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RESUMEN

Una de las areas emergentes en el ambito médico es la ingenieria de tejidos. Dentro de
ella los avances mads notorios y avanzados se encuentran en la aplicaciéon a
traumatismos de piel. El importante nimero de personas afectadas ya sea por heridas,
guemaduras o enfermedades ha hecho de esta aplicacion una de las mas estudiadas
en los ultimos afos. En este trabajo se realizd una revisién bibliografica sobre
diferentes materiales comerciales y no comerciales empleados en el proceso de
recuperacion de tejido de piel. La busqueda incluyé una recopilacion de conceptos
relacionados con el area de ingenieria de tejidos y analizé las ventajas y desventajas de
diferentes materiales naturales y sintéticos empleados como sustitutos dérmicos,
epidérmicos y dérmicos-epidérmicos. Los hallazgos sefialan un amplio camino por
recorrer en la creacion de nuevos materiales y técnicas que permitan una mejor
asociacién de nuevos materiales con las funciones completas de la piel. Reconociendo
sin embargo el gran apoyo que los biomateriales naturales y sintéticos actuales estan
representando para la reposicion de piel de personas actualmente afectadas. Se
enmarca también como un area potente de aplicacién, el desarrollo de materiales en
base al uso de nanomateriales, los cuales permiten hacer las modificaciones
estructurales al material base, generando dominio sobre respuestas deseadas

especificas.

Palabras clave: Biomaterials, nanomaterials, tissue engineering, skin, scaffolds.
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ACRONIMOS

ALl Interfase aire-liquido.

CEAS Cultivo epitelial de autoinjertos.

CETS Estructura del tejido epitelial.

CHA Colageno de acido hialurdnico.

ECM Moléculas de matriz extracelular.

ES Células madre embrionarias.

FDA Administracion de alimentos y medicamentos.
GAG Glicosaminoglicanos.

HEPB Hepatitis B.

HFIP Hexafluoroisopropanos.

HSE Equivalente de piel humana.

KMSs Andamios de punto de malla.

MSC Células madre mesénquima.

PBT Poli butileno tereftalato.

PCL Poli &-caprolactona.

PDGF Factores de crecimiento derivado de plaquetas.
PEG Copolimero de bloque.

PEGT/PBT Poli tereftalato de etileno/poli tereftalato de butileno.
PGA Poli acido glicélico.

PLA Poli acido lactico.

PLACL Poli acido lactico-co-caprolactona.
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PLGA Poli acido lactico-co-glicdlico.

PLLA Poli acido L-lactico.

RGD Acido arginina-glicina-aspartico.

VIH Virus de la inmunodeficiencia humana.

Pagina 5 de 88




ATM

Institucién Universitaria

INFORME FINAL DE TRABAJO DE
GRADO

Cddigo

Version

Fecha

TABLA DE CONTENIDO

1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades

1.2 Objetivos

Objetivo General

Objetivos Especificos

1.3 Organizacion del trabajo

2. MARCO TEORICO

2.1 La Piel

Estructura de la piel

Funciones de la Piel

2.2 Ingenieria de tejidos

Biomateriales

Caracteristicas de los biomateriales

Ingenieria y regeneracion

Estrategias de construccion

Nanomedicina en Ingenieria de tejidos

Pag.

11

11
12
12
12

12

13

13
13
14
17
19
20
21
23

24

Pagina 6 de 88




ATM

Institucién Universitaria

INFORME FINAL DE TRABAJO DE
GRADO

Cddigo

Version

Fecha

3. METODOLOGIA

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Ingenieria de tejidos y la piel

4.2 Heridas y sustitutos

Heridas

Las lesiones epidérmicas

Las lesiones superficiales de espesor parcial

Las lesiones profundas de espesor parcial

Las lesiones

de espesor completo

Sustitutos de piel

Los sustitutos dermo-epidérmicos

Los sustitutos epidérmicos

Los sustitutos cutdneos

4.3 Biomateriales

Materiales

Aloinjerto

naturales

Alloderm, Karoderm, SureDem, Graftjacket

OrcCell

Autoinjerto

Dermagraft

PolyActive

Epicel, EPIBASE, EpiDex

28

29

29
32
32
33
33
33
34
35
35
36
37
38
38
40
41
41
42
43
43

44

Pagina 7 de 88




ITM INFORME FINAL DE TRABAJO DE Sg?s'%%
Institucién Universitaria GRADO Fecha

MySkin 44
Bioseed-S 45
CellSpray 45
Transcyte 45
Xenoinjertos 46
Apligaf 46
Permacol 46
OASIS matriz de herida 47

