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I INTRODUCCION

Elaumento enla expectativa de vida conllevala aparicion de nuevas
enfermedades y el incremento en la frecuencia de manifestaciones
de patologias ya conocidas. Entre estas, las heridas cronicas pueden
ser muy dificiles de tratar. En especial, las tlceras de miembros
inferiores, causadas, principalmente, por enfermedad venosa,
debido al aumento de la presién venosa e hipoxia. Los objetivos del
tratamiento son incrementar el retorno venoso, desbridar la tlcera y
estimular la cicatrizacion. Cuando el proceso biologico de reparacion
se cronifica, la cicatrizacion se altera y se desarrollan tlceras cronicas.
Son necesarios tratamientos mas eficaces para mejorar y acelerar los
procesos de cicatrizacién. En heridas cronicas, las células vivas, los
factores de crecimiento y las moléculas biologicamente activas son
necesarios para reiniciar los mecanismos de reparacion. Por estos
motivos, los sustitutos de piel por bioingenieria representan la mejor
opcion terapéutica para la cicatrizacion de la dlcera cronica'.

El objetivo de este estudio fue desarrollar un dispositivo
dermoepidérmico autdlogo (ADED) y para evaluar su eficacia y
seguridad se llevé a cabo un estudio clinico en un modelo animal.

I MATERIALES Y METODOS

Desarrollo del dispositivo dermoepidérmico autélogo

Se obtuvieron queratinocitos y fibroblastos de biopsias de piel de
cerdos (biopsias por punch de 4 mm). Luego del lavado de las muestras
de piel con concentraciones crecientes de gentamicina, anfotericina,
estreptomicina y penicilina, se separ6é enzimaticamente la epidermis
de la dermis (Dispasa 2 mg/mL). Los queratinocitos fueron aislados
utilizando una digestion enzimatica con Tripsina 0,05%-EDTA
0,2% por 15 minutos a 37 °C. Las cé¢lulas obtenidas se sembraron
sobre una monocapa de células 3T3-]2 inactivadas previamente por
irradiacion subletal. El dispositivo se cultivo en atmésfera controlada
compuesta por 5% CO, a 37 °C (como fue descripto previamente
por Rheinwald and Green?). Los fibroblastos fueron aislados por
digestion enzimatica con Tripsina 0,05%-colagenasa 1mg/ml por
30 minutos a 37 °C. Las células aisladas fueron cultivadas sobre un
DMEM suplementado con suero bovino fetal al 10%, penicilina
100 p/ml y estreptomicina 100 p/ml. Se obtuvieron muestras de
sangre de 30 ml de cerdos por puncién intracardiaca. La sangre se
centrifugdé a 3500 rpm por 12 minutos a 4 °C para obtener plasma
pobre en plaquetas (PPP), que se adicioné al cultivo de fibroblastos
dérmicos (2x107 células en 10 mL de plasma). La coagulacién fue

Septiembre - octubre - noviembre - diciembre 2017

171



REVISTA ARGENTINA DE CIRUGIA CARDIOVASCULAR

Obtaining skin
sampie

Ercmetng
separathon

2

Fibroblasts

P 3

Fibroblasts
2 .ﬁw—’g"’a@a@—’ *—

In viro expansion Cel l w

Epidemis — ug‘ — 99‘7

Keratinocytes

= = '-»@—T

It can als0 be odieined from hair sample

Figura 1. Resumen esquemdtico
del procedimiento para obtener el
dispositivo dermoepidérmico autélogo.
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activada adicionando Ca’Cl. Antes de completarse la coagulacién,
se sembro el cultivo de fibroblastos en un soporte redondo que
contenia una membrana permeable de 75 mm. Entre el 5y 7™ dia
se sembraron los queratinocitos en gel y luego de 10 dias se retir6 el
sobrenadante del medio para inducir la cornificaciéon de las células
epidérmicas. Las células se cultivaron por 10 dias mas. Un resumen
del procedimiento se muestra en la Figura 1.

I CARACTERIZACION DEL ADED

Los ADED se fijaron en formaldehido al 10% y se incluyeron
en parafina. El analisis histologico para la evaluacién de la
histoarquitectura se realiz6 mediante tinciéon con HE. Se realizo
inmunohistoquimica para establecer la formaciéon de membrana
basal (Colageno Tipo IV (NOVOC, clon PHM- 12)), laminina
(NOVOCASTRA, clon LAM- 89), dermis (vimentina (DAKO, clon
V9)), epidermis (pancitoqueratinas (DAKO, clon AEIAE3)) y la
ausencia de células de Langerhans (CDIA (DAKO, clon O10)). Se
evalud la potencia mediante la deteccion P63 (DAKO, clon 4 A 4), y
se determino el antigeno de proliferaciéon nuclear Ki67 (DAKO, clon
MIB- 1) para establecer el indice de proliferacion. La oncogenicidad
de las células cultivadas se evaluo utilizando pruebas en agar blando y
se chequearon mutaciones del oncogén N-ras en los codones 12 y 13.

