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Cuando el objetivo te parezca imposible, no cambies de objetivo;
busca un nuevo camino para llegar a él.
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RESUMEN

RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares son la primera causa de muerte y de
hospitalizacién en los paises desarrollados. La cardiopatia isquémica se produce
como consecuencia de un flujo coronario deficiente, con el consiguiente déficit en
el aporte de oxigeno para cubrir las necesidades metabdlicas del miocardio.

Las modalidades terapéuticas actuales para el tratamiento del infarto agudo
de miocardio son limitadas y van desde el tratamiento médico en la fase aguda
hasta la aplicacion de dispositivos de asistencia mecanica al ventriculo izquierdo y
el trasplante de corazén. Todo ello ha hecho que en los ultimos afios se hayan
desarrollado nuevas técnicas para encontrar solucién a las cardiopatias basadas
tanto en la ingenieria de tejidos como en la terapia celular con células madre. La
combinacion de ambos campos, la denominada bioingenieria cardioregenerativa,
puede llegar a solventar los problemas que ocurren tras un infarto de miocardio
mediante 2 objetivos terapéuticos: proporcionar un soporte a través de un
biomaterial, para evitar o disminuir el remodelado ventricular que acaba
conduciendo a insuficiencia cardiaca y servir de soporte para el cultivo de células,
actuando como vehiculo para facilitar el transporte celular hasta la regién dafada
del miocardio.

Por ello, se pretende encontrar un biomaterial que pueda ser implantado en
el corazén, que sea biocompatible y que proporcione un contacto adecuado
biomaterial-corazén.

Por otro lado, en este trabajo se aborda el problema de las personas que
sufren quemaduras en casi la totalidad de su superficie corporal y se plantea una
posible solucidn a nivel quirudrgico y de regeneracién dérmica. En las quemaduras
de espesor completo y en las de espesor parcial profundas, el proceso de
cicatrizacion se desarrolla en fases sucesivas: eliminacién del tejido necrosado
espontdnea o quirdrgicamente, regeneracion del tejido conjuntivo-vascular y la
re-epitelizacion espontdnea o por colocacion de un autoinjerto cutaneo. La
escision de la quemadura tiene la ventaja del cierre inmediato y definitivo de la
herida con la incorporacién en el mismo acto operatorio de un autoinjerto de piel.
Pero el problema se agrava cuando no es posible el cierre primario por escasez de
sitios donadores. Esto ocurre en pacientes con quemaduras masivas, en quienes
se hace necesario cubrir las heridas tras el desbridamiento quirurgico.
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Para solucionar este problema se han desarrollado una serie de coberturas de
las heridas que, por su composicidon, pueden ser biolégicas, semi-sintéticas o
sintéticas y pueden tener una funcién de cobertura temporal o definitiva. Hasta el
momento, ninguna de estas coberturas supera las propiedades que la propia piel
del paciente otorga. Desgraciadamente, ésta no estd siempre disponible en
cantidad suficiente y por ello resulta necesario encontrar alternativas.

El presente trabajo de investigacion consiste en mejorar una estructura
llamada equivalente dérmico (ED) que se forma a partir del cultivo de
gueratinocitos y fibroblastos del propio paciente. Aunque el ED funciona como
cobertura definitiva, presenta varios inconvenientes: un tiempo elevado para su
sintesis, fragilidad en cuanto a su manejo, bajo porcentaje de supervivencia en el
lecho del paciente y un alto coste. Por ello, se pretende encontrar un biomaterial
que sirva de soporte al ED generado in vitro, con el objetivo de favorecer la
supervivencia y proliferacion de los queratinocitos y fibroblastos obtenidos del
propio paciente y que le proporcione la consistencia adecuada para facilitar su
manejo en el acto quirurgico.
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1. Introduccién a los biomateriales y sus aplicaciones en la reparacion tisular

Los biomateriales han sido ampliamente estudiados a lo largo de la historia.
Sin embargo, es a partir de la Segunda Guerra Mundial cuando surge una
necesidad de resolver problemas relacionados con la tecnologia médica y la
reparacion tisular y esta disciplina empieza a cobrar fuerza. En este estudio se han
utilizado una serie de biomateriales (BM) de origen natural y sintético para la
realizaciéon de protocolos de reparacién del tejido cardiaco y dérmico. En los
siguientes apartados se describird cada uno de ellos, incidiendo en las
propiedades que los hacen adecuados para esas aplicaciones.

El término biomaterial ha tomado muchas definiciones, pero no es hasta
septiembre de 1991 en la segunda conferencia de consenso sobre definiciones en
el campo de biomateriales, cuando la Sociedad Europea de Biomateriales
(European Society for Biomaterials-ESB) decidié definir los biomateriales como
"material disefiado para actuar interfacialmente con sistemas bioldgicos con el fin
de evaluar, tratar, corregir o reemplazar cualquier tejido, drgano o funcidn del
cuerpo humano"[1].

Hoy en dia, el uso de biomateriales con fines regenerativos sigue creciendo en
el campo de la biomedicina. Son utilizados en la cura de heridas, como sistemas
de liberacidon controlada de farmacos, como injertos vasculares o para la
reconstruccion de tejidos entre otras muchas aplicaciones [2].

No obstante, para que la tecnologia de los biomateriales siga en auge es
necesario establecer un didlogo entre varias disciplinas como son la biologia, la
medicina, la cirugia, la ingenieria de materiales, la fisica y la quimica, con el fin de
disefar y fabricar nuevos materiales, y evaluar y seleccionar el mas adecuado para
cada aplicacién o necesidad.
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1.1.Propiedades y clasificacion de los biomateriales

La finalidad de un biomaterial (BM) es entrar en contacto con un sistema
biolégico, por ello debe cumplir unas caracteristicas esenciales que no
desencadenen reacciones no deseadas, garantizando asi su biocompatibilidad.
Ademas, debe desempefiar su funcidn en el entorno asignado y lo debe hacer en
el tiempo deseado [3, 4]. Todo esto hace que en el disefio de los BM sea necesario
combinar de manera armoniosa una serie de elementos como son la textura, la
forma, su estructura biomecdnica, sus caracteristicas fisico-quimicas o su
solubilidad ente otros.

Entre las caracteristicas mas relevantes que debe cumplir un biomaterial con
fines terapéuticos encontramos las siguientes [5, 6]:

1) ser biocompatible, es decir que no cause rechazo por parte del sistema
inmune del organismo en el que se implanta. 2) Ser bio-activo, permitiendo el
crecimiento del tejido en su interior. No ser tdxico ni carcinogénico. 3) Tener un
disefio de ingenieria adecuado a la anatomia del 6rgano, es decir tener un tamafio
y forma acorde al sitio de implantacion, y ser de facil manejabilidad para su uso
terapéutico. Ademas, debe tener unas caracteristicas topograficas adecuadas para
la funcidn a desempefar como son la rugosidad, la porosidad, el potencial
eléctrico, y el comportamiento hidréfobo o hidréfilo. 4) Tener un bajo coste, ser
reproducible y facil de fabricar a gran escala.

Segun el origen de los biomateriales, éstos pueden ser naturales, sintéticos o
una combinacion de ambos (Tabla 1). Segun la respuesta que ejercen en el
organismo implantado pueden considerarse inertes o bioactivos y en funcién de
su durabilidad, temporales/biodegradables o permanentes.
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Tabla 1. Clasificacion de los biomateriales segun su naturaleza. PLA: dcido polildctico,
PHB: polihidroxibutirato, PGA: dcido poligliclico, PLGA: dcido polilatico-glicélico, PCL:
policaprolactona, PA: poliamida.

1.2.Método de fabricacion de los biomateriales: la electrohilatura

Existen diferentes procedimientos experimentales que permiten el procesado
de biomateriales para obtener piezas o dispositivos utiles en el campo de la
ingenieria de tejidos. Entre ellos, los no tejidos estan ganando importancia por sus
propiedades fisico-quimicas, rendimiento mecanico y biocompatibilidad. El
método utilizado para la fabricacién de los biomateriales utilizados en esta tesis es
el método de la electrohilatura [18].
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Este método es econdmico, eficiente y permite crear biomateriales
compuestos por fibras en escala micro y nanométrica. Les confiere una gran
diversidad de caracteristicas como es una amplia superficie por unidad de area,
porosidad y una serie de propiedades mecanicas que son muy atractivas para una
gran variedad de aplicaciones biomédicas. Por ejemplo, una de las aplicaciones
mas prometedoras de los biomateriales obtenidos con esta técnica dentro de la
ingenieria de tejidos es como soporte de células. Ademas, se pueden fabricar
adaptdndose a los requerimientos anatdmicos y a las especificaciones mecdanicas
del lugar de aplicacion [19].

La técnica permite procesar una gran variedad de biomateriales, ya que
permite ajustar las caracteristicas que se deseen en las fibras a través de
modificaciones en los parametros basicos de ejecucion. Estos parametros pueden
estar relacionados con la naturaleza y cantidad del polimero base (concentracion
de la solucidn de polimero, tension superficial, conductividad de la solucién) y con
otros parametros dentro del proceso (voltaje, flujo de salida, distancia entre la
punta de la aguja y el plato colector). El método se describe con mas precision en
el apartado 1.1 de Material y Métodos.

Las perspectivas futuras de esta técnica van enfocadas al disefio
personalizado de biomateriales, ya sea con la combinacién de otros materiales
y/o encapsulando en sus fibras medicamentos para su liberacion controlada,
factores de crecimiento o genes que estimulen la regeneracion tisular
favoreciendo el crecimiento, proliferacion y diferenciacion de las células. Todo
ello con la finalidad de obtener elementos funcionales con mejores propiedades
para una aplicacién determinada [20].

1.3.Descripcidon de los biomateriales utilizados

En este trabajo, se han evaluado una serie de biomateriales con el propdsito
de que en el futuro puedan ser utilizados con fines regenerativos. Por este
motivo, a continuacidn se presenta una breve descripcion de los BM estudiados
asi como una perspectiva general de su uso en la actualidad y sus ultimos avances
en investigacién. Entre los polimeros estudiados se encuentran los poliésteres
sintéticos (PCL) y naturales (PLA, PLGA y PHB), poliamidas (PA) y los polimeros
naturales como la fibroina de seda (SEDA). Estos biomateriales se encuentran
dentro de la categoria de los polimeros biodegradables, excepto la poliamida que
no se considera como tal.
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En general, y desde el punto de vista de la ingenieria tisular, los polimeros
sintéticos ofrecen mayores ventajas que los naturales, ya que ofrecen la
posibilidad de poder ser modificados y de diseiar sus propiedades de acuerdo a
las necesidades. Los poliésteres suponen un grupo importante de polimeros. Se
caracterizan por sus enlaces éster en la cadena principal (-CO—0-), que los hace
degradables hidroliticamente. Las poliamidas se caracterizan por sus grupos
amida (-CONH-) y al contrario que los poliésteres, presentan interacciones
intermoleculares fuertes [21].

Policaprolactona (PCL): se obtiene a partir de la polimerizacidon por apertura
del anillo de la e-caprolactona (Figura 1). Se trata de un polimero semicristalino
con un punto de fusién de 60 °C y una temperatura de transiciéon vitrea de
alrededor de -60 °C, lo que lo convierte en un termopldstico que se puede
modelar aplicando temperatura y endurecer rapidamente con el frio. Tiene un
tiempo de degradacidon muy elevado, alrededor de dos afios [22]. Para aumentar
la velocidad de bioabsorcién se sintetizan copolimeros con el PCL, ya que se sabe
que la composicion de algunos copolimeros se degrada mas rdpido que sus
polimeros puros. Este fendmeno es consecuencia de las diferencias morfoldgicas
que hay entre los polimeros y especialmente a la disminucién de la cristalinidad
[23]. Un ejemplo de ello con gran utilidad en clinica es el co-polimero de PCL con
acido poliglicélico (PGA), el acido poli caprolactona-co-glicélico (PCL-co-PGA).
Comercialmente es conocido como Monocryl® y son suturas quirdrgicas, sintéticas
y absorbibles indicadas para ligaduras de tejidos blandos. El tiempo de absorcién
en este caso es de 91 a 119 dias.

O

0 » 0 —((?Hz)s—lc

N :

g-Caprolactona Poli-Caprolactona

Figura 1. Sintesis de la policaprolactona (PCL).
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Acido polilactico (PLA): Es un polimero natural formado por la polimerizacién
de moléculas de acido lactico (Figura 2). Pertenece a la familia de los poliésteres.
Es biodegradable, biocompatible y degradable mediante un mecanismo de
hidrélisis y actividad enzimatica, no mutageno y resistente a los procesos de
esterilizacién [24]. Es uno de los pocos materiales que estan aprobados por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA, Food and Drug
Administration), la agencia reguladora en Estados Unidos, para su uso en
aplicaciones médicas. Debido al grupo metil extra que posee, el PLA tiene un
comportamiento mas hidrofdbico que otros polimeros. El PLA puede presentar un
comportamiento quiral, es decir, se pueden encontrar dos estructuras con la
misma quimica que, segun hagan girar la luz polarizada a derecha o a izquierda, se
conoceran como enantidmero dextrégiro (acido poli-D-lactico PDLA) o levdgiro
(acido poli-L-lactico PLLA), respectivamente. La principal diferencia entre estos
enantiomeros radica en su capacidad de cristalizacion, una vez polimerizados. En
este trabajo se utilizé el PLLA como polimero base para la generacion de no
tejidos por el método de la electrohilatura. Es un polimero biocompatible, ya que
una vez es implantado en el organismo empieza su degradacién por hidrdlisis,
dando como resultado mondmeros de acido lactico [25]. Las propiedades del PLLA
hacen que en la actualidad este biopolimero sea usado en la fabricacion de
tornillos y clavos para unidon de ligamentos y fijacion de fracturas, suturas,
liberacion de farmacos, etc; todas ellas son aplicaciones en las que se deben
soportar cargas relativamente moderadas. Ademas, si es procesado en forma de
nanofibras, adquiere una superficie porosa y gracias a ello es capaz de permitir la
adhesién celular. Por ello, ha sido ampliamente estudiado en el campo de la
regeneracién de tejidos como el cutaneo, hepdtico, cartilaginoso, dseo vy
cardiovascular [26, 27].

i
CH3 . o]
' | I
L > 0—CH—C—0—CH—C
¢ CH3 |
JJ) CH3 CH3
Acido lactico Acido poliléctico

Figura 2. Sintesis del dcido polilactico (PLA).
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Acido poli (lactico-co-glicélico) (PLGA): es un co-polimero formado por la
combinacion del acido lactico vy el acido glicélico (PGA) (Figura 3). El hecho de ser
una combinacién de dos polimeros hace que sus propiedades cambien segun la
proporcién de ambos. Esta clase de procesos de copolimerizacidn son muy utiles
para la modificacion de las propiedades de los polimeros de acuerdo a las
aplicaciones requeridas. Su biodegradacidon y cardcter hidréfobo se pueden
cambiar de acuerdo a la relaciéon entre sus mondmeros. Por ejemplo, el PLGA
formado por 50% de 4dacido glicdlico y 50% de acido lactico presenta una
degradacion mas rapida que la de sus homopolimeros puros. Esta propiedad ha
influido que en la actualidad se estén disefiando con el PLGA sistemas liberadores
de fadrmacos [28]. También estd aprobado por la FDA para uso en la industria
farmacéutica [29, 30]. El co-polimero de PLGA mas importante es el formado por
un 90% de acido glicdlico y un 10% de acido L-lactico. Estd comercializado por la
marca Ethicon como suturas absorbibles con el nombre comercial VICRYL.

0 0 i
H* HO, (o]
HsC + OH > o \H
OH HO
CHy o
OH x ¥

Acido Acido Acido poli(l4ctico-
lactico glicdlico co-glicdlico)

Figura 3. Sintesis del dcido poli (ldctico-co-glicdlico) (PLGA).

Polihidroxibutirato (PHB); es un polimero obtenido a partir de
microorganismos. Los principales polimeros obtenidos por este método son los
llamados polihidroxialcanoatos (PHA), dentro de los cuales se encuentra el PHB
(Figura 4). Su sintesis es a partir de bacterias, como producto de asimilacion de
carbono (a partir de glucosa o almiddn) y es empleado por éstas como una forma
de almacenamiento de energia para ser metabolizado en condiciones de estrés
fisioldgico [15, 31]. La biosintesis empieza con la condensacion de dos moléculas
de acetil-CoA para dar acetoacetil-CoA, que es reducido posteriormente a
hidroxibutiril-CoA que se utilizara como mondmero para polimerizar PHB. El
homopolimero puro PHB es cristalino y muy fragil. Por ello, se ha realizado un
copolimero compuesto por PHB y PHV (el polihidroxivalerato, polimero de la
familia de los PHA) que es menos cristalino que el PHB solo y por ello resulta mas
flexible y mas facil de procesar. Es ampliamente investigado en estudios médicos
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como material implantable por sus propiedades de biocompatibilidad y
biodegradabilidad [32, 33].

Figura 4. Estructura quimica del polihidroxibutirato (PHB).

Poliamidas (PA): también denominadas nylons o nilones, son polimeros cuyas
unidades repetitivas contienen grupos amida (-CONH-) (Figura 5). El enlace CO-NH
recibe el nombre de enlace amida o peptidico. El nimero y distribucién de dichos
grupos son los que determinan sus propiedades. El hecho de contener en su
composicion grupos nitrégeno (indispensable para el crecimiento de
microorganismos), grupos amida (caracter polar) y puentes de hidrégeno confiere
a las poliamidas unas excelentes propiedades mecdnicas. Las poliamidas
presentan una extraordinaria capacidad para formar fibras debido a sus enlaces
de hidrégeno y a su alto grado de cristalinidad por lo que incrementa su
resistencia en la direccion de la fibra. Se las considera no biodegradables ya que
su velocidad de degradacidon es excesivamente lenta. Sin embargo, en condiciones
in vivo los enlaces de hidrégeno pueden ser destruidos, por lo que las poliamidas
pueden ser utilizadas en aplicaciones biodegradables como suturas reabsorbibles

[1].

]
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Figura 5. Estructura quimica de la poliamida (PA).
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SEDA: Es un biopolimero natural que procede de la fibroina del gusano de
seda Bombyxmori [34-36]. De las dos proteinas que forman los hilos de seda del
capullo, la fibroina constituye el 72-81% (Figura 6). La otra proteina es la serina,
que es eliminada en los procesos de elaboracion de la fibroina para su aplicacion
como biomaterial debido a que restos de esta proteina producen reacciones
inflamatorias [35, 37]. La fibroina es una glicoproteina hidrofébica que contiene
gran cantidad de enlaces de hidrégeno y posee una estructura semicristalina
conformada por una fase cristalina ordenada de hojas-f antiparalelas que le
confiere resistencia, separadas por espaciadores de hoja-p menos ordenados que
le dan flexibilidad y elasticidad a la fibra. Todas estas propiedades junto con la de
biocompatibilidad y degradabilidad, las han hecho hoy en dia conocidas por su
uso en dispositivos biomédicos como las suturas quiridrgicas. No obstante, la
fibroina sigue abriendo una via de investigacién en el campo de las tecnologias de
regeneracién[38]. Por ejemplo se han realizado estudios en los que se ha
combinado la fibroina con el acido hialurénico y se han utilizado como soporte
para el cultivo de células madre mesenquimales y se observd que esta
combinacion favorecia la respuesta de estimulos regenerativos [39]. También se
ha estudiado la combinacién de la fibroina con quitosano con células
mesenquimales para la reparacion de lesiones en rodillas de conejos [40]. Otro
estudio ha estudiado la misma combinacién pero con células madre de tejido
adiposo para el desarrollo de un injerto de nervio artificial en ratas [41]. También
se ha estudiado el uso de la fibroina como andamio para la reconstruccién de
nucleo pulposo de los discos intervertebrales de la columna vertebral. Este
estudio mostréd a la fibroina como un biomaterial poroso con propiedades
mecdnicas Unicas que proporcionaban a las células un microambiente 6ptimo
para su proliferacion [42].

Gy Ser Gly Aa Gly Ala

Figura 6. Estructura primaria de la fibroina. Gly: Glicina, Ser: Serina, Ala: Alanina
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2. Elinfarto agudo de miocardio

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) se han convertido en la principal
causa de muerte mas importante en todo el mundo en la ultima década. En 2010
se calculé que las ECV representaron el 30% de las muertes de todos los
fallecimientos en todo el mundo [43]. Dentro de estas ECV, el infarto agudo de
miocardio (IAM) representa la principal causa de mortalidad, constituyendo un
12,2 % del total, seguido por los accidentes cerebro-vasculares (9,7%). A nivel
mundial, las ECV estan ocasionadas por diversos factores de riesgos, muchos de
ellos modificables, como son el tabaquismo, la obesidad abdominal, la inactividad
fisica y una dieta rica en grasas y sal. Todo ello se traduce en hipertension,
diabetes, arteriosclerosis e hipercolesterolemia [44].

Entender el funcionamiento del corazén, asi como todos los cambios
metabdlicos y anatémicos que se desencadenan en el miocardio tras un IAM, sera
de vital importancia para encontrar nuevas estrategias que contribuyan de forma
significativa al tratamiento de las enfermedades cardiovasculares.

2.1.Estructura y funcion del corazén

El corazén, junto con los vasos sanguineos, forma parte del sistema
cardiovascular. La funcidn del corazén es bombear la sangre por todo el cuerpo y
proporcionar asi oxigeno y nutrientes a todos los drganos y controlar la
temperatura corporal [45].

Para poder entender cémo lo hace, se exponen a continuacidn unas nociones
basicas sobre la anatomia del corazén y sobre cémo se produce la contraccién del
corazoén para realizar el ciclo cardiaco.

2.1.1. Anatomia del corazén

El corazén estd compuesto por cuatro cavidades, dos auriculas superiores y
dos ventriculos inferiores. El lado derecho del corazén esta separado del izquierdo
por un septo o tabique y no existe comunicacidn entre ellos, por lo que pueden
funcionar de forma independiente. Entre las auriculas y los ventriculos si existe
comunicacion y lo hacen a través de las valvulas cardiacas. Su funcidn es evitar
que exista reflujo retrégado de la sangre. La valvula tricuspide, es la que separa la
auricula derecha del ventriculo derecho y la valvula mitral separa la auricula
izquierda del ventriculo izquierdo. Entre los ventriculos y las arterias
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correspondientes también se encuentran otras valvulas llamadas semilunares. La
valvula pulmonar es la que se encuentra entre el ventriculo derecho y la arteria
pulmonar y la valvula adrtica entre el ventriculo izquierdo y la arteria aorta [46]
(Figura 7).
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Figura 7. Anatomia del corazon. Las flechas indican el flujo de la sangre a su paso por las
cavidades del corazén. Tomado de https://es.pinterest.com/pin/281263939207215858/.

2.1.2. Histologia del corazén

A nivel histoldgico, el corazén estd formado por tres capas: endocardio,
miocardio y epicardio. El endocardio es la capa mas interna y tapiza todas las
cavidades cardiacas y las valvulas. La capa media es el miocardio y estd formado
por el musculo estriado cardiaco (los cardiomiocitos), matriz extracelular
(estructura viscoelastica de fibras de colageno tipos | y Ill, fibras eldsticas, junto
con un componente amorfo, que mantiene unidos a los cardiomiocitos entre si y
con la microcirculacién capilar) y capilares. El epicardio es una membrana que
recubre al corazén y que tiene como funciones principales reducir la friccion del
corazén con otros érganos en el movimiento del corazén durante la contraccidn
cardiaca e impedir las distensiones ventriculares bruscas [46].
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El musculo estriado cardiaco estd formado por células musculares
anastomosadas. Estas células tienen uno o dos nucleos y estdn unidas entre si a
través de los discos intercalares, formando asi las fibras del miocardio vy
asegurando el paso de la onda de despolarizacion de una célula a la siguiente [47].

Para que estas células funcionen existe toda una maquinaria molecular
involucrada en la contraccidén muscular que comprende proteinas generadoras de
fuerza (actina y miosina), proteinas reguladoras de la contraccién (tropomiosina y
troponinas) y proteinas estructurales (a-actinina y vinculina en el disco intercalar,
proteinas de la banda M y proteina C). La elasticidad y la capacidad contractil del
musculo cardiaco son factores a tener en cuenta a la hora de disefiar
procedimientos de ingenieria tisular como se discutird mas adelante.

2.2.Fisiopatologia del infarto de miocardio

La isquemia cardiaca o infarto de miocardio (IM) se produce como
consecuencia de la obstruccion de los vasos coronarios. El flujo sanguineo es
insuficiente y el aporte de oxigeno no cubre las necesidades metabdlicas del
miocardio; ello conlleva a una rdpida muerte celular y a una consiguiente pérdida
de la contractibilidad. Las principales causas de obstruccion del flujo sanguineo,
que dan lugar a la isquemia cardiaca, son la aterosclerosis y la oclusidon coronaria
aguda [48].

La aterosclerosis es una patologia que se produce por el depdsito progresivo
de colesterol en la zona subendotelial de las arterias, principalmente de las
coronarias. Posteriormente el tejido fibroso invade esa zona y se forman placas de
ateroma, provocando una obstruccion total o parcial del flujo sanguineo
[49](Figura 8).
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Figura 8. Deposito de una placa de ateroma con posterior formacion de un trombo en la
arteria coronaria. Tomado de Traupe T. Gloekler S. de Marchi SF, et al: Assessment of the
human coronary colateral circulation. Circulation 122:1210, 2010.

La oclusidn coronaria aguda ocurre frecuentemente en personas con una
cardiopatia aterosclerética coronaria grave subyacente. Este proceso se debe a la
obstruccion de la arteria debido a la formacién de un coagulo (trombo) originado
por el depdsito de células sanguineas y fibrina sobre la superficie rugosa de las
placas de ateroma. La placa va creciendo hasta llegar a obstruir la luz del vaso.
Otras veces, el trombo se desprende y circula por la sangre hasta obstruir un vaso
cuyo didmetro es menor que el suyo propio [50].

Los requerimientos metabdlicos del corazén son muy estrictos y cuando hay
una interrupcion del aporte de oxigeno y nutrientes se inicia una situacion en la
cual el corazén no posee la capacidad de generar suficiente energia para
mantener su funcionalidad [51]. Tras el comienzo del IM se desencadena una
secuencia temporal de cambios bioquimicos, ultraestructurales, histoquimicos e
histoldgicos que se explica a continuacidn. A los pocos segundos de producirse la
isquemia, aparecen los primeros efectos celulares. La situacion de hipoxia
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generada provoca la acumulacién de productos derivados del metabolismo
anaerobio asi como un descenso en la sintesis de adenosina 5’-trifosfato (ATP). Se
produce el cese del metabolismo de acidos grasos y comienza la glucdlisis
anaerobia que conlleva la produccién de lactato (Figura 9). Esto compromete la
relajacidn y contraccion del miocardio y puede empezar a desarrollar una lesién
celular irreversible en los primeros 20 minutos tras la oclusién. Si no se revierte el
efecto a tiempo (por reperfusién o por una circulacién colateral muy extensa), a
partir de las 4-6 horas la necrosis del musculo cardiaco suele ser total y da lugar al
IAM.
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Figura 9. Esquema del marco temporal de la reperfusion precoz y tardia del miocardio en
el territorio de una arteria coronaria ocluida. Aproximadamente durante 30 min después
del comienzo de la isquemia mds grave, la lesion miocdrdica es potencialmente reversible.
Después se produce una pérdida progresiva de viabilidad, que resulta completa a las 6-12
h. Los beneficios de la reperfusion son superiores cuando se realiza antes y van
disminuyendo conforme se retrasa. Tomado de Schoen FJ: The heart. In kumar V, Abbas
AK, Fausto N [eds]: Robbins & Cotran Pathologic Basis of Disease. 8th ed. Philadelphia, WB
Saunders, 2009.

Los mecanismos de respuesta tras el dafio isquémico activan una serie de
procesos de remodelado que se da en tres fases solapadas (Figura 10):
inflamatoria, proliferativa y de cicatrizacion.

La fase inflamatoria empieza con la muerte celular del miocardiocito,
iniciandose asi la respuesta de inflamacidn propia de los mecanismos innatos de
inmunidad. Esta respuesta inflamatoria aguda es mediada, entre otros, por la
liberacion de interleuquina-1B (IL-1B) y del factor de necrosis tumoral-a (TNF-a),
principalmente por parte de macrofagos residentes y neutrdfilos. También es
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mediada por la IL-6 y las moléculas con actividad quimiotactica, proteina
guimioatrayente de monocitos (MCP-1) o factor de células madre (SCF). Tanto la
IL-1B (importante mediador en la respuesta inflamatoria) como el TNF-q, inducen
la expresion de moléculas de adhesion y de otras citoquinas que atraen a células
inflamatorias hacia el sitio de la lesidn. También estimulan la proliferacién de
células endoteliales y fibroblastos favoreciendo el aporte del flujo sanguineo y la
formacién de tejido cicatricial en la zona isquémica. El miocardiocito experimenta
una serie de cambios tanto funcionales como en su ultraestructura [52, 53]. Al
mismo tiempo, se activa la accién de metaloproteinasas (MMPs) en la matriz
extracelular promoviendo su degradacién y favoreciendo a su vez la infiltracion de
neutréfilos y células mononucleadas que eliminan los restos celulares de la zona
[54, 55]. De esta forma se va formando una matriz provisional a base de fibrina.

En la fase proliferativa, las células inflamatorias liberan factores
guimiotacticos tales como el factor derivado del estroma-1 (SDF-1) o la
interleuquina-8 (IL-8), implicados en el reclutamiento de progenitores vasculares,
activandose la revascularizacion de la zona lesionada [56]. También se sintetiza el
mediador angiogénico, el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF). La
liberacion de altos niveles del factor de crecimiento transformante B (TGF-1) [57]
e IL-10 [58] marca la transicién de la fase inflamatoria a la proliferativa. El TGF-1
esta implicado en la atraccién de fibroblastos del propio tejido asi como en su
diferenciacion a miofibroblastos. Al mismo tiempo, se produce un depdsito de
fibronectina por parte de los fibroblastos y macréfagos de la zona isquémica. Se
forma asi una segunda matriz provisional a base de coldgeno. También se
sintetizan los inhibidores tisulares de metaloproteinasas (TIMPs), que inhiben la
actividad proinflamatoria, permitiendo asi el comienzo de la tercera fase.

En la fase de maduracion o cicatrizacion, la matriz extracelular evoluciona
hasta formar una cicatriz madura y densa, que garantiza la estabilidad y el
funcionamiento del corazén. Los miofibroblastos son los encargados de esta
transformacion. Liberan los inhibidores tisulares de metaloproteasas (TIMPs), se
detiene la degradacion de la matriz extracelular y producen colageno. La
formacién de la cicatriz madura impide una mayor dilatacion ventricular.
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Figura 10. Cicatrizacion tras un IM. Tres fases solapadas: inflamatoria, proliferativa y de
cicatrizacion. Cada una de ellas se caracteriza por una serie de procesos y acontecimientos
especificos mediados por diferentes células controladas por quimiocinas especificas. El
TGF-8 y la IL-10 marcan la transicion de la fase inflamatoria a la proliferativa. La matriz
extracelular (MEC) evoluciona hasta formar una cicatriz madura, que garantiza la
estabilidad y el funcionamiento del corazon. Los monocitos GR-1 light inducen inflamacion
y fagocitosis, mientras que los monocitos GR-1 low favorecen la cicatrizacion. Tomado de
Liehn EA, Postea O, Curaj A, Marx N: Repair after myocardial infarction, between fantasy
and reality: The role of chemokines. J Am Coll Cardiol 2011,58:2357.

Como se ha visto, el reclutamiento secuencial de subpoblaciones de
monocitos realiza un papel fundamental en la cicatrizacion miocardica. La primera
poblacién de células mononucleares pro-inflamatorias y con actividad fagocitica
se encarga de eliminar los restos necréticos mientras que la segunda poblacién de
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monocitos se caracteriza por ser menos inflamatorios y contribuyen a la
cicatrizacion estimulando la formacién de un tejido de granulacién.

A nivel histoldgico, el musculo cardiaco tras un IM también experimenta unos
cambios que pueden ser observables a varios niveles segln la progresién del IM.
Las alteraciones macroscdpicas son dificiles de detectar hasta que no pasan de 6 a
12 horas desde el comienzo de la necrosis. La lesion creada puede afectar a todo o
a casi todo el grosor de la pared ventricular (infarto transmural) o solo afectar al
subendocardio, el miocardio intramural o ambos pero sin extenderse a todo el
espesor de la pared ventricular hasta el epicardio (infarto no transmural o
subendocardico). Sin embargo, se puede identificar la zona de necrosis tan solo de
2 a 3 horas tras el IM gracias a tinciones como el cloruro de trifeniltetrazolio, que
marca la zona no infartada de color rojo mientras que la infartada no capta la
tincion.