EZ Derm 47
Integra 48

El colageno 48
Colageno hidratado de geles 50
Colageno Bovino 51
Coldgena enriquecida 52

La Fibroina 52
El Quitosano 54
Hidrogeles de quitosano 54
Materiales Sintéticos 55
Andamios para la ingenieria de tejidos 57
Andamios 57
Electrospun para la ingenieria de tejidos 59
Andamios seda y células madre 60
Andamios 3D con gel de coldgeno 62
Andamios de punto de malla con coldgeno hibrido KMSs 63

Pagina 8 de 88




i/ Cddigo
z17 INFORME FINAL DE TRABAJO DE J
ersion
Lo GRADO
Institucién Universitaria Fecha
Andamios de coldgeno hibrido PLGA 65
Andamios con fibroina combinada 66
Andamios de PEGT/PBT 66
Nano-andamios en ingenieria de tejidos 67
Nano-particulas de plata 68
4.4 Retos 70
5. CONCLUSIONES, RECOMENDACIONES Y TRABAJO FUTURO 75
REFERENCIAS 78
ANEXO: Tabla de biomateriales con sus ventajas, desventajas y aplicaciones 88

para tratamiento de piel

Pagina 9 de 88




ATM

INFORME FINAL DE TRABAJO DE

Cddigo

EESAE GRADO Version
Institucién Universitaria Fecha
LISTADO DE FIGURAS
Pag.
Figura 1. Funciones de la piel 16
Figura 2. Morfologias de nanomateriales, de izquierda a derecha: fullerenos, 25

nanotubos, nanofibras, dendrimeros

Pagina 10 de 88




1/ Cadigo
lm INFORME FINAL DE TRABAJO DE Vv I.g,
ersion
L GRADO
Institucién Universitaria Fecha

1. INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES

La ingenieria de tejidos es una rama de estudio que ha venido creciendo desde los
ultimos treinta afios, con diferentes aplicaciones en piel, hueso, tejido neural, tejido
cardiovascular, entre otros (Estrada, Paz, & Lopez, 2006). Una de las aplicaciones mas
trabajadas es la referente a la ingenieria de tejido de piel, con importantes avances en
el desarrollo de sustitutos. La piel es un drgano primordial para el ser humano que
proporciona proteccion a toda la complejidad sistemdtica de la vida humana. En
materia de tejido de piel, se estima que aproximadamente el 1% de la poblacién
mundial puede sufrir de una quemadura seria en algin momento de su vida. En
Europa, anualmente, alrededor de un milldon de personas recibe atencién médica por
heridas de piel y en Estados Unidos reporta una incidencia de personas quemadas de
1,5 millones al afo, de las cuales 60.000 - 80.000 requieren hospitalizacién, y entre
5.000 - 6.500 mueren(Zlochiver et al., 2004). En Suramérica, las causas principales de
heridas de piel son los incidentes domésticos, industriales o laborales, derrame de
liquidos calientes, llama directa y electricidad (Franco, Gonzales, Diaz, Pardo, & Ospina,
2006). En Antioquia, se presentan multiples casos de pacientes con quemaduras por
manipulacion de liquidos calientes y pdlvora y existe una alta incidencia de pacientes
con lesiones cronicas y agudas de la piel, como las ulceras provocadas por diferentes
patologias (Puerta, Molina, & Cano, 2008).En este contexto y ante el aumento de
investigaciones relacionadas con los biomateriales y nanomateriales para el soporte de
piel sustituta, se quiso trabajar en una busqueda bibliografica que permita identificar
cuadles son los biomateriales mas utilizados y cuales las principales patologias incluidas
en el area de ingenieria de tejido de piel, y conocer las ventajas y desventajas que los

biomateriales presentan al momento de su aplicacidn.
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1.2 OBJETIVOS

General

Identificar los biomateriales mas utilizados en ingenieria de tejido para uso en algunas

patologias especificas de la piel a partir de revisidn de articulos cientificos.