I PRUEBAS EN MODELOS ANIMALES

Los estudios en animales se realizaron de acuerdo a las Guias para
el curdado y uso de animales de laboratorio (Publicacion NIH N.° 85-3,
Revision 1985). Bajo anestesia se realizaron cortes de 3x3 cm de
todo el espesor en la piel de cerdos (6 cortes en el dorso y 2 en cada
miembro posterior). Se trasplantaron los ADED en 5 lesiones y
las otras 5 quedaron como control. Todas las heridas se cubrieron
con gasa vaselinada vy, luego, con vendas (vendaje compresivo en
miembros posteriores). A los 14 y a los 21 dias, se tom6 una muestra
de tejido de cada lesion para el estudio histologico.

RACCV - Volumen XV - Numero 3



DISPOSITIVO DERMOEPIDERMICO AUTOLOGO
Dr. Rubén Félix Vellettaz y col. - Pags. 170 a 174

I RESULTADOS

Fuimos capaces de generar un dispositivo dermoepidérmico
autologo a partir de una minima biopsia de piel (Figuras 2A y 2B). No
se observo oncogenicidad en el cultivo de queratinocitos y fibroblastos
(luego de un méaximo de 20 pasajes). Obtuvimos un tejido epidérmico
completo, con cinco capas o mas y cornificacion incipiente. El linaje
epidérmico se confirmé mediante pruebas de inmunohistoquimica

utilizando anticuerpos panqueratina (AE1/AE3) (Figura 2C).

La ausencia de Langerhans fue confirmada por un CDla
negativo. La dermis fue positiva para vimentina y formada por al
menos 80 células por 40x campo (Figura 2D). Se detecto la presencia
de la membrana basal (Figuras 2E y 2F). El indice de proliferacion
epidérmico y dérmico fue del 50% (Figura 2G).

La tincién del tejido epidérmico fue positiva para p63 (Figura 2H)
indicando la presencia de queratinocitos con capacidad proliferativa.
Las pruebas de trasplante en animales para evaluar la tolerancia
tisular no evidenciaron respuestas de rechazo agudo. El trasplante de
ADED en cerdos acelero el proceso de cicatrizaciéon en comparacion
con los controles (Figura 3). En la evaluacién histolégica se observo
angiogénesis y reparacion tisular (Figura 4).

I DISCUSION

Enlaactualidad, existen varios productos disponibles desarrollados
como sustitutos epidérmicos’®. La mayorfa utiliza tejidos homdlogos,
que permiten una produccién a gran escala y disponibilidad, pero
conllevan el riesgo de transmision de enfermedades infecciosas. El
trasplante homélogo de queratinocitos mejora la cicatrizacién de
heridas en los estadios iniciales, pero no se mantiene por mas de un
par de semanas*®.

El sustituto epidérmico de dos capas ha sido reconocido como
una estrategia terapéutica efectiva para la curaciéon de heridas. El
mecanismo de acciéon propuesto seria doble. Cubre la herida, evitando
infecciones y pérdida de fluidos, pero también actia estimulando la
produccion de citoquinas y factores de crecimiento. Esto promueve la
angiogénesis y la proliferacién de queratinocitos y fibroblastos en los
bordes de las heridas™®. Dado que los dispositivos dermoepidérmicos
nopermanecen enel tejido porun periodo prolongado?, la estimulacion
de la cicatrizacion, mas que el reemplazo tisular, es probablemente el
principal mecanismo de accion. Las moléculas mas importantes que
se demostré fueron estimuladas por el dispositivo son las citoquinas
(IL-1, IL-3, IL-5, IL-6, IL-8), factores de crecimiento (TGFa, TG,
bFGF), inhibidores de las metaloproteinasas de la matriz (TTIMPs)
y proteinas de la matriz extracelular'®. En tlceras crénicas hay un
balance alterado entre estos factores, lo que favorece la actividad
proteolitica y, por tanto, la inhibicién del proceso de cicatrizacion. La
aplicacion de DDE en este contexto podria revertir esta situacion’. El
ADED representaria una solucion para la cicatrizacion de heridas de
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Figura 2. Caracteristicas macro-
y macroscdpicas del dispositivo
dermoepidérmico autdlogo

(ver descripcion en el texto).

Figura 3. Evolucion macroscépica
del proceso de cicatrizacion espontdneo
(4, By D) versus cicatrizacion

con el uso del dispositivo
dermoepudérmuco autdlogo (A, Cy E).

Figwra 4. Angiogénesis y reparacion
tisular determinadas por histologia.
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accién rapida y costo efectiva, que acelera el proceso de cicatrizacién
y disminuye la incidencia de infecciones y otras complicaciones de la
herida.

I CONCLUSION

Se hadesarrollado un método ADED reproducible con caracteristicas
estructurales y ultraestructurales compatibles con injertos de piel. Fue
efectivo en el tratamiento de heridas quirtrgicas inducidas en cerdos.
Las células se encuentran en fase de crecimiento y tienen alta viabilidad.
Los sustitutos epidérmicos bicapa producen mas factores extracelulares
que la matriz biol6gica monocapa de PPP. Brinda un soporte 6ptimo
para la proliferacién y migracién de las células involucradas en la
cicatrizaciéon. El ADED se absorbe rapidamente, entre 7 y 14 dias, y
actia como un potente estimulante en la cicatrizaciéon en vez de actuar
como reemplazo tisular. El mecanismo de accién es proveer células
“Inteligentes” que modifiquen el microambiente molecular Este es
el primer sustituto tisular autélogo bicapa mundial producido por
ingenieria de tejidos. M
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