A nivel microscdpico, los primeros cambios después del IM se observan a los
20 min y consisten en la reduccidn del tamafio y ndmero de granulos de
glucdégeno, el edema intracelular y la tumefaccidon con distorsidon del sistema
tubular transverso, reticulo sarcopldsmico y mitocondrias. A partir de los 60 min
se produce el aturdimiento de las células miocardicas y de las mitocondrias asi
como agregacion de la cromatina nuclear y relajacion de las miofibrillas. Como
consecuencia de estos cambios, los efectos celulares provocados por el IM entre
los 20 min y las 2 h de isquemia son irreversibles, produciéndose una progresion
de estas alteraciones [59]. Las caracteristicas microscépicas del IM a largo plazo se
explican y se muestran en la figura 11.
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Figura 11. Caracteristicas microscopicas del infarto de miocardio. A. Infarto de 1 dia con
necrosis coagulativa, fibras onduladas con elongacion y estrechamiento, en comparacion
con las fibras normales adyacentes (inferior derecha). Espacios ensanchados entre las
fibras muertas que contienen liquido de edema y neutrdfilos dispersos. B. Infiltrado denso
por leucocitos polimorfonucleares en una zona de infarto agudo de miocardio de 3 a 4 dias
de evolucién. C. Eliminacidon casi completa de miocitos necrdticos por fagocitosis (=7 a 10
dias). D. Tejido de granulaciéon con una rica red vascular y depdsito temprano de coldgeno,
aproximadamente 3 semanas después del infarto. E. Infarto de miocardio bien cicatrizado
con sustitucion de las fibras necrdticas por una cicatriz coldgena densa. Existen escasas
células musculares cardiacas, residuales. (En D y E el coldgeno es azul por la tincion
tricromica de Masson). F. Necrosis miocdrdica con hemorragia y bandas de contraccion,
visible como bandas oscuras que abarcan varias miofibras (flechas). Este es el aspecto
caracteristico del miocardio con isquemia avanzada sometido a reperfusion. Tomado de
Schoen FJ: The heart. In kumar V, Abbas AK, Fausto N [eds]: Robbins & Cotran Pathologic
Basis of Disease. 8th ed. Philadelphia, WB Saunders, 2009.

Todos estos cambios celulares y moleculares pueden constatar el complejo
proceso de remodelado cardiaco que se efectua tras un IM. El corazdn intenta
mantener su funcionalidad pero existe una limitacion importante para su
recuperacion ya que el tejido cardiaco posee una reducida capacidad de
regeneracion. Esto hace inevitable la continuidad de la cicatriz en el miocardio
[60].
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Los eventos que tienen lugar tras un IM desencadenan unos cambios de
tamanfio, forma y grosor del ventriculo izquierdo (VI) y dan lugar a lo que se
conoce como remodelado ventricular. Este fendmeno afecta tanto al segmento
infartado como a los no infartados y puede influir en la funcidn y el prondstico
ventricular. Una combinacién de cambios, tales como la dilatacién e hipertrofia
del VI en el miocardio no infartado, es responsable del remodelado. Las zonas
sanas del miocardio se hipertrofian para compensar la pérdida de musculo
cardiaco. A pesar de ello se produce una reduccion del gasto cardiaco, ya que la
capacidad de bombeo del VI disminuye. Este efecto se ve aumentado por la
distension sistdlica, que en cada sistole el tejido miocardico sano se contrae,
mientras que la zona isquémica, que ha perdido su capacidad contractil, es
incapaz de soportar la presion del ventriculo y es empujada al exterior, disipando
parte de la fuerza de bombeo para impulsar la sangre desde el ventriculo hacia la
circulacion (Figura 12)[61].

Contraccion normal

Musculo no funcional

Distensionsistolica

Figura 12. Distension sistdlica en una zona isquémica del miocardio. Tomado de Guyton.
1996.

La sobrecarga sobre la zona sana va provocando en las zonas adyacentes
cambios como hipertrofia celular y dilatacion ventricular, con el consiguiente
deterioro de la funcidn cardiaca. Con el tiempo, la afectaciéon de la funcidn
cardiaca desencadena una insuficiencia cardiaca, que se define como Ia
incapacidad del corazdn para bombear la cantidad de sangre necesaria para cubrir
las demandas de oxigeno y nutrientes del organismo. En este estudio se plantea el
uso de biomateriales para prevenir el remodelado ventricular, como se detallara
mas adelante.
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2.3.Tratamiento del infarto de miocardio

2.3.1. Tratamiento convencional

Los tratamientos actuales del IAM van desde el tratamiento en la fase aguda
para reducir de manera inmediata la progresién del infarto y la demanda del
corazon, seguido de la reperfusidn precoz de la arteria obstruida mediante
farmacos tromboliticos y/o la colocacion de dispositivos de asistencia mecanica
(angioplastia y stents vasculares), hasta el tratamiento quirdrgico como la
derivacién aortacoronaria o en ultima instancia el trasplante del corazén [62].

Tratamiento farmacolégico en el momento agudo

Los principales objetivos en los inicios del IAM son detener la progresion del
infarto lo antes posible, mermar las demandas al corazén, paliar el dolor y evitar
mas complicaciones derivadas de la isquemia cardiaca.

El tratamiento tradicional se basa en el uso de varios compuestos, segun el
estado del paciente y en qué fase del IM se encuentre en el momento de su
ingreso. Como medidas inmediatas, se debe administrar al paciente oxigeno para
contrarrestar el déficit en los tejidos y reducir asi la carga del corazén; se
administrara nitroglicerina (sublingual o intravenosa) como vasodilatador y un
analgésico (el de eleccidn suele ser la morfina) para el tratamiento del dolor [63,
64]. Como tratamiento farmacoldgico general, todos los pacientes sin
contraindicaciones deberian recibir tratamiento oral con B-bloqueantes pues
bloquea los efectos de la adrenalina en los receptores B, retardando los impulsos
nerviosos que pasan por el corazén y disminuyendo las necesidades de oxigeno
del mismo, disminuyendo asi la isquemia tisular [65]. También se utilizan los
antiagregantes plaquetarios, como la aspirina, para favorecer la reperfusion
arterial, reducir las probabilidades de re-infarto y de accidentes cerebro-
vasculares y el clopidrogel como tratamiento preventivo.

Tratamiento de reperfusion

El siguiente paso terapéutico tras realizar estas medidas iniciales es la
reperfusion de la arteria coronaria bloqueada de manera farmacoldgica
(trombolisis) y/o de forma mecénica mediante angioplastia y stent vascular [66].
El procedimiento de angioplastia consiste en la introduccidon de un catéter con un
baldn por la arteria ocluida y una vez se ha llegado al punto de obstruccién, el
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balon es inflado y a continuacion desinflado abriendo la luz de la arteria y
restaurando el flujo sanguineo. En el 80% de los casos, al mismo tiempo que se
realiza la angioplastia se coloca una stent vascular (pequefio tubo mallado) en el
interior de la arteria que ayudard a mantenerla abierta. Actualmente se han
desarrollado stent vasculares recubiertos de medicamentos que se liberan poco a
poco ayudando a prevenir la reestenosis.

Tratamiento quirurgico

En algunos pacientes puede ser conveniente realizar una operacién quirurgica
para mejorar la isquemia, para disminuir la disfuncién valvular, para reducir las
desventajas mecanicas provocadas por el remodelado ventricular o, cuando
fracasan todas las demas opciones, para realizar un trasplante cardiaco. Entre los
tratamientos quirudrgicos actualmente empleados se realiza la revascularizacion
arterial coronaria o bypass coronario que consiste en la colocacién de segmentos
de vasos sanguineos desde la aorta hasta la coronaria ocluida. En algunos
pacientes, la dilatacidn y la disfuncién ventriculares son tan graves que se hace
necesaria una reconstruccion ventricular directa para mejorar el funcionamiento
cardiaco. Los objetivos son eliminar el segmento infartado para restaurar una
cavidad ventricular eliptica, reducir la tensidon parietal remota, favorecer la
orientacién helicoidal de las fibras y aumentar el engrosamiento de la porcién de
la cavidad afectada. A continuacion, en la zona intervenida se coloca un parche
(parche de dracén endoventricular). En el mejor de los casos, con esta
intervencién se disminuyen un 30% los volimenes telesistélicos al mismo tiempo
gue se consigue un tamafio adecuado del ventriculo. Otro caso en el que se
requiere la cirugia es en pacientes con elevado grado de disfuncién ventricular
izquierda. En estos casos, el remodelado progresivo del VI, hace necesaria la
reparacién o sustitucion de la valvula mitral o adrtica. En otros casos, se hace
necesaria la implantacidn en el corazén de dispositivos de asistencia ventricular
(DAV). Son aparatos mecanicos que se utilizan para reemplazar la funcién de un
corazon dafiado de manera temporal o de por vida. El trasplante de corazén es en
ultimo término la terapia de eleccién y consiste en la sustitucién del corazén
dafiado por otro. Es, hoy en dia, el Unico tratamiento realmente eficaz para la
insuficiencia cardiaca debida a un IAM. Desgraciadamente hay escasez de
donantes y ademas existen problemas asociados a la terapia inmunosupresora
que el paciente trasplantado ha de llevar de por vida [67].
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Gracias a todos estos tratamientos, se ha conseguido mejorar y prolongar la
vida de estos pacientes, no obstante, ninguno de ellos alcanza a regenerar el
tejido cardiaco danado. Es por ello que el desarrollo de nuevas estrategias
terapéuticas que contribuyan a alcanzar este objetivo ayudaria a mejorar de
forma significativa los tratamientos de las enfermedades cardiovasculares.
Aunque se han desarrollado varios tipos de terapias con este ultimo fin (terapia
proteica [68-74], génica [75-78], celular), en este proyecto se expondrd a
continuacion una breve revisidn de la terapia celular en la regeneracién cardiaca,
asi como sus nuevas aplicaciones hacia el mundo de la bioingenieria.

2.3.2. Laterapia celular

Aunque se ha demostrado que el corazén es un érgano capaz de auto-
regenerarse se ha visto que lo hace de una manera limitada e insuficiente [79, 80].
Ademas, se ha comprobado la presencia en el corazén de células madre capaces
de dar a lugar a cardiomiocitos [79], pero éstas no son capaces de reparar el dafo
producido en el tejido cardiaco tras un IAM. Todas estas evidencias apuntan a que
para promover una mayor recuperacion del tejido cardiaco dafiado es necesario
un aporte externo que ayude a restaurar el flujo sanguineo en la zona afectada y
que regenere el dafio producido en el érgano. Con esta idea, surgen las llamadas
terapias avanzadas, que constituyen nuevas estrategias para tratar enfermedades
humanas que hasta el momento carecen de tratamientos eficaces.

En el caso que nos ocupa, la terapia celular en tejido cardiaco, se ha
aprovechado la capacidad de auto-renovacién y diferenciacién de las células
madre hacia otros tipos celulares para tratar la isquemia cardiaca. La busqueda se
centra en encontrar un tipo celular que pueda diferenciarse en cardiomiocito, que
éste sea funcional en el tejido cardiaco circundante y que pueda formar vasos que
mantengan el tejido regenerado, todo ello con la finalidad de disminuir el
remodelado ventricular y mejorar la funcién cardiaca. En los ultimos afios, se ha
analizado el potencial terapéutico de varios tipos de células madre tanto en
modelos experimentales [81-83] como en ensayos clinicos [84-87].

Se han utilizado células madre embrionarias en modelos de IAM murinos,
donde se observé que los cardiomiocitos derivados de las células madre
embrionarias implantados en el tejido cardiaco dafiado, indujeron la regeneracion
del corazdén y un beneficio funcional del mismo [81, 82]. Aunque tienen una gran
capacidad de diferenciacién, este tipo celular despierta un dilema ético, ademds
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de presentar unas limitaciones para su uso clinico como la formacién de tumores
y su inmunogenicidad. En este sentido, es importante sefalar el descubrimiento
de la reprogramacion de células adultas hacia estadios de desarrollo mas
tempranos y con caracteristicas parecidas a las de las células madre embrionarias.
Estas células han sido llamadas células madre pluripotentes inducidas o iPS del
inglés Induced Pluripotent Stem Cells [88]. De igual forma que en las células
embrionarias, se ha demostrado la capacidad de diferenciaciéon de las iPS a
cardiomiocitos funcionales en un modelo de IAM murino [83, 89]. Sin embargo, su
capacidad tumorigénica sigue representando un problema. Por otro lado, esta la
utilizacion de las células madre adultas. Estas presentan una capacidad de
diferenciacién mas limitada pero tienen otras caracteristicas que las hacen
idéneas para su uso en clinica: no entrafian problemas éticos, se pueden obtener
de diferentes tejidos adultos y pueden autorrenovarse vy diferenciarse,
restaurando asi el tejido dafiado. Todo ello hace pensar que se pueden usar como
posible terapia autdloga.

Existen muchos tipos celulares derivados de tejidos adultos que se encuentran
en estudio (Tabla 2).

TEJIDOS ADULTOS CELULAS MADRE REFERENCIAS
CORAZON csc [90-92]
) ’ MSC [93-111]
MEDULA OSEA
HSC [79, 112-115]
SVF [116-134]
TEJIDO ADIPOSO
ADSC [103, 118, 129, 135-145]
MUSCULO ESQUELETICO | MIOBLASTOS [146-156]

Tabla 2. Tipos de células madre derivadas de tejidos adultos usadas en estudios de
terapia celular cardiaca. CSC: células madre cardiacas; HSC: células madre
hematopoyéticas; MSC: células madre mesenquimales; ADSC: células madre derivadas de
adipocitos; SVF: fraccion estromal vascular.

Existen diferentes teorias sobre los mecanismos por los cuales las células
madre adultas reparan los tejidos. Se han postulado tres mecanismos, la
transdiferenciacién, la fusion celular y la liberacién de mediadores paracrinos
[157]. Los dos primeros mecanismos estan relacionados con el concepto de
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plasticidad celular, el cual se fundamenta en que las células madre de un tejido se
pueden diferenciar en células especializadas de otro tejido. EIl mecanismo de
transdiferenciacidon implica que una célula madre al diferenciarse adopta las
caracteristicas de otro tipo celular de diferente linaje [158, 159], mientras que el
mecanismo de fusion celular explica el fendmeno mediante la transferencia del
contenido celular de una célula trasplantada con la célula residente cuando éstas
se fusionan [160]. A medida que se realizaron mas estudios, quedd patente la
existencia de ambos mecanismos, pero también se observd que se producian en
un porcentaje muy bajo y no demostraban los mecanismos terapéuticos
desencadenados in vivo. Es decir, aunque se ha comprobado la diferenciacion
celular in vitro, ésta no siempre se da in vivo. La carencia de un entorno adecuado,
como la presencia de niveles éptimos de nutrientes y oxigeno, una matriz
extracelular adecuada o la liberacion de factores y citoquinas especificos que
contribuyan a la diferenciacién, impide el asentamiento y la supervivencia de las
células receptoras y asi la regeneracion del tejido.

De esta manera, ha tenido mas relevancia la teoria del efecto paracrino, en el
cual se induce la reparacién del tejido dafiado por la activacién de las células
madre residentes o por la secrecion de factores pro-angiogénicos y anti-
apoptoéticos de las células trasplantadas [96, 156].

Independientemente del mecanismo de accidon de las células trasplantadas, se
encuentra otra limitacién en la terapia celular y es la capacidad de injerto y
supervivencia de las células trasplantadas. Esto puede deberse en parte por la via
de administracién mayoritariamente utilizada, la inyeccién intramiocardica de las
células en suspension, que se pierde un alto porcentaje de células tanto en el
momento de la inyeccién como posteriormente. Se ha visto que después de 48
horas mas del 70% de células no sobreviven, debido a las condiciones de hipoxia,
inflamacién, fibrosis del tejido circundante o por falta de adhesién a la matriz
[161].

No obstante y a pesar de las limitaciones comentadas sobre la terapia celular,
cabe esperar que si se mejora la capacidad del injerto y la supervivencia celular se
potencie su efecto terapéutico. Con este fin, se han desarrollado nuevas
estrategias dentro de la bioingenieria y la busqueda de nuevos materiales
compatibles a nivel celular es uno de los principales objetivos.
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2.3.3. Laingenieria tisular y los biomateriales en la terapia celular

La ingenieria tisular engloba un conjunto de conocimientos, técnicas y
métodos de base biotecnoldgica que permiten disefiar y originar sustitutos
tisulares o tejidos artificiales a partir de células madre y biomateriales. Por ello, la
ingenieria tisular se presenta como un gran avance para la terapia celular y la
medicina regenerativa.

Concretamente en el campo de la bioingenieria cardio-regenerativa, el uso de
BM en este ambito pretende solventar los problemas que ocurren tras un IM. El
BM se sintetizaria para ser implantado posteriormente en la zona afectada y
cumpliria tres objetivos terapéuticos [162]:

- Vehiculo y liberacién controlada: EI BM actuaria como vehiculo para
ayudar al transporte celular hasta la regidon del miocardio dafado.
Ademads, podria servir como sistema de liberaciéon controlada de
células, factores y/o farmacos.

- Contencién. El BM actuaria de soporte para evitar o disminuir la
distension sistdlica originada del remodelado ventricular.

- Prevencidn de adherencias pericardicas. Después de una intervencion
a tdrax abierto se produce una fibrosis que provoca adherencias
pericardicas que hacen mds complicadas las segundas intervenciones
si asi hiciera falta. La utilizacion de BM podria prevenir tanto la
reaccion fibro-inflamatoria como las adherencias pericardio-tdrax.
Diferentes estrategias ya han sido ideadas; entre ellas destacan el uso
de soluciones lubricantes [163], la utilizacién de pericardios autélogos
[164] o heterdlogos (de otros drganos u especies) o la imposicion de
sustitutos permanentes no biodegradables como el Goretex [165] o
biodegradables [166].

Centrandonos mas en el primer objetivo, se han realizado estudios que han
demostrado que la inyecciéon celular en combinacién con biomateriales (gelatina,
coldgeno o fibrina) o la administracién de células mediante su adhesién previa a
un sustrato mostraron una mayor supervivencia de las mismas, ademas de un
efecto terapéutico mas homogéneo en la zona dafiada [167, 168]. Por todo ello,
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se ha potenciado el estudio de diferentes tipos de soportes tanto en su
composicidn, origen o forma, para aumentar los beneficios de la terapia celular en
el lugar de injerto. A continuacion, se muestra los tipos de soportes mas
relevantes.

Soportes biocompatibles

Se estd trabajando en la combinacion de diferentes biomateriales con
diversos tipos celulares para favorecer el injerto de las células en la zona dafiada.

Estudios recientes han empleado la técnica de la electrohilatura (Apartado 1.2
de la Introduccién y apartado 1.1 de Material y Métodos) para la fabricacién de
BM con un patrén dirigido. Con esta técnica se han podido crear matrices con
microporos en su estructura interna o con las fibras organizadas a modo de
canales. Con ello se ha favorecido la angiogénesis o la disposicidn de las células de
forma que simularan la organizacién del corazén [169].

Los principales biomateriales con los que se ha trabajado son los
biomateriales sintéticos como los PGA, PLA o su co-polimero PLGA. También con
componentes de la matriz extracelular como el coladgeno [170], la fibrina [168], la
gelatina o el alginato [171]. Todos ellos se caracterizan por su biocompatibilidad y
biodegradabilidad.

Por citar varios estudios realizados con algunos de los BM comentados, se
puede destacar el trabajo de Kellar y colaboradores [172, 173]. En sus estudios
utilizaron una matriz de PLGA con fibroblastos cultivados en su superficie, que
posteriormente fue implantada en el corazén de un ratén al que se le realizé un
modelo de IM. Un mes tras el implante se observé la revascularizacién del tejido
asi como una mejora en la funcién ventricular.

El siguiente estudio sirvié de ejemplo para destacar que en algunos casos no
es el propio efecto regenerativo de las células trasplantadas el que infunde un
efecto beneficioso sino el efecto paracrino que provocan con su presencia. Se
utilizé un gel de alginato en combinacidn con células madre fetales de rata y se
implantd en un modelo murino de IM. Se observd revascularizacion del parche
pero las células trasplantadas fueron reemplazadas por colageno. Aun asi se
observd una mejora en la funcién cardiaca como consecuencia del remodelado
positivo del corazén y de la revascularizacién [171, 172].
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También se han realizado estudios en modelos animales de isquemia cardiaca
utilizando hidrogeles de matriz extracelular procedentes de placenta humanay en
su interior células de cardiomiocitos derivados de IPSc humanas cultivadas in
vitro. El grupo de Francis y colaboradores inyecté el hidrogel en el miocardio de
rata después de realizar un IAM por ligadura de la arteria descendente anterior
izquierda (ADAI). El hidrogel creado a partir de la matriz extracelular de placenta
demostré ser rico en coldgeno, proteinas de membrana basal y factores de
crecimiento VEGF-B y HGF (Factor de crecimiento de hepatocitos), entre otros. Se
observé una reduccién significativa en el volumen de la cicatriz y el tejido
superviviente mantuvo una actividad electrofisiolégica normal [174].

Sistemas sin soporte

Los sistemas sin soporte prescinden de matrices que actuen de andamios para
el crecimiento celular, es decir, son las propias células las que forman el parche.
Consiste en cultivar ldminas de células para formar diferentes modelos de tejido
3D. Estas laminas se mantienen conectadas por las uniones intracelulares y la
matriz extracelular sintetizada por las células. Esta técnica se ha podido conseguir
gracias al desarrollo de placas termosensibles [175]. Estas placas contienen en su
base una lamina del polimero poli (N-isopropil acrilamida) que es sensible a la
temperatura, de forma que a bajas temperaturas, el cultivo celular sembrado en
su superficie se desprende con facilidad en forma de monocapa. Para la
construccion de parches mas gruesos se pueden unir varias laminas celulares,
aumentando asi el nimero de células implantadas en el lugar de la lesién [176].

Cuando se crea un parche de células formada por la unién de varias laminas,
es posible que el grosor impida la difusion de oxigeno y nutrientes esenciales,
llegando a crear necrosis en la parte central del parche. Por ello, la creacion de
parches celulares con la adicion de células endoteliales ayudaria a Ia
revascularizacion de los parches tridimensionales [177].

Con esta idea, el grupo de Kawamura ha creado un parche con cardiomiocitos
humanos derivados de iPS en combinaicén con un parche de omentum para que
éste proporcione un aumento del suministro de sangre. Las laminas de células
creadas se trasplantaron en corazones porcinos con IAM con y sin soporte de
omentum. Los resultados mostraron que los cardiomiocitos derivados de iPS que
estaban formando los parches acompafiados con el colgajo de omentum eran
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funcionales in vivo. Ademas, histolégicamente se observd mas densidad vascular
en el drea trasplantada por lo que, gracias a una mayor angiogénesis en la zona se
aumentd la supervivencia de las células trasplantadas, pudiendo éstas ejercer su
efecto terapéutico [178].

Otro estudio en el que se utilizaron varias |ldminas de células fue el llevado a
cabo por Homma y colaboradores [179, 180]. En este estudio se construyeron
[dminas de células de mioblastos de triple capa y se trasplantaron en el lugar de la
lesién de corazones en ratas recién nacidas y adultas con un IAM previamente
inducido. En las ratas recién nacidas se mejoro la capacidad autorregenerativa en
el espesor de la pared, la fibrosis y la funcion cardiaca y se observé un mayor
numero de cardiomiocitos en proliferacidon que en el grupo de ratas adultas y que
en el de ratas recién nacidas sin ldaminas de mioblastos. También se observé un
aumento de las redes vasculares y de células c-kit positivas [179]. Estos resultados
proporcionan nuevos datos esenciales para la terapia clinica en pacientes
infantiles.

Una de las ventajas de utilizar estos sistemas sin soporte es que no se induce
respuesta inflamatoria ni inmunogenicidad debida a la presencia de materiales
externos. Ademas, por los ultimos estudios publicados, se sabe que se puede
inducir la angiogénesis in vitro aumentando la vascularizacién in vivo,
consiguiendo asi una mejora en la funcién cardiaca y en el remodelado ventricular
de los corazones con lesién inducida. No obstante, sigue teniendo el
inconveniente de que es necesario recurrir a la cirugia para su implante.

Matrices decelularizadas

Las matrices decelularizadas se obtienen por la eliminacién celular completa
de un tejido u drgano. De esta manera la matriz resultante se puede recelularizar
con las células de interés y trasplantar el conjunto en el sitio que lo requiera por
ejemplo a modo de parche en el pericardio. Con este método se consigue
minimizar la inmunogenicidad y a la vez, se mantiene la estructura de la matriz
extracelular nativa, lo que contribuye a mantener las propiedades mecdnicas y
bioldgicas. De esta manera, la matriz extracelular retenida en el tejido
decelularizado puede ser utilizada como andamiaje para las nuevas células,
ayudando a su adherencia y supervivencia y favoreciendo asi la reconstruccion
tisular [181].
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Los ultimos estudios realizados con matrices decelularizadas aplicadas como
parches cardiacos han mostrado la ventaja de poder ser disefiados de acuerdo al
tamafio y forma de la zona de lesidn tras un IAM. Ademas, se ha observado que
muestran una fisiologia contractil y eléctrica normal in vitro. En un estudio llevado
a cabo por Wang y colaboradores, cultivaron células cardiacas derivadas de iPSC
humanas en una matriz extracelular del corazén previamente decelularizada y se
puso in vivo en el area de infarto. Se observd que mejoré la funcién cardiaca en
ratas con IAM [182].

En otros estudios en los que se sembraron células progenitoras cardiacas
embrionarias en una matriz extracelular de submucosa del intestino delgado
porcino previamente decelularizada, se observd que las células se diferenciaron a
cardiomiocitos y a células endoteliales y mostraron contractibilidad 7 dias
después de su cultivo. Después de este tiempo en cultivo se trasplantaron los
parches en corazones de ratones infartados y tras cuatro semanas del trasplante
éstos estaban firmemente unidos al miocardio y se mantenian viables. El
trasplante mejoré la funcién cardiaca, disminuyd el drea de cicatrizacién del
miocardio del VI y redujo la fibrosis y la insuficiencia cardiaca [183].

En general, las ventajas que se obtienen con la utilizacion de matrices
decelularizadas son que no inducen respuesta inflamatoria ni inmunogenicidad,
aumentan la vascularizacion en el lugar implantado, mejoran la funcién cardiaca y
el remodelado ventricular y proporcionan estructura mecdnica a las células
trasplantadas y acondicionamiento eléctrico. No obstante, sigue presentando
unas desventajas como son la distribucidn irregular de las células trasplantadas y
la necesidad de cirugia para su trasplante.

De acuerdo con los resultados expuestos en la utilizacidon de los diferentes
tipos de parches y teniendo en cuenta sus ventajas e inconvenientes, en general
su uso puede resultar provechoso, sobre todo cuando se trata de zonas del
corazén pequenias.

Sin embargo, en los casos en los que el corazén empieza a no ser funcional la
Unica solucidn llega a ser el trasplante de corazdon. Desgraciadamente, en esta
situacién se presentan dos problemas, que son la escasez de d6rganos y la
incompatibilidad del paciente con el 6rgano receptor. Aunque hoy en dia hay
avances en el desarrollo de corazones mecdnicos, éstos siguen presentando
problemas de tromboembolismos o la reducida calidad de vida del paciente. La
ingenieria de drganos enfocada en este sentido es una alternativa tedrica al
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alotrasplante [184]. La decelularizacidon de corazones completos de caddveres o
incluso procedentes de cerdos se puede ejecutar mediante la perfusién de
detergentes y la recelularizacién con células cardiovasculares derivadas de células
madre. Teniendo en cuenta los muchos aspectos que todavia necesitan ser
solucionados tras la aplicacion de esta técnica (eliminacién total del ADN del
6rgano donante, creacidon de una pared de grosor similar a un corazén normal,
fuente celular éptima en cuanto a cantidad y funcionalidad, etc.), la opcién de
crear organos con esta técnica representa una nueva posibilidad de encontrar
nuevas terapias para el tratamiento de las enfermedades cardiovasculares.
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3. Las quemaduras

3.1.Estructura y funcion de la piel

La piel es el mayor érgano del cuerpo humano, representa el 15% del peso
corporal y cubre aproximadamente una superficie de 1,7 m® en el adulto. Sus
funciones principales son las de mantener la temperatura corporal y el balance de
fluidos, ademas de proporcionar una barrera protectora frente a infecciones. Al
mismo tiempo, a través del contacto con la piel, las personas obtienen
informacién del entorno que les rodea mediante el tacto, la percepcidn de la
temperaturay el dolor.

La piel estd formada por dos capas, una externa llamada epidermis y una capa
interna conocida como dermis. Ambas capas estdn unidas por la lamina basal
(Figura 13). El grosor de la epidermis varia segun la parte del cuerpo, desde 0,05
mm en los parpados a mas de 1mm en las plantas de los pies [185]. La mayor
parte del grosor de la piel es debida a la dermis y varia segun la edad, el sexo y la
parte del cuerpo.

Epidermis

Estratocorneo

Estrato lucido

Estrato granuloso

Estrato espinoso

Estrato basal

Dermis

Figura 13. Microfotografia de wuna porcion de Ila piel. Tomado de
http://4.bp.blogspot.com/-
7WmSdiaviFM/VaGnxSJIG1v1/AAAAAAAAQ[4/QQWr5BEpOeY/s1600/Estructura+de+la+piel

+5.jpg
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La epidermis, a su vez esta formada por varios estratos. De dentro hacia fuera
las capas que la componen son las siguientes: estrato basal o germinativo
(monocapa de células cubicas o cilindricas bajas en continua divisién), estrato
espinoso (formado por varias capas de células de morfologia poligonal), estrato
granuloso (compuesto de dos a cuatro capas de células mas aplanadas que
empiezan a queratinizar), estrato lucido (solo en las pieles mas gruesas, formado
por dos a tres capas de células) y estrato corneo (formado por células escamosas,
muertas, planas que se desprenden continuamente).

Ademas, la epidermis estd constituida por cuatro tipos de células, siendo el
gueratinocito su célula principal representando el 90% frente a los demas tipos,
los melanocitos (5%), las células de Langerhans (3-5%) y las células de Merkel
(<0,1%).

Los queratinocitos empiezan a dividirse y diferenciarse en el estrato basal y
van desplazandose hacia las capas mds externas. Este proceso tarda de 2 a 4
semanas [186]. Los queratinocitos pierden su nucleo en el estrato IlUcido y se
convierten en células muertas aplanadas y queratinizadas en el estrato cérneo.
Desde el punto de vista bioquimico, los queratinocitos sintetizan citoqueratinas
(CK) (principales componentes proteicos de los filamentos intermedios del
citoesqueleto intracelular de las células epiteliales, asi como de las uiias y el pelo)
y dependiendo del estrato donde se encuentre la célula sintetizan un tipo u otro;
en el estrato basal sintetizan CK5 y CK14, en el estrato espinoso CK1 y CK10, en la
capa granulosa CK9 y en la capa cornea CK6 y CK16. Los melanocitos se
encuentran principalmente en el estrato basal y son los que producen el pigmento
melanina, elemento importante para la coloracion de la piel y la proteccidn frente
a la radiacién ultravioleta. Las células de Langerhans se encuentran sobre todo en
el estrato espinoso, realizan la fagocitosis y desempefian un papel fundamental en
el sistema inmunitario, ya que pueden captar y presentar a los antigenos que
llegan a la epidermis. Las células de Merkel son las células neuroendocrinas de la
piel y se encuentran en el estrato basal.

Cuando se produce una lesion en la epidermis, los queratinocitos proliferan a
partir de los foliculos pilosos y las glandulas sudoriparas de la dermis y también, a
partir de los propios bordes de la herida. Este proceso continla hasta que se
alcanza la reepitelizacién completa. Por todo ello, las lesiones epidérmicas pueden
recuperarse al cicatrizar por regeneracién o sin cicatrizacion, convirtiendo asi a la
epidermis en una capa con una alta capacidad de regeneracion.
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El estrato basal es la conexion entre la epidermis y la dermis. Esta conexion
entre ambas capas se realiza a partir de interdigitaciones que se establecen a
través de prolongaciones epidérmicas llamadas crestas, alternadas con
proyecciones de la dermis hacia la epidermis denominadas papilas. Cabe
mencionar la importancia de las uniones que se establecen entre las células del
estrato basal (desmosomas) y entre las células basales y la lamina basal
(hemidesmosomas). Estas uniones permanecen estables y aseguran la unidn de la
dermis y la epidermis hasta que los queratinocitos migran a las capas superiores.
Las estructuras fundamentales que estabilizan la unién dermoepidérmica son las
fibrillas de anclaje de coldgeno VIl derivadas de los queratinocitos que se
extienden hacia la dermis [187]. Cuando se produce una lesién, estas fibrillas
pueden tardar semanas o incluso meses en formarse durante la cicatrizacion y por
ello, hasta que esto sucede se pueden producir roturas, ampollas e incluso
pérdida de la epidermis [188].

La dermis se encuentra entre la epidermis y el tejido subcutdaneo. Se
encuentra dividida en dos compartimentos, la dermis papilar mas superficial y la
dermis reticular mas profunda. Las fibras de colageno representan el elemento
mas importante de la estructura de la dermis y junto con las fibras de elastina,
aportan firmeza y elasticidad a la piel. La dermis contiene células destinadas a
desempenar las principales funciones de la piel; fibroblastos (células principales
de la dermis, que sintetizan las fibras de coldgeno y elastina), mastocitos
(mediadores de la inflamacion liberando histamina, heparina y serotonina) vy
macréfagos. Ademas de estos componentes, la dermis es rica en vasos
sanguineos (aportan nutrientes a las células de la dermis y epidermis, ademas de
mediar en las respuestas inflamatorias locales y sistémicas tras una lesion [189]) y
terminaciones nerviosas. También se localizan los foliculos pilosebaceos, basicos
en el proceso de epitelizacién tras una lesion ya que estan recubiertos de
queratinocitos de la epidermis. El componente no fibroso de la dermis se llama
sustancia fundamental o matriz extracelular y estda formada por
glucosaminoglucanos (como 4cido hialurénico y condroitin sulfato) vy
proteoglucanos, cuyas funciones son almacenar gran cantidad de agua (lo que
contribuye al balance homeostatico de agua y electrolitos) y regular las
comunicaciones intercelulares mediante la unién y liberacion de mediadores
inflamatorios [190].
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Cuando se produce una lesién, a diferencia de la epidermis, la dermis no

regenera, por ello la calidad de la cicatriz resultante tras una herida sera
directamente proporcional a la afectacidn de la dermis [191].

3.2.Clasificacion y fisiopatologia de las quemaduras

3.2.1. Clasificacidn de las quemaduras

Denominamos quemaduras a las lesiones producidas en los tejidos vivos por

agentes fisicos, quimicos y eventualmente biolégicos, los cuales provocan
alteraciones que varian desde el eritema hasta la destruccion de las estructuras
afectadas [191].

Dependiendo de la profundidad, extension y localizaciéon de las quemaduras

se podra diagnosticar una quemadura y por lo tanto realizar un prondstico de la

misma.
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Segun la profundidad de las heridas, las quemaduras se clasifican en (Figura
14):

De primer grado o eritema: afectan a la epidermis. Existe enrojecimiento
e hipersensibilidad. Es la tipica lesién por exposicidon solar. En tres o
cuatro dias, la epidermis muerta se desprende y es reemplazada por
gueratinocitos regenerados.

De segundo grado superficial: afecta a la epidermis y parte de la dermis.
Aparecen flictenas y edema. Epitelizan espontdaneamente antes de los
doce o catorce dias gracias a las células epiteliales de los anejos dérmicos.
De segundo grado profundas: la lesion llega hasta la dermis mas
profunda. El lecho es palido, rosaceo y seco debido a la mala perfusiéon
vascular. La regeneracién por epitelizacion espontanea serd mas lenta y
costosa, mas de veintiin dias. Son mas propicias a infecciones locales y
por ello se recomienda tratamiento quirdrgico de la zona afectada
mediante escision y trasplante de autoinjertos.

De tercer grado o espesor total: toda la dermis estd afectada e incluso
puede llegar al tejido subcutaneo y muscular. Se produce una destruccion
total de las terminaciones nerviosas y de los vasos sanguineos. No hay
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posibilidad de reepitelizacion desde el lecho de la herida y por ello es
totalmente inevitable la escisién e injerto de la zona afectada.

Primer Grado Segundo Grado Tercer Grado

E——

Epidermis Musculo Ampolla Terminaciones
capa subcutanea Dermis nerviosas

Figura 14. Tipos de quemaduras segun el grado de profundidad de la herida. Tomado de
http://primerosauxiliosenlaindustria.blogspot.com.es/p/quemaduras.html|

Segun la extensién de las heridas, las quemaduras se pueden valorar
utilizando distintas reglas. A continuacidn, se exponen dos (Figura 15):

e La regla de los 9 o de Wallace: la extensién de las areas quemadas se
expresa en porcentaje segun la superficie corporal total (SCT). La cabeza y
las extremidades superiores representan el 9% de la SCT; el térax, la
espalda y cada una de las extremidades inferiores el 18%; los genitales
suponen el 1%. Estos valores son algo diferentes para nifios.

e Laregla del 1: se usa en quemaduras no tan extensas y la valoracién se
realiza sabiendo que la palma de la mano representa un 1% del SCT. Esta
valoracion es valida para todas las edades.
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Figura 15. Cdlculo de la superficie corporal quemada. La regla de los 9 o de Wallace y la
Regla del 1 o Regla de la palma de la mano (recuadro interno). Tomado de
http://legal.legis.com.co/document?obra=legcol&document=legcol_07a069b3d7330112e
0530a0101510112

3.2.2. Fisiopatologia de las quemaduras

La quemadura es un traumatismo que produce una lesién y como tal
desencadena una serie de alteraciones a nivel local y otras a nivel sistémico. Las
alteraciones sistémicas ocurren cuando la superficie quemada supera el 25-30%
de la superficie total corporal. Estas alteraciones van desde una pérdida masiva de
liguidos hasta el incremento de mediadores de la inflamacidn y si no se restaura el
equilibrio a tiempo, se favorecen la hipoxia y el dafio celular, se produce una
disfuncion organica o multiorganica, se desencadena el fallo organico y
finalmente, la muerte. A continuacién, se expone la fisiopatologia de las
guemaduras a nivel local y sistémico.

Tras una quemadura, a nivel local se va a producir una zona de necrosis que
ird perdiendo severidad conforme se aleja del centro de la lesién. Se van a originar
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tres zonas concéntricas con fendémenos fisiopatoldgicos diferentes (Figura 16): (i)
el area central o de coagulacion, donde la necrosis celular es completa y
corresponde a la escara inicial de la quemadura; (ii) el area de estasis,
concéntrica al drea anterior y con un numero mayor de células viables. Se
producen alteraciones en la microcirculacién con fenédmenos de agregacién
plaquetaria, depdsitos de fibrina, microtrombos, etc. Con una adecuada actuacion
sobre la quemadura se evitara que esta zona evolucione a necrosis; (iii) el area de
hiperemia, el area mds periférica, muestra un dafio tisular minimo y casi siempre
reversible. Presenta fendmenos de vasodilatacion y un aumento del flujo
sanguineo debido a la accién de los mediadores locales de la inflamacion. En el
caso del gran quemado, para que la zona de estasis no derive a necrosis se incide
en la reposicidn hidroelectrolitica y en una correcta modulacién de la respuesta
inflamatoria y metabdlica [192].

Zona Zona Zona
de hiperemia  de necrosis de estasis

/\__/‘\___/—
_/\_/\__J_____

Figura 16. Areas de afectacioén cutdnea tras una quemadura. Descripcién de Jackson en
1953 vigente hoy en dia.

Ademads de ocasionar unos cambios a nivel local, cuando se produce una
lesién por quemadura se genera una respuesta inflamatoria e hipermetabdlica
generalizada, con cambios en la produccidon de mediadores quimicos (citoquinas,
interleuquinas, histamina, etc) y activacién de leucocitos [193]. Todo ello va a
producir una serie de alteraciones sistémicas que si no se restauran a tiempo
pueden llevar al paciente a un fallo multiorganico y a la muerte.

Se distinguen tres procesos en la fisiopatologia de la quemadura: (i) la fase de
shock post-quemadura. Se produce extravasacion de plasma en la propia
guemadura y en tejidos circundantes lo que llevard a una disminucion del gasto
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cardiaco, del volumen plasmatico, de la diuresis, del flujo periférico y de la
liberacién de oxigeno. La formacién del edema se va incrementando en las 12-24
horas alcanzando su nivel maximo a las 24-48 horas postquemadura; (ii)
respuesta inflamatoria. Tras la lesidn se desencadenan una serie de procesos que
pueden ser neutralizados por los propios mecanismos de protecciéon de la
inflamacién o desencadenar en un dafo tisular si el proceso inflamatorio no es
resuelto por los mismos procesos inflamatorios. Se produce un aumento en la
permeabilidad vascular, se activan y migran los leucocitos a través del torrente
sanguineo hasta llegar a la zona afectada, se desencadenan los procesos de
fagocitosis y se produce la liberacion de metabolitos. La misma lesién produce
una liberacion aguda de citoquinas que favorecen la inflamacidn, entre ellas se
encuentran el factor a de necrosis tumoral (TNF-a abreviatura del inglés tumor
necrosis factor) y las interleuquinas 1y 6 (IL-1 y IL-6). El drea afectada es ocupada
por monocitos y neutréfilos polimorfonucleares atraidos por las citoquinas. Al
mismo tiempo, éstos migraran del espacio intravascular y segregardn enzimas
proteoliticos y radicales libres de O, que actuaran en el espacio intersticial
fagocitando bacterias y tejido necrético. De esta manera se iniciara el proceso de
regeneracién. Sin embargo, si se trata de un traumatismo o quemadura severa, la
liberacion de citoquinas sera mayor y desencadenara un sindrome inflamatorio
sistémico (SIRS). El organismo, para protegerse de esta excesiva respuesta
inflamatoria, desencadenard una respuesta antiinflamatoria mediante la
liberacion de interleuquinas como la IL-10 y el TGF-B. No hay que obviar que este
estado puede llevar al paciente a una situacion de inmunosupresién dejandolo
expuesto a infecciones oportunistas y finalmente a la sepsis; (iii) respuesta
hipermetabdlica. Esta fase es mas acusada en quemaduras severas y en pacientes
con un SCT mayor del 40%. Se caracteriza porque acarrea una pérdida de
proteinas corporales y una bajada en las defensas inmunitarias, lo que supone un
descenso en la capacidad de la curacion de las heridas. Esta fase durard mas de
nueve meses y su intensidad dependerd de la extensién de la quemadura, del
peso del paciente en el momento del ingreso y del tiempo transcurrido entre la
guemadura y su escision [194].
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3.3.Tratamiento de las quemaduras

Durante afios se trataron las quemaduras mediante lavados diarios y se
dejaba que las heridas cicatrizaran por ellas mismas. Dependiendo de Ia
profundidad y de la extensidn de la lesidn, las heridas tardaban en cicatrizar entre
2 y 6 semanas; esto hacia que se desencadenara una prolongada e intensa
respuesta inflamatoria y en el mejor de los casos la cicatriz terminaba contraida e
hipertrdéfica y en el peor, ocasionaba la muerte del paciente [195, 196].

Gracias a los avances en la reanimacién y estabilizacion de los pacientes
guemados, se ha conseguido aumentar la supervivencia de los mismos. Esto ha
supuesto contar con un margen de tiempo que antes no se tenia y ha permitido
tratar a estos pacientes de manera mas personalizada y especializada. En este
tiempo, el mayor avance ha sido la escision quirdrgica de la quemadura de
manera precoz con el consiguiente cierre de la misma de manera personalizada.
Dada la supervivencia de estos pacientes, el reto en el siglo XXI es elegir no solo el
tratamiento adecuado de las quemaduras para conseguir una buena evolucion del
paciente sino también una buena calidad de las cicatrices.

3.3.1. La problematica del gran quemado

El principal objetivo en el tratamiento de las heridas por quemadura es el
cierre de las mismas con la epidermis del propio paciente. Muchas veces esto se
consigue de manera espontanea pero cuando la quemadura es de tercer grado, se
requiere de una intervencién lo mas rapida posible. En estos casos, se escinde el
tejido quemado y se cubre la herida con un injerto autdlogo.

El problema viene cuando, ademas de tratarse de quemaduras de tercer
grado el porcentaje de SCT quemada supera el 30%; se trata de pacientes con
guemaduras profundas y masivas. Se crea la dificil situacidn en la que hay mucha
area de superficie corporal quemada y poca drea donante para cubrirla. Solo la
piel del propio paciente cumple realmente la funcién y por lo que hemos
explicado, en ocasiones ésta es escasa. En la actualidad no existe un sustituto
permanente de la piel realmente eficaz por si mismo. Por ello, es habitual que
ante un paciente de este tipo, se recura a la combinacidon de varios sustitutos
cutaneos tanto temporales como permanentes.
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3.3.2. Tipos de sustitutos cutaneos: temporales y definitivos

Se considera apdsito o sustituto cutdneo a todo material que se coloca en una
herida o lesion, fijado con sutura, grapas o material autoadhesivo y que tiene
propiedades funcionales y fisicas parecidas a la piel [197].

En la actualidad se dispone de materiales alternativos para el cierre de las
heridas por quemaduras y los hay tanto temporales como permanentes. Cabe
mencionar otras clasificaciones de sustitutos de la piel. Segin su composicion,
pueden ser epidérmicos, dérmicos o compuestos; segin su procedencia pueden
ser bioldgicos (xenoinjertos, homoinjertos o autélogos) o sintéticos (fabricados en
laboratorios o de naturaleza industrial).

Los sustitutos temporales de la piel, ya bien sea por su composicion (seran
degradados por el huésped) o por su origen (no son autdlogos y seran rechazados
por el sistema inmunoldgico del propio paciente) no suponen una cobertura
definitiva de la piel. No obstante, son clinicamente muy Uutiles ya que
proporcionan un cierre fisiolégico de las heridas evitando la deshidratacion o
ejerciendo de barrera contra infecciones. Actlan de vendajes de las zonas
donantes para disminuir el dolor, ayudan en la epitelizacién o proporcionan un
cierre temporal de las zonas de herida hasta que sea posible realizar un injerto del
propio paciente (autoinjerto).

A continuacion, se describen algunos apdsitos temporales utilizados en la
clinica hoy en dia. En este grupo encontramos sustitutos de tipo biolégico, como
la membrana amnidtica que se obtienen en la sala de partos, los xenoinjertos
porcinos o los homoinjertos o aloinjertos cutaneos. Estos ultimos proceden de piel
de cadaver y son también usados como cobertura temporal de la piel. Aunque es
rechazada por el huésped varias semanas después (entre 3 y 4), este tiempo
permite realizar una evaluacion del lecho y planificar la puesta de injerto del
propio paciente. También hay una gran variedad de sustitutos temporales de
naturaleza sintética o biosintéticos. Es el caso de la membrana de Biobrane®,
sustituto de piel biosintético que estd compuesto por una capa de silicona para
evitar la evaporacion y otra capa en contacto con el lecho de la herida formada
por nailon y colageno porcino. Supratel®, cobertura bioldgica compuesta por un
polimero reabsorbible de poli-DL-lactico, es un sustituto epitelial que aumenta la
matriz extracelular y favorece la reepitelizacion a través de la formacién de la
capa basal.
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Los sustitutos permanentes de la piel son los que aportan una cobertura
definitiva. En la actualidad, solo el injerto del propio paciente tiene esa cualidad,
pero debido a la escasa darea donante en pacientes con quemaduras masivas se
hace necesario idear nuevas formas de coberturas definitivas. Por ello, es
imprescindible la elaboracién de un sustituto cutdneo que cumpla los siguientes
requisitos: prevenir la pérdida de fluidos, que ejerza de barrera frente a las
bacterias, que sea barato, que sea util un tiempo prolongado, que sea flexible,
gue se adapte a la morfologia irregular de la herida, que no se vuelva hipertrofico,
gue no trasmita enfermedades viricas o desarrolle una respuesta inmunoldgica y
gue sea de facil aplicacion [198].

En la actualidad existen sustitutos de la piel que, aunque no son perfectos,
son muy valiosos en las circunstancias clinicas descritas. Se exponen a
continuacién.

Existen hoy en dia varios productos de elaboracién industrial que regeneran la
dermis. Entre los mas conocidos estan Integra® o Matriderm®, ambas estan
indicadas cuando hay una pérdida total de la dermis [199]. Integra® es un
sustituto bilaminar formado por un andlogo dérmico (coldgeno bovino y
gluocosaaminoglicanos) y una capa de silicona que hace de epidermis [200]. La
matriz de colageno es invadida por fibroblastos y otras células durante el proceso
de epitelizacién al mismo tiempo que se va degradando. La capa de silicona se
desecha cuando se ha producido la vascularizacidn de la capa interna y se procede
a la cobertura con un injerto de piel de espesor fino. La ventaja de esta cobertura
es que se consigue una buena calidad cicatricial, ya que la reestructuracién de la
dermis es casi completa y ofrece la posibilidad de cubrir la herida con finas capas
de epidermis, permitiendo que las zonas dadoras regeneren rdpidamente y
puedan ser usadas repetidas veces [201]. Matriderm® es otro sustituto
permanente hecho con una monocapa de colageno bovino y elastina. Funciona de
manera similar a Integra® en cuanto a la manera de regenerar la dermis. Sin
embargo, este apodsito es mas delgado (solo 1mm frente a los 2mm de Integra®) y
esto permite que con un solo acto quirdrgico se coloque el regenerador dérmico
(Matriderm®) y a continuacién el autoinjerto muy fino. Dependiendo de la
localizacién de la herida y la necesidad de una dermis mas gruesa se elegird uno u
otro sustituto.

Por ultimo, como sustitutos cutdneos permanentes, estda el cultivo de
queratinocitos autdlogos. Existen de dos tipos, los formados Unicamente por
capas de queratinocitos (epidermis) y los compuestos por dos capas, una capa de
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queratinocitos (epidermis) sobre una matriz de fibrina con fibroblastos en su
interior que hace la funcion de la dermis. El primer tipo se coloca sobre la dermis
del propio paciente o sobre algun tipo de sustituto de la dermis. El segundo tipo
se coloca directamente sobre el lecho de la herida y se le denomina equivalente
dérmico (ED). Estos sustitutos permanentes de piel se han podido desarrollar
gracias a los avances en el cultivo de células epiteliales a partir de biopsias del
propio paciente [202]. Tienen varios inconvenientes: el tiempo de cultivo de las
células (aproximadamente 21 dias), su alto coste, la fragilidad de las capas creadas
de células, el bajo porcentaje de prendimiento y el dificil anclaje al lecho de la
herida. No obstante, sigue siendo una buena opcién cuando se trata de pacientes
con guemaduras extensas y que no poseen areas donantes. Actualmente, se
investiga en mejorar estos sustitutos para obtener mejores resultados en cuanto a
calidad y prendimiento de la piel.
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Los tratamientos actuales para el tratamiento del infarto agudo de miocardio
(IAM) siguen siendo hoy en dia limitados. En los Ultimos afios se han desarrollado
nuevas técnicas que van encaminadas en la combinacién de dos areas de estudio,
la ingenieria de tejidos y la terapia celular, la denominada bioingenieria
cardioregenerativa. En este trabajo, hemos querido solventar los problemas que
ocurren tras un IAM mediante dos objetivos terapéuticos: proporcionar un
soporte a través de un biomaterial, para evitar o disminuir el remodelado
ventricular que acaba conduciendo a insuficiencia cardiaca, y servir de soporte
para el cultivo de células, actuando como vehiculo para facilitar el transporte
celular hasta la regidon dafada del miocardio. Para ello, proponemos la utilizacion
de un BM que sea biocompatible y pueda ser implantado en el corazén de manera
gue proporcione un contacto adecuado biomaterial-corazon.

Por otro lado, en este trabajo se trata el problema de los pacientes que tienen
un porcentaje de SCT quemada superior al 30%, lo que se traduce en mucha
superficie corporal por cubrir y disposicion de pocas dreas donantes. Aunque
existen en el mercado muchos sustitutos cutdneos, ninguno cumple
completamente las propiedades funcionales y fisicas tan bien como la piel del
propio paciente. Una de las alternativas para la cobertura de la regién quemada,
es la utilizacion de los cultivos de queratinocitos y fibroblastos del propio paciente
en una estructura llamada equivalente dérmico (ED). Tiene la ventaja de ser un
sustituto cutdneo autélogo permanente pero la calidad del injerto resultante y el
porcentaje de prendimiento siguen siendo hoy en dia muy bajos. En este estudio
se ha querido mejorar el ED poniendo en su base un biomaterial resistente,
biocompatible y con propiedades angiogénicas, con la finalidad de que aumente la
manejabilidad del ED preservando su estructura, que aumente la supervivencia
del injerto una vez depositado en el lecho y que se obtenga una mejor calidad de
la piel nueva generada.

Los objetivos del presente trabajo han sido los siguientes:

1- Caracterizar distintos tipos de biomateriales y seleccionarlos segin su
comportamiento bioldgico, hidrofilico y mecanico.

2- Determinar la biocompatibilidad y degradabilidad de los biomateriales in
vivo en un entorno cardiaco y dérmico.

3- Evaluar varios tipos de biomateriales como parches biocompatibles en un
modelo de infarto agudo de miocardio en rata. El estudio se centrara en:
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a. Desarrollar un modelo de infarto agudo de miocardio en rata que
permita evaluar el efecto de la aplicacién de biomateriales como
alternativa terapéutica.

b. Seleccionar biomateriales:

i. Con propiedades angiogénicas y anti-inflamatorias.
ii. Capaces de albergar y cultivar células para que sirvan
como vehiculo conductor hasta la zona de lesion.
iii. Capaces de adaptarse a la anatomia del érgano.
iv. Capaces de disminuir el remodelado ventricular.

4- Evaluar varios tipos de biomateriales como soporte de un equivalente
dérmico en un modelo de xenotrasplante de piel en ratones
inmunodeprimidos. El estudio se centrara en:

a. Desarrollar un modelo de xenotrasplante de piel en ratén
inmunodeprimido que permita evaluar el efecto de la aplicacién
de biomateriales en los injertos de piel.

b. Mejorar el equivalente dérmico con la adicién de un biomaterial.
Se pretende con ello aumentar:

i. Lacalidad del injerto.

ii. El porcentaje de prendimiento del injerto.
iii. La manejabilidad del equivalente dérmico.
iv. La superficie de contacto.

c. Seleccionar biomateriales:

i. Con propiedades angiogénicas y anti-inflamatorias.
ii. Que potencien el crecimiento de células dérmicas.
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1. Biomateriales

Se analizaron 6 tipos de biomateriales (BM) que fueron preparados vy
proporcionados por el Instituto Tecnoldgico Textil AITEX, en forma de velos
utilizando el método de la electrohilatura [18]. Los polimeros de base fueron poli
(e-caprolactona) (PCL), acido poli-lactico (PLA), poli (3-hidroxibutirato) (PHB),
acido polilactico-co-glicélico (PLGA), poliamida (PA) y fibroina de seda (SEDA). Los
velos electrohilados, aunque de composicién diferente, presentaban un aspecto
similar. Son velos continuos que pueden ser cortados y manipulados con facilidad
(Figura 17).

Figura 17. Imagen representativa del aspecto macroscopico de los biomateriales
utilizados.

Como materiales control de no tejido se utilizaron una membrana de
coldgeno (COL) preparada por la empresa VISCOFAN, S.A. y una matriz de
colageno vy elastina llamada Matriderm® (MD) y fabricada por MedSkinSolutions
Dr. Suwelack y comercializada por MBA S.L.

La membrana de coldgeno se utilizé como material control para los estudios
cardiacos. Estd compuesta por colageno de tipo | (20 g/m?) no reticulado. Se
prepard a partir de piel bovina y presentaba un grosor de 20 um. Este biomaterial
es biocompatible, favorece el crecimiento celular y ha sido validado en terapias
regenerativas cardiacas [203].

Matriderm® es una matriz de estructura tridimensional de colageno tipo |, lll y
V (tipo bovino) y de elastina con un espesor de 1 mm. En la actualidad se usa para
la reconstruccién de piel en pacientes con una extensa superficie del cuerpo
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guemada [199]. Debido a esta aplicacion, la matriz de Matriderm se utilizé como
control para el estudio de biomateriales de nueva sintesis en piel.

A continuacién, se muestran las condiciones para la fabricacién de todos los
BM utilizados en este estudio (Tabla 3).

Distancia Didmeto
" Concentracion Proporcion | Aditivos entre ” Voltaje
Polimero Solvente de aguja
(w/t) solvente (w/t) electrodos (kV)
(mm)
(cm)
PHB 7% CHCl; - NaCl 0,2% 11 0,6 81
BEL: 10% DMF/CHCl; 1:8 - 13 0,6 14
PLA 10% THF/DMSO 8:2 - 11 0,6 9
SEDA 10% HFIP - - 10 0,6 11
HCOOH/
0, 5 =
PA 12% CH,COOH 1:2 13 0,6 14
PLGA 30% DMF/CHCl; 72 - 20,2 0,6 7,95

Tabla 3: Condiciones del electrohilado para la fabricacion de los diferentes
biomateriales. PHB: poli (3-hydroxibutirato); PCL: poli (e-caprolactona); PLA: dcido poli-
ldctico; PA: poliamida; PLGA: dcido polildctico-co-glicdlico; HFIP: hexafluoroisopropanol;
DMF: dimetilformamida; THF: tetrahydrofurano; w/t: peso/total, kV: kilovoltio.

Como figura complementaria, se expone en el Anexo 1 la caracterizacion de
los BM en funcién de su diametro de fibra.

1.1.Método de la electrohilatura

Los BM fabricados con este método, se obtienen a partir de una disolucion de
polimero biocompatible a la que se le aplica una elevada diferencia de potencial.
El campo electroestatico formado entre dos electrodos, uno en contacto con el
polimero y el otro a una cierta distancia (entre 10 y 15 cm), permite que el
polimero cargado eléctricamente venza la tension superficial y forme finos
chorros de disolucion que se ven arrastrados por el campo electroestatico
formado, hasta el electrodo opuesto. Durante este recorrido, el chorro sufre un
estirado y latigueo que hace que disminuya su tamafio hasta formar fibras con un
didmetro por lo general en la escala nonométrica (Figura 18A).
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Estas fibras se depositan formando una estructura tridimensional muy porosa
de fibras entrecruzadas y en estado sdlido. Este velo de nanofibras se colecta
sobre un soporte no textil que permitird la manipulacién de las nanofibras.

En funcidon del voltaje aplicado, de la distancia entre electrodos y de la
velocidad de recoleccién de las nanofibras formadas, se pueden obtener velos de
nanofibras con unas propiedades concretas, como alta porosidad, pequefio
tamanio de poros y elevada superficie especifica.

A

FORMACION DE

NANOFIBRAS
DISOLUCION

POLIMERICA

DISPOSITIVO
JERINGA
ALTO VOLTAJE

Figura 18. Método de la electrohilatura. A. Esquema de obtencion de nanofibras
mediante un montaje cldsico de aguja conectada a un campo electrostdtico. B. Equipo de
aguja para la puesta a punto con pequefia cantidad.

La obtencidn de de BM mediante este método se puede llevar a cabo con dos
equipos distintos. El primer equipo es el de electrohilatura de aguja, util para
pruebas preliminares en el laboratorio, ya que es rapido y sencillo de utilizar en la
optimizacion y puesta a punto de las disoluciones (Figura 18B). Ademas, la menor
cantidad necesaria de disolucidon permite ahorrar recursos materiales, tales como
los polimeros utilizados, los disolventes u otras sustancias aditivas. El otro equipo,
mas sofisticado, es el Equipo NanospiderTM equipment NS LAB (Figura 19).
También genera un campo electrostatico entre dos electrodos, pero en este caso
la disolucidon se encuentra en la superficie de un cilindro metdlico. Asi se forman
multiples chorros de disolucidn que se convierten en nanofibras. Mediante este
método es posible obtener una productividad mucho mas elevada y la formacién
en continuo de un velo de nanofibras.
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GERE®sP!der

Figura 19. Equipo de electrohilatura NS LAB de produccion semi-industrial sobre
anchos de 400 mm. A. Imagen exterior del equipo. B. Detalle del cilindro metdlico en
el interior del equipo.

1.2.Tratamientos posteriores a la obtencién del biomaterial

Lavado del biomaterial

Los dispositivos de nanofibras obtenidos se sumergen en agua destilada
renovada periddicamente durante 24-48 horas para eliminar cualquier resto de
disolvente. A continuacidon, se secan durante 24-48 horas en una atmosfera
controlada.

Tratamiento de modificacion de la superficie de las nanofibras mediante
plasma a baja presién de N,.

Con este tratamiento se consigue activar la superficie del biomaterial y
promueve la hidrofilia y el anclaje de diferentes especies reactivas.
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2. Lineas celulares

Para el estudio del comportamiento de los BM a nivel celular se utilizaron
varias lineas celulares que fueron obtenidas de cultivos primarios realizados en el
propio laboratorio o de lineas inmortalizadas.

2.1. Células mesenquimales de pulpa dentaria humana

Las células madre mesenquimales (MSC, mesenchymal stem cells) fueron
descubiertas por Friedenstein y colaboradores por su capacidad de adherirse a
sustratos sélidos y por su rapida division [204]. Constituyen una poblacion muy
heterogénea descrita en primer lugar en la médula ésea [205] y posteriormente
en otros tejidos como la pulpa dentaria [206].

Las MSC de pulpa dentaria se aislaron a partir de terceros molares de
pacientes de 18 a 20 afios que fueron extraidos por razones odontoldgicas. Se
marcaron con la proteina verde fluoerescente o GFP (del inglés Green Fluorescent
Protein). Estos procedimientos se realizaron en el seno del grupo de investigacion
con anterioridad a mi llegada.

Se utilizaron las MSC de pulpa dentaria por su potencial terapeutico probrado
[207] y por su facilidad de expansién en medios de cultivos sencillos.

Se crecieron en medio de cultivo compuesto por DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) bajo en glucosa (Sigma-Aldrich) suplementado con 10 % FBS (Fetal
Bovine Serum) (Gibco-Invitrogen), 2 % L- glutamina (1:100, Sigma-Aldrich) y 1%
P/E (Penicilina/Estreptomicina) (Sigma-Aldrich).

2.2.Linea celular HL-1

Las células HL-1 son una linea de cardiomiocitos adultos de raton
inmortalizada. Claycomb y colaboradores establecieron y patentaron dicha linea a
partir de células AT-1, un linaje tumoral de cardiomiocitos atriales de ratén [208].

Gracias a su estabilidad como linea celular, su similitud fenotipica en los
cardiomiocitos humanos y su facilidad en el cultivo, estas células constituyen un
modelo ideal para las investigaciones in vitro en el ambito cardiovascular. En este
estudio, se empled la linea celular inmortalizada HL-1 como modelo celular
cardiaco para sembrar en los BM.
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Se crecieron en medio de cultivo Claycomb (Sigma-Aldrich) suplementado con
10 % de FBS (Gibco-Invitrogen), 2 % de L- glutamina (1:100, Sigma-Aldrich) y 1 %
de P/E (Sigma-Aldrich).

2.3.Células 3T3-Swiss

Las células 3T3-Swiss proceden de la Coleccion Europea de Cultivos Celulares
(ECACC, www.ecacc.org.uk, nimero de catdlogo 85022108). Corresponden a una
linea celular de fibroblastos de raton Swiss albino.

Las células 3T3-Swiss son necesarias para el cultivo y la expansién de los
queratinocitos in vitro ya que actian como cultivo nutricio.

Las células se crecieron en medio de cultivo compuesto por DMEM alto en
glucosa (Sigma-Aldrich) suplementado con 10 % de FBS (Gibco-Invitrogen), 2 % de
L- glutamina (1:100, Sigma-Aldrich) y 1 % de P/E (Sigma-Aldrich).

2.4.Fibroblastos y queratinocitos dérmicos humanos

Los fibroblastos y queratinocitos dérmicos humanos fueron aislados vy
cultivados en nuestro laboratorio a partir de piel desechada de pacientes sanos
sometidos a una cirugia de abdominoplastia. El procedimiento se explica en el
apartado 3.1 de Material y Métodos. Las cirugias se realizaron en el Area de
Cirugia Plastica del Hospital La Fe de Valencia y las donaciones se realizaron bajo
consentimiento informado del paciente (Anexo 2).

Los fibroblastos y queratinocitos obtenidos fueron utilizados para los estudios
in vitro y para la sintesis del equivalente dérmico.

Los fibroblastos se cultivaron utilizando la misma composicién de medio de
cultivo que las células 3T3. Los queratinocitos humanos se cultivaron en medio de
cultivo compuesto por DMEM alto en glucosa (Sigma-Aldrich) y F-12:HAM'S
(Sigma-Aldrich) en una proporcién 3:1. El medio ademas es suplementado con 10
% de FBS (Gibco-Invitrogen), 24 pug/ml de adenina (Sigma-Aldrich), 0,4 pg/ml de
hidrocortisona (Sigma-Aldrich), 1,3 ng/ml de triyodotironina (Sigma-Aldrich), 8
ng/ml de toxina colérica (Sigma-Aldrich), 1:100 ITS (Insulina Transferrina Selenio)
(BD Biosciencie), 50 pg/ml de gentamicina (Gibco-Invitrogen) y 2,5 pg/ml de
fungizona (Sigma-Aldrich). Tres dias después de realizar un pase celular, al medio
de cultivo se le adiciona 10 ng/ml de factor de crecimiento epidermal (Sigma-
Aldrich).
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2.5.Leucocitos

Los leucocitos fueron aislados de sangre total de donantes sanos de muestras
procedentes del Centro de Transfusién Sanguinea de la Comunidad Valenciana
bajo consentimiento informado. Se aislaron utilizando la técnica de separacién de
células por gradiente de densidad descrita en el apartado 3.3 de Material y
Métodos.

Se emplearon para conocer la respuesta inflamatoria de los biomateriales a
nivel celular in vitro.

Se crecieron en medio RPMI (del inglés, Roswell Park Memorial Institute)
(Gibco-Invitrogen) suplementado con 10 % de FBS (Gibco-Invitrogen) y 1 % de P/E
(Sigma-Aldrich).

2.6.Células endoteliales del cordén umbilical humano

Las células endoteliales del cordén umbilical humano (HUVEC) consisten en
una linea celular primaria compuesta de células endoteliales procedentes de la
vena del cordén umbilical humano. Secretan una gran diversidad de moléculas
vasoactivas, citoquinas, factores de crecimiento, agregacion plaquetaria,
fibrinolisis y de coagulacién [209].

Se utilizan ampliamente en investigaciones fisioldgicas y farmacoldgicas
cardiovasculares por su papel en el transporte de macromoléculas, coagulacién y
presion sanguinea, angiogénesis y fibrinolisis [210].

Las HUVEC se obtuvieron de viales comerciales (Cascade Biologics) y se
crecieron en medio de cultivo EBM2 (Clonetics) con los siguientes suplementos ya
preparados en un kit: hidrocortisona, gentamicina, anfotericina B, FBS, VEGF,
factor de crecimiento epidérmico humano (hEGF), factor de crecimiento insulinico
(R3-IGF-1), 4cido ascorbico y heparina.

2.7.Fibroblastos cardiacos de rata

Los fibroblastos cardiacos fueron aislados de corazones de ratas wistar. Este
procedimiento se realizd en el seno del grupo de investigacion con anterioridad a
mi llegada.

Los fibroblastos cardiacos fueron utilizados para los estudios de proliferacion
celular en los BM destinados a ser usados en un entorno cardiaco.
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Las células se crecieron en medio de cultivo compuesto por DMEM alto en
glucosa (Sigma-Aldrich) suplementado con 10 % de FBS (Gibco-Invitrogen), 2 % de
L- glutamina (1:100, Sigma-Aldrich) y 1 % de P/E (Sigma-Aldrich).

3. Técnicas ex vivo
3.1.Aislamiento, cultivo y expansion de fibroblastos y queratinocitos
dérmicos humanos.
3.1.1. Parada del ciclo celular de células 3T3-Swiss mediante
tratamiento con mitomicina C para su uso como capa nutricia

La expansién de los queratinocitos in vitro a partir de una biopsia de piel
requiere de una capa celular nutricia de células 3T3-Swiss en las que se ha
detenido previamente el ciclo celular mediante un tratamiento con mitomicina C
[211] (Sigma-Aldrich).

Para el tratamiento con mitomicina C se preparé una solucion stock de 1
mg/ml a partir del producto inicial, y de esta solucién stock se trabajé a una
concentracion de 10 pg/ml, diluyéndola en medio de cultivo con suero.

El tratamiento se puede realizar con las células 3T3 en suspension o estando
éstas adheridas a las placas de cultivo. La eleccidon de una u otra forma estara
sujeta a las necesidades del cultivo de queratinocitos. Cuando se prevea un pase
celular de queratinocitos se tendran 3T3 previamente mitomizadas en adherencia.
Sin embargo, si los queratinocitos que estan en cultivo requieren de la adicién de
nuevas células 3T3 mitomizadas, entonces se afiadirdn a la placa de cultivo 3T3
mitomizadas en suspension.

Tratamiento de células 3T3 en condiciones de adherencia: las células 3T3 se
sembraron a una densidad de 96.000 células/cm?. Se incubaron con la solucién de
mitomicina a 37 °C en el incubador durante 2-3 horas y en oscuridad, ya que la

mitomicina C es fotosensible. Tras este periodo, se retird la solucién de
mitomicina y se lavaron las células 3 veces con Tampdn fosfato salino (PBS,
Phosphate Buffered Saline) y se afiadié el medio de cultivo correspondiente. Las
células adheridas a la placa de cultivo estdn asi listas para su utilizacion como capa
nutricia para queratinocitos, debiendo ser usadas como maximo 48 horas tras el
tratamiento.
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Tratamiento de células 3T3 en suspensidn: se obtuvo una suspension de 1x10° de
células 3T3 por ml de solucidon de mitomicina. Se dejaron las células en agitaciéon
suave a 37°C y en oscuridad durante 2-3 horas. Después de este tiempo se
centrifugaron las células durante 5 minutos a 400 g a temperatura ambiente (TA),
se lavo el pellet con PBS 3 veces y se resuspendieron en el medio apropiado. Las
células tratadas en suspensién pueden ser utilizadas en el momento o
mantenerse en el frigorifico a 4 °C hasta su utilizacion como capa nutricia. De esta
manera son viables durante 48 horas tras su preparacién y tratamiento.

3.1.2. Aislamiento y expansion de fibroblastos y queratinocitos
humanos a partir de biopsia de piel

Aislamiento y expansidn de gueratinocitos

Inmediatamente después de obtener la muestra quirdrgicamente (de un
tamafio aproximado de 2 cm?), se introdujo en un recipiente con una solucién de
DMEM alto en glucosa con 2% de P/E y se conservd a 4°C hasta su
procesamiento. A partir de este momento todas las manipulaciones de la muestra
en abierto se realizaron en condiciones de esterilidad y con material estéril.

Tras esterilizar el exterior del recipiente con etanol al 70 % se introdujo en el
interior de la campana de cultivos y a continuacion se extrajo la biopsia de piel
qgue se colocé en una placa Petri. La muestra se troced con unas tijeras y se
decantaron los fragmentos a un frasco con 25-30 ml de Tripsina/EDTA (T/E _del
inglés ethylenediaminetetraacetic acid) (Gibco-Invitrogen) al 0,05 % donde se
incubd a 37 °C bajo agitacién orbital durante 45 minutos (primer lavado). Después
de este tiempo se sacd el frasco del agitador orbital y se pasd la suspension
celular a un tubo de 50 ml. Se neutralizé la T/E con igual cantidad de medio de
cultivo y se centrifugd durante 10 minutos a 400 g. Se realizd un contaje de
células. Al frasco con los fragmentos de piel sobrantes se le afiadié T/E nueva y se
incubd nuevamente unos 30 minutos a 37 °C en agitacion (segundo lavado). Este
procedimiento de incubaciones en T/E se repitidé en lavados subsiguientes hasta
qgue no se obtuvieron mas células de la biopsia.

A continuacion, para el cultivo primario de queratinocitos, se mezclaron las
células resultantes de todas las incubaciones con T/E y se sembré a razén de unas
24.000-30.000 células/cm? en presencia de 96.000 células 3T3 tratadas por cm?.
Las células se incubaron a 37 °C, con 5% de CO,y saturacién de humedad. Cuando
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la placa alcanzdé la confluencia, (aproximadamente a los 13 dias) se procedidé a
realizar un pase celular (apartado 1.2 de Material y Métodos). La muestra se
sembrd en un/os frasco/s nuevo/s a una concentraciéon de entre 14.000-23.000
células/cm?, en presencia de 75.000 células 3T3 tratadas por cm?. Esto constituyd
el pase 1. [202, 212].

Aislamiento y expansion de fibroblastos

Los restos de biopsia que quedaron de las incubaciones con tripsina se
introdujeron en 25-50 ml de una solucién estéril de colagenasa | (Gibco-
Invitrogen) al 0,3% en HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) (Gibco-Invitrogen) y se
dejaron en un agitador orbital a 37°C hasta la completa disolucién de los
fragmentos (alrededor de 3-9 horas). Tras la incubacién, la suspensiéon celular en
colagenasa se filtré utilizando un filtro de 70 um, se neutralizé con igual cantidad
de medio de fibroblastos y se centrifugd a 400 g. De la suspensién celular
resultante se obtuvieron lo fibroblastos dérmicos y se sembraron a razéon de
10.000-12.000 células/cm’.

3.2.0btencidén de un equivalente dérmico con un biomaterial en su base

El equivalente dérmico (ED) es una estructura tridimensional, compuesta por
fibroblastos y queratinocitos cultivados in vitro, que intenta imitar a las capas
originales que componen la piel, la dermis y epidermis.

Para la preparacion del equivalente dérmico se resuspendieron
6-7x10" céls/cm” de fibroblastos humanos en una matriz de fibrina formada por
10 ml de plasma sanguineo humano (del Centro de Transfusién de la C.
Valenciana), 10 mg de amchafibrina, 2 ml de cloruro de calcio (Panreac) al 2% y
23 ml de suero salino (Gibco-Invitrogen). Esta solucién se dejé gelificar sobre el
biomaterial a 37°C durante 30 minutos en placa. Tras este tiempo se
resuspendieron 12x10* queratinocitos/cm” en medio de cultivo de queratinocitos
y se afadieron encima de la matriz de fibrina con los fibroblastos integrados. El
medio de cultivo se cambié cada dos dias y a los 10-12 dias la placa alcanzé la
confluencia tanto de fibroblastos como de queratinocitos [213].
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3.3.Aislamiento de leucocitos a partir de sangre total

Para obtener leucocitos a partir de sangre total se empled la técnica de Ficoll
Hypaque que es una técnica de centrifugacién por gradiente de densidad que
facilita la separacion de células mononucleadas (como los leucocitos) de otras
células de la sangre.

Para ello, primero se realizé una deplecién de hematies de la muestra
mediante un lavado con medio HES en una proporcién de 1 volumen de HES por
cada 3 volumenes de sangre. Tras una centrifugacién a 400 g durante 10 min a
25 °C sin freno, los hematies quedaron en la parte inferior pudiendo recoger el
sobrenadante libre ya de hematies. El sobrenadante se depositdé en una botella
estéril y se afiadieron 3 volimenes de PBS - EDTA 2 mM (Gibco-Invitrogen) por
cada volumen de muestra y se mezcld bien.

Posteriormente se realizé la separacidn celular mediante centrifugacidén en
gradiente de densidad con Ficoll-PlagueTM PLUS (GE Healthcare Espafa S.A.). Se
afadieron 15 ml de Ficoll-PlaqueTM PLUS a un tubo de 50 ml y a continuacidn se
afiadieron 35 ml de muestra, cuidadosamente para no distorsionar el gradiente.
La solucién bifasica se centrifugd a 450 g durante 35 min sin freno a 20 °C. Tras
ello, se recogioé la fase intermedia (fraccidn mononucleada) con ayuda de una
pipeta pasteur de punta fina y se colocd en tubos de 50 ml, donde se procedio a
su lavado con 30 ml de PBS — EDTA. Se centrifugd a 300 g durante 10 min a 20 °C,
se elimind el sobrenadante por decantacién y el sedimento celular se resuspendid
en 10ml PBS-EDTA. Se procedid al recuento celular con ayuda de un
hemocitémetro (Modelo MICROS60 de Horiba ABX Diagnostics, Francia).

4. Técnicas in vitro
4.1.Cultivos celulares

Los procedimientos con células se llevaron a cabo en condiciones de
esterilidad en una cabina de seguridad bioldgica de flujo laminar clase II.

Todas las lineas celulares se mantuvieron a 37 °Cy 5 % de CO, en incubadores
HEPA CLASS 100 (Thermo Electron Corporation, Estados Unidos).
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4.1.1. Descongelacion de células

Las células que estaban almacenadas en criotubos y conservadas a -195,8 °C
en tanques de N, liquido se descongelaron de la siguiente manera: primero el vial
se sumergié en un bafio termostatico a 37°C para su descongelacién y
rapidamente la suspension celular se transfiriéd a un tubo con 10 ml de medio de
cultivo atemperado a esa misma temperatura y se centrifugd a 400 g durante
7 min. A continuacién, se elimind el sobrenadante y el sedimento celular se
resuspendid en nuevo medio de cultivo atemperado y se sembré en un frasco de
75 cm?® (SARSTEDT, Alemania). Al dia siguiente se cambid el medio a las células y
se mantuvieron en cultivo hasta su confluencia.

4.1.2. Tripsinizacion

Cuando los cultivos celulares alcanzan el 80-90 % de confluencia en la placa de
cultivo, las células deben ser levantadas y pasadas a otra placa a una densidad
menor para continuar su expansién o para directamente ser utilizadas en ese
momento para un experimento. Si no se realiza este procedimiento, las células
paran su ciclo celular y se inactiva el cultivo.

Para levantar las células de la placa se hace por tripsinizacion. Este método es
un proceso enzimatico que permite separar las células de su soporte mediante la
enzima tripsina. Esta enzima rompe las uniones de las células al soporte, asi como
las uniones entre las células.

Para ello se eliminé el medio de cultivo y las células se lavaron con PBS estéril
con el fin de eliminar restos de medio y celulares. A continuacién, se afiadié 1 ml
de T/E al 0,05 %, (Gibco-Invitrogen), para una superficie de 75 cm’ de células
adherentes y se incubd el frasco durante 5 min a 37 °C (temperatura 6ptima de
actuacion de la enzima). Transcurrido este tiempo el frasco se golped suavemente
para acabar de despegar las células, se observo bajo el microscopio para constatar
que las células se despegaron y se afiadieron 10 ml de medio nuevo completo del
cultivo correspondiente con el fin de inactivar la tripsina. La suspensién celular se
transfirié a un tubo y se centriugd a 400 g durante 7 min. Tras la centrifugacién se
elimind el sobrenadante, el sedimento celular se resuspendié en medio nuevo y
se procedié al contaje celular en una cdmara de Birker (Apartado 4.2. de Material
y Métodos). Las células se sembraron en otra placa a la densidad requerida. La
realizacion de este proceso constituye un pase celular.
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4.1.3. Congelacion de células

Con el fin de disponer de muestras en pases tempranos para posteriores
experimentos, los cultivos celulares empleados se amplificaron y congelaron.

Para el proceso de congelacién, las células se tripsinizaron y se
resuspendieron a la concentracién de 1x10° cel/ml en una solucién conl 90 % de
FBS y 10 % de Dimetilsulfoxido (DMSO) (Merck-Millipore) en criotubos (Nunc,
Rochester, NY). Los criotubos se almacenaron a -80 °C en un contenedor "Mr
Frosty" (Nalge Nunc Internacional, USA) el cual permite disminuir la temperatura
de las células 1 °C/min y, por lo tanto, realizar una congelacién de las células mas
eficiente. Al dia siguiente los viales se transfirieron a un tanque de N, liquido para
su criopreservacion, donde permanecieron hasta su empleo.

4.2.Recuento celular con camara de Birker

Para conocer el nimero de células vivas después de tripsinizarlas en una placa
de cultivo, se realizdé un recuento con la cdmara de Birker. La cdmara de Biirker es
un portaobjetos que consta de una cuadricula de recuento que muestra 9
cuadrados grandes, cada uno de 1 mm?. Cada cuadrado grande, a su vez estd
dividido por lineas dobles (a una distancia de 0,05 mm) en 16 cuadrados que
facilitan el recuento de las células presentes en cada campo (Figura 20). Para
poder diferenciar las células vivas de las muertas se utilizé Azul de Tripdn
(Invitrogen S.A., USA).

Para realizar el recuento se diluyeron 10 ul de la suspensién celular en 10 pl
de azul de tripan y se pipetearon 10 pl en la cdmara. A continuacidn, se realizé el
recuento de células viables en cuatro campos utilizando un microscopio invertido
de contraste de fases (Modelo DMIL Leica Microsystems Heidelberg y MBH,
Mannheim, Germany). Para realizar el calculo de la concentracién de células
(células/ml) se hizo la media de los cuatro campos contados y se multiplicé por 2
(la dilucién que se realizé con el azul de tripan) y por 10 (factor por el cual se
multiplica teniendo en cuenta el volumen de muestra en cada campo,
determinado por el fabricante). De esta manera se conocié el nimero de células
viables por ml.
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Ne células/ml= x -2 - 10"

Figura 20. Recuento celular con camara de Biirker. Dibujo representativo de la reticula de
la cdmara Biirker y formula para el cdlculo numero de la concentracion de células viables.

4.3. Preparacion y siembra de células sobre biomateriales

Previamente a su manipulacién en cultivos, los biomateriales fueron
esterilizados exponiéndolos durante 20 minutos a luz ultravioleta (UV). A partir de
este momento los BM fueron manipulados en todo momento en condiciones de
esterilidad.

Para la siembra de células sobre los BM se establecié una relacién entre el
tamafio de los mismos, la densidad celular y el volumen de medio de cultivo que
pueda abarcar el biomaterial. De esta manera un biomaterial de 1 cm?” con una
densidad celular de 4x10* células/cm? suspendida en un volumen de 10 ul de
medio de cultivo queda con su superficie totalmente recubierta de células.

Los materiales se cortaron y se colocaron en placas de cultivo para la
posterior siembra celular. Una vez las células fueron sembradas sobre los BM, se
dejé la placa en posicién horizontal en el incubador durante 30 minutos.
Posteriormente se adiciona medio de cultivo a cada pocillo que contiene al BM.

De esta manera las células se encuentran sembradas en los biomateriales y
permanecen en cultivo el tiempo requerido para cada experimento.

Los BM con las células sembradas en su interior, permanecieron 4 dias en
cultivo. Tras este periodo los materiales con las células fueron lavados con PBS,
fijados con paraformaldehido (PFA) (Electréon Microscopy Sciences, Hatfield) al 2 %
durante 10 minutos y los nucleos celulares se marcaron con 4',6 diamidino-2-
fenilindol diclorhidrato (DAPI) (Sigma-Aldrich). Los materiales se depositaron en
portaobjetos, se cubrieron con un cubreobjetos utilizando medio de montaje
(Merk Millopore-Calbiochem) y se sellaron para su posterior visualizacion en el
microscopio de fluorescencia.
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4.4.Técnicas de estudio de la viabilidad celular
4.4.1. Viabilidad celular mediante MTT

El fundamento de este ensayo colorimétrico in vitro estd basado en la
reduccion de una sal de bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
(MTT), de color amarillo, en un formazan insoluble de color azul. Esta reduccién se
realiza en el interior de la célula por la enzima mitocondrial succinato-
deshidrogenasa y la cantidad de producto formado se puede cuantificar
facilmente disolviendo en DMSO los cristales y cuantificando la Absorbancia (Abs)
(A = 570 nm) (Figura 21). De esta manera cuanto mayor sea el porcentaje de
células vivas mayor es el cambio de color de amarillo a azul y por lo tanto los
valores de absorbancia que se obtienen son indicativos de la viabilidad celular.
Esta clase de ensayo es muy util para valorar la viabilidad celular en el interior de
los biomateriales.

N_;\/© Reduccién mitocondrial
/Y \_y¢ N _NH
| . N
= N=N Succinato deshidrogenasa |

Br- +YN/ NﬁNYN/

S

MTT (sal de tetrazolio) Sal de formazan del MTT
Forma oxidada, soluble en agua y de Forma reducida, insoluble en aguay
color amarillo de color violeta

Figura 21. Reaccion de MTT. La sal de MTT que es soluble en agua y de color amarillo se
convierte en una sal insoluble y de color violeta por la accién de la enzima mitocondrial
succinato deshidrogenasa.

Las células se sembraron sobre los biomateriales de 1 cm” en placas estériles
de 24 pocillos a una densidad de 40.000 células/cm? y a los 4 dias de cultivo se
realizo la reaccién de MTT. Para ello se elimind el medio de cultivo de los pocillos
y se lavaron los biomateriales con PBS. A continuacidn, los materiales con las
células sembradas y crecidas en su interior fueron transferidos a una nueva placa
de 24 pocillos, para asegurar que el resultado obtenido corresponde a las células
crecidas en el interior de los materiales y no fuera de ellos. Para realizar la
reaccién de MTT, se afiadieron 500 pl de la solucién de trabajo de MTT por pocillo
y las células fueron incubadas 2-3 h a 37 °C en condiciones de oscuridad.
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Previamente, se realizé la elaboracidn de la solucidn de trabajo de MTT. Para
ello, se prepard una solucién stock de la sal de tetrazolio MTT (Sigma-Aldrich
Quimica S.A.) a una concentracién de 5 mg/ml en PBS 0,1 M. Una vez disuelta, se
esterilizé por filtracidon y se conservé a 4 °C hasta su uso. La solucidn de trabajo se
preparo a partir de la solucion stock, diluyendo esta ultima en el medio de cultivo
adecuado al tipo celular en una proporcién 1:11. La solucién de trabajo de MTT se
prepard en el momento de su uso.

Al finalizar la incubacién, se elimind la solucién de trabajo de MTT vy los
cristales precipitados se disolvieron con 500 pl de DMSO (Sigma-Aldrich Quimica
S.A.) por pocillo (Figura 22). A continuacion, se transfirieron 100 ul de la
disoluciéon azul resultante de cada pocillo a un pocillo de una placa de 96 pocillos
para poder ser leida a 550 nm de Abs utilizando el contador multimarcaje Wallac
Victor2V 1420 Multilabel HTS. El experimento se realizd 3 veces.

Figura 22. Reaccion de MTT en los biomateriales. A. Cristales precipitados de color azul en
el interior del biomaterial resultado de la reaccion de MTT en el interior de las células. B.
Disolucion de la sal con el disolvente orgdnico DMSO para realizar la lectura de Abs a
550nm.
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4.4.2. Viabilidad celular mediante reactivo de cck-8

El Kit-8 de Conteo Celular o CCK-8 (Sigma-Aldrich) es un ensayo colorimétrico
muy sensible ampliamente utilizado capaz de detectar las células viables en
ensayos de citotoxicidad y proliferacién [214-216].

Este ensayo se basa en el uso de la sal WST-8 (2-(2-methoxy-4-nitrophenyl)-3-
(4-nitrophenyl)-5-(2,4-disulfophenyl)-2H-tetrazolum), que es soluble y produce un
colorante en presencia de un transportador de electrones. WST-8 es biorreducido
por las deshidrogenasas celulares a un producto de formazdan de color naranja que
es soluble en medio de cultivo. La cantidad de formazdn producida es
directamente proporcional al nimero de células vivas.

Para la realizacidon del ensayo con células y biomateriales se procedié de la
misma manera que en el apartado anterior. Después del periodo de incubacién
con el reactivo cck-8 se midié la Abs a 450 nm.

4.5.Test pirogeno

Para conocer la respuesta inflamatoria que despertaban los BM una vez éstos
estaban en contacto con las células, se realizé un test pirdgeno.

Para la realizacidn de este test, se extrajeron los leucocitos a partir de una
muestra de sangre total, se sembraron sobre los biomateriales a una densidad de
3 a 4x10° células por biomaterial (1 cm?) y se incubaron durante 5 horas. Después
de este periodo de incubacién, los BM fueron lavados con PBS, se sumergieron en
Trizol (Invitrogen) y se almacenaron a -80 °C para posteriormente realizar la
extraccién de ARN, sintesis de ADNc y PCR cuantitativa (qPCR) de interleuquinas
con perfil pro-inflamatorio (IL-1B, IL-6) y con perfil anti-inflamatorio (IL-10). Todas
estas técnicas se explican en el apartado 4.7. de Materiales y Métodos.

De esta manera, y tras la realizacién de la qPCR, se pudo medir la expresion
génica inflamatoria de las células en contacto con los biomateriales y definir asi el
perfil inflamatorio de éstos.
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4.6.Técnicas histoldgicas

Las técnicas histoldgicas son el conjunto de técnicas utilizadas para la
visualizacidn de las células y sus constituyentes asi como de los procesos celulares
que en ellas tienen lugar.

A continuacion, se describen las técnicas utilizadas para la obtencion de las
muestras de estudio y su posterior analisis histoldgico. Este aparatado abarca
desde el sacrificio de los animales hasta el procesamiento final de las muestras
para su analisis.

Dada la diversidad de las muestras generadas en este trabajo de investigacion
(tejido cardiaco, tejido dérmico y equivalente dérmico) cada técnica estd descrita
para los tres tipos de muestras en estudio adecuandose a su diferente
composicion.

4.6.1. Obtenciodn y fijacion de tejidos

Los animales fueron sacrificados a distintos tiempos dependiendo del objetivo
del estudio o muestra. Los métodos utilizados para el sacrificio de los animales
cumplian las normas del CEEA (Comité de Etica de Experimentacién Animal) del I1S
LaFe (Instituto de Investigacién Sanitaria La Fe) y del CIPF (Centro de Investigacion
Principe Felipe).

Una vez se han extraido las muestras del animal, deben conservarse mediante
procesos de fijacion. La fijacion tiene como principal objetivo la interrupcion de
los procesos de degradacidon que aparecen tras la muerte celular, asegurando la
maxima conservacion de la estructura tisular y celular y las caracteristicas
quimicas del tejido. Asi, la finalidad del proceso de fijacion que realmente nos
interesa es preservar la ultraestructura bioldgica protegiendo a la muestra de
posibles alteraciones durante los posteriores procesos.

Como las muestras obtenidas eran de naturaleza y tamafio diferente
requirieron de procesos de fijacion especificos.

Muestras de tejido cardiaco

Se eligié la perfusion transcardiaca para la fijacion de los corazones de ratas.
Es un procedimiento por el cual la solucién fijadora se introduce a través del
sistema circulatorio accediendo asi a todas las células del tejido. De esta manera
proporciona una fijacion uniforme de alta calidad que lo hace un método muy
efectivo.
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En un principio los animales fueron anestesiados profundamente con
tiopental a una dosis de 50 mg/kg (Tiobarbital Braun 1g) y se les suministré como
anestésico 0,05 mg/kg de fentanilo (Fentanest, Kerm Pharma), mediante
inyeccion intraperitoneal. El efecto de la anestesia se comprobd por la ausencia
de reflejo podal. Se colocé a la rata en posicidon decubito supino y se le sujetaron
las extremidades para tener acceso al torax. Se realizd un corte en la piel a la
altura del esterndn y se cortaron las costillas en paralelo a los pulmones dejando
expuesto el corazdn. A partir de este momento el animal no puede respirar, pero
el corazén sigue funcionando por un corto espacio de tiempo. Es importante
empezar con el proceso de perfusion antes que el latido se pare totalmente para
evitar asi el inicio de los procesos de coagulacion.

Se insertd una aguja en el ventriculo izquierdo y otra por la vena porta y se
pasaron simultdneamente 5 ml de una solucién de KCl 1 M (Sigma-Aldrich),
consiguiendo asi la parada cardiaca en diastole. Con unas tijeras se realizd una
incision en la vena porta para permitir el escape de la circulacién de retorno de los
liguidos de lavado, evitando a su vez que se produzcan roturas inespecificas en el
circuito sanguineo debido al exceso de presidon que se genera al circular las
diferentes soluciones introducidas.

A continuacién, se pasaron 10 ml de PBS por el ventriculo izquierdo para el
lavado de los tejidos y después 5 ml de la solucidn fijadora PFA al 2%. Se retird la
aguja del ventriculo izquierdo y se introdujo otra por la aorta para seguir
inyectando PFA al 2% durante 15 minutos a una velocidad de 4.3 ml/hora
utilizando para ello una bomba de perfusién (Masterflex, ColePalmer, EEUU),
consiguiendo asi un flujo constante e ininterrumpido.

A continuacioén, se extrajo el corazdn, se cortaron las auriculas y el apex para
que penetraran mejor las soluciénes y se lavd con suero fisioldgico con ayuda de
una jeringuilla para vaciar de sangre las cavidades ventriculares. Después se post-
fijé6 por inmersidon con PFA al 2 % durante 24 horas a 4 °C en agitacion.
Transcurrido ese tiempo se procedid a eliminar la solucion fijadora del tejido
mediante 5 lavados de 15 minutos con agitacién en tampdn fosfato (PB 0,1 M, pH
7,4) (Panreac, Espafia) con agitacion.

Después de los lavados, el corazén que se destina para ser cortado en
criostato se crioprotege en sacarosa al 30 % (Panreac, Espaia) diluida en PB 0,1 M
durante un tiempo de 2 a 3 dias a 4 °C. Tras este tiempo se embebe el corazén en
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el medio sintético OCT (Optimal Cutting Temperatura) (Bayer, Barcelona, Espafia)
y se conserva a -80 °C hasta su seccionamiento.

Por otro lado, el corazdén que se destina para ser cortado con el micrétomo de
parafina se conserva en etanol al 70% a 4 °C durante un tiempo de 3 a 5 dias.
Transcurrido este tiempo se realizé el protocolo de inclusién en parafina explicado
en apartado 4.6.2.1 de Material y Métodos.

Muestras de tejido dérmico

Los animales se anestesiaron y se les administréd anestesia de la misma
manera que en el apartado anterior. Se extrajo la piel de la zona de estudio y se
extendio sobre un papel Whatman (Sigma-Aldrich) para evitar su contraccion en
el proceso de fijacion. Las muestras se fijaron con etanol al 70 % a 4 °C durante un
tiempo de 3 a 5 dias, transcurrido el cual se realizd el protocolo de inclusion en
parafina.

Para la visualizacién de las muestras en microscopio electrénico, las muestras se
fijaron con una solucién de 2,5 % glutaraldehido (Electron Microscopy Sciences) y
2 % paraformaldehido (Panreac) en PB 0,1 M, pH=7,4. Para ello se sumergio la
muestra en esta solucién fijadora en un volumen 20 veces superior al tamafo de
la muestra. Se dejé 24 horas a TA y después se pasé a 4°C de 1 a 5 dias
dependiendo del tamafio de la muestra. Después de este tiempo se realizaron 4
lavados de 30 minutos con tampdn fosfato para retirar bien la solucidn fijadora y
se guardd a 4 °C en tampdn fosfato hasta el envio de la muestra al servicio de
Microscopia Electrénica de Trasmisién del CIPF.

Muestras de equivalente dérmico

Los ED fueron despegados de la placa de cultivo utilizando una espatula.
Debido a su naturaleza fragil y para evitar una excesiva manipulacion se realizé un
lavado de PBS en la misma placa de cultivo. A continuacion, se fijo con etanol al 70
% durante 12 horas a 4 °C hasta la realizacion del protocolo de inclusién en
parafina.
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4.6.2. Seccionamiento de las muestras de tejido

Para poder visualizar y analizar los tejidos al microscopio, se han de obtener
secciones muy finas de los mismos. Para ello, los tejidos, que se han fijado
previamente, han de ser incluidos y envueltos por una sustancia de consistencia
firme que puede ser parafina u OCT.

El OCT es un medio sintético que favorece la realizacién de cortes en criostato
a temperaturas muy bajas. A temperatura ambiente es una sustancia viscosa pero
a una temperatura de -20 °C se vuelve sélida.

La parafina es una mezcla de hidrocarburos saturados que tiene un punto de
fusion a 56-58 °C y solidifica a temperatura ambiente.

4.6.2.1. Inclusidn en parafina y seccionamiento con micrétomo

El proceso de inclusidon en parafina depende del tipo de tejido que se va a
incluir, por lo cual lo detallaremos a continuacion. Este proceso consta de una
deshidratacién mediada por alcoholes de concentracidn creciente y el uso de xilol
como solvente previo a la parafina, un producto miscible tanto con el alcohol
absoluto como con la parafina. Una vez las muestras estuvieron incluidas en
parafina se realizaron cortes seriados con un micrétomo de rotacion HM-340E
(Microm). Los cortes fueron adheridos a portaobjetos tratados previamente con
gelatina. Las muestras de tejido cardiaco y dérmico se cortaron a 5 um vy las de
equivalente dérmico a 10 um.

Muestras de tejido cardiaco

Para la inclusién en parafina, las muestras de tejido cardiaco se sometieron a
sucesivos bafos de etanol de distinta graduacion en agitacién a 200 rpm en el
siguiente orden: 15 minutos en etanol al 70 %, 15 minutos en etanol al 80 %, 20
minutos en etanol al 96 % y 2 bafios, de 30 y 40 minutos en etanol absoluto.
Posteriormente se introdujeron en dos bafios de xileno (Panreac) de 10 minutos
cada uno y a continuacion en dos bafios de parafina (ParaPlast Pul-Tyco
Healthcare) a 60 °C uno durante 1 hora y el otro durante toda la noche.
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Muestras de tejido dérmico

Para la inclusidn en parafina, las muestras de tejido dérmico se sometieron a
sucesivos bafos de etanol de distinta graduacion en agitaciéon a 200 rpm en el
siguiente orden: dos bafios sucesivos de 1 hora cada uno en etanol al 80 %, dos
bafios sucesivos de 1 hora cada uno en etanol al 96 % y 2 bafios en etanol
absoluto, de 2 horas el primero y toda la noche el segunto. Posteriormente se
introdujeron en dos baios de xileno de 1y 2 horas y a continuacién en dos bafios
de parafina a 60 °C durante 2 horas cada uno.

Muestras de equivalente dérmico

Para la inclusién en parafina, las muestras de ED se sometieron a sucesivos
bafios de etanol de distinta graduacidn en agitacion a 70 rpm en el siguiente
orden: 15 minutos en etanol al 70%, dos bafios de 15 minutos en etanol al 80 %,
dos bafios de 15 minutos en etanol al 96 % y dos bafios de 15 minutos en etanol
absoluto. Posteriormente se introdujeron en dos bafios de xileno de 20 minutos
cada uno y a continuacién en dos bafios de parafina a 60 °C durante 20 minutos el
primero y de 45 minutos el segundo.

Una vez se realizaron todos los pasos de deshidratacion e inclusidn de las
muestras, éstas se orientaron en el molde sumergida en parafina liquida. A
continuacién, se enfrié bruscamente para solidificar la parafina quedando la
muestra encastrada en el bloque de parafina con la orientacidn deseada.

4.6.2.2. Crioseccionamiento

El criostato se usd para seccionar las muestras de tejido cardiaco que
previamente habian sido crioprotegidos, embebidas en bloques de OCT (Bayer) y
conservadas a -80 °C. Se seccionaron directamente utilizando un criostato
(MICRON modelo HM550) a -20 °C. Se obtuvieron cortes seriados de secciones de
10 um que fueron depositadas sobre un portaobjetos (porta-objetos superfrost
plus Menzel-Glaser, Afora, Espafia). Los portaobjetos se almacenaron a -20 °C
hasta su procesamiento.

4.6.3. Desparafinacion e hidratacidn de las muestras

Antes de la realizacion de las tinciones y las inmunodetecciones, los
portaobjetos con los cortes de parafina que contenian las muestras pasaron por
dos procesos, primero de desparafinacion y segundo de hidratacion.
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Los portaobjetos se pusieron en una estufa a 60 °C durante 1 hora para las
muestras de corazén y 25 minutos para las muestras de piel o equivalente
dérmico. Después de este tiempo se sometieron a un proceso de desparafinaciéon
mediante sucesivos pases en xilol e hidratacidn con pases de etanoles a
concentraciones decrecientes de la siguiente manera: dos banos de 10 minutos en
xilol, dos bafios de 10 minutos en etanol absoluto (Panreac), un bafio de 10
minutos en etanol al 96 % y un bafio de 10 minutos en etanol al 70 %. Después los
portas se dejan en agua hasta empezar la tincién o la inmunodeteccidn.

4.6.4. Tinciones

Debido a que el material biolégico apenas presenta contraste, se hace
necesario dotar a las preparaciones del suficiente contraste como para poder
apreciar sus componentes. El fundamento de cualquier método de tincién radica
en la propiedad que poseen todos los tejidos para incorporar y fijar, de manera
variable, diversas sustancias coloreadas llamadas colorantes.

Gracias al uso de diversos tipos de tinciones histoldgicas hemos podido
observar los procesos inflamatorios producidos tras la implantacién de los BM en
los tejidos asi como el analisis de su estructura.

4.6.4.1. Tricromico de Masson

Esta tincidn utiliza tres colorantes para evidenciar el nucleo, el citoplasma y el
tejido conjuntivo de los tejidos. Como resultado de la tincién los nucleos se tifien
de azul oscuro, los eritrocitos, la queratina, el citoplasma y las fibras musculares
de un rojo rosado, y el colageno y las fibras de reticulina de color azul claro. Esto
nos permite identificar la zona fibrdtica en los tejidos en estudio.

Para realizar la tincion de tricrdmico de Masson las muestras se incubaron en
solucidn de Bouin (Sigma Aldrich) precalentada a 56 °C y se mantuvieron durante
15 minutos. A continuacidn, se enfriaron y lavaron con agua corriente. Se
incubaron durante 5 minutos en Hematoxilina de Harris y se lavaron con agua
corriente primero y agua destilada después, hasta eliminar el exceso de
coloracion. Posteriormente se incubaron durante 5 minutos en Ponceau Fucsina.
Esta solucidn estd compuesta por la mezcla en proporcion 1:2 de la solucién A (1
% de Ponceau de Silidina en agua acética al 0,5 %) y la solucién B (1 % de Fucsina
acida en agua acética al 0,5 %). La mezcla se filtré antes de usarla. Se lavaron con
agua destilada y seguidamente se introdujeron en acido fosfomolibdico (Sigma-
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Aldrich) 5 minutos y en una solucién de Azul de Anilina (disuelta al 2 % en agua
acética al 0,5 %) durante 5 minutos. A continuacidn, se lavaron con agua destilada
y seguidamente con agua acética al 1 % durante 2 minutos. Por ultimo, se
realizaron 20 inmersiones de un segundo en etanol al 70 %, 20 inmersiones en
etanol al 96 %, 20 inmersiones mas en etanol absoluto y 3 inmersiones en xileno.
Finalmente, las muestras se montaron con medio de montaje Eukkit (Panreac).
Todos los colorantes se adquirieron de Merck Farma y Quimica, S.L.

4.6.4.2. Hematoxilina-Eosina

La tincién de Hematoxilina-Eosina es uno de los métodos mas utilizados en
histologia animal y en el diagndstico en medicina. La eosina es un colorante acido
y tifie en rosa estructuras basicas del citoplasma y componentes de la matriz
extracelular como las fibras del tejido conjuntivo. La hematoxilina es un colorante
basico v tifie en azul/purpura estructuras acidas como la heterocromatina de los
nucleos celulares. De modo que observando un corte histolégico con esta tincién
se identifica el coldgeno en rosa pdlido, el musculo en rosa fuerte, la queratina en
rojo intenso, el citoplasma en rosado, los nucleos en azul oscuro o purpura y los
eritrocitos en color cereza. De esta manera podemos diferenciar zonas fibréticas
del tejido sano e identificar los infiltrados celulares.

Para realizar la tincion de hematoxilina-eosina las muestras se incubaron
durante 30 segundos (20 segundos para las muestras de equivalente dérmico) con
Hematoxilina de Harris y se lavaron con H,0 corriente durante 5 minutos.
Posteriormente se realizaron dos inmersiones en alcohol clorhidrico (dilucion
1:200 de acido clorhidrico en etanol de 70°) para eliminar el exceso de colorante.
A continuacion, se realizaron 2 lavados de 5 minutos con H,O corriente y se
realizaron 5 inmersiones de un segundo en agua amoniacal (15 gotas de amoniaco
en H,0O corriente) y se volviéd a lavar con H,O corriente. Se incubaron con la
solucién Eosina alcohdlica (eosina al 0,25 % en etanol al 19 %) durante 30
segundos y se realizé un lavado de H,O corriente. Por ultimo, el tejido se
deshidraté mediante incubaciones sucesivas en etanol de gradacion creciente,
realizando 1 lavado de 20 segundos en etanol de 96°, 1 lavado de 20 segundos en
etanol de 100° y 1 lavado de 30 segundos en xileno (Panreac). Las muestras
permaneciron momentaneamente en xileno hasta su inmediato montaje con
resina sintética Eukitt (Panreac, Espafa). Todos los colorantes se adquirieron de
Merck Farma y Quimica, S.L.
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4.6.5. Inmunohistoquimica

La inmunohistoquimica es un procedimiento histopatoldgico cuyo objetivo es
identificar algunos tipos celulares en tejidos que expresan determinadas
moléculas de forma especifica. Para ello se utiliza un anticuerpo, que llamamos
primario que se une especificamente a estas moléculas o antigenos que queremos
identificar y otro anticuerpo denominado secundario que reconoce y se une al
anticuerpo primario.

El anticuerpo secundario ha sido previamente marcado mediante un enlace
guimico con una enzima que puede transformar un sustrato en visible o un
producto fluorescente o fluorocromo. Asi el complejo antigeno-anticuerpo 19-
anticuerpo 29 formado permite ser identificado y fotografiado mediante

microscopia.

Los anticuerpos primarios y secundarios utilizados en este trabajo estdn
recogidos en la Tabla 4 que se muestra a continuacion:

Ac 1¢ o aEllRr e Casa comercial Referencia Dilucién
marca
Rabbit Anti- , .
Caveolin 1 Células endoteliales Cell Signaling #3238 1:250
humano, ratén y rata
polyclonal
Rat Anti-BrdU Brdl'J incorporado en Abcam Ab6326 1:100
monoclonal células en fase S
Mouse anti- Queratinocitos
Involucrin humanos estrato SIGMA 19018 1:100
monoclonal espinoso
Rabbit anti-Ck5 Queratinocitos. PRB-160P-
humanos y de ratén Covance 1:600
polyclonal 100
del estrato basal
Rat anti- mouse Células endoteliales
D31 de ratén BD 553370 1:100
Mouse Anti- Lamina basal de
Laminin-5 Abcam Ab78286 1:100
humano
monoclonal
Rabbit Anti-CCR7 Macrofagos perfl! M1 Abcam ab32527 1:100
monoclonal pro-inflamatorio
Rabbit Anti-
Macrof fil M2
CD206 acrotagos perti Abcam ab64693 1:100
anti-inflamatorio
monoclonal
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Ac 12 UDCEANETCTD Casa comercial Referencia Dilucién
marca
Mouse Anti-rat . .
CD163 Macrofagos perfil M2 BIO RAD MCA342R | 1:100
anti-inflamatorio
monoclonal
Mouse Anti-rat
M 5f BIO RAD MCA341R 1:1
CD68 monoclonal acroragos ° 3 00
Ac 22 Espectro de emision Casa comercial Referencia Dilucién
Alexa 594
Donkey Anti- ROJO Invitrogen A21207 1:200
rabbit 1gG (H+L)
Alexa 488
Donkey Anti- VERDE Invitrogen A21202 1:200
mouse 1gG (H+L)
Alexa 488 Goat
Anti-rabbit 1gG VERDE Invitrogen A11008 1:200
(H+L)
Alexa 488 Goat
Anti-mouse IgG VERDE Invitrogen A11001 1:200
(H+L)
Goat Anti-rabbit Jackson
VERDE 111 - 1:2
FITC 1gG (H+L) InmunoResearch 095-003 00
Biotin-SP Donkey Jackson )
Anti-rat IgG (H+L) InmunoResearch 712-066-153 1:200

Tabla 4. Lista de anticuerpos utilizados. Se detallan su origen, su nombre comercial o
antigeno que reconoce, la dilucién a la que se ha usado, su referencia del catdlogo y su
casa comercial.

4.6.5.1. Técnica de inmunofluorescencia

La inmunofluorescencia se caracteriza porque podemos localizar el antigeno
gracias a que el anticuerpo secundario va marcado directamente con un
cromégeno fluorescente. Durante la realizacién de esta tesis se ha realizado
inmunofluorescencia sobre cortes montados sobre portaobjetos y con diferentes
grosores, aunque en todos los casos el protocolo usado fue el mismo.

Previamente a realizar esta tincién, las muestras fueron desparafinadas e
hidratadas (Apartado 4.6.3 de Material y Métodos) restableciendo Ia
inmunoreactividad tisular. Después de este paso, se empezd la
inmunofluorescencia realizando tres lavados de 5 minutos en PBS a TA y se
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continud con la permeabilizacién del tejido y el bloqueo de la reaccién de fondo
inespecifico. Para ello durante 1 hora las muestras permanecieron en la solucién
de tampdn de bloqueo compuesta por PBS suplementado con un 10 % de suero
de cabra (NG, del inglés Normal Goat Serum) (Gibco-Invitrogen) y un 0.1 % Triton
X-100 (Panreac) a TA. En el caso de que alguno de los anticuerpos esté hecho en
cabra, usaremos suero de caballo (Gibco-Invitrogen). El siguiente paso la
incubacién con el anticuerpo primario. Las muestras permanecieron toda la noche
a 4 °Cy en una atmésfera hiumeda con el tampdn de bloqueo al que se le habia
afiadido el anticuerpo a la disolucién correspondiente. A la mafana siguiente se
realizaron tres lavados de 5 minutos cada uno en PBS para eliminar el anticuerpo
no unido al antigeno durante la incubacion anterior. A continuacion, se hizo una
incubacién de 60 minutos a TA y en oscuridad con el anticuerpo 22 diluido en
tampdén de bloqueo. El anticuerpo 22 usado en este caso estd marcado
directamente con el fluoréforo (Tabla 4). Finalmente, se realizaron 5 lavados de 5
min a las muestras para eliminar el exceso de anticuerpo secundario que no se ha
unido al anticuerpo primario y se montaron con medio de montaje con DAPI
(Prolong Gold antifade with DAPI, Invitrogen S.A.).

4.6.5.2. Técnica de inmunoperoxidasa

El proceso de desparafinacion e hidratacion en el caso de esta
inmunohistoquimica es diferente al comentado en el apartado anterior. Para ello
los portaobjetos que contenian los cortes histolégicos se introdujeron en una
estufa a 60 °C durante 25 minutos. Después se realizaron dos lavados de xilol
durante 5 minutos cada uno, y por ultimo se sumergieron durante 20 minutos y
en oscuridad en una solucidon de metanol con 3 % de H,0, (Panreac) para inhibir la
peroxidasa enddgena del tejido.

Seguidamente se realizaron 5 lavados de 5min cada uno con PBS y se
incubaron durante 50 minutos a 37 °C en HCI 1N. Este paso con HCl es debido a
gue vamos a usar un anticuerpo primario que se une directamente al ADN y
hemos de separar las hebras de ADN previamente a la incubacidén con el
anticuerpo primario, si no, es innecesario. Se realizaron 2 lavados de 5 minutos
con PBS y se bloquearon durante 1 hora a TA con una soluciéon de NGS al 10 %
(Gibco-Invitrogen) y Triton X-100 al 01 % en PBS. Posteriormente se incubaron
durante toda la noche a 4 °C con el anticuerpo primario, en nuestro caso usamos
un anticuerpo monoclonal anti-BrDU (Abcam) diluido 1/100 en tampdn de
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bloqueo. Al dia siguiente se lavaron las muestras 5 veces con PBS durante
5 minutos y se incubaron con el anticuerpo secundario anti-rat biotinilado
(Jackson ImmunoReseach) a la dilucién 1/200 en tampdn bloqueo durante 1 hora
a temperatura ambiente y en oscuridad.

A continuacién, se realizaron tres lavados de 5 minutos cada uno con PBS y se
incubd con el kit Vectastain Elite ABC Peroxidase kit Standard (ABC) (Vector
laboratories) en tampdn de bloqueo durante 30 minutos y en oscuridad. Esta
solucidn se prepard 30 min antes de su uso.

Seguidamente se lavaron las muestras 3 veces con PBS y en nuestro caso se
revelaron con el reactivo 3,3’-Diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) (Sigma-
Aldrich Quimica S.A.) que deja un precipitado de color marrdn, estableciendo el
tiempo de revelado entre 30 segundos y 1 minuto aproximadamente. La muestra
se lavé abundantemente con agua corriente y se contrastaron los nucleos con
Hematoxilina de Harris durante 20 segundos y se lavaron 3 veces con agua
destilada. Finalmente, las muestras se deshidrataron con una sucesion creciente
de alcoholes (1 bafio minutos en alcohol de 50° 1 bafio de 5 minutos en alcohol
de 70°, 1 bafio de 5 minutos en alcohol de 96 °, 2 bafios de 10 minutos en alcohol
de 100°), 2 bafios de 10 minutos en xileno y se monté con Eukitt (Panreac).

4.6.6. Técnicas de imagen
4.6.6.1. Microscopia de campo claro

Para la visualizacidn de los cortes de tejido cardiaco y dérmico tefiidos con las
tinciones convencionales se utilizd un microscopio de lupa digital para campo
claro modelo Leica DM108.

4.6.6.2. Microscopia de fluorescencia

Tras realizar la inmunohistoquimica de fluorescencia, los cortes de tejido
cardiaco y dérmico se fotografiaron con el microscopio dptico DM6000 de Leica,
equipado con la camara en blanco y negro Leica DFC350 y con el software Leica
Application Suite Version 2.4.0 R1. Se realizd una adquisicion secuencial de
imagenes con distintos filtros de barrera (adecuados para cada uno de los
fluorocromos) que posteriormente se combinaron creando una imagen
superpuesta en color, lo que facilité el andlisis de la co-localizacion de los
marcadores y, en su caso, la cuantificacién de su expresion.
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4.6.6.3. Microscopia confocal

La microscopia confocal es un tipo de microscopia de fluorescencia basada en
el uso de un ldser que incide sobre la muestra y barre todos los puntos en un
plano focal mientras que elimina la luz emitida por otros niveles, lo que permite
realizar fotos secuenciales a distintos planos y crear una composicién de imagen
3D. Esto consigue evitar efectos de solapamiento de sefiales y resulta
imprescindible en estudios inmunohistoquimicos de alta precision.

Tras realizar la inmunohistoquimica de fluorescencia las muestras se
analizaron con el microscopio confocal Leica TCS SP2 AOBS utilizando un objetivo
de inmersiéon 63 X Plan-Apochromat-Lambda Blue 1.4 N. Las muestras se
analizaron mediante una doble o triple excitacion 405 nm (DAPI), 491 nm (Alexa
Fluor 488) y 561 nm (Alexa Fluor 555).

El analisis se realizd a través del servicio de microscopia confocal del IISLaFe de
Valencia.

4.6.6.4. Microscopia electrénica de trasmision

En la microscopia electrdnica se utiliza un haz de electrones como fuente de
iluminacion, de tal forma que aumenta mucho la resolucién, lo que nos permite
resolver detalles que no puede resolver el microscopio dptico, es decir, nos
permite observar la ultra-estructura celular.

Para el estudio mediante microscopia electrdnica las muestras requirieron de
un procesado especial que fue realizado con la asistencia de un técnico
especializado del servicio de microcopia electrénica de trasmisién del CIPF de
Valencia.

Se obtuvieron secciones del tejido de 1,5 um (cortes semifinos) con un
ultramicrotomo con cuchilla de diamante y se tifieron con una solucién de Azul de
Toluidina (Sigma-Aldrich; 1% Azul de toluidina, 1% Borato sddico, H,0d) para su
contraste. Estos cortes fueron visualizados al microcopio éptico DM600 (Leica) y
se identificaron las zonas de interés. Una vez identificada la zona de interés a
partir de los cortes semifinos, se realizaron secciones de 0,5 um (cortes ultrafinos)
con cuchilla de diamante, se tifieron con citrato de plomo (Sigma-Aldrich) y se
analizaron con el microscopio electrénico FEI Tecnai spirit.
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4.6.7. Analisis histolégico
4.6.7.1. Cuantificacion del tamaio de infarto

Para cuantificar la extension del infarto se realizé la tincién de Tricrdmico de
Masson en una serie completa de cortes de tejido cardiaco desde el apex hasta la
base para cada animal. La tincidn de tricrdmico de Masson permite distinguir la
zona de tejido infartado (tefiida en azul) del musculo cardiaco no dafiado (teiida
en rosa-morado). Los cortes se fotografiaron con un fotomicroscopio DMD 108 de
Leica y mediante un programa de analisis de imagen (Image Proplus 7.0), software
de Media Cibernetics, se determind el area de la cicatriz resultante del infarto. La
extension del infarto se expresd como el porcentaje de zona fibrdtica respecto al
total del area del ventriculo izquierdo.

4.6.7.2. Cuantificacion del grado de inflamacidén tisular

Para el analisis de la inflamacién producida por el biomaterial tanto en tejido
cardiaco como dérmico, se utilizaron cortes histoldgicos tefiidos con hematoxilina-
eosina.

Dicha tincién nos permite distinguir las zonas de infiltrado leucocitario
correspondientes a las zonas de inflamacién (que adquieren un intenso color
morado debido a la alta densidad de nucleos en la zona, que tienen naturaleza
acida y se tifien con la hematoxilina que es un componente basico) de las zonas de
no inflamacién, tejido conjuntivo o musculatura sana (zonas mas rosadas con un
menor nuimero de nucleos y mayor extension de componentes citoplasmaticos
que, por ser elementos de naturaleza basica, se tefiiran con el colorante acido, la
eosina).

En los experimentos de tipo cardiaco se tomaron imagenes de cortes de
corazon sin infarto del interior de los BM. Se analizaron 3 cortes por corazén y se
tomaron de 3 a 4 fotos a 200 aumentos. El estudio se realizé para en 6 ratas por
grupo experimental y para cada condicion.

En los experimentos donde el BM fue implantado a nivel subdérmico, se
analizaron de 5 a 10 cortes por animal y se tomaron imagenes del interior del BM
a 200 aumentos. El estudio se realizé para en 6 ratas por grupo experimental.

En ambos casos se analizé la presencia de infiltrados celulares inflamatorios
(proceso en el cual un tejido vascularizado presenta un acimulo de alguna de las
siguientes células: neutrdfilos, monocitos, macréfagos o linfocitos), hemorragia

98



MATERIAL Y METODOS

(extravasacién de eritrocitos), reaccién granulomatosa (aparicion de celulas
multinucleadas gigantes reactivas frente a cuerpo extrafio) y congestidén vascular
(acumulo de sangre en los vasos). Para el estudio cardiaco, ademas de los factores
mencionados también se analizé la fibrosis cardiaca epicardica. Los datos se
muestran en una tabla donde refleja la presencia de estos factores en elevada,
leve, modera o nula. Este método de cuantificacion de la inflamacién ha sido
descrito en otros trabajos y se considera un analisis semi-cuantitativo [161, 217,
218].

4.6.7.3. Cuantificacion del grado de revascularizacién tisular o
analisis de la neovascularizacion

El nimero de vasos se calculd a partir de las imagenes de fluorescencia de
tejido cardiaco marcado con el anticuerpo caveolina que es un marcaje especifico
de células endoteliales. Se obtuvieron 4 imagenes a 200 aumentos de tres cortes
del interior de los BM implantados en la superficie de corazones de ratas con y sin
infarto (12 fotos por animal). El estudio se realizd en 6 ratas por cada grupo
experimental y condicion.

El mismo analisis se hizo para determinar el nimero de vasos en la zona
injertada de piel humana en ratones. En este caso se utilizé el anticuerpo CD31. Se
obtuvieron 3 fotos a 200 aumentos en zona de la dermis del injerto de piel
humana para cada corte y se analizaron 6 cortes por animal (18 fotos por animal).
El estudio se realizd en 5 ratones por grupo experimental.

La densidad vascular se midié a partir de las imagenes capturadas utilizando
un programa de tratamiento de imagenes (Image Proplus 7.0) y se expresé como
ndmero de vasos/mm>.

4.6.7.4. Cuantificaciéon de macréfagos inflamatorios M1/M2

La identificacidn de macrdfagos se realizd con un anticuerpo que identifica la
molécula CD68 presente en macréfagos. Para determinar el fenotipo de los
macroéfagos se utilizaron los anticuerpos CCR7+ para el fenotipo M1 y para el
fenotipo M2 el CD163+ en tejido cardiaco y el CD206+ en tejido dérmico.

La cuantificacion se realizd en ratas sanas e infartadas y se utilizaron 6
animales por cada grupo experimental y condicién. Fueron sacrificadas a las 2
semanas tras el implante del biomaterial. Las imagenes para la cuantificacidn se
realizaron en la interfase entre el tejido cardiaco y el BM. Se tomaron un total de
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seis cortes de una serie completa del corazdn y se realizaron dos imagenes a 20x
de la zona circundante al implante.

En los experimentos donde el BM fue implantado a nivel subdérmico, se
analizaron de 5 a 10 cortes por animal y se tomaron 4 imagenes a 200 aumentos
del drea de la dermis en contacto con el biomaterial. El experimento se realizé en
4 ratas por grupo experimental.

La proporcién de macrofagos M1 y M2 se calculé mediante la cuantificacion
del nimero de células CCR7+/CD68+ (M1) y células CD163+/ CD68+ (M2 cardiaco)
0 CD204+/ CD68+ (M2 dérmico) en cada campo.

4.6.7.5. Anadlisis morfométrico de los equivalentes dérmicos
injertados

Para la valoracién de la orientacidon de las fibras de coldgeno en los ED
injertados en ratones realizamos un analisis morfométrico utilizando Ia
transformada de Fourier [219, 220]. Esta técnica permite cuantificar la calidad de
la piel nueva generada valorando las muestras histoldgicas de la piel. En el andlisis
se obtiene el indice de orientacién del colageno, que estd comprendido entre 0 y
1. Valores cercanos a 0 significan que la orientacién de las fibras de colageno es
paralela y la piel generada es de mala calidad. Valores cercanos a 1 corresponden
a un patron aleatorio de las fibras de colageno, lo que se traduce en una dermis
resistente y de buena calidad.

Las imagenes obtenidas se analizaron mediante un programa de andlisis de
imagen IMAGE-PRO PLUS 7.0 (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, EE. UU.). Para
cada animal se adquirieron 3 imagenes a 200 aumentos de tres cortes tefiidos con
la tincién de tricromico de Masson (9 imdgenes por animal). Los cortes
correspondian a la zona de la dermis de los ED injertados en ratones
inmunodeprimidos después de 1 mes. El estudio se realizd en 5 ratones por cada
grupo experimental. Se calculé la media de las imagenes adquiridas para cada
grupo experimental.
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4.7.Técnicas bioquimicas y moleculares
4.7.1. Extraccion de ARN

La obtencién de la muestra para la extraccién del ARN se realiza de diferente
manera segun la naturaleza de la misma.

4.7.1.1. Extraccidon de ARN a partir de cultivo celular

Se sembraron a razén de 6 a 8 millones de leucocitos por biomaterial.
Después de estar los leucocitos en contacto con los materiales durante 5 horas, se
les realizé un lavado de PBS, se cogié el BM y se introdujo en tubos de 2 ml. A
continuacién, se anadié 1 ml de Trizol (Tri-reagent, Sigma Aldrich Quimica S.A.) y
se centrifugd a maxima velocidad para lisar las células. A continuacion, se
afiadieron 200 pl de cloroformo (Sigma-Aldrich Quimica S.A.), se incubd durante 3
min a TA y se centrifugé a 12.000 g durante 15 min a 4 °C. Posteriormente se
recogio la fase acuosa, en la cual se encuentra disuelto el ARN total, evitando
recoger la interfase donde se situa el ADN, se pasé a un tubo, se afiadieron 500 pl
de Isopropanol (Panreac) y se incubaron durante 15 min a TA. Seguidamente se
centrifugd a 12.000 g durante 20 min a 4 °C, se elimind el sobrenadante y se
afiadieron 800 ul de etanol de 70° El precipitado se mezcld suavemente, se
centrifugd a 12.000 g durante 20 min a 4 °Cy, una vez eliminado el sobrenadante,
se dej6 el eppendorf abierto en una cabina para que se evaporaran los restos de
etanol. Finalmente se afiadieron 30 pl de agua DEPC (Invitrogen S.A.) para
resuspender el ARN y las muestras se conservaron en un congelador a -80 °C hasta
su posterior procesado.

4.7.1.2. Extraccidon de ARN a partir de tejido

Para llevar a cabo la extraccién de ARN a partir de tejido sin fijar, primero se
obtuvo la zona de tejido que habia estado en contacto con el biomaterial e
inmediatamente se depositd el tejido en el interior de un criotubo y se congeld
sumergiéndolo en N, liquido. Los tejidos se conservaron a -80 °C hasta el
momento que se realizd la extraccion de ARN. Para la extraccién se cogié una
cantidad de 80 a 100 mg de tejido, se afiadid 1 ml de Trizol y a continuacidn se
triturd el tejido. A partir de este paso se procedid igual que en el apartado
anterior.

4.7.2. Cuantificacion de ARN

La cuantificacion del ARN extraido se llevd a cabo con el espectofotometro
NanoDrop ND 1000 (Termo Fisher Scientific, USA). La cuantificacién de ARN se
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realiza mediante absorbancia a 260nm y su pureza midiendo el ratio A,eo/As0. LOS
valores cercanos a 2 se consideran dptimos en este caso.

4.7.3. PCR cuantitativa (qPCR)

La PCR cuantitativa (gqPCR, del inglés quantitative polymerase chain reaction)
consta de dos partes. En primer lugar, tiene lugar la transcripcién inversa mediada
por una transcriptasa inversa o retrotranscriptasa que cataliza la conversién de
ARN en ADN complementario (ADNc). A continuacién, este ADNc sintetizado se
emplea como molde en una reaccién convencional de de reaccidn en cadena de la
ADN-polimerasa.

4.7.3.1. Transcripcion inversa

La transcripcion inversa consiste en la sintesis de ADNc desde una muestra de
ARN que actia como molde, el proceso inverso de la transcripcion. Para ello son
necesarias unas ADN polimerasas particulares, llamadas transcriptasas inversas o
retrotranscriptasas.

Para la sintesis de ADNc a partir de ARN mensajero de las muestras se utilizé
la transcriptasa inversa M-MLV-RT (Invitrogen) y la reaccién se llevé a cabo en un
termociclador Eppendorf partiendo de 1 ug de ARN como molde de la reaccion y
usando Random hexamers (Applied Biosystems-Invitrogen) como cebadores. Esta
reaccion se llevd a cabo como se indica a continuacién: en una primera etapa se
afiadi6 1 pg de ARN, 1,25 pl de Random hexamer 50uM vy agua DEPC
(Sigma-Aldrich) hasta un volumen final de 20 pl. Esta solucién se incubd durante 5
min a 37 °C. A continuacion, se afiadieron a la solucién 4 pl de First Strand Buffer
5x (Invitrogen), 1,5 pl de la trasncriptasa inversa M-MLV RT (Invitrogen), 1,25 ul
del inhibidor de ARNasas RNaseOUT (Invitrogen) y 1,25 ul de la mezcla de dNTPs
10 mM (Invitrogen) y se incubd durante 1 hora a 37 °C. El ADNc sintetizado se
guardé a -20 °C hasta la realizacion de la siguiente etapa.

4.7.3.2.  Amplificacion del ADNc

Una vez sintetizado el ADNc, amplificamos de forma selectiva secuencias
especificas de ADN mediante la reaccién en cadena de la ADN-polimerasa.

Para la realizacion de las qPCR se siguen las recomendaciones del producto
KAPA SYBR FAST gPCR (KAPA Biosystems; cat: KK4602). Para cada reaccion se
mezclan: 7,5 puL de SYBR FAST gPCR Master Mix (2x), 3 uL de una dilucion 1:10 del
ADNc obtenido en el paso anterior, 0,3 uL de una solucién de los
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correspondientes cebadores sentido y antisentido 10 mM (Tabla 5) y agua miliQ
(Millipore) hasta alcanzar un volumen final de 15 uL. Para cada gen y muestra se
hacen triplicados. Previamente a la adicidon de los reactivos, se hacen dos mezclas
o mixes diferentes: ADNc en agua miliQ vy, por otro lado, SYBR FAST PCR Master
Mix (2x) junto con los cebadores antes de la mezcla final en el pocillo. ACT-B se
utilizé como normalizador de la expresién o del inglés housekeeping.

Cebadores Secuencia Tamaiio del amplicén

(5->3) (pb)

IL-B forward AGGCACAAGGCACAACAGGCT 277
IL-B reverse AACAACTGACGCGGCCTGCC 277
IL-4 forward TCTGTGCACCGAGTTGACCGT 150
IL-4 reverse TGCTGTGCAGTCGCACCCAG 150
IL-10 forward AGACCCAGACATCAAGGCGCA 82
IL-10 reverse TCGATGACAGCGCCGTAGCC 82
IL-13 forward GGCATGTACTGTGCAGCCCTGG 96
IL-13 reverse GTGCGGGCAGAATCCGCTCA 96
IFN —y forward GAGTGTGGAGACCATCAAGGA 176
IFN —y reverse CTGTTTTAGCTGCTGGCGAC 176
ACT-B forward AGAGCCTCGCCTTTGCCGATCC 101
ACT-B reverse CATGCCGGAGCCGTTGTCGAC 101

Tabla 5: Resumen de las caracteristicas principales de los cebadores utilizados en la
qPCR.

Para la reaccion de amplificacion y deteccion se utiliza el siguiente protocolo:
95 °C 2 min = [95 °C 3s = 60 °C 20 s] x40 - 40 °C 30 s. La adquisicion de
fluorescencia se recoge al final del paso a 60 °C para cada ciclo. La reaccién de
gPCR y la adquisicién de fluorescencia se realiza en el aparato Mastercycler ep
realplex (Eppendorf). Las medias de los Ct de las 3 réplicas obtenidas se analizan
por el método 22",
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5. Técnicas in vivo
5.1.Animales

Todos los procedimientos quirdrgicos descritos en la presente tesis han sido
aprobados por el Comité Etico de Experimentacién Animal (CEEA) del Centro de
Investigacion Principe Felipe (CIPF) o del Instituto de Investigaciones Sanitarias La
Fe (lISLaFe) y estan realizados segun los requisitos estipulados por el Real Decreto
1201/05 y Ley 32/07 sobre proteccion de animales utilizados para
experimentacion y otros fines cientificos.

Delia Castellano cuenta con la titulacion oficial de tipo C concedida por la
Consejeria de Alimentacién, Agricultura y Pesca, de la Generalitat Valenciana,
necesaria para poder trabajar legalmente con animales de experimentacion.

Para la realizacion de esta tesis se usaron diferentes tipos de animales
procedentes de Charles River Laboratories internacional, Inc.

Para el modelo de infarto agudo de miocadio y los implantes subdérmicos se
utilizaron ratas Wistar macho de unos 200 gramos de 8 semanas de edad. Y para
el modelo de xenotrasplante se utilizaron ratones atimicos Foxnlnu (nu/nu) de
unos 20 gramos y 7 semanas de edad. Por su condicién inmunolégica, la
estabulacidén se realizé en condiciones libres de patégenos, utilizdndose para ello
racks ventilados y alimentacién irradiada con radiacion gamma. La cepa Wistar fue
mantenida en condiciones similares pero sin los mismos requisitos de esterilidad.

5.2.Procedimientos quirurgicos
5.2.1. Anestesiay analgesia

La anestesia es un estado reversible producido por farmacos, caracterizado
por la ausencia de cualquier tipo de percepcién sensorial, ya sea dolorosa o no.
Gracias a este estado de no consciencia, se facilita la manipulacién de los animales
durante los procesos quirurgicos, se reduce el sufrimiento del animal y se
disminuyen las consecuencias negativas de la cirugia sobre la fisiologia del animal.

En la tabla 6 se expone los productos y las dosis administradas para la
anestesia y analgesia en las diferentes fases del proceso quirurgico.
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Anestesia Analgesia
Fase
Producto | Via Dosis Mezcla Producto Via Dosis
(*) (**) | (mg/kg) | O, (L) (*) (**) | (mg/kg)
Preoperatorio e
induccién Sevorane | INH 6% 0,6 fentanilo IP 0,05
anestésica
2,5%
Mantenimiento (rata)
>nimt Sevorane | INH 03
anestésico 1,5%
(ratén)
Postoperatorio - - - - buprenorfina | IP 0,05
Ecografias Sevorane | INH 2% 0,3 - - -

(*) Sevorane. Sevofluorano Abbott, Madrid, Espafia; Fentanilo. (Fentanest, Kern Pharma);
Buprenorfina. (Buprex, Schering-Plough S.A.).
(**) INH: inhalatoria. IP: intraperitoneal.

Tabla 6: Anestesia y analgesia de los animales: productos y dosis administradas.

5.2.2. El modelo experimental de infarto de miocardio en rata

Antes de realizar la técnica quirdrgica se procedid a anestesiar a la rata
introduciéndola en una camara anestésica. Esto permitié que la rata se durmiera
momentaneamente y disponer de unos segundos para realizar la intubacion.

Para la intubacién se colocé a la rata en posicion decubito supino, se
transilumind la trdquea con una fuente de luz fria y se procedié a la intubacion
endotraqueal con un catéter de 18G (1,3 mm de diametro) y una longitud de 2”
(5,1 cm) (Braun). A partir de este momento la rata queda conectada al respirador
automatico (modelo 683, Harvard Apparatus), cuyos parametros mas importantes
son un volumen tidal de 2 ml y un ritmo de respiracidn de 100 respiraciones por
minuto. El plano anestésico se mantuvo a lo largo de todo el procedimiento
quirdargico mediante anestesia volatil con la mezcla descrita en la tabla 6.

A continuacion, la rata fue colocada sobre una manta eléctrica para asegurar
el mantenimiento de la temperatura corporal y se procedié a preparar el campo
quirargico. Se rasurd la zona izquierda del pecho, se esterilizd con una solucion
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yodada y se realizé una incision de 2 cm entre la cuarta y la quinta costilla hasta
acceder a la cavidad toracica. Con cuidado de no dafar el pulmén y con un
separador se abrid el espacio intercostal hasta acceder bien al corazén. Se abrid la
fina membrana pericardica y se procedié a la oclusiéon de la arteria coronaria
descendente anterior izquierda (ACDAI) mediante la ligacion permanente de la
misma con una sutura de monofilamento no reabsorbible de 6/0 (Premilene,
Braun). Esto produce un cambio de coloracion en la zona de miocardio
dependiente de la arteria ligada indicando la correcta realizacion del IAM (Figura
23A). Una vez la arteria estaba ocluida se cerré el pecho del animal con una sutura
monofilamento reabsorbible de 3/0 (Monosyn, Braun). Por ultimo, se retird la
anestesia, se curd la herida con Betadine (Viatris Manufacturing, Burdeos, Francia)
y se esperd a que la rata despertara por si sola.

5.2.3. Implante del biomaterial sobre el tejido cardiaco

Para implantar el biomaterial en la superficie del tejido cardiaco en corazones
con y sin IAM, se procedié de la siguiente manera. Se situé el BM de 1 cm?® de
tamafio en la zona isquémica del epicardio y se fijo al mismo mediante 2 puntos
sueltos de sutura con Premilene 6/0 (Braun). Los dos puntos se realizaron en dos
esquinas opuestas del BM para una mejor sujecién (Figura 23B) [221]. En los
animales sin 1AM se colocé el BM en la misma regidén donde hubiese sido la
isquemia y con la misma sujecion.

Figura 23. Imdgenes del corazén durante la realizacién de los procesos quirurgicos. A.
Momento en el que se realiza el IAM mediante la ligadura de la ACDAI. La linea de puntos
indica la zona isquémica y la sana. B. Técnica de sutura del biomaterial al corazon.
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5.2.4. Modelo subdérmico en rata

La finalidad de este modelo es testar los biomateriales a nivel subdérmico y
analizar su capacidad angiogénica, su biodegradabilidad y el nivel de inflamacidn.
En bibliografia existen numerosos articulos en los que se realizan implantes
subdérmicos [224, 225].

El plano anestésico y analgésico se mantuvo a lo largo de todo el
procedimiento quirdrgico como se describe en la Tabla 6.

Tras afeitar y limpiar la zona dorsal se realizé una incisién de 3 cm de longitud
en el lomo del animal y se colocé el BM de 3 cm de largo por 2 de ancho de
manera subdérmica (entre la dermis y la musculatura) (Figura 25). Los BM
mostraron tener buena adherencia a la zona subdérmica del animal y no hizo falta
realizar ningun tipo de sujecién. Posteriormente, la incisién se cerrd con sutura
reabsorbible de 3/0. Los animales se sacrificaron 15 dias post-implante del BM y
se extrajeron las muestras para realizar el estudio histoldgico.

Figura 24. Implante del biomaterial a nivel subdérmico en la zona dorsal de ratas Wistar.

5.2.5. Modelo xenotrasplante en raton

Una vez los ratones fueron anestesiados se procedid a iniciar el proceso
quirdrgico. Se extirpé una porcién de 6 cm? de epidermis de la parte superior del
animal. Con el trozo de piel escindida se procedié a su desvitalizacién por
congelaciéon y descongelacion en nitrogeno liquido. La finalidad de este
procedimiento es que esta piel desvitalizada pueda servir posteriormente como
una cobertura natural del equivalente dérmico una vez éste esté injertado en el
animal.
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En el trozo de herida abierta se depositd el BM y encima de éste el ED
humano generado in vitro. Ambos se suturaron al animal con sutura Premilene®
6/0. Para proteger el injerto de la deshidratacion y de la manipulacién del propio
animal, se cubridé con la piel desvitalizada del propio ratén y se suturd con sutura
reabsorbible  VICRYL RAPIDE 3/0. Dicha cobertura se desprendid
espontaneamente en los primeros 15 dias de su aplicacion. Para finalizar el
procedimiento se sellaron los bordes con vaselina estéril de uso clinico (Figura
25).

Extirpacion de piel

Colocacion del EDy el BM

Sutura del ED + BM

Colocacion y sutura de la
piel desvitalizada

Cobertura de las suturas con
Vaselina estéril

Figura 25. Procedimiento del modelo de xenotrasplante en raton.

Los ratones fueron sacrificados a uno y dos meses después de realizar el
implante de los injertos de piel humana generados in vitro. Se extrajo la piel del
dorso del animal para su estudio histoldgico.
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5.3.Andlisis ecocardiografico

La ecocardiografia es una prueba fundamental para ver la evolucidn de la
funcién cardiaca en el tiempo. Con ella se obtiene informacién muy detallada, en
tiempo real, de la morfologia cardiaca y ademds es una técnica no invasiva.

Las adquisiciones se realizaron 1 dia antes del infarto (funcién cardiaca basal)
y a los 15, 30 6 60 dias post-infarto (funciéon cardiaca post-IAM), segun el
experimento.

Para ello la rata se anestesio, se colocd en posicién decubito supino y se
rasurd la zona izquierda del pecho donde se coloca la sonda. Las imdgenes se
adquirieron con un ecégrafo General Electric modelo Vivid 5 equipado con una
sonda lineal de 10 MHz.

A cada uno de los tiempos indicados se realizd una ecocardiografia
transtordcica (corte transversal del corazdn) a nivel de los musculos papilares
(Figura 26 A y B), adquiriéndose imagenes tanto en modo M (imagen lineal a la
que se le ha introducido la variable tiempo) (Figura 26D) como en 2D (imagen bi-
dimensional en tiempo real) (Figura 26C). Los parametros funcionales se
calcularon en tres ciclos cardiacos consecutivos utilizando métodos estandares. En
el modo-M se midieron el didmetro del ventriculo izquierdo y el grosor de la
pared anterior y pared posterior tanto en didstole como en sistole. En las
imagenes 2D se midid el area interna del ventriculo izquierdo en didstole y en
sistole [222, 223].
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Figura 26. Parametros ecocardiogrdficos. A. Plano ecocardiogrdfico del corazon. B. Corte
trasversal del corazon a nivel de los musculos papilares. C. Imagen representativa de una
imagen en modo 2D donde se delimita con la linea de puntos el drea del ventriculo
izquierdo en didstole (AVId). D. Imagen representativa de una imagen modo-M donde se
indican los diferentes pardmetros a medir: GPAd, grosor pared anterior en didstole; DVId,
didmetro ventriculo izquierdo en didstole; GPPd grosor pared posterior en didstole; GPAEs,
grosor pared anterior en sistole; DVIs, diametro ventriculo en sistole; GPPs, grosor pared
posterior en sistole.

A partir de estas medidas se calcularon los siguientes parametros de funcién
cardiaca:

e Cambio Porcentual de Area (CPA): [(AVId — AVIS) / AVId] x 100
e Fraccion de Acortamiento (FA): [(DVId — DVIs) / DVId] x 100
e Engrosamiento de la Pared Anterior (EPA): (GPAs-GPAd -1) x 100

6. Analisis estadistico

Los analisis se realizaron con el software SPSS 17.0 para Windows y el
software GraphPad Prism 5 (La Jolla, CA, EEUU). La normalidad de las muestras se
comprobd mediante el test de Shapiro-Wilks. En aquellas muestras que seguian
una distribucidon normal, las comparaciones entre mas de dos grupos se realizaron
utilizando un ANOVA, y las comparaciones entre dos grupos, utilizando el T test
para dos muestras independientes o pareadas. En aquellas muestras en las que
fue necesario utilizar estadistica no paramétrica, las comparaciones entre grupos
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se realizaron utilizando el test de Kruskal-Wallis, y para las comparaciones entre
dos grupos, utilizando el test de U de Mann-Whitney. Para las comparaciones no
paramétricas de dos muestras pareadas se uitlizo el tes de Wilcoxon. En todos los
casos, las diferencias entre los grupos se consideraron significativas para p<0,05, y
muy siginificativas para p<0,01. Los datos se mostraron como media + error
estandar de la media.
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1. Caracterizacion de biomateriales para el estudio

Para la realizacién de este trabajo se han analizado 17 biomateriales (BM) que
fueron proporcionados por el Instituto Tecnoldgico AITEX: 2 variantes de poli (3-
hidroxibutirato) (PHB), 5 variantes de poli (e-caprolactona) (PCL), 2 de Seda, 4 de
acido poli-lactico (PLA), 2 de poliamida (PA) y 2 de acido polilactico-co-glicdlico
(PLGA). Se realizé un primer cribado para seleccionar un biomaterial de cada tipo
gue pudiera ser utilizado con fines terapéuticos para el tratamiento del IAM y de
lesiones cutaneas. Una vez seleccionados los BM iddneos, se caracterizaron con
mds profundidad para conocer su capacidad de proliferacion y su respuesta
inflamatoria a nivel celular.

1.1.Evaluacién de la biocompatibilidad celular, de la hidrofobicidad y del
comportamiento mecanico

Los BM se seleccionaron en funcién de su facil manejabilidad, resistencia,
caracter hidrofilico y por su capacidad de albergar células en su interior. A
continuacién, se muestran imagenes representativas de experimentos que
sirvieron para descartar biomateriales no adecuados para el estudio.

1.1.1. Biocompatibilidad celular

Para evaluar la biocompatibilidad de los BM se sembraron 4x10* células/cm’y
se dejaron crecer 48 h. Transcurrido ese tiempo las células se fijaron y se tifieron
los nucleos celulares con DAPI. Posteriormente se observaron al microscopio de
fluorescencia. En la figura 27A se obsevan las células bien adheridas y vivas,
demostrando que el BM donde fueron sembradas era biocompatible. Por otro
lado, la figura 27B muestra que las células estdan muertas. Todos los BM donde se
observo este resultado fueron descartados.
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Figura 27: Imagen representativa del aspecto que muestran las células adheridas a un
BM biocompatible (A) y a uno que no lo es (B). Células mesenquimales de pulpa dentaria
marcadas con DAPI (azul) sembradas en un BM. Imdgenes tomadas con el objetivo 40x.

1.1.2. Hidrofobicidad

Para que las células crezcan sobre los BM es necesario que éstos queden
embebidos en el medio de cultivo. Para evaluar esta propiedad, los biomateriales
fueron colocados en placas de cultivo y se afiadid medio de cultivo. Los BM que
flotaron mostraron un caracter hidrofébico (Figura 28A) y los que permanecieron
en el fondo de los pocillos mostraron un cardcter hidrofilico (Figura 28B). Los BM
que presentaron hidrofobicidad al medio de cultivo fueron descartados para el
estudio.

Figura 28: Biomateriales embebidos en el medio de cultivo. A. BM hidrofobico flotando
en el medio de cultivo. B. BM hidrofilico embebido en el medio de cultivo.

1.1.3. Comportamiento mecanico

Para utilizar un BM es necesario que su manipulacién sea posible. BM que
inicialmente iban a ser estudiados demostraron ser quebradizos en su
manipulacién (Figura 29).
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Figura 29: Imdgenes representativas de biomateriales quebradizos.

De los 17 BM estudiados, se selecciond una variante de cada tipo para
continuar el estudio. Los BM seleccionados cumplieron las propiedades idoneas
para la finalidad del estudio (facil manejabilidad, resistencia, caracter hidfrofilico y
biocompatibilidad). Unicamente la seda mostré una capacidad de deformacion
limitada debido a su naturaleza fragil. En la tabla 3 del apartado 1 de Material y
Métodos se resumen los parametros técnicos de fabricacion de los BM
seleccionados.

1.2.Ensayos de adhesidn y proliferacion celular

Con el fin de determinar la adhesion celular a los BM seleccionados, se
sembraron células de pulpa dentaria sobre los mismos a una densidad de 4x10*
células/cm? y se cultivaron durante 48 horas. Transcurrido ese tiempo se fijaron
las células y se tifieron sus nucleos con DAPI.

La visualizacion de los nucleos por microscopia de fluorescencia (Figura 30
paneles inferiores) mostré una buena adhesion celular a todos los BM. No
obstante, se observd un comportamiento de dispersion diferente que dependia
del sustrato polimérico. En los biomateriales de colageno (COL), Matriderm (MD),
PCL, PLA y PA las células crecieron y se distribuyeron ocupando toda la superficie
del BM. Sin embargo, el crecimiento de las células en los biomateriales PHB y
SEDA fue diferente. En la SEDA la distribucién fue mucho mas heterogénea,
llegando a formar agrupaciones de células. En el PHB las células se adhirieron solo
en el sitio donde inicialmente se sembraron y no se expandieron.
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Figura 30. Adhesion de los BM a nivel celular. Microscopia electrénica de barrido
de los BM (paneles superiores) y tincion nuclear en azul (DAPI) de células
mesenquimales de pulpa dentaria cultivadas en los BM durante 48 horas. Las
imdgenes se adquirieron con los objetivos de 20x en paneles superiores y a 10x en
paneles inferiores. Barra de escala de 50 um en coldgeno (COL) y 10 um en las
demds imdgenes.

En conjunto podemos concluir que las diferencias en la composicion, el
didmetro o la disposicién de las fibras en los diferentes tipos de BM influyen en la
capacidad de adhesién y expansion de las células.

Tras comprobar que los BM eran aptos para el cultivo celular, procedimos a
evaluar si ademas las células eran capaces de proliferar.

Para ello, se sembraron sobre los BM células de pulpa dentaria previamente
transfectadas con un vector que contiene la proteina verde fluorescente (GFP) y
se cultivaron durante 24, 48 y 96 horas. Transcurridos los tiempos determinados,
los BM fueron fijados y se observaron al microscopio de fluorescencia (Figura 31).
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48 h

PCL

PHB

Figura 31: Imdgenes de células de pulpa dentaria-GFP creciendo en los biomateriales a lo
largo del tiempo. Imdgenes tomadas con el objetivo 4x.

La figura 31 representa imagenes de los BM PCL y PHB a las 24, 48 y 96 horas
de incubacion, en las que se observa un aumento progresivo en el tiempo del
numero de células que hay sobre cada uno de los BM. Con ello se comprobé que
las células no solo pueden permanecer viables en los BM sino que son capaces de
proliferar y expandirse a través de las fibras. Este comportamiento se observé en
todos los BM.

1.3.Estudio inflamatorio in vitro

Para analizar la respuesta inflamatoria inducida por los BM, se cultivaron
leucocitos recién aislados de sangre total de pacientes sanos sobre los BM
durante 5 horas y posteriormente se extrajo el ARN y se evalud el perfil
inflamatorio mediante qPCR. Se analizd la expresion de interleuquinas
relacionadas con procesos pro-inflamatorios como IL-1pB e IL-6 y anti-inflamatorios
como IL-10. El test inflamatorio in vitro recomendado por la FDA (Food and Drug
Administration) requiere la medicion de IL-6 e IL-1B como citoquinas pro-
inflamatorias. En este caso particular, decidimos incluir la IL-10 como indicador de
un efecto anti-inflamatorio potencial.

Los resultados obtenidos mostraron que los niveles de expresion de IL-1B
fueron similares cuando los leucocitos se incubaron con PCL, PLA, PA y PLGA. Los
niveles obtenidos fueron superiores con PHB y ligeramente inferiores con SEDA
(Figura 32 y tabla 7). Los valores que se obtuvieron de IL-10 fueron similares en el
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caso de PCL, PLA, PA y SEDA vy ligeramente superiores en el caso del PHB e
inferiores para la SEDA. Si nos fijamos en los valores de la IL-6 para el caso del
PHB, se observd un aumento significativo de expresién comparado con los valores
del resto de BM (p <0,05 frente a PCL, SEDA, PLA, PA 'y PLGA).
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Figura 32. Cuantificacion de los niveles de transcripcion génica de IL-1 8, IL-6 y IL-10 en
leucocitos incubados durante 5 h con los BM indicados. Los datos se expresan como el
valor relativo sobre el control (valores normalizados representados como media + SEM
(standar error of the mean) de tres experimentos independientes; *p <0,05).

PHB PCL SEDA PLA PA PLGA

IL-18 14,93+5,80 5,61+0,57 0,61+0,37 4,18+0,73 2,27+0,64 3,95+0,87
IL-6 172,94+75,33  36.71+14.77 4,78+0,22 48,25+19,70 12.29+6.36 10,83+2,57

IL-10 2,27+0.225 1.25+0.15 0.38+0.04 1.26+0.29 0.68+0.06 0.88+0.39

Tabla 7. Niveles de expresion de genes de leucocitos después de 5 h de cultivo con
diferentes BM. Los valores normalizados de IL1-8, IL-6 e IL-10 en leucocitos activados
frente a no activados fueron calculados y expresados como media * SEM de tres
experimentos independientes de gPCR.

En concreto, el PHB indujo significativamente la expresién de IL-6 comparado
con el resto de BM y fue ligeramente superior para la IL-1B y IL-10. Para los demas
BM, los valores de expresion fueron similares en todas las IL. En general, los
resultados revelan un patron de expresion de citoquinas complejo que depende
del tipo de BM.
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2. Caracterizacion de la biocompatibilidad de los biomateriales a nivel cardiaco

Después de comprobar que los biomateriales seleccionados (Tabla 3) eran
aptos para el cultivo de células (Apartado 1.2 de Resultados), se quiso confirmar si
eran compatibles con células de tipo cardiaco y si éstas seguian vivas después de
varios dias en cultivo. También se realizaron estudios in vivo en los que se analizé
su biocompatibilidad histopatolégica, su capacidad angiogénica o su respuesta
inflamatoria en un entorno cardiaco, entre otros ensayos.

Para los estudios descritos a continuacién se utilizdé una membrana de
Colageno (COL) como BM control.

2.1. Analisis de la biocompatibilidad de los biomateriales in vitro

Debido a la estructura tridimensional de los BM (Figura 33), el contaje de las
células mediante microscopio tras marcaje con DAPI resulta poco preciso por lo
qgue se empled un ensayo de viabilidad celular (MTT).

Figura 33: Células mesenquimales (MSC) de pulpa dentaria sembradas en el BM y
marcadas nuclearmente con DAPI (azul). La imagen muestra dos planos de enfoque
mostrando la tridimensionalidad de los BM. Imagen tomada con el objetivo 20x.

Para ello se sembraron fibroblastos cardiacos, células HL-1 y células de pulpa
dentaria en los BM a una densidad de 4x10* células/cm” y se dejaron en cultivo
durante 4 dias. Transcurrido este tiempo, se realizo el ensayo de viabilidad celular
mediante MTT (Apartado 4.4.1 de Material y Métodos). Los valores de
absorbancia observados mostraron una mayor viabilidad celular en el material
PCL comparado con COL en los tres tipos de células (Figura 34). Los demas
materiales se comportaron igual que la membrana control excepto la SEDA que
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demostré un mayor crecimiento cuando se sembrd con pulpa dentaria y el PA,
gue demostrdé un menor crecimiento cuando se sembré con las células HL-1. Estos
resultados indican una buena biocompatibilidad de los biomateriales con células
relacionadas con un entorno cardiaco y destaca de manera significativa una
mayor proliferacion celular para el caso del PCL. Por tanto, concluimos que el PCL
es el BM que presenta los mejores valores para cada tipo celular.
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Figura 34. Proliferacion de MSC de pulpa dentaria, fibroblastos cardiacos y células HL-1
en diferentes BM evaluada mediante el ensayo de MTT. La reaccion colorimétrica se
midié a 550 nm y se expresé como unidades arbitrarias. * p<0,05, 1<0,01, ¥<0,001. Los
resultados mostrados representan la media de tres experimentos independientes.

2.2. Analisis de la biocompatibilidad de los biomateriales in vivo

Una vez implantado, el BM 6ptimo ha de incrementar la angiogénesis en el
tejido en contacto, ha de ser degradado y no ha de provocar una fuerte reaccion
inflamatoria que desencadene el rechazo. Con este objetivo se evalud la
degradacion de los materiales y se analizd mediante técnicas histoldgicas la
respuesta a cuerpo extrafio con respecto a la inflamacion, reaccién
granulomatosa, congestion vascular, hemorragia y fibrosis epicardica.

Para el analisis de la adhesion y reabsorcion de los BM con el tejido cardiaco y
su estudio histopatoldgico, se implantaron los seis tipos de biomateriales (COL,
PHB, PCL, SEDA, PLA, PA) en el corazén de ratas sanas mediante dos puntos de
sutura. Se trasplantaron 6 animales con cada tipo de membrana y para cada
tiempo de estudio y se sacrificaron a las 2 y 8 semanas post-implante.
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2.2.1. Andlisis de la adhesion y reabsorcion de los
biomateriales en el corazén in vivo

El dia del implante todos los BM mostraron una buena adhesion y se
adaptaron a la anatomia del corazén. No obstante, aunque después de 8 semanas
todos los BM se mostraron visibles (Figura 35), cada uno se comporté de manera
diferente en términos de degradacién.

SEDA PLA

Figura 35. Examen macroscopico de los BM en la superficie epicdrdica de ratas sanas, 8
semanas después de su implante.

El PCL, la PLA, la PA y la SEDA no presentaron ninguna degradacién a nivel
macroscopico y Unicamente el PHB mostré una biodegradacién similar al control,
que también se observé histolégicamente (Figura 36). Cabe destacar que el PLA
ademas de no reabsorberse incrementé su volumen.
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coL PHB PCL

Figura 36. Corte transversal de tejido cardiaco tefido con H/E mostrando parches
cardiacos 8 semanas después del implante. Recuadros D-F y J-L: imdgenes del detalle de
la regidon del BM tomadas con el objetivo de 40X.

Este ensayo destaca al PHB como el material mds interesante en términos de
degradacion.

2.2.2. Analisis histopatoldgico de los biomateriales en corazén
in vivo

Se realizd un estudio histopatolégico en el que se analizd la respuesta a la
presencia de cuerpo extrano. Se valord la inflamacidn, la reaccion granulomatosa,
la congestidn vascular, la presencia o no de hemorragia y fibrosis epicardica.

Los resultados observados en el apartado anterior se correlacionan con el
estudio histopatolégico de los BM (Tabla 8) realizado 2 y 8 semanas tras su
implante en el tejido cardiaco.
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coL PHB PCL SEDA PLA PA
Factores evaluados

2 8 2 8 2 8 2 8 2 8 2 8

Integridad del BM +Hoo- 4 S S I = R = ++ - -

Reaccion
granulomatosa
Infiltrados celulares

+ -+ B = T T S e o S

. R ++ - + + o+ o+ o+ + ++ -
inflamatorios

Congestion vascular R T s = S S = S S - -
Hemorragia - - - - - - - - - - - -
Fibrosis epicardica - -+ -+ -+ - - - - -

Tabla 8. Andlisis histopatolégico de BM implantados en corazones de ratas sanas.
Estudio realizado a las 2 y 8 semanas pos-trasplante. Segun el grado de presencia del
factor evaluador: (+++) elevada, (++) moderada, (+) leve, (-) no se detecta.

El PLA mostré un aumento de volumen poco después de su implantacién en el
tejido cardiaco y siguié aumentando a lo largo del periodo de tiempo analizado.
Este fendmeno se acompand de una elevada presencia de infiltrados celulares,
compuesta predominantemente por células mononucleares, lo que responde a
una respuesta de rechazo del biomaterial por parte del corazén. Por el contrario,
el PCL, la SEDA y la PA fueron rapidamente encapsulados y degradados siguiendo
un patréon de reaccidn a cuerpo extrafio, con la acumulacion de células gigantes
multinucleadas. Esto indica que estos materiales no estdn siendo rechazados,
pero necesitan mas tiempo para la degradacion y la resolucion de la inflamacion
(Figura 37).
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Figura 37. Tincion de H/E de las secciones de tejido cardiaco del corazén 2 semanas
después del implante de los biomateriales. Los asteriscos (*) sefialan las fibras de los BM.
Las flechas apuntan a las células gigantes multinucleadas. Imdgenes tomadas con el
objetivo de 20x.

La histologia del PHB revela un comportamiento similar al control (Figura 37).
A las dos semanas de su implante no mostré apenas fragmentos de biomaterial ni
células gigantes multinucleadas fagociticas. Este fendmeno provocd una respuesta
inflamatoria leve que se resolvid del todo a las 8 semanas, dando como conclusion
la aceptacién del PHB por el organismo.

2.2.3. Analisis de la respuesta inflamatoria de los biomateriales
in vivo. Cuantificacion de macréfagos con perfil M1y M2

Dada la importancia de los macréfagos como moduladores de la cicatrizacion
en zonas de lesidn, se quiso analizar el perfil de polarizaciéon de los mismos en
respuesta al implante de los biomateriales en corazones con vy sin infarto. El
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estudio se realizé utilizando 6 ratas por grupo experimental y condicidn y tuvo
una duracion de 2 semanas.

Para ello se cuantificaron los macréfagos con perfil M1 y M2 realizando una
inmunofluorescencia doble positiva utilizando los marcadores de superficie
CCR7/CD68 para la identificacion de los macréfagos tipo M1 y CD163/CD68 para
los macréfagos tipo M2. El estudio se realizé en la interfase entre el biomaterial y
el tejido cardiaco (Figura 38). La inmunofluorescencia y su andlisis fue realizada
por la Dra. Beatriz Pelacho Sampery el Dr. Felipe Présper Cardoso.

MIOCARDIO SANO MIOCARDIO INFARTADO

coL

PHB

PCL

SEDA

PLA

Figura 38. Imdgenes representativas de la inmunofluorescencia para la identificacion de
los macréfagos con perfil M1 y M2 en corazones de ratas sanas e infartadas. Los
marcadores de macréfagos CCR68+ se tifieron de rojo y los marcadores de macréfagos M1
CCR7+ (verde) y M2 CD163+ en rojo. Los asteriscos (*) sefialan los restos de BM. La linea
discontinua de puntos indica la zona de estudio situada entre el BM y el tejido cardiaco.
Barra de escala: 50 um.
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Tras el analisis cuantitativo de los macréfagos M1 y M2 en el tejido cardiaco
de ratas sin infarto, se pudo observar que el implante de los biomateriales PCL,
SEDA y PA desencadend una respuesta pro-inflamatoria de tipo M1 y anti-
inflamatoria de tipo M2 en los biomateriales COL, PHB y PLA. Con la excepcion del
polimero de seda, se encontré un patréon de polarizacidn similar en el grupo de
ratas infartadas (Figura 39).
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Figura 39. Representacién del ratio de macréfagos M1/M2. Cuantificacién de macréfagos
M2 (CD163 + / CD68 +) y M1 (CCR7 + / CD68 +) presentes en la interfase entre el tejido
cardiaco y el biomaterial 2 semanas después del implante en ratas con y sin infarto. (n=6
por grupo experimental y condicion).

2.3.Estudio angiogénico de los biomateriales

Los biomateriales fueron evaluados segun su capacidad para formar nuevos
vasos (neoangiogénesis). La finalidad fue identificar un biomaterial altamente
angiogénico que ayude en la revascularizacién del tejido cardiaco tras un IAM.
Para ello se implantaron los biomateriales en corazones de ratas con y sin infarto
durante dos semanas. Después de este tiempo se cuantificé el nivel de
angiogénesis en los biomateriales mediante el recuento de capilares y arteriolas
marcados con un anticuerpo anti-caveolina (Figura 40).
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Figura 40. Imdgenes de inmunofluorescencia marcando vasos sanguineos en la zona del
BM implantado en corazones sanos de rata. Los vasos se marcaron con un anticuerpo
anti-caveolina-1 (verde) y los ntcleos con DAPI (azul). Imdgenes tomadas con el objetivo de
20X. Barra de escala: 100 um.

El andlisis de la angiogénesis en los biomateriales implantados en ratas sanas
mostré una mayor densidad de vasos en el interior del PHB. Los valores obtenidos
fueron 219,8 + 12,39 vasos/mm2 para COL, 372,4 + 24,90 para PHB, 275,2 + 10,63
para PCL, 230,6 £ 12,75 para SEDA, 129,2 + 14,32 para PLAy 131,1 + 9,52 para PA;
P <0,05 para PHB frente a COL, PCL, SEDA, PLA y PA (Figura 4B). Y lo mismo
ocurrié cuando los biomateriales fueron implantados en los corazones de ratas
infartadas. Los valores obtenidos fueron 181,4 + 11,56 vasos/mm? para COL, 253,4
+ 18,73 para PHB, 194,8 + 17,11 para PCL, 149,4 + 12,15 para SEDA, 105,1 £ 9.5
para PLAy 166,0 £ 12,95 para PA; P <0,05 para PHB frente a COL, PCL, SEDA, PLAy
PA (Figura 41).
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MIOCARDIO SANO MIOCARDIO INFARTADO

500+ 300+ T

Vasos/mm?
Vasos/mm?2

Figura 41. Cuantificacion del numero total de vasos en ratas sanas e infartadas 2
semanas después de su implante. n = 6 por grupo experimental y condicién, tp <0,01.

Por lo tanto, el PHB fue el biomaterial que mostré una capacidad angiogénica
significativamente mayor que el resto de los BM tanto en el miocardio sano como
infartado.

2.4.Estudio de la remodelacion y la funcion cardiaca

Se quiso estudiar el efecto de los BM sobre el remodelado ventricular y la
funcién cardiaca después de un IAM. Para la realizacién de este estudio se
implantaron los BM en corazones de ratas con IAM durante dos semanas. El
estudio se realizé con 6 ratas por grupo experimental.

El efecto de los BM sobre el remodelado ventricular se analizd mediante la
medicion del tamafio de infarto en los corazones. Para ello se obtuvo el
porcentaje de tejido cicatricial en la zona infartada a partir de la histologia (Figura
42).
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SHAM coL PHB PCL

Figura 42. Tincion de Masson de secciones de corazon de ratas con IAM y biomaterial en
el epicardio. Control: corazdn con IAM sin BM.

El area fibrdtica en el ventriculo izquierdo se calculd6 mediante la
cuantificacion de las secciones tefiidas con tricrdmico de Masson en cada grupo y
se compard con un grupo control de ratas infartadas sin BM. El porcentaje de
tejido cicatricial fue 27,84+1,55% en el grupo control, 16,93+1,80% en el grupo
COL, 17,4742,26% en el grupo PHB, 13,86+£1.09% en el grupo PCL, 19,14+1,27% en
el grupo de SEDA, 24,3145,24% en el grupo PLA y 22,39%4,11% en el grupo PA
(p<0,01 en COL y PCL frente al grupo control; p<0,05 en PHB frente al grupo
control) (Figura 43).
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Figura 43. Porcentaje del tejido cicatricial de los corazones con IAM y BM. Se comparo
con el grupo control de ratas infartadas sin BM (* p<0,05 en PHB frente a control, Tp <0,01
en COL y PCL vs Control). (n=6 por grupo experimental).
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Se observd una reduccién significativa del tejido cicatricial y previno a su vez
el remodelado negativo después del IAM cuando se implanté COL, PHB o PCL,
pero no en los casos de los corazones con SEDA, PLA y PA.

Por otro lado, para comprobar si el implante de los biomateriales mejoraba la
funcién cardiaca en los corazones infartados, se realizaron ecocardiografias antes
de realizar el IAM y dos semanas después.

Los valores obtenidos para cada parametro ecocardiografico se encuentran
representados en la figura 44.
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Figura 44. Medicion de la funcion del ventriculo izquierdo en animales control y tratados.
Se dan valores cuantificados en porcentaje del Cambio Porcentual de Area (CPA), Fraccidn
de Acortamiento (FA) y Engrosamiento de la Pared Anterior (EPA), (n = 6 por grupo
experimental).

Los parametros de funcion cardiaca no mostraron una recuperacién ni un
perjuicio significativos de la funcidn sistdlica en los corazones que estuvieron en
contacto con ninguno de los BM.

Por lo que la utilizacién de los BM estudiados no perjudica en el rendimiento
cardiaco cuando éstos se aplican en el epicardio de corazones infartados.
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3. Caracterizacion de los biomateriales a nivel dérmico

En vista de los buenos resultados obtenidos de los biomateriales PHB y PCL a
nivel de biocompatibilidad y reparacién cardiaca, se escogieron éstos para el
posterior estudio en el campo de la regeneracién dérmica. Ademads, se afadi6 el
PLGA, un BM menos estudiado en el campo de regeneracidon dérmica.

Los BM fueron afadidos a los equivalentes dérmicos (ED) de origen humano
generados in vitro y se realizaron estudios de viabilidad celular. A su vez, estos ED
con los BM sirvieron de injertos cutdneos en ratones inmunodeprimidos y se
estudio su capacidad angiogénica y respuesta inflamatoria.

Como control para los siguientes ensayos se eligio la membrana comercial
Matriderm® (MD).

3.1. Analisis de la biocompatibilidad de los biomateriales in vitro

La siembra de los biomateriales y el ensayo de viabilidad celular por cck-8 se
realizaron de manera similar al analisis de biomateriales en entorno cardiaco. Se
sembraron fibroblastos dérmicos y células endoteliales (HUVEC) en los BM a una
densidad de 4 x10* y 5 x10* células/cm? respectivamente.

Los valores de absorbancia observados mostraron una viabilidad celular
significativamente menor en PCL respecto al control. Sin embargo, el crecimiento
celular fue similar entre MD, PHB y PLGA (Figura 45).
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Figura 45. Proliferacion de fibroblastos dérmicos humanos y células endoteliales
humanas en BM evaluada mediante el ensayo de cck-8. Los resultados mostrados
representan la media de tres experimentos independientes. * P <0,05 en PCL vs PHB y
PLGA.

Con estos resultados se comprobd la buena biocompatibilidad del PHB y

PLGA.
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3.2. Anadlisis de la biocompatibilidad de los biomateriales in vivo

Para el andlisis de biocompatibilidad de los BM a nivel dérmico, se
implantaron los BM a nivel subcutdneo en ratas sanas. Los animales se
sacrificaron a las 2 semanas post-implante y se obtuvieron las muestras para su
estudio histoldgico.

Se evalud la degradacion de los materiales y se analizd la respuesta a cuerpo
extrafio con respecto a la inflamacién, reaccidon granulomatosa, congestion
vascular, hemorragia y necrosis.

3.2.1. Analisis de la reabsorcidn y estudio histopatoldgico de
los biomateriales implantados a nivel subdérmico en
ratas sanas

Se evalué el grado de reabsorcién de los BM dos semanas tras el implante
subdérmico. Todos los BM mostraron una buena adhesién en el momento de ser
implantados. En el momento del sacrificio ninguno de los BM se mostré visible a
nivel macroscépico. No obstante, a nivel microscépico si se observaron diferencias
(Figura 46).
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PCL

PHB

PLGA

Figura 46. Corte transversal del tejido dermo-epidérmico teiido con tricromico de
Masson. Las flechas blancas apuntan a la zona donde estd implantado el BM y los
asteriscos blancos apuntan a las células multinucleares gigantes. Imdgenes A-D tomadas
con el objetivo de 4x y barra de escala de 100 um. Recuadros E-H: imdgenes del detalle de
la region del BM tomadas a con el objetivo de 20X; barra de escala 100 um. (n=4 por grupo
experimental).

MD y PCL se mostraron en su mayoria intactos y sin apenas degradacion.
Destacé el encapsulamiento de las fibras de PCL haciendo evidente la necesidad
de mas tiempo para su degradacidon. Sin embargo, se observd una mayor
reabsorcion en el caso del PHB y el PLGA.

Posteriormente se realizo el estudio histopatoldgico de estos animales (Tabla
9).
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Factores evaluados MD PCL PHB PLGA
Integridad del BM +++ +++ + +
Reaccidn granulomatosa +++ A+ +++
Infiltrados celulares inflamatorios ~ +++ ++ ++ ++
Congestion vascular - - + +
Hemorragia - - - -
Necrosis - + + +

Tabla 9. Andlisis histopatolégico de los BM implantados subcutdneamente en ratas
durante 2 semanas. Segun el grado de presencia del factor evaluado: (+++) elevada, (++)
moderada, (+) leve, (-) no se detecta.

El andlisis mostré que todos los biomateriales indujeron una reaccidon
granulomatosa a cuerpo extrafio con abundantes células multinucleadas e
infiltrado de células mononucleares, aunque la presencia de este ultimo factor fue
moderada para los velos de PCL, PHB y PLGA. En cuanto a la congestién vascular,
fue particularmente evidente en los animales donde se les implantd el PHB vy
PLGA, indicando una buena angiogénesis en la zona de su implante. El implante
subcutdneo de PCL, PHB y PLGA condujo a un ligero grado de necrosis
presumiblemente debido a la remodelacién activa, lo que se ha observado en
otros estudios utilizando velos similares [226]. No se observé hemorragia inducida
por la presencia de ninguno de los biomateriales.

3.2.2. Andlisis de la respuesta inflamatoria de los
biomateriales. Cuantificacion de macréfagos con perfil
Mly M2

De la misma manera que se analizé el perfil inflamatorio de los macréfagos en
el epicardio de corazones de rata con los biomateriales, se realizé también el
estudio a nivel subdérmico. Esta vez el biomaterial se depositd a nivel subdérmico
en 4 ratas por grupo experimental y se analizd el perfil de polarizacion de los
macroéfagos infiltrados a los 14 dias después de su implante.

Se realizé una inmunofluorescencia donde se identificaron a los macréfagos
tipo M1 caracterizados por tincion inmuno-histoquimica doble positiva para CCR7
/ CD68, y macréfagos de tipo M2 caracterizados por tincion con CD206 / CD68. El
estudio se realizé en la zona del tejido dérmico en contacto con el biomaterial
(Figura 47). La inmunofluorescencia y su analisis fue realizada por la Dra. Beatriz
Pelacho Samper vy el Dr. Felipe Présper Cardoso.
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PHB PCL MD
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Figura 47. Imdgenes representativas a los 14 dias de la inmunofluorescencia de tejido
dérmico para la identificacion de los macrofagos con perfil M1 y M2. Tefidos en rojo
para CCR7 (macrdfagos M1) y CD206 (macréfagos M2) y en verde para el marcador de
macrdéfagos CD68. Los nucleos se tifieron en azul con DAPI. Barra de escala: 50 um. (n=4
por grupo experimental).

Tras el analisis cuantitativo de los macréfagos M1y M2 en el tejido dérmico
de ratas (Figura 48), se pudo observar que el implante de los biomateriales MD
desencadend una respuesta pro-inflamatoria de tipo M1 y anti-inflamatoria de
tipo M2 en el resto de los biomateriales PCL, PHB y PLGA. Asi pues, la relacién M1
/ M2 fue de 1,95 + 0,07 en MD, 0,57 + 0,28 en PCL, 0,82 + 0,14 en PHB y 1,04
0,28 en PLGA a los 14 dias. Estos datos indican que los BM estudiados inducen un
remodelado constructivo in vivo.
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Figura 48: Estudio en el tiempo de la modulacion del perfil inflamatorio M1 /M2 después
del implante de biomateriales a nivel subdérmico en ratas. Cuantificacion de los
macréfagos M1y M2 14 dias tras el implante. (n=4 por grupo experimental).

3.3.Estudio de los equivalentes dérmicos con biomaterial en su base

Los equivalentes dérmicos (ED) fueron obtenidos tal y como se detalla en el
apartado 3.2 de Material y Métodos. Asi pues, el ED se compone de una capa de
gueratinocitos sobre un gel de fibrina donde se encuentran los fibroblastos
integrados en su interior (Figura 49).

Figura 49. Imagen de un ED. A. Placa de cultivo con el equivalente dérmico en su interior.
Se puede observar en amarillo la fibrina y en rojo el medio de cultivo con el que se nutre. B.
Equivalentes dérmicos en flotacion en medio de cultivo. C. Capa de queratinocitos
sembrados encima de la fibrina. D. Fibroblastos embebidos en la matriz de fibrina.
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A partir de este concepto se prepararon los ED donde se le afiadié un BM en
su base (Figura 50).

QUERATINOCITOS

MATRIZ FIBRINA + FIBROBLASTOS

Figura 50. Esquema de un equivalente dérmico con un biomaterial de base.

A continuacion, se evaltdan los ED en funcién de la formaciéon de sus capas
dermo-epidérmicas, su resistencia y su flexibilida dependiendo del tipo de BM
depositado en su base.

3.3.1. Generacion de un equivalente dérmico con propiedades
mecanicas

Se obtuvo un ED con un BM en su base. La observaciéon de su histologia
desveld una estructura de tres capas bien diferenciadas, capa de queratinocitos
(simulando la epidermis), capa tridimensional de fibroblastos (simulando la
dermis) y el biomaterial (Figura 51).
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Figura 51. Evaluacién histologica mediante la tincion de Hematoxilina-Eosina de cortes
de 10 um del ED. A. Imagen en la que se muestran las tres capas del ED con BM. Tomada
con el objetivo 4x. B. Imagen de la capa de queratinocitos C. Matriz de fibrina con
fibroblastos D. Biomaterial PLGA con fibroblastos. Las imdgenes B, C y D fueron tomadas
con el objetivo de 40 x.

Se fabricaron ED con los diferentes BM estudiados depositados en su base y
se manipularon.

Los ED que no llevaban BM en su estructura fueron mas vulnerables en
cuanto a su manipulacién e integridad fisica. Ademas, al ser despegados de la
base de la placa de cultivo redujeron notablemente su area (Figura 52A). Sin
embargo, los ED fabricados con BM en su base fueron facilmente despegados de
la placa, conservaron toda su superficie y se manipularon con facilidad sin que
perdieran su estructura fisica (Figura 52B y C).
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Figura 52. Imdgenes manipulando el ED con y sin BM. A) Imagen del equivalente dérmico
sin biomaterial. B) ED con PLGA en su base. C) Imagen del manejo del ED con PLGA.

Todos los BM estudiados, PCL, PHB y PLGA, permitieron una mejor
manipulacion del ED sin que éste perdiera su estructura fisica ya que les aportd
resistencia y flexibilidad. Con ello se demostré que la utilizacion de un BM
integrado en el ED preserva la superficie del cultivo después de ser retirado de la
placay le confiere unas propiedades mecanicas adecuadas para su manipulacion.

3.3.2. Evaluacion de los equivalentes dérmicos con biomaterial
en su base

Para evaluar la viabilidad de los ED con y sin BM, asi como el nivel de
organizacion a la hora de formar la estructura dermo-epidérmica, los ED se
analizaron histolégicamente (Figura 53).

CONTROL MD PHB PCL PLGA

Figura 53. Tincién de Hematoxilina/Eosina de los ED cultivados durante 10 dias con y sin
BM en su base. Las flechas negras apuntan a los fibroblastos integrados en la fibrina y en
las fibras de los BM. Imdgenes tomadas con el objetivo 10x. Barra de escala: 50 um. (n=5
ED por BM).
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Se observé que los equivalentes dérmicos control (sin BM), con MD, con PHB
y con PLGA permitieron un crecimiento optimo de los fibroblastos en la capa
dérmica del equivalente ademas de observarse una correcta estratificacién en sus
capas (epidermis y dermis) (Figura 53). También se observd que en los
equivalentes con MD y PHB la dermis estaba mds invadida de fibroblastos, lo que
le conferia mas consistencia y rigidez. Por el contario, los ED cultivados con el PCL
en su base mostraron una estructura en las capas de queratinocitos y fibroblastos
distorsionada. Debido a esto, el PCL se excluyé de los andlisis siguientes.

3.4.Evaluacién de los equivalentes dérmicos injertados en ratones
inmunodeprimidos

Después de obtener los ED in vitro (Apartado 3.2 de Material y Métodos) se
implantaron en la region dorsal de ratones inmunodeprimidos (Apartado 5.2.6 de
Material y Métodos). Ver Anexo 3 para visualizar un resumen grafico del
procedimiento general.

Se realizé un seguimiento de los injertos en los ratones durante la duracién
del experimento. Posteriormente, mediante el estudio histoldgico se analizé la
viabilidad de los injertos, la calidad de la piel generada y la generacién de vasos
sanguineos debida a los BM y se caracterizd a nivel celular para comprobar su
origen humano.

Para ello se implantaron ED con y sin BM a cinco ratones inmunodeprimidos
por grupo experimental y se estudid su histologia dos y cuatro semanas tras su
cirugia.

3.4.1. Evaluacién macroscépica

Se obtuvieron imagenes de los injertos a las 2 y 4 semanas post-injerto (Figura
54). A las dos semanas se pudo observar que en la mayoria de los animales los
injertos permanecian cubiertos todavia con la piel desnaturalizada autdloga. A las
cuatro semanas post-injerto esta piel se desprendié y queddé al descubierto el
injerto de piel humano pudiendo asi realizar un andlisis preliminar.
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PHB MD CONTROL

PLGA

Figura 54. Imdgenes macroscopicas del drea injertada dos y cuatro semanas post-
implante de ED humano con BM. Los animales con ED pero sin BM se usaron como
control.

Todos los animales mostraron un buen injerto del ED y no se observaron
diferencias macroscépicas entre los grupos.
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3.4.2. Evaluacion microscopica

Para evaluar mas profundamente la calidad de los injertos se analizd su
histologia. Mediante la tincién de H/E y tricrémico de Masson se identificaron las
capas del injerto y se cuantificd la calidad de la piel nueva generada. También se
realizé inmunohistoquimica para la deteccion de estructuras mas precisas como la
[dmina basal y para la identificacidn de queratinocitos humanos.

Las diferencias entre la piel del ratén y la zona de injerto fueron claramente
visibles con la tincion H/E (Figura 55). En la piel de ratdn se observa la presencia
de foliculos pilosos y abundantes glandulas sebdceas mientras que en la zona de
injerto no aparecen estas estructuras y el nimero de papilas epidérmicas también
es mas bajo en comparacion con las areas no injertadas.

CONTROL

MD

PHB

PLGA

Figura 55. Tincion de HE de los cortes histoldgicos de los injertos en ratones. Las flechas
indican los limites entre el injerto de piel humana cultivada in vitro y la piel del raton.
CONTROL: ratones con injerto de ED sin biomaterial. A-D. Imdgenes tomadas con lupa
LEICA DMD108, barra de escala Imm. E-H. Imdgenes tomadas con el objetivo 10x, barra
de escala de 100 um.
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Con la tincion de H/E se observo que los biomateriales MD y PHB aln estaban
presentes (flechas en negro en la Figura 56) y en pleno proceso de
biodegradacién, como lo demuestra la presencia de células granulomatosas. Sin
embargo, no habia casi restos de BM ni presencia de células granulomatosas en el
caso del PLGA. Ademas, en la zona epidérmica de los injertos con PLGA se
empezaba a ver la formacion de las crestas dermo-epidérmicas propia de una piel
mas madura.

PIEL RATON CONTROL MD PHB PLGA

Figura 56. Tincién de H/E del ED injertado durante cuatro semanas, con o sin BM, en la
regién dorsal de ratones NOD/SCID. Imdgenes tomadas con objetivo 10x. Barra de escala:
50 um.

También se midié el grosor de la epidermis. Esta fue de 27,78 + 9,37 um en los
animales implantados con MD, de 46,55 + 18,80 um en los animales implantados
con PHB y de 26,35 + 10,40 um en los animales con PLGA, lo cual es comparable al
espesor de 30 um medido en la piel de ratén sana.

Con la tincién del Tricdmico de Masson (Figura 57) se observé la orientacion
de las fibras de colageno en la dermis de los ratones con injerto de piel con y sin
biomaterial y se calculd su alineacién mediante la transformada de Fourier.

PIEL RATON CONTROL MD PHB PLGA

Figura 57. Tricromico de Masson del ED injertado en la regiéon dorsal de ratones
NOD/SCID. Imdgenes tomadas con objetivo 10x. Barra de escala: 50 um.
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Los calculos dieron unos valores de 0,68 + 0,13 en los animales control (ED
injertado sin biomaterial), 0,57 + 0,04 en los animales con MD, 0,66 + 0,17 en los
animales con PHB y 0,68 * 0,1 en los animales con PLGA, lo que indicé que no
habia cicatrices o alineacion fibrética de fibras de colageno después de la
implantacion de los biomateriales.

Mediante inmunofluorescencia usando anti-citoqueratina 5 (CK5) se marcaron
los queratinocitos humanos de la capa basal y de las capas mas préximas a ésta
(Figura 58). Ademds, se identificaron los queratinocitos humanos de las capas mas
queratinizadas (las mas externas) mediante inmunofluoerescencia con anti-
involucrina. Se observaron queratinocitos humanos marcados en todos los
injertos humanos y no se vio tal marca en la piel de ratén, asegurando de esta
manera el injerto humano en los ratones.

PIEL RATON CONTROL MD PLGA

Figura 58. Inmunofluorescencia doble de involucrina/citoqueratina 5 del ED injertado en
la region dorsal de ratones NOD/SCID. CK5 en rojo; involucrinaen verde. Imdgenes
tomadas con objetivo 40x. Barra de escala: 50 um.

Mediante inmunohistoquimica con anti-laminina se detecté en todos los
ratones la [dmina basal (Figura 59). Con ello se verificé la buena adhesidon dermo-
epidérmica conseguida de los injertos humanos realizados in vitro y, por lo tanto,
el sostén del epitelio.

PIEL RATON CONTROL MD PHB PLGA

Figura 59. Inmunohistoquimica anti-laminina del ED injertado durante cuatro semanas,
con o sin BM, en la region dorsal de ratones NOD/SCID. Imdgenes tomadas con objetivo
10x. Barra de escala: 50 um.
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Para un mejor andlisis de la zona de unidn entre la epidermis y la dermis de
los injertos de piel, se realizaron cortes ultrafinos y se analizaron por microscopia
electrénica (Figura 60).

CONTROL

Figura 60. Imdgenes de microscopia electronica de transmision de secciones
ultradelgadas correspondientes a injertos de piel humana. Las flechas blancas apuntan a
hemidesmosomas en la Idmina basal. La barra de escala en A-D es de 20 um y en E-H de
500 nm.

Se identificaron las uniones hemidesmosomas en el sitio de la ldmina basal y
no hubo diferencias entre los grupos (Figuras 60 E-H). La presencia de una lamina
basal y la existencia de las uniones celulares validé el modelo de injerto de ED en
ratdn y confirmd la buena sujecién entre la dermis y la epidermis.
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3.4.3. Estudio de la viabilidad del injerto del equivalente
dérmico con biomaterial. Proliferacion de queratinocitos

Con el fin de determinar la viabilidad del injerto hasta el fin del experimento,
se quiso medir la proliferacion epidérmica de queratinocitos in vivo mediante la
incorporacion de BrdU en células en proliferacion. Para ello una hora antes de su
sacrificio se inyectd una solucién de BrdU (1mg/ml) a los ratones injertados.

Tras la realizacion de la inmunohistoquimica con anti-BrdU en las muestras
histoldgicas extraidas de los injertos (Figura 61), se procedié al contaje de las
células BrdU positivas localizadas en la capa basal, caracterizada por su capacidad
proliferativa.

CONTROL
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Figura 61. Proliferacion de queratinocitos epidérmicos en los injertos de piel humanos
con o sin biomateriales, 4 semanas después de su implante en los ratones. Imdgenes
representativas de la incorporacion de BrdU en queratinocitos en proliferacion en la capa
basal de la epidermis del injerto humano (objetivo de 20x). Barra de escala: 50 um.

Tras el recuento, no se observaron diferencias entre los grupos. El porcentaje
de células positivas para BrdU se calculé como 13 + 1,95% en control, 12,18 *
2,04% en grupo MD, 11,39 + 0,74% en grupo PHB y 12,38 + 4% en grupo PHB
(Figura 62), lo que indica ausencia de neoplasia después de los injertos de los ED
con los biomateriales.
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Figura 62. Cuantificacion de células BrdU+ en cada grupo expresada como porcentaje de
células positivas respecto del total. (n=5 por grupo experimental).

3.4.4. Estudio angiogénico del injerto del equivalente dérmico
con biomaterial

El estudio angiogénico se realizd mediante la cuantificacién de los vasos
sanguineos en la dermis de los ED con y sin biomateriales un mes después de su
injerto en los ratones. Para la deteccion de los vasos se realizd
inmunofluorescencia con anti-CD31 (Figura 62).

CONTROL
PHB

MD
PLGA

Figura 63: Imdgenes representativas de la inmunofluorescencia con anti-CD31 para la
deteccion de los vasos sanquineos en la dermis del injerto de piel humana en ratones
NOD/SCID. Los vasos CD 31 + se muestran en rojo (asteriscos blancos). Los queratinocitos
en la epidermis se marcaron con citoqueratina 5 (verde) y los ntcleos con DAPI (azul). Las
imdgenes se tomaron con un objetivo de 40 x. Barra de escala: 50 um.
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El recuento de los vasos sanguineos mostré una densidad significativamente
superior en los implantes de PHB y PLGA sobre los injertos de los grupo control y
MD (Figura 64), indicando una mayor angiogénesis en los ED injertados con el PHB
y PLGA.
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Figura 64: Cuantificacion de los vasos sanguineos en la dermis del injerto cuatro
semanas después de su implante. (n =5 en cada grupo, *** p <0,001).
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DISCUSION

No existe el biomaterial ideal y no se trata de descartar o desechar los no
validos, se trata de caracterizar bien los biomateriales y conocer sus limitaciones y
propiedades. Es posible que un biomaterial no sea valido para un posible uso en el
qgue previamente se habia pensado, pero puede ser muy util en otro ambiente o
para otra aplicacién. En ocasiones, que un biomaterial se degrade en un corto
espacio de tiempo puede resultar beneficioso. Es el caso de los polimeros
biodegradables sintéticos o naturales utilizados para la sintesis de suturas
reabsorbibles [227]. Sin embargo, para la utilizacion de materiales con aplicacién
en proétesis esta propiedad no sera la mejor ya que se pretende que el biomaterial
y la prestacidn que aporta dure lo maximo posible. Es el caso de los metales,
usados para la fabricacion de las protesis metalicas, pilar principal de los
ortopedistas, traumatdlogos o dentistas [228]. Por ello se puede decir que hay
tantos tipos de biomateriales como necesidades se consideren.

En el tema que nos ocupa, nos beneficia que los biomateriales sean
degradables en un corto espacio de tiempo, compatibles a nivel celular y con una
baja inmunorreactividad. El objetivo de este trabajo ha sido encontrar un
biomaterial que, a través de su estructura, composicién y naturaleza, permita
establecer un equilibrio entre estos pardmetros.

Hemos querido identificar soportes que sirvan para: cultivar células y facilitar
el transporte celular hasta la regidon dafiada; evitar o disminuir el remodelado
ventricular que termina conduciendo a insuficiencias cardiacas y elaborar un
equivalente dérmico que facilite su manejo y proporcione un alto porcentaje de
supervivencia del injerto en el lecho del paciente. La evaluacién de los
biomateriales en este trabajo se ha enfocado hacia su aplicaciéon en dos tipos de
afecciones, la patologia cardiaca isquémica y la abrasién cutdnea centrada en
pacientes con una gran drea de superficie corporal quemada. Ambas afecciones
persiguen reparar, reconstruir o regenerar tejido dafiado para que vuelva a ser
funcional. Aunque son dos campos de estudio diferentes, para ambas la ingenieria
tisular se presenta como una alternativa terapéutica.
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1. Los biomateriales y su compatibilidad a nivel celular

En un empeno por identificar materiales que cumplan con alguno de los
criterios citados, se eligieron cinco materiales de uso comun y que pueden
sintetizarse en el campo cientifico como son el PCL, PLA, PA, SEDA y PLGA, y uno
menos estudiado el PHB [229, 230]. Mas concretamente se analizd la
compatibilidad celular de los biomateriales cuando estaban en contacto con las
células de interés, la capacidad angiogénica, la biodegradacién en el entorno de
aplicacion y la modulacién de la respuesta inmune a huésped entre otros
pardmetros.

En primer lugar, se realizaron unas pruebas preliminares a todos los
biomateriales (BM), con la finalidad de seleccionar los mas idoneos de cada tipo y
que sirvieran de prototipo para cumplir con el objetivo del estudio. En este primer
cribado se descartaron los biomateriales poco consistentes o quebradizos, ya que
se buscaban biomateriales resistentes que pudieran soportar el movimiento del
corazon, ser susceptibles de procesos quirdrgicos o ser manipulables. También se
descartaron los biomateriales que mostraban un comportamiento hidrofébico, ya
qgue debian integrarse en un entorno fisioldgico y celular. A los biomateriales que
mostraban este comportamiento no se les habia realizado el tratamiento de
modificacion de la superficie de las nanofibras mediante plasma a baja presion de
N,. Este tratamiento confiere la propiedad de hidrofilicidad a los materiales,
propiedad éptima para que el medio de cultivo penetre bien en el material y
proporcione alimento a las células. También las células aparecian muertas pocas
horas después de ser sembradas sobre algunos biomateriales. Coincidié que a los
biomateriales que mostraron este comportamiento no se les habia realizado el
tratamiento de lavados sucesivos posterior a su fabricacién. Todos estos hechos
evidenciaron la importancia de realizar ambos tratamientos al finalizar la
fabricacion de biomateriales con fines biolégicos. Con dichos tratamientos se
consiguid eliminar la toxicidad de los biomateriales producida por los solventes
utilizados en el proceso de fabricacion y se aumentd la hidrofilicidad de los
mismos.

Con estas pruebas preliminares, se establecieron los parametros de
fabricacion de los biomateriales que iban a ser usados a lo largo de toda la
investigacion (Tabla 3).
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Se comprobd la buena biocompatibilidad de los BM con las células ya que
éstas mostraron una buena adhesion y proliferacion cuando fueron sembradas
sobre los BM. Esto se observd cuando los BM se sembraron con MSC-GFP y se
tomaron imagenes de fluorescencia del crecimiento de las células a diferentes
tiempos. Las células no solo permanecieron en los biomateriales 24 horas después
de su siembra, sino que también fueron capaces de proliferar y expandirse por el
biomaterial a través de sus fibras durante el tiempo que duré el ensayo.
Curiosamente, el marcaje de los nucleos con DAPI reveld una distribucidn celular
diferente segun el BM del que se tratara. La distribucidon celular en los
biomateriales PCL, PLA, PLGA y PA fue homogénea y abarcé toda la superficie del
BM. Sin embargo, en el caso de la SEDA y el PHB la distribucién fue diferente,
creciendo las células formando agrupaciones celulares para el primero o
permaneciendo estaticas en lugar exacto de siembra en el caso del segundo. Las
diferencias en la composicién, el didametro de las fibras o la disposicion de éstas en
los diversos tipos de biomateriales pudieron influir en la diferente expansién de
las células en los biomateriales. El hecho de que las células permanecieran
inmoviles creciendo en el centro del PHB podria suponer una caracteristica
ventajosa sobre los demas en cuanto a cumplir los requisitos de seguridad en los
protocolos clinicos.

Un reto importante para la aplicacién de BM para la cirugia reparadora es
conocer la reaccidn a cuerpo extraio de los tejidos cuando estan en contacto con
el BM o sus productos de degradacién. La activacidon de los linfocitos Th1 produce
citoquinas inflamatorias, como IL-2, TNF-a e IFN-y, mientras que los linfocitos Th2
producen citoquinas IL-4, IL-6 e IL-10, asociadas a una respuesta anti-inflamatoria
e involucradas en la resolucién de la inflamacién y la curacidn de tejidos [231].
Varios estudios han optado por el uso de BM anti-inflamatorios para eludir las
reacciones negativas del cuerpo a agentes extrafos [232]. Por esta razodn, la
identificacion de BM que minimicen esta reaccién adversa es de gran interés para
la ingenieria de tejidos.

Con objeto de identificar el perfil inflamatorio de los BM estudiados, se
pusieron en contacto con leucocitos durante un tiempo para después analizar la
activacion de interleuquinas pro y anti-inflamatorias. Los resultados mostraron
que el PHB indujo la expresién de la IL-6 e IL-10 en leucocitos, lo que nos sugiere
una respuesta Th2 y una mayor probabilidad de aceptacion del BM por parte del
tejido implantado [232].
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Una vez seleccionados y caracterizados los biomateriales que presentaban las
propiedades idéneas para la finalidad del estudio (facil manejabilidad, resistencia,
caracter hidrofilico y biocompatibilidad), se sometieron a pruebas mas especificas
tanto in vitro como in vivo dirigidas al entorno donde iban a ser implantados,
tejido cardiaco y dérmico.

2. Los biomateriales y su biocompatibilidad con el tejido cardiaco

La bioingenieria de tejidos en el campo de la regeneracién cardiaca ha
progresado de una manera exponencial llegando a ser una investigacion de
naturaleza multidisciplinar y cuyo objetivo es solucionar los problemas que
ocurren tras un infarto de miocardio alargando asi la vida del paciente [233].

Una de las lineas de investigacién abiertas para solventar tal problema ha sido
la terapia celular. Aunque se han demostrado sus efectos beneficiosos [234, 235],
presenta una serie de limitaciones como es el bajo grado de injerto celular y la
baja supervivencia, haciendo que disminuya su efectividad. Uno de los factores a
tener en cuenta para el éxito del trasplante celular es el procedimiento utilizado,
entre los que destaca la inyeccidon intramiocardica. Sin embargo, se ha
comprobado que la inyeccién intramiocardica no solo hace que el numero de
células trasplantadas tenga que ser mayor para ejercer el efecto beneficioso
esperado, sino que no asegura que las células permanezcan en el sitio diana,
acabando por migrar a otros drganos.

Asi pues, nuestro objetivo fue la buisqueda de BM que puedan servir como
vehiculo de administracion de las células, de forma que éstas tengan una mayor
supervivencia y se favorezca la prolongacién de su efecto paracrino, ademas de
prevenir el remodelado ventricular. Con esta idea, se ha realizado la siguiente
investigacion en la que se han testado diferentes tipos de biomateriales en
funcién de su biocompatibilidad en el entorno cardiaco. Su afinidad celular se
analizé utilizando células cardiacas y se utilizd un modelo de infarto agudo de
miocardio en rata para analizar la seguridad y eficacia de los biomateriales en el
sitio del implante. Los pardmetros que se tuvieron en cuenta fueron la capacidad
de albergar células, su degradabilidad, el efecto inflamatorio y Ia
neovascularizacién producida.
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Cuando fueron sembrados con células cardiacas, todos los BM mostraron un
crecimiento positivo de las células, analizado mediante los ensayos de
proliferacién celular, pero cabe destacar que el PA y el PLA mostraron un menor
crecimiento y el PCL fue el que destacé de manera significativa sobre todos los
demds. Seria conveniente estudiar mas a fondo las propiedades fisicoquimicas del
PCL para poder trasladar esta caracteristica al resto de BM [236].

Una vez comprobada la biocompatibilidad in vitro, se quiso saber el efecto
que ejercian los BM cuando éstos eran implantados en el tejido cardiaco. Para
ello, se implantaron los cinco tipos de BM en corazones de ratas sanas durante 2y
8 semanas. Todos los BM mostraron una buena manejabilidad y adherencia al
tejido en el momento del implante, lo cual les confiere buenas propiedades que
los hace susceptibles de ser usados en procesos quirdrgicos. Sin embargo, la vision
macroscépica 8 semanas post-implante mostré diferencias entre los
biomateriales. Todos ellos se mostraron visibles en el momento del sacrificio,
pero se observd una mayor reabsorcién en PHB en comparacion con el PCL, PA,
PLA y SEDA que no mostraron ninguna degradacién a nivel macroscépico.
Ademas, de manera llamativa el biomaterial PLA no solo no se reabsorbid sino
que mostré un aumento de volumen poco después del implante que persistio a lo
largo del tiempo analizado. Asi pues, el Unico material que mostré degradacion
después de 8 semanas en contacto con el corazén fue el PHB.

El analisis histopatoldgico corrobord lo observado a nivel macroscépico y dio
una explicacion mas profunda de lo acontecido. El andlisis histopatoldgico 2
semanas post-implante mostrd para el PLA una elevada presencia de infiltrados
celulares, compuesta principalmente por células mononucleadas. EI PCL, la SEDA 'y
el PA fueron encapsulados e invadidos por células gigantes multinucleadas. Sin
embargo, en PHB la histologia revelé6 que en ese tiempo apenas quedaban
fragmentos de BM ni células fagociticas. El andlisis a las 8 semanas reveld que
todos estos hallazgos se veian incrementados para el caso del PLA, permanecian
igual en PCL, SEDA y PA y para PHB habia disminuido.

Todo ello se traduce en que la reaccidon provocada por el PLA responde a una
respuesta de rechazo por parte del corazén. El PCL, la SEDA y la PA provocan una
respuesta inflamatoria moderada, no estan siendo rechazados y es posible que
necesiten mas tiempos para ser degradados y para la resolucién de la inflamacion.
Sin embargo, el PHB provocé una respuesta leve que se resolvié a las 8 semanas,
evidenciando la aceptacion de estos BM en el corazéon. Es probable que una
degradaciéon mas lenta haga que los BM permanezcan durante un periodo de
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tiempo mds prolongado en contacto con el tejido, haciendo que éstos no se
integren en el mismo y que induzcan una respuesta inflamatoria mayor y
duradera [237]. Todo ello perjudicaria en la adecuaciéon del BM como vehiculo
celular, ya que podria influir en la fagocitosis de las células sembradas antes de
realizar su papel de efecto paracrino. En este sentido, nos replanteamos la
idoneidad del PLA e incluso de PCL, SEDA o PA como vehiculos transportadores de
células, seleccionando por tanto, al PHB como posible candidato.

Para los siguientes estudios in vivo se usd el modelo experimental de IAM en
rata. Aunque ningun modelo animal puede reproducir completamente la
complejidad de las condiciones patolégicas humanas, los modelos animales son la
herramienta para comprender los mecanismos de la enfermedad y son de utilidad
para evaluar las tecnologias de diagndstico y tratamiento. A lo largo de la historia
se han propuesto diferentes modelos animales para IAM [238-240]. En este
estudio se eligid el modelo de ligadura permanente de la ACDA, ya que resulta
muy adecuado para simular la obstruccién a la que se ve sometida dicha arteria
como consecuencia de un proceso aterotrombdtico [241]. El hecho de no haber
reperfusion, permite evaluar mds facilmente si los cambios en la estructura o
funcionalidad del tejido cardiaco son debidos a la terapia experimental. La especie
de eleccién también constituyd una ventaja, ya que nos permitié realizar un
numero elevado de ensayos con un bajo coste y nos ofrecié comodidad en el
manejo de los animales.

Estudios previos han demostrado que los BM en combinacién con células o
factores de crecimiento mejoraron la funcién cardiaca de corazones de rata con
IAM ademas de asociarse a un remodelado positivo del corazén [203, 242, 243].
Estos estudios apoyan la idea de que, aunque era conocido el potencial
regenerativo cardiovascular de las células trasplantadas [140-142, 233, 244], su
efecto no fue visible hasta que fueron sembradas y trasplantadas con los BM [167,
245]. Esto se confirmd cuando las células fueron trasplantadas con un bajo
numero de células y en cambio, cuando el mismo numero de células fue
implantado sobre los BM, éstas si fueron capaces de generar el efecto beneficioso
esperado. Hizo falta triplicar el nUmero de células trasplantadas sin BM para que
produjera el mismo efecto positivo y cuando este nUmero mayor fue trasplantado
con el BM el efecto ademas se detectd a largo plazo [133, 142]. Con estos
estudios se constatd que los BM eran capaces de prolongar la accion beneficiosa
de las células y conseguian obtener dicho beneficio con un nimero menor de
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ellas, destacando asi la influencia positiva de la presencia de los BM en el
trasplante de células.

En nuestro estudio, se implantaron los BM en corazones de ratas con IAM.
Como cabia esperar, las ecocardiografias revelaron que los BM no produjeron por
ellos mismos una mejora en la funcién cardiaca. Por otro lado, pudimos observar
que la utilizacion de BM en el epicardio de corazones infartados tampoco
perjudicaba al rendimiento cardiaco, ya que los valores obtenidos tanto en el
cambio porcentual de area como en la fraccion de acortamiento no se vieron
afectados. Estos resultados estdn acordes con otros estudios donde se observd
gue la utilizacién de BM en el epicardio de ratas no perjudicaba al movimiento de
la pared cardiaca [167]. Cabe destacar que el parametro estudiado que hace
referencia al engrosamiento de la pared anterior mejoré en los corazones que
fueron implantados con BM. Esta evidencia puede sugerir que los BM ofrecieron
consistencia a la pared del VI adelgazada tras el IAM y sugiere que el uso de BM
puede impedir la dilatacién ventricular que ocurre tras un IAM vy prevenir el
remodelado ventricular. Habria que realizar mas estudios a largo plazo e indagar
sobre las propiedades elasticas de cada BM. Otro hallazgo que resultd curioso fue
que el porcentaje de tejido cicatricial disminuyd en los corazones infartados con
BM, destacando en este sentido de manera significativa PHB y PCL. Es posible que
la presencia de estos BM en el tejido cardiaco, influya en el reclutamiento de tipos
celulares o en la angiogénesis, como mas adelante comentaremos, evitando la
formacién del tejido cicatricial consecuente tras un IAM. Podemos concluir que
los BM estudiados no ayudan por ellos mismos a mejorar la funcién cardiaca,
aunque su presencia tampoco perjudica. Ademas, también podrian disminuir a
largo plazo el remodelado ventricular dando consistencia a la pared adelgazada
del VI. En todo caso, ayudan a disminuir el tejido fibrdtico formado en el corazén
tras un IAM, siendo PCL y PHB los BM que destacan al respecto.

La busqueda de BM con fines regenerativos presenta un gran interés de cara a
su uso en clinica. El comprender la respuesta inflamatoria del tejido a los
diferentes BM en estudio es esencial para mejorar la seguridad y eficacia de los
futuros procedimientos a los que iran destinados. Para definir el perfil
inflamatorio de los BM estudiados, se implantaron en corazones de rata con vy sin
IAM vy se analizaron los macréfagos infiltrados en el tejido que estaba en contacto
con el BM. Se observé que los implantes de PHB y PLA indujeron la proliferacion
de macrofagos M2 en el miocardio sano e infartado. Este resultado concuerda con
los obtenidos en el estudio pirdgeno donde se observd la induccién por parte de
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estos BM de la citoquina anti-inflamatoria IL-10. El estudio resulté interesante ya
gue se pudo ver que existe una polarizacion de los macréfagos dependiendo del
BM del que se trate. Esto tiene relevancia a la hora de descartar BM que a priori
parecian adecuados para su uso en ingenieria de tejido cardiaco y que
posteriormente al estudio se observd que provocaron una respuesta crénica de
tipo M1, pudiendo no cumplir los criterios de seguridad [246]. Este ha sido el caso
del PCL. De hecho, en otros estudios se ha determinado que el PCL puro es menos
favorable que cuando estd combinado con otros polimeros como por ejemplo el
polietilen glicol (PEG). Cuando se encuentra como co-polimero PCL-PEG, se ha
demostrado que contribuye al mantenimiento de la viabilidad de las células
madre embrionarias y a la diferenciacidon de los cardiomiocitos [247]. Uno de los
resultados que no pudimos explicar es por qué los macréfagos inducidos por la
SEDA demostraron tener un perfil pro-inflamatorio de tipo M1 cuando fue
implantada en corazones sanos, mientras que el perfil de los macréfagos cambié a
tipo M2 en corazones con |IAM. Este fendmeno requiere de una mayor
investigacion. En cualquier caso, este estudio demostrd que el perfil inflamatorio
de los macréfagos dependia del BM, destacando al PHB como BM inductor de
macroéfagos tipo M2 anti-inflamatorios.

Otro aspecto que se estudid, fue la capacidad angiogénica de los BM. El hecho
de que los BM tengan la capacidad de formar nuevos vasos alli donde sean
implantados seria de relevancia para mantener la buena irrigacién del tejido
lesionado, asegurando de este modo el aporte de oxigeno y nutrientes a las
células y favoreciendo asi la reparacién de los tejidos que estén en contacto. De
todos los BM estudiados, fue el PHB el que indujo mayor grado de proliferacién
vascular y esto se observo tanto en el miocardio sano como en el infartado. Ello
puede estar relacionado con la capacidad del PHB de inducir la expresién de la IL-
6 en las células inmunitarias, pudiendo asi ejercer una accidn paracrina en el area
donde esté implantado [246].

Asi pues, entre todos los BM estudiados, el PHB mostré una mayor
biocompatibilidad tanto a nivel celular como en términos de biodegradacion in
vivo. También presentd una mayor capacidad angiogénica y dados los resultados
obtenidos de su implante en corazones con IAM, cabe esperar que prevenga el
remodelado negativo en el tejido infartado. Ademds, el PHB indujo una respuesta
de las citoquinas anti-inflamatorias demostrando tener una respuesta
inflamatoria que corresponde a la aceptacién por parte del tejido. EI PCL
demostré tener propiedades o&ptimas para contener células e inducir su
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proliferacién celular, pero otros aspectos, como la capacidad para inducir la
proliferacién de macrdfagos de perfil inflamatorio en el lugar del implante, nos
hacen pensar que no seria un BM adecuado para la reparaciéon cardiaca, al menos
en su forma pura.

Por lo tanto, en vista de todos estos resultados, podemos concluir que el PHB
es un buen candidato para ser usado como vehiculo de células y ser implantado
en miocardio pudiendo ser una alternativa eficaz para la proteccion y
regeneracion del tejido cardiaco lesionado.

3. Los biomateriales y su biocompatibilidad con el tejido dérmico

El tratamiento de los grandes quemados se enfrenta a dos grandes retos para
mantener con vida a estos pacientes, uno de ellos es la gran superficie corporal a
cubrir y el otro la escasez de areas donantes del propio paciente. Hoy en dia,
gracias a los avances en el campo de la anestesia, estos pacientes pueden
permanecer estables mas tiempo. Esto proporciona una ventaja a los cirujanos ya
gue cuentan con un tiempo del que antes no disponian y pueden poner en
practica nuevas estrategias para reemplazar las areas quemadas. Aun asi, estos
pacientes siguen siendo considerados de alto riesgo y su estancia hospitalaria por
término medio se encuentra entre los 4 y 6 meses, durante los cuales los
pacientes son sometidos a multiples operaciones y a curas traumatizantes.

Aunque se han dedicado muchos esfuerzos a mejorar los tratamientos para
este tipo de pacientes, pocos avances se han producido en la practica clinica y el
trasplante de piel autdloga sigue siendo el Unico tratamiento definitivo. Debido a
la escasez de piel donante de estos pacientes, los cirujanos recurren a coberturas
temporales como la piel de cadaver o apdsitos comerciales, con la finalidad de
evitar la deshidratacién, disminuir la respuesta inflamatoria sistémica del paciente
y ganar tiempo para la obtencién de piel del propio paciente. Una de las formas
para obtener piel autéloga es a través de los cultivos de piel fabricada in vitro
también llamados equivalentes dérmicos (ED). Esta técnica permite obtener en
tres semanas injertos de aproximadamente 75 cm? a partir de una muestra de piel
de 1 cm® [248]. Sin embargo, presenta unas limitaciones y es que esta piel
cultivada in vitro o ED es una estructura gelatinosa y estrecha que resulta dificil de
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manejar y de aplicar en areas de flexura como la axila o el cuello y no siempre
aseguran el prendimiento.

El uso de BM para el injerto de piel humana in vivo no se ha investigado en
profundidad [249]. Sin embargo, si se ha abierto un campo de estudio en la
utilizacion de BM y su aplicacidn en la cicatrizacién de heridas en la piel [250].
Entre los mejor caracterizados se encuentran el PLGA [251, 252], el PCL [253,
254], el quitosano [255, 256] y la gelatina [253, 257]. Asi pues, nuestro objetivo
fue realizar una busqueda de BM que sirvieran como base de la piel cultivada in
vitro, suponiendo que podrian ofrecer mejores propiedades mecdnicas y aportar
otras caracteristicas que favorecieran el prendimiento, como la angiogénesis. En
vista de los buenos resultados obtenidos a nivel de biocompatibilidad y reparacién
cardiaca con los biomateriales PHB y PCL, se escogieron éstos para el estudio en el
campo de la regeneracidon dérmica y se afiadié el PLGA para profundizar su
aplicacion en el campo de los injertos cutaneos. Se realizaron estudios de
viabilidad celular in vitro utilizando células dérmicas humanas y se midié su
capacidad angiogénica y su respuesta inflamatoria in vivo. Ademas, se evalud su
seguridad y eficacia como base polimérica de los cultivos de piel in vitro utilizando
un modelo de xenotrasplante de piel en ratén inmunodeprimido.

Como cabia esperar, el PCL, el PHB y el PLGA mostraron buena compatibilidad
cuando fueron sembrados con células dérmicas. Sin embargo, los niveles de
proliferacién celular fueron significativamente mayores con el PHB y el PLGA.

Para conocer el comportamiento de los BM en un entorno dérmico, fueron
implantados a nivel subdérmico en el lomo de ratas. El estudio histopatolégico de
este ensayo mostré que todos los BM indujeron una reaccién granulomatosa a
cuerpo extrafio con abundantes células multinucleadas e infiltrado de células
mononucleares, aunque la presencia de este ultimo factor fue moderada para los
velos de PCL, PHB y PLGA. Sin embargo, el PHB y el PLGA presentaron una mejor
degradacion en comparacion con el PCL y la membrana control Matriderm (MD).
Por tanto, se deduce que el tiempo que estuvieron los biomateriales PHB y PLGA a
nivel subdérmico fue suficiente para generar una respuesta inflamatoria
controlada resolviéndose con la degradacién de los mismos.

Al mismo tiempo, se analizo la respuesta inflamatoria de los velos in vivo. En
estudios previos se habia demostrado que la presencia de macréfagos con un
perfil anti-inflamatorio M2 en heridas, se considera un factor critico para
estimular la regeneracidn e incitar su cicatrizacion [258-260]. Se observé que en el
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caso del PCL, el PHB y el PLGA el perfil inflamatorio de los macréfagos estudiados
fue de M2 anti-inflamatorio a los 14 dias después de su implante. Esta
observacién ya se advirtio6 cuando el PHB se implantd en la superficie de
corazones de rata [261]. Esto puede estar relacionado con el tiempo de
degradacion. BM que en un principio pueden tener un perfil pro-inflamatorio,
conforme van degradandose y desapareciendo del entorno donde estan situados,
pueden disminuir sus efectos inflamatorios. Tal efecto podria deberse a la
combinacion de varios factores, como la propia composicién del BM, el tamaiio de
fibra y el entorno donde es aplicado. En todo caso, los resultados obtenidos nos
sugieren que las propiedades del PCL, PHB y PLGA favorecen la regeneracion del
tejido cuando son implantados en un entorno dérmico.

Otro de los problemas que se ha comentado respecto al trasplante de ldminas
de queratinocitos y fibroblastos cultivadas in vitro sobre la superficie del paciente
es la fragilidad de las mismas. Los injertos son extremadamente fragiles y pueden
dafiarse con la manipulaciéon. Cuando los BM estudiados fueron situados en la
base de los ED, éstos demostraron ser mas resistentes que cuando fueron
sintetizados sin BM y gracias a ello mejord la manipulacién de los mismos. Por
otro lado, cuando el ED se desprende de la placa de cultivo para ser implantado al
paciente, se reduce notablemente su area (entre 10-50%). En este sentido la
utilizacidn de los BM integrados en el ED preservé la superficie del cultivo después
de ser retirado de la placa, sin distincién entre ellos.

No obstante, en el estudio histoldgico se observé que el ED con el PCL en su
base mostré una estructura desorganizada a nivel celular, no correspondiéndose
con la imagen estratificada propia del equivalente dérmico (fibroblastos
diseminados por la fibrina bajo una capa de queratinocitos estratificada y
continua). En este sentido, ha habido otros estudios donde se observd la mezcla
entre las capas epidérmicas y dérmicas en estructuras formadas con PCL [262].
Esto no sucedié en los ED con bases de PHB y de PLGA, donde aparecieron con
sus capas bien definidas emulando una piel con dermis y epidermis. Debido a
esto, el PCL se excluyd de las pruebas posteriores y el estudio se centré en
ratificar el PHB y el PLGA como BM candidatos para ser usados en los injertos de
ED.

Una vez se tuvieron los ED con BM en su base, se implantaron en la region
dorsal de ratones inmunodeprimidos. Se validé el modelo realizando Ia
inmunohistoquimica correspondiente y se confirmé que el injerto fuera humano,
la presencia de una ldmina basal que asegurara el sostén entre la dermis y la
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epidermis y la existencia de las uniones celulares. Ademas, se comprobd que el
injerto era viable, mediante marcaje con BrdU. Todas estas pruebas aseguraron la
calidad del injerto. El estudio de viabilidad del injerto con marcaje anti-BrdU
también sirvid para indicar que no hubo cambios en la tasa de proliferacién a nivel
epidérmico, lo que indica ausencia de hiperplasia y un proceso de epitelizacion
adecuado. Todo ello respalda la seguridad en la utilizacién de PHB y PLGA en los
ensayos clinicos.

Otro aspecto que se estudio fue la capacidad angiogénica del BM en el injerto.
Como hemos mencionado anteriormente, la angiogénesis y por lo tanto una
buena irrigacién de la zona lesionada, es un factor determinante para que un
injerto prenda de manera exitosa en su lecho. Por ello, que un BM promueva la
angiogénesis sera una caracteristica notable para ser usado como acompafiante
del ED injertado, asegurando la supervivencia del mismo. Tras los estudios
realizados, se observé que el recuento de vasos fue significativamente superior en
los ED implantados con PHB y PLGA frente a los grupos controles. Por lo que los
ED injertados con PHB y PLGA mostraron una mayor angiogénesis.

En general, se puede decir que los BM no han acortado los tiempos de
cultivos necesarios para la sintesis del ED. En cambio, si que pensamos que gracias
al BM el ED mejora en manejabilidad y preserva su tamafio desde el momento
que se despega de la placa de cultivo hasta que es puesto en el paciente. Por lo
gue se espera que con un nimero menor de ED se cubrird mas superficie corporal
que cuando el ED es sintetizado sin BM. Ademas, pensamos que la calidad del ED
con un BM aumentara el porcentaje de prendimiento una vez puesto en el
paciente, ya que se ha visto las propiedades angiogénicas y de proliferacion
celular que le aporta el BM. Asi pues, pensamos que un ED sintetizado con el BM
apropiado, mejorara las perspectivas de éxito en la utilizacion del ED como
cobertura definitiva en el paciente quemado. Esto supone menos intervenciones
en el paciente.

Recopilando toda la informacidn, se pudo comprobar la biocompatibilidad y
afinidad del PHB y del PLGA a nivel celular, la mejora en el manejo de los ED
cuando estdn presentes en su estructura, su capacidad angiogénica y su
degradabilidad en un tiempo adecuado para la formacion de la estructura
dermoepidérmica. Todo ello hace que el PHB y el PLGA sean buenos candidatos
para ser usados en los injertos de ED, haciendo que mejoren la implantacidn de
los mismos y por tanto, la reparacion de la piel.
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En vista de los resultados, podemos concluir que de todos los BM ensayados,
el que ha demostrado mejores prestaciones para ser utilizado como parche
cardiaco es el PHB. Debido al método de obtencién del propio PHB a partir de
microorganismos podria ser complicada su traslacién a la clinica. De hecho este
material no puede adquirirse en grado médico por lo que serd necesario
desarrollar un método de sintesis de PHB que no requiera el uso de
microorganismos. En caso de no conseguirlo, el siguiente BM que se propone para
su aplicacion como parche epicardico es el PCL ya que con él se han obtenido
resultados similares.

Para el caso de la eleccion de un BM para mejorar el ED como injerto cutaneo
en pacientes quemados, los BM mas indicados han sido el PHB y PLGA. Dado que
el PLGA ha demostrado tener las mismas propiedades que el PHB y que si se
encuentra comercializado en grado médico, se propone la utilizacién del PLGA
como BM para ser usado como base en la sintesis del ED. Los resultados de esta
tesis se han utilizado para la elaboracién del manual del investigador de un
ensayo clinico para evaluar la eficacia y seguridad de los velos de nanofibras con
base de PLGA para el tratamiento de quemaduras. Tras su evaluacion, la Agencia
Espafola de Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS) ha solicitado cambios
menores en el protocolo y estamos en vias de que el estudio sea aprobado para
dar comienzo a un ensayo clinico en el que se empleara el PLGA como mejora en
los procesos de injerto de piel.

Por ultimo, con la realizacidn de este trabajo de investigacidn, hemos podido
determinar los ensayos que son adecuados tanto in vitro como in vivo para
caracterizar BM de nueva sintesis que quieran ser empleados con fines
regenerativos en el campo de la biomedicina. Es decir, que hemos disefiado un
panel de validacidon preclinica que esta siendo ya explotado por empresas
biotecnoldgicas que contratan los servicios de nuestro laboratorio, lo que
facilitara en un futuro la participacién en nuevos proyectos, generacion de fondos
y participacion en procesos de propiedad industrial.
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Las conclusiones obtenidas en el presente trabajo son las siguientes:

1-

Los biomateriales estudiados, PCL, PLA, PLGA, PHB, PA y SEDA (Tabla 3),
demuestran tener, independientemente de su naturaleza, buena
compatibilidad a nivel celular en cuanto a términos de adhesién vy
proliferacién. Ademds, demuestran ser biomateriales con un
comportamiento hidrofilico lo que permite su uso en el desarrollo de
experimentos in vitro.

El comportamiento mecdnico de los biomateriales estudiados es
suficiente para soportar procesos de manipulacidn, el cultivo de células y
procedimientos quirudrgicos. La SEDA es el unico material que demuestra
tener una capacidad de deformacién limitada debida a su naturaleza
fragil.

Las células de tipo cardiaco (HL-1 y fibroblastos cardiacos) presentan una
mejor capacidad de proliferacién sobre los biomateriales (PHB, PLA, SEDA,
PA) destacando el PCL sobre todos los demas. Sin embargo, las células de
tipo dérmico (fibroblastos) y endoteliales (HUVEC) presentan una mejor
capacidad de proliferacién en los biomateriales PHB y PLGA sobre el PCL.
Dicho aspecto confirma la biocompatibilidad de los materiales en dichas
células.

El PHB indujo significativamente la expresién de IL-6 comparado con el
resto de BM. Lo que nos sugiere una respuesta Th2 y una mayor
probabilidad de aceptacion del BM por parte del tejido implantado.

In vivo, el trasplante de los biomateriales sobre el epicardio de corazones
con y sin IAM induce una inflamacién en el tejido de tipo leve para el caso
del PHB, moderada para el PCL, PA y SEDA y grave para el PLA. Ademas, el
PHB presenta una reabsorcién en el corazén no observada en los otros
biomateriales.
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6-

10

11

12

El trasplante de biomateriales en el epicardio de corazones con IAM no
mejora la funcién cardiaca en un modelo de IAM en rata, pero tampoco
perjudica al rendimiento cardiaco. Sin embargo, si se detecta una
reduccion significativa del tejido cicatricial tras dos semanas del IAM en el
caso de corazones implantados con PCL y PHB pero no en los implantados
con PLA, PA, SEDA ni en los controles (corazones con IAM sin
biomateriales).

Los trasplantes de PHB y de PLA inducen la proliferacién de macréfagos
con perfil anti-inflamatorio de tipo M2 en el miocardio sano e infartado.

El trasplante de PHB induce de forma significativa la revascularizacion del
miocardio sano y del infartado.

In vivo, el implante de los biomateriales a nivel subdérmico induce una
respuesta inflamatoria moderada que acaba resolviéndose con la
reabsorcion total del PHB y PLGA. El PLC presenta una menor
degradacion.

Los implantes de PCL, PHB y PLGA a nivel subdérmico inducen la
proliferacién de macrdfagos con perfil anti-inflamatorio de tipo M2, lo
gue induce un remodelado constructivo in vivo.

Los equivalentes dérmicos con PCL, PHB o PLGA en su base son mas
resistentes que los equivalentes sin biomaterial y preservan toda su
superficie de cultivo. Sin embargo, la calidad de los equivalentes dérmicos
en términos histoldgicos es mejor con PHB y PLGA.

Los equivalentes dérmicos con PHB o PLGA injertados utilizando el
modelo de xenotrasplante de piel en ratones inmunodeprimidos,
demuestran tener un proceso de epitelizacion adecuado, ademas de
mostrar una mayor angiogénesis comparado con los equivalentes
dérmicos control.
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ANEXO 1. Caracterizacion de los BM. Diametro de las fibras de cada tipo de BM.
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ANEXO 2. Consentimiento para toma de muestras de piel humana

HOJA INFORMATIVA AL PACIENTE

TITULO DEL ESTUDIO: INVESTIGACION Y DESARROLLO DE ANDAMIOS CELULARES
PARA LA REGENERACION DE TEJIDOS VIVOS MEDIANTE LA TECNOLOGIA DE
ELECTROHILATURA.

RESPONSBLES INVESTIGACION: Dra. M2 Dolores Pérez del Caz de la Unidad de
Quemados del Hospital La Fe de Valencia y la Dra. Pilar Sepulveda Sanchis del
Centro de Investigacion del Hospital La Fe de Valencia.

1. INTRODUCCION

Nos dirigimos a Ud. para informarle sobre un estudio de investigacién,
aprobado por el Comité Etico de Investigacion Biomédica, en el que se le invita a
participar.

Nuestra intencidn en tan sélo que Ud. reciba la informacion correcta vy
suficiente para que pueda evaluar y juzgar, si quiere o no participar en este
estudio.

Para ello le ruego lea esta hoja informativa con atencién, pudiendo consultar
con las personas que considere oportuno, y nosotros le aclararemos las dudas que
le puedan surgir.

2. PARTICIPACION VOLUNTARIA

Debe saber que su participacién en este estudio es voluntaria, y que puede
decidir no participar, o cambiar su decisidon y retirar su consentimiento en
cualquier momento, sin que por ello se altere la relacion con su médico ni
produzca perjuicio alguno en su tratamiento.

3. DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Este estudio consiste en generar piel artificial para su posible uso en pacientes
con quemaduras graves. Su participacién en el estudio solo supondra la utilizacién
de una muestra dérmica extraida en quiréfano y que vaya a ser desechada. La
finalidad es obtener queratinocitos y fibroblastos dérmicos a partir de células
madre pluripotentes (célula que puede convertirse en varios tipos diferentes de
células o tejidos del cuerpo).

200



ANEXOS

El estudio durara 3 afios, si bien su participacion serd solo durante el intervalo
de tiempo que permanezca ingresado.

4. BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN EL
ESTUDIO.

La participacion en este estudio en ningin momento podra comportar riesgo
adicional para su salud.

Se espera obtener un mayor conocimiento de su enfermedad, lo que podria
aportar beneficio para otros pacientes y para usted.

5. CONFIDENCIALIDAD Y TRATAMIENTO DE DATOS

El tratamiento, la comunicacion y la cesidn de los datos de caracter personal
de todos los sujetos participantes se ajustard a lo dispuesto en la Ley Organica
15/99 de 13 de diciembre de proteccion de datos de caracter personal.

De acuerdo a lo que establece la legislacién mencionada, usted puede ejercer
los derechos de acceso, modificacion, oposicién y cancelacién de datos, para lo
cual se debera dirigir a su médico del estudio.

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un cédigo
y s6lo su médico del estudio / colaboradores podran relacionar dichos datos con
Usted y con su historia clinica. Por lo tanto, su identidad no serd revelada a
persona alguna salvo excepcionesl, en caso de urgencia médica o requerimiento
legal.

El acceso a su informacidn personal quedara restringido al médico del estudio
/ colaboradores, autoridades sanitarias (Agencia Espafiola del Medicamento y
Productos Sanitarios), al Comité Etico de Investigacién Clinica y personal
autorizado por el promotor, cuando lo precisen para comprobar los datos y
procedimientos del estudio, pero siempre manteniendo la confidencialidad de los
mismos de acuerdo a la legislacion vigente en nuestro pais.

Las muestras de tejido permanecerdn bajo la responsabilidad de los
investigadores del estudio la Dra. Pilar Sepulveda Sanchis y la Dra. M2 Dolores

201



ANEXOS

Pérez del Caz, donde se encuentra ubicado el sistema de congelacién durante un
maximo de 12 meses tras su obtencidn para el procesamiento.

En caso de que se quieran utilizar los datos obtenidos en el presente estudio
para investigaciones futuras (con objetivos diferentes a los del presente estudio)
se deberd solicitar en ese momento el consentimiento del paciente, utilizando
una hoja informativa independiente, previamente autorizada por el Comité Etico
de Investigacion Biomédica.

MODELO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

e He leido la hoja de informacidn que se me ha entregado.
e He podido hacer preguntas sobre el estudio.
e He recibido suficiente informacidn sobre el estudio.
[ LI =1 o] =T eI oo T o oSSR
Comprendo que mi participacion es voluntaria.
Comprendo que puedo retirarme del estudio:
e Cuando quiera.
e Sin tener que dar explicaciones.
e Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.
Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio.

[S11o] o =

Firma del participante: ......ccccccoi i
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ANEXO 3. Resumen grafico de la obtencion de un ED con BM y de su injerto en
ratones inmunodeprimidos
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