Especificos

- Establecer las principales patologias de piel sobre las que investiga el area de

ingenieria de tejidos.

- ldentificar los biomateriales mas utilizados con sus ventajas y desventajas de

aplicacidén en las patologias de piel encontradas.

1.3 ORGANIZACION DEL TRABAJO

El trabajo se organiza a partir de cinco capitulos. En capitulo uno presentan los
antecedentes y objetivos; en el capitulo dos se hace la introduccién a los conceptos
generales relacionados con las caracteristicas y funciones del tejido de la piel, y a las
definiciones relativas a los biomateriales y nanomateriales. El capitulo tres introduce la
metodologia seguida para la recopilacién y clasificacién de la informacién y el capitulo
cuatro presenta la recopilacion de los resultados enmarcados dentro de las dareas
fundamentales de ingenieria de tejido y la piel, heridas y sustitutos, biomateriales
(estos ultimos clasificados como materiales naturales y sintéticos y descritos en sus
caracteristicas de uso como andamios) y los retos que aun se tienen con estas
aplicaciones. Finalmente en el capitulo cinco se presentan las principales conclusiones

y trabajos futuros encontrados del estudio y la informacién recopilada y analizada.
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2. MARCO TEORICO

2.1 LAPIEL

Estructura de la piel

La piel es el mayor érgano del cuerpo humano o animal. Ocupa aproximadamente 2m?
y su espesor varia entre los 0,5mm (en los parpados) a los 4mm (en el taldon). Su peso
aproximado es de 5kg. Actlia como barrera protectora que aisla al organismo del
medio que lo rodea, protegiéndolo y contribuyendo a mantener integras sus
estructuras, al tiempo que actia como sistema de comunicacién con el entorno y varia
en cada especie. Las tres capas principales de la piel, desde la superficie hacia la
profundidad son: a) La epidermis; b) La dermis, c) La hipodermis (“Fisiologia de la Piel,”

n.d.).

La epidermis es un epitelio plano poli-estratificado queratinizado con cuatro capas,
gue a excepcion de la capa basal, comprenden cada capa de células. El orden de los
estratos desde el interior hacia la superficie son: 1) estrato basal, 2) estrato espinoso,
3) estrato granuloso y 4) estrato corneo (capa cornea). El espesor de la epidermis varia
segln la region cutdnea entre 0,04 y 0,4 mm. La epidermis estd constituida en
aproximadamente un 90% por las células epidérmicas (queratinocitos), pero ademas
contiene células de Langerhans (sistema inmune), melanocitos (sistema pigmentario) y
células de Merkel (sistema nervioso). La dermis es un tejido mutante donde es
regulada la dinamica de la epidermopoyesis y se produce y elimina la neoformacion
permanente y regulada de queratinocitos. Cada dia se producen unas 1.200 células
nuevas por milimetro cuadrado con un tiempo de transito desde la formacion hasta la
eliminacion de unas 4 semanas. La cinética de proliferacién es regulada por factores de

crecimiento con actividad estimulante. Los factores reguladores del crecimiento

Pagina 13 de 88



1/ Cadigo
lm INFORME FINAL DE TRABAJO DE Vv I.g,
ersion
L GRADO
Institucién Universitaria Fecha

derivan en parte de las propias células epidérmicas, cuando se producen lesiones y en

parte de las células dérmicas.

La dermis se divide en dos estratos, el estrato papilar y el reticular. El estrato papilar es
un tejido conjuntivo superficial, delgado vy rico en células y vasos. Su superficie forma
papilas y contiene numerosos capilares que explican la unién mecanica entre la
epidermis y la dermis, asi como la nutricion de la epidermis. El Estrato Reticular es la
capa mas profunda y gruesa, rica en fibras, y que aporta firmeza al tejido conjuntivo
cutaneo. Contiene los anexos cutdneos, los vasos sanguineos vy linfaticos y los nervios.
La dermis contiene (como todos los tejidos conjuntivos) células fundamentales, fibras y

sustancia fundamental (matriz extracelular).

La epidermis y la dermis (con sus vasos y sistema nervioso) estan unidas a nivel
morfoldgico y funcional. Mantienen la funcién, la estructura y la homeostasia en
condiciones fisioldgicas, y tienen la funcidon de regeneracion y curacion de las heridas y

de proteger las infecciones.

La hipodermis, es otro importante componente de la piel que sirve como almohadilla
absorbente de golpes, protegiendo estructuras vitales, manteniendo el calor corporal y
de reservorio de energia en caso de ayuno. Ademas, permite el desplazamiento y
movilidad de la piel sobre los planos profundos. Es el soporte de vasos sanguineos y
nervios que pasan desde los tejidos subyacentes hacia la dermis. Los foliculos pilosos y

glandulas sudoriparas se originan en este nivel.

Funciones de la Piel

La funcién de la piel depende de su situacién Unica entre el "entorno" y el "interior".
Como érgano externo se enfrenta a gran numero de estimulos ambientales deseables
o no. Los estimulos de intensidad fisiolégica son estimulantes y estabilizan la funcidn,
mientras los otros se presentan como mecanismos de defensa y proteccién local de la

piel, que al ser superados producen las lesiones.
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Las funciones protectoras de la piel son (“Fisiologia de la Piel,” n.d.):

Defensa ante las infecciones por virus, bacterias u hongos: La pelicula superficial
cutanea tiene un efecto antimicrobiano, la capa cérnea representa una barrera frente
a los patégenos. Cuando se produce una herida (puerta de entrada), se desencadena

una reaccién defensiva de la piel en forma de inflamacién local.

Defensa frente a los estimulos nocivos mecdnicos: Las propiedades biomecanicas de la
piel constituyen una barrera frente a las lesiones y las heridas. La capa cérnea
compacta y flexible y el tejido conjuntivo rico en fibras de la dermis protegen a la piel
de los estimulos nocivos cortantes, el tejido graso subcutdneo amortigua como un
colchon los golpes violentos y distribuye y amortigua su efecto. Los pelos y las ufias

también desempefan una misién defensiva.

Defensa frente a estimulos nocivos térmicos: La piel actia como barrera aislante (sobre
todo el tejido subcutaneo). La circulacion sanguinea y la secrecién de las glandulas
sudoriparas permiten una termorregulacién reactiva. La circulacién y la sudoracion
termorreguladora estén especialmente desarrolladas en las personas "desnudas" para

compensar la pérdida evolutiva del pelo protector.

Defensa frente a las radiaciones nocivas: La piel refleja y absorbe la luz. Después de la
reflexidén-absorcidn de la luz en la pelicula superficial y en la capa cérnea, se produce la
absorcion de los rayos que hayan penetrado por la melanina. No obstante, los dafos

celulares por la radiacion se evitan por los mecanismos de reparacién enzimaticos.

Defensa frente a estimulos nocivos quimicos: La piel posee capacidad tampdn en la

pelicula superficial cutdanea y es una "barrera a la penetracién" por el estrato cérneo.

Barrera respecto al mundo interior: La piel impide el intercambio incontrolado
desustancias entre el cuerpo y el entorno, por lo que resulta fundamental para la
homeostasis interna. Cuando se producen lesiones o defectos existe el riesgo de
pérdida de liquido, electrélitos y proteinas con las consiguientes alteraciones del

metabolismo o pérdidas de sangre.

Funcion sensitiva: La piel tiene receptores sensitivos repartidos en toda su superficie

gue le permiten el reconocimiento del medio ambiente y la defensa ante los peligros.
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Los estimulos adecuados provocan las sensaciones de tacto, presion, temperatura y
dolor y permite el reconocimiento de la intensidad y la procedencia del estimulo. Los
estimulos pueden desencadenar reacciones motoras voluntarias o involuntarias

reflejas.

Funcion de comunicacion y expresion: La piel como dérgano superficial seria valorado
para obtener conclusiones acerca de la edad, estado animico, caracter. El estado y
aspecto de la piel determina también en gran medida la imagen propia, de donde la

piel normal y patoldgica tienen un importante papel psicosocial.

Funcion metabdlica y de reserva: La piel puede acumular agua en forma de edema vy
desecarse ante una gran pérdida de agua (exicosis). Cuando se produce una sobre
alimentacion se puede acumular un exceso de grasa (adiposidad) y en la desnutricién
se pierde dicho depdsito (caquexia). A nivel metabdlico destaca la sintesis fotoquimica

de la vitamina D (si falta la luz solar se puede producir raquitismo).

Organo de alta complejidad inmunoldgica: Participa en la vigilancia inmunoldgica.
Dado que sus células (queratinocitos, linfocitos, fibroblastos, melanocitos y células de
Langerhans) sintetizan numerosas sustancias inmunoldgicamente activas, intervienen
en el reconocimiento e internalizacién de antigenos, autorregulan el crecimiento y la
diferenciacién de sus componentes celulares, participan activamente en el trafico
linfocitario, y es uno de los drganos diana, en los intrincados mecanismos de la
inflamacién. Las sustancias inmunolégicamente activas son interleuquinas, factores
transformadores de crecimiento, factores estimuladores de colonias, interferones y

citolisinas (Fig. 1).

BARRERA ANTE
MICROORGANISMOS

| | AYUDAAREGULAR LA
TEMPERATURA CORPORAL

= DEPURA AL ORGANISMO

7

FUNCION DE LA PIEL

|| RELACION: TACTIL, TERMICO
Y DOLOROSO

|| REPUESTA A UNA INVASION
VIRAL

Fig. 1. Funciones de la piel. (Modificada de Rusinol; 2012)
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2.2 INGENIERIA DE TEJIDOS

El término Ingenieria de tejidos nacié en 1987 (Lanza, Langer, & Vacanti, 2007a) y se
desarroll6 como una alternativa al trasplante tradicional de 6rganos debido a la
escasez de estos o rechazo por parte de los pacientes. La ingenieria tisular es definida
como la “Ciencia del disefio y fabricaciéon de nuevos tejidos para el restablecimiento
funcional de o6rganos alterados y la sustitucidn de estructuras dafiadas por

traumatismos o enfermedades”.

La convencién fundamental de la ingenieria de tejidos parte de la capacidad inherente
del cuerpo humano para curarse a si mismo. Esta capacidad de auto-reparacion de
enfermedades o heridas y regeneracion depende del tejido especifico o sistema de
organos, limitada por el grado de dafio, pérdida de la funcion y la complejidad del
numero de tejidos involucrados. El proceso de reparacidn sin embargo, se ha mejorado
en gran medida gracias a los avances en la tecnologia médica (Chen, Liang, & Thouas,
2012). En el campo de la cirugia reconstructiva, por ejemplo, se han generado avances
en la ingenieria de tejidos, especialmente a través de xeno-trasplante de tejidos,
prétesis y manipulacion localizada de sitios de lesién a nivel celular y molecular. Estos
trabajados en conjunto con los enfoques convencionales de reconstruccién tales como

auto y aloinjerto de tejido (Artico et al., 2003).

La ingenieria de tejidos se conecta con la practica médica haciendo énfasis en los
tejidos y la terapia basada en células. Los enfoques predominantes incluyen métodos
de recoleccion y la expansion de los tejidos vivos in vitro, y el disefio de los
biomateriales y andamios que proporcionan el soporte estructural adecuado que
coincida con el tejido de eleccion. Cuando un tratamiento médico se centra mas en la
regeneracién de los tejidos vivos in vitro o ex vivo, utilizando métodos de
biotecnologia, es cuando la cirugia reconstructiva pasa a denominarse ingenieria de
tejidos (Bell, 2000). El punto basico de la ingenieria de tejidos es la utilizacién de
células vivas cultivadas en el laboratorio y que pueden ser genéticamente modificadas.
Las células son cargadas en numero suficiente sobre los andamios, para la posterior
implantacion, permitiendo a los cirujanos manipular el medio ambiente local del tejido
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y proporcionando una alternativa fisiolégica con mejor y mas rapida recuperacion del
cuerpo(Chen et al., 2012). Las células son sembradas en una matriz natural (como
colageno simulando el entorno de las células en los tejidos) o cualquier otro tipo de

soporte o estructura tridimensional que imite la estructura de un érgano.

El punto de partida de la Ingenieria de tejidos se puede fijar en los estudios pioneros
de Lanza et al, que concibiod la idea de dotar a las células de un andamio, armazén o
matriz de soporte para su crecimiento y posterior formacién de tejido(Lanza et al.,
2007a). En 1986 R.Langer y J. Vacanti demuestran que las células hepaticas
desarrolladas en una estructura plastica pueden funcionar correctamente tras su
trasplante en animales y también se describe la formacién de vasos sanguineos a partir
de células endoteliales, musculares y fibroblastos crecidas sobre una malla de dacron

impregnada con colageno.

La ingenieria de tejidos es un campo de investigacién multidisciplinar, que implica las
areas de medicina, biologia, ciencia de materiales y la ingenieria. Uno de los objetivos
mas importante es el disefio de los biomateriales que soporten las células y las
moléculas de sefializacion para permitir la regeneracion del tejido que lleven a una
alternativa del trasplante de drganos y la posterior reconstruccién de tejidos. Las
investigaciones y desarrollos en esta area han aumentado en los ultimos 40 afios, dada
la urgente necesidad de alternativas a tratamientos médicos relacionados con los
tejidos, en particular, de los dafios o pérdidas y problemas de cancer y enfermedades

degenerativas(Chen et al., 2012; Langer & Vacanti, 1993).

El desafio que enfrentan los ingenieros de tejidos hoy en dia es combinar nuevos
materiales con células vivas para producir un equivalente de piel, que sea a la vez
funcional y duradero, y que permita la integracion y la manipulaciéon de la biologia
celular de las células huésped y la multitud de sefiales que controlan su
comportamiento. Convencionalmente, la ingenieria de tejidos de la piel existe como
células cultivadas in vitro, posteriormente sembradas en un andamio poroso y algun
material que se coloca luego in vivo en el sitio de la lesién. En la actualidad, hay un

numero de diferentes sustitutos artificiales de la piel disponibles para uso clinico, pero
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gue aun no cumplen totalmente con los criterios funcionales de la piel (revisado

extensamente en (Supp & Boyce, 2005)).

Biomateriales

En el campo de la ciencia de los biomateriales relacionados con la ingenieria de tejidos
y la medicina regenerativa, un biomaterial se define como "una sustancia que ha sido
disefiada para tener una forma que, solo o como parte de un sistema complejo, es
utilizado para dirigir, por el control de las interacciones con los componentes de los
sistemas vivos, el curso de cualquier procedimiento diagndstico o terapéutico". En
otras palabras, un biomaterial se utiliza para remplazar o ayudar en la funcion del
tejido mientras esta en contacto intimo con este, sea interna o externamente (Chen et

al., 2012).

Los biomateriales son compuestos compatibles con el organismo humano, que se
desarrollan para ser implantados como sustitutos de tejidos y drganos, o formar parte
de dispositivos biomédicos (microsistemas de liberacion de drogas, microvalvulas,
etc.). Los biomateriales pueden ser clasificados de acuerdo a su composicidon en:
biomateriales metalicos, biomateriales cerdmicos o biomateriales polimeros naturales
o sintéticos(Hubbell, 1995). Los biomateriales metdlicos son mas ampliamente
utilizados para fijaciones ortopédicas, por su alta resistencia mecdnica, sin embargo
con un alto problema de corrosién (Oh, Kang, & Lee, 2006), que se intensifica en
medios hidricos como lo es el organismo. Los biomateriales cerdmicos (biovidrios,
hidroxiapatita) presentan una alta biocompatibilidad, muy utilizados para tratamientos
de hueso. Actualmente se ha integrado el uso de cementos quirudrgicos con rellenos
ceramicos presentando ventajas tales como mejor fijacidn y estabilidad del implante y
mayor promocion de la diferenciacidn celular, favoreciendo el crecimiento de nuevo
tejido (Rumpel et al., 2006). Los biomateriales poliméricos- (naturales o sintéticos) por
su parte, se trabajan en una gran cantidad de productos y posibilitan su manipulacién

fisico-quimica para nuevas generaciones de productos. Estos materiales se presentan
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como tejidos, fibras, peliculas o bloques (Burks, Bundy, Fotuhi, & Alt, 2006). En el area
de los polimeros se tienen también aquellos conocidos como biodegradables y son
mas utilizados en soporte de células vivas, remplazo de tejidos y dispositivos para la

fijacion de fracturas dseas.

Caracteristicas de los biomateriales

Los biomateriales utilizados para implantes y trabajo directo con el tejido biolégico
deben cumplir con propiedades bioldgicas, fisicas, quimicas y mecanicas especificas

(Shelia MacNeil, 2008; Soria & Gonzalez, 2009):

Propiedades biolodgicas: El ideal de cualquier material implantado en el organismo no
deberia provocar reacciones adversas, es decir, el material debe tener alta bio-

compatibilidad, para lo cual debe cumplir con requisitos tales como:

- Preferiblemente derivados de fuentes bioldgicas

- Ser propicio al disefio y modificacién

- Tener una tasa controlada de biodegradacion

- No generar citotoxicidad

- Tener una minima respuesta inmune e inflamatoria

- Con baja inmunogenecidad

- Poseer propiedades que promuevan las interacciones célula-sustrato

- De facil produccion, purificacién y procesamiento del material

- Con buena adhesién celular que facilite el crecimiento del tejido

- Compatible quimicamente con soluciones acuosas y condiciones fisioldgicas
- Permanecer estable en la localizaciéon implantada durante un periodo de tiempo

adecuado (minima repuesta inflamatoria y lenta degradacion)

Propiedades fisico — quimicas: cada material presenta alteracidn en su superficie
relacionadas con la corrosidn, solubilizacidon o degradacién de sus componentes. Para
aplicaciones médicas los materiales deben tener un apropiado grado de degradacién
qgue asegure el implante desde el inicio hasta el desarrollo de nuevo tejido que lo

sustituya, el cual depende normalmente de su porosidad (Georges, Miller, Meaney,
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Sawyer, & Janmey, 2006). Algunas de las propiedades fisico-quimicas mas importantes
de los biomateriales son el comportamiento térmico (en tres temperaturas: de fusion,
de descomposicién y de transicion vitrea), la cristalinidad, la resistencia a la

degradacion y el comportamiento mecanico (Soria & Gonzalez, 2009).

Propiedades mecdnicas: Los materiales para uso médico deben tener propiedades
mecanicas adecuadas como rigidez, porosidad, interconectividad y tamafo de poros,
superficie especifica, permeabilidad y rugosidad del sustrato. Las caracteristicas de la
superficie del implante (rugosidad, porosidad, potencial eléctrico, humectacién y
comportamiento hidrico) son factores decisivos que afectan la compatibilidad y la
interaccion entre el material, las células adyacentes y la colonizacion de la superficie.
La rigidez mecanica es importante en procesos de morfologia, locomocidn y adhesion
celular y en la expresion de ciertas proteinas del citoesqueleto; una matriz mas rigida
podra soportar mayores fuerzas celulares favoreciendo la extensién de la célula sobre
su periferia, aunque no todos los tipos celulares responden de la misma forma ante la
rigidez, pues unas responden mejor ante matrices rigidas y otras lo hacen ante las

matrices blandas (Soria & Gonzalez, 2009).

Ingenieria y regeneracion

En la ingenieria de construccién de tejidos los biomateriales juegan un papel
fundamental, pues son la matriz extracelular artificial y tridimensional sobre la cual son
soportadas las células (in vitro o arrastradas en la migracion in vivo de tejido del
huésped) para la regeneracién del sitio de la herida (Kim, Baez, & Atala, 2000). Los
biomateriales polimeros son mds populares en la ingenieria de tejidos debido a su
versatilidad mecanica y la similitud de las caracteristicas estructurales de los tejidos
(excepto en ortopedia). Los polimeros biodegradables muestran ademas una minima
inflamacién prolongada sin complicaciones asociadas con los procedimientos

quirargicos repetidos (Nair & Laurencin, 2007).

Los biomateriales poliméricos estan dominados por poliésteres termoplasticos tales

como poli (acido lactico) (PLA), poli (acido glicélico) (PGA), policaprolactona (PCL) y sus
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mezclas o copolimeros. El poliéster es una categoria de polimeros que contienen el
grupo funcional éster en su cadena principal. Muchos ésteres, tales como acidos
grasos, son enddgenos para el metabolismo humano y por lo tanto biocompatible.
Aunque estos biomateriales se han caracterizado bien y se fabrican para que coincida
con las propiedades bioquimicas de los tejidos blandos, generalmente falta
compatibilidad mecanica entre los implantes de polimeros termoplasticos y los tejidos

vivos(Chen et al., 2012).

En el tejido vivo, la elasticidad y la resistencia a la traccion se proporcionan por
macromoléculas estructurales de origen natural, que incluyen colagenos, elastina y
fibronectina. El coldgeno, una familia de proteinas fibrosas, constituye el principal
componente estructural del tejido conjuntivo, hueso y la membrana basal del epitelio.
El coldgeno 6seo difiere del colageno de los tejidos blandos del mismo tipo, por
contener una mayor densidad de enlaces que generan mejor elasticidad a altas
tensiones. Las elastinas por su parte son mas flexibles a bajas tensiones, a menudo

debido a complicadas estructuras secundarias.

Cada tejido especifico tiene diferente nivel y conformacion de las moléculas
estructurales, con diferentes rangos de elasticidad pasiva. La piel, por ejemplo,
contiene el coldgeno y la elastina, con diversas estructuras secundarias que resultan en
diferencias sutiles de la elasticidad dependiendo de la regién de la piel. El musculo es
mas complejo, conteniendo elasticidad pasiva, contractilidad activa y proteinas
dindmicas de miosina y actina, respectivamente. En general, la capacidad de
estiramiento elastico es una propiedad mecdanica importante de los tejidos biolégicos y
en efecto, para la reparacion de la mayoria de los tipos de tejidos blandos, uno de los
principales problemas encontrados por los cientificos de biomateriales es la dificultad
en el repliegue de la elasticidad innata de los tejidos, especialmente bajo situaciones

de carga variables.

Grandes esfuerzos se han invertido en el desarrollo de biomateriales poliméricos
capaces de imitar tejidos naturales. Sin embargo, actualmente hay pocos productos
disponibles (especialmente sintéticos) para uso clinico capaces de sustituir a los tejidos

blandos (como el musculo y el tejido conectivo) y con funcionalidad mecanica
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adecuada (Freed, Engelmayr, Borenstein, Moutos, & Guilak, 2009). Aunque las razones
exactas de fallo del injerto en estudios experimentales en animales y ensayos
preclinicos de tejidos no se entienden completamente, al parecer estan relacionan

fuertemente con incompatibilidades mecanicas entre el tejido y el biomaterial.

Estrategias de construccién

En ingenieria de tejidos los andamios son los Unicos capaces de establecer entornos
tridimensionales que soporten las células y moléculas de sefializacién que pueden
imitar los tejidos nativos. Los andamios son normalmente construidos de materiales
naturales, sintéticos o hibridos. El uso de moléculas de sefializacion aumentan la
eficacia del andamio dado que pueden direccionar de manera directa los fenotipos de
las células contenidas e indirectamente el de las células circundantes (Chen et al.,

2012).

Las estrategias de la ingenieria de tejido pueden ser celulares y acelulares. El tipo
celular (in vitro) implica sembrar sobre un andamio las células antes de la
implantacion. Las células contenidas en el andamio se combinan con el tejido en el
sitio de implantacion y estimulan el nuevo tejido para infiltrarse, mientras que el
material de soporte en si es degradado gradualmente in vivo. Una vez que el material
estd totalmente reabsorbido, sélo el tejido recién generado permanece funcional. En la
estrategia acelular (in vivo) logran el mismo resultado, pero con la diferencia de que el
andamio es implantado directamente en la regidn daifada permitiendo la infiltracidn
de nuevos vasos sanguineos y fibras nerviosas, asociados con la deposicién de matriz
extracelular (ECM) y las redes de las macromoléculas. De esta manera, la regeneracién
de tejidos puede ser estimulada por moléculas de senalizacion cargadas dentro de los
andamios para apoyar y controlar las células innatas (por ejemplo, el trasplante de
células madre de la médula, progenitoras endoteliales, macroéfagos, etc.) de la
corriente de la sangre y del tejido (Lanza et al., 2007a). La combinaciéon de ambas

estrategias es también usada dado que los andamios son primero celularizados y luego
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descelularizado por tratamiento enzimatico, resultando en un andamio "revestido"
depositado en la matriz extracelular junto con otros factores celulares. Esto tiene
como ventajas la minimizacion del tejido anfitrion y el rechazo de las células extraiias.
La ingenieria de los andamios biocompatibles con el tejido a los cuales son adheridos
(in vitro o in vivo) los tipos de células especificas son fundamentales en la reparacion

funcional del tejido.

Nanomedicina en ingenieria de tejidos

La nanociencia y nