopsia del animal
2.
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4. Discusion

Uno de los objetivos de la medicina ha sido el de generar tratamientos que permitan
recuperar las condiciones perdidas de los diferentes tejidos como el de la piel, en cuyo
caso se han utilizado componentes como el colageno y de manera innovadora el acido
hialurénico con el fin de desarrollar rellenos subdérmicos, los cuales que ya han sido

probados en mas de 750000 personas por afio en los Estados Unidos (14,25,38)

Diferentes estudios han demostrado que el acido hialurénico se deposita en zonas de los
tejidos donde no hay compactacioén de las fibras de coldgeno, como por ejemplo en la
dermis espongidtica y en la hipodermis. (39) La accion del acido hialurénico no soélo
produce un efecto de llenado espacial en los tejidos sino que también actia como
comunicador celular, favoreciendo el transporte de nutrientes y la interaccion de los
movimientos celulares. Ademéas de esto, este compuesto tiene propiedades
antiangiogénicas y moduladoras de la respuesta inflamatoria e inclusive con efectos de
inmunosupresion en algunos casos, (14) participa en el proceso de cicatrizacién al
parecer a través de un mecanismo de sefializacion dependiente de la interaccion de la

heparina con el factor de crecimiento epidérmico. (40,41)

El hecho de tener el acido hialurénico la misma estructura y la misma unidad monomérica
en diferentes especies, (13) ha permitido su facil produccion industrial, existiendo como
medio de produccion el acido hialurénico de origen animal como el de cresta de gallo y
de origen bacteriano como el del Streptococcus equi, con menos endotoxinas, (20) los
cuales no han mostrado diferencias grandes en su aplicacion clinica. (24) La importancia
clinica de esto es que no se han visto diferencias en los resultados de tratamiento de los

pacientes implantados con acido hialurénico de distinta fuente.
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En la produccion de rellenos subdérmicos, el acido hialurénico se puede fabricar en su
estructura mediante la ubicacién de dos tipos de relaciébn espacial: cruzadas o no
cruzadas. El cruzamiento de las moléculas se puede hacer con diferentes estabilizadores
como el 1,4-butanediol biglicidal y p-fenilene bisetil carbodi-imida, lo cual brinda mayor
solidez al compuesto, (25) disminuye su absorcion y aumenta la dureza y la viscosidad.
(2) No obstante estos arreglos quimicos, la vida media del acido hialurénico después de

su aplicacion oscila entre 6 meses y un afio. (23)

Dado este tiempo tan corto de sobrevida de los rellenos subdérmicos fabricados con
elementos propios de la matriz extracelular como el acido hialurénico, se han planteado
nuevas estrategias como el uso de compuestos combinados con fibroblastos humanos,
esto con el objetivo de aumentar el tiempo de duracién del implante. (23) En 1998 se
evalu6é por primera vez el uso de trasplante con fibroblastos autélogos asociados a
implantes de colageno; sin embargo, dicho estudio no definié si existia mejoria clinica o
cosmética significativa o si bien se prolongaba por mas tiempo el efecto del relleno. (30)
Mas adelante Watson y colaboradores publicaron un estudio donde se utilizaron
fibroblastos como elemento Unico del implante para el tratamiento de depresiones y
ritides, con resultados cosméticos aceptables. En este trabajo se hizo un anlisis
histoldgico y se encontré aumento de la densidad celular. Sin embargo, cabe aclarar que
esta investigacion no comparé los elementos de su implante con otros tratamientos o
placebo. (32) Otros estudios han utilizado marcadores citométricos para garantizar la
ubicacién de los fibroblastos tiempo después de realizado el implante para asi corroborar
la permanencia de éstos. (33) No obstante los diferentes estudios realizados a la fecha,
la evidencia respecto al uso de fibroblastos en los rellenos subdérmicos no es muy fuerte
y no se ha corroborado claramente su eficacia frente a otros compuestos utilizados. (42)
Tal vez uno de los factores que no ha sido evaluado adecuadamente es el relacionado
con la celularidad, es decir con la cantidad de células implantadas dentro del mismo
proceso pues no es lo mismo colocar mil células que un millén. La diferencia esta
fundamentalmente en su capacidad de generar mas elementos de la matriz extracelular
recuperando asi parte de la dinamica perdida como consecuencia del envejecimiento.
Aunque desde el punto de vista de la proliferacion las mil células pueden evidenciar una

gran actividad in vitro, no asi in vivo donde deben competir con las condiciones de su
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medio que no son igual que el medio in vitro, por ello considero que la celularidad es un

factor que deberia considerarse aqui.

Con el fin de obtener mejores resultados, se inicié el desarrollo de rellenos subdérmicos,
que tuvieran el componente estructural del acido hialurénico y la accién celular de los
fibroblastos. (31) Los primeros estudios que se realizaron en animales demostraron un
buen nivel de seguridad dada la ausencia de efectos adversos y aunque se pudo
determinar la neoformacién de colageno tipo I, no se pudo evaluar si habian fibroblastos
viables dentro de los implantes. (31) Posteriormente se hicieron estudios que incluian
relleno subdérmico con &cido hialurénico e implante de fibroblastos pero en mayor
densidad que en experimentos anteriores [30 X 10° células]. El andlisis histologico de
estos experimentos en animales revelé6 cambios en la migraciébn vascular y en la
generacién de tejido colageno; de igual manera que en estudios anteriores, no se
reportaron efectos adversos. (35) Teniendo en cuenta que no se conoce si las células
implantadas son viables o no y si permanecian en el tejido receptor, se hicieron estudios
en modelos muridos con inyeccion de fibroblastos a los cuales se les hizo seguimiento
mediante Reaccion de cadena de polimerasa. (18) Mientras que, el seguimiento de la
reorganizaciéon del acido hialurénico después de los implantes se realiza mediante
estudios de iontoforesis. (43) Si bien los diferentes estudios no han reportado efectos
adversos al procedimiento, los diferentes andlisis histolégicos demuestran que tras el
implante ocurre una respuesta inflamatoria por parte del tejido huésped en las primeras 4

semanas y un proceso de degradaciéon ocho meses después. (14)

Los estudios sugieren que la presencia de acido hialurénico disminuye la adhesién de los
fibroblastos en cultivo. (44) Mas adn, se ha evaluado que altas concentraciones de 4cido
hialurénico parecen cambiar las caracteristicas morfolégicas de los fibroblastos,
haciéndolos mas delgados y permitiendo con ello generar uniones a distancia. (44) Un
efecto deletéreo es que este compuesto parece afectar la secrecion de colageno por
parte de las células, (45) lo cual puede alterar los mecanismos de remodelacion en la
piel. (18,39,46)
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En este estudio se comprobd que los fibroblastos cultivados con &cido hialurénico a la
concentracion mas alta se desprendian de la superficie de los pozos de cultivo
evidenciandose asi una pérdida parcial de la viabilidad celular; sin embargo, dado que un
porcentaje importante de fibroblastos permanecian adheridos, se puede especular que
dichas células serian capaces de llegar a continuar proliferando a pesar del retraso en el
tiempo de division celular que produce el acido hialurénico. Es deseable entonces hacer
mas ensayos para analizar el comportamiento de los fibroblastos a mas tiempo de

exposicion al acido hialurénico en altas concentraciones.

Contrario a lo anterior, otros investigadores han reportado que el &cido hialurénico tiene
acciones sobre el ciclo celular, disminuyendo la apoptosis en fibroblastos de raton. (44) In
Vivo esta caracteristica se ha utilizado para estimular la produccién de coladgeno en
células con una sobrevida mayor; sin embargo, el mecanismo por el cual ocurre no es
claro, (45) ya que se desconoce si el efecto en el ciclo celular depende de la
concentracion de acido hialurénico o de las condiciones del espacio extracelular.
Dilucidar este mecanismo, podria ser util para optimizar los resultados de los implantes lo

gue implica la realizacion de ensayos y su evaluacion en citometria de flujo.

La asociacion de acido hialurénico y fibroblastos en implantes subdérmicos en modelos
murinos en estudios previos no presentd ningun efecto adverso clinico de reaccion
cutanea, ni en la histologia con ausencia de granulomas, reacciones a cuerpo extrafio,
vasculitis o necrosis. (31) En estudios que se hicieron seguimiento escanografico y de
PCR de las células del tejido implantado no mostr6 diferencias en los resultados de los
implantes para la presencia de efectos clinicos respecto a los controles. (18) El andlisis
histolégico en otros rellenos subdérmicos de acido hialurénico y fibroblastos no
evidencié zonas de necrosis o granulomas. (35) En nuestro estudio en ratas Wistar, los
resultados histolégicos fueron similares. No se tuvo ninguna reaccién a cuerpo extrafio,
granulomas, presencia de infecciones, vasculitis o necrosis. La aplicacion en los
animales fue segura, sin la presencia de efectos adversos no esperados. El
comportamiento de los animales fue totalmente normal, no hubo manifestaciones de
dolor, diestrés o incomodidad; los animales mantuvieron una actitud alerta permanente,

se recrearon y acicalaron dentro de los parametros de normalidad etoldgica la evaluacién



Discusion 36

histoldgica y clinica nos lleva a la normalidad. Este estudio evalla la seguridad de la
combinacién de fibroblastos y acido hialurénico que mediante esta técnica es segura en
los animales independientemente de la concentracion de fibroblastos. Este es un aporte
importante para la seguridad posterior del trabajo clinico, de ésta manera se esta dando
cumplimiento a un requerimiento establecido en las Pautas Eticas Internacionales para
investigacion en seres humanos y por el otro lado se estd evidenciando el
comportamiento del relleno en un organismo completo lo que implica que hay mayor
informacion para mayor seguridad en los procedimientos en humanos. Aunque es claro
gue este tipo de ensayos son de evaluacion crénica, es decir son ensayos de corta
duracién; no tan corta como las pruebas agudas pero igual no nos dan informacion sobre

efectos tardios.

A pesar de que no se encontraron efectos adversos, éstos pueden ocurrir de manera
retardada, al parecer por un mecanismo en el que participan los receptores CD44
presentes en los monocitos — macrofagos, los cuales al activarse desencadena la
sintesis de la enzima hialuronidasa, la cual hidroliza el acido hialurénico facilitando el
proceso de fagocitosis; sin embargo, al morir los macréfagos liberan la sustancia la cual

puede causar los efectos adversos. (24)

Respecto al uso de acido hialurénico, se ha visto con poca frecuencia la presencia de
granulomas o infecciones por micobacterias, (14) muy posiblemente gracias a los
adecuados procesos de esterilidad que se llevan a cabo durante la preparacion del
producto. (49) Por el contrario, se encuentra con mayor frecuencia, pero con menor
relevancia clinica, la aparicion de un eritema retardado en el 8% de los pacientes. Las
reacciones de hipersensibilidad asociadas a su inyeccion se describen en menos de 1 en
5000 pacientes tratados, tanto asi que, los efectos adversos mayores como granulomas,
angioedema reactivo y procesos inflamatorios cronicos suelen reportarse como casos
aislados. (14,23,50)

La implementacion de protocolos con rellenos subdérmicos que incluyan células

autdlogas y aditivos como acido hialurénico en seres humanos requiere disminuir el
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tiempo de cultivo necesario para obtener la cantidad necesaria de fibroblastos para los
implantes en los pacientes por lo que en esos casos es importante incluir el uso de
biorreactores que aceleran los procesos de proliferacion celular dando mejores

condiciones al cultivo ademas totalmente controlables.

Dado que los cultivos celulares tienen la susceptibilidad de contaminarse, una vez se
obtenga el nimero de células necesarias para el implante, se debe contar con
dispositivos disefiados para el almacenamiento y el transporte de las células que
preserve el ambiente estéril antes del implante en los pacientes. (49) Ademas de valorar

los fibroblastos en condiciones diferentes para su asociacion con acido hialurdnico (51).

Se necesitan mas estudios para evaluar la posibilidad de iniciar protocolos de
experimentacion con seres humanos en los cuales se realice estos implantes. Este es un
estudio piloto en el cual se pudieron definir una serie de condiciones que garantizan la
posible continuidad del trabajo. Seria deseable que un nuevo residente continle con éste

proceso, realizando los ensayos y pruebas sugeridas.
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5. Conclusiones

1. Los fibroblastos cultivados in vitro en altas concentraciones de &cido hialurénico
mantienen una buena viabilidad a pesar de que se observa una disminucién en la
adhesion de algunas; sin embargo, este no parece afectar la proliferacion celular. Esto
tiene importancia para comprender los efectos biolégicos que podria tener in vivo al
realizar el implante. Si los fibroblastos son viables asociado al acido hialurénico in vitro,
posiblemente in vivo, los fibroblastos implantados sean igualmente viables en esta

implante, lo cual no siempre es extrapolable.

2. El estudio demostré una seguridad confiable en la aplicacién del implante subdérmico
en el modelo animal, dado que no se observaron efectos adversos como granulomas a
cuerpo extrafio, reacciones inflamatorias cronicas o infecciones; por lo que, es posible

manejar el mismo protocolo de aplicacion en seres humanos.

3. Es necesario disefiar nuevos estudios experimentales para la aplicacion de este
implante subdérmico donde se evalien variables diferentes a los efectos adversos,
como el aumento en la perdurabilidad del implante, la posibilidad de generar un sistema
de transporte seguro para el riesgo de contaminacion, y la viabilidad econémica del

proyecto.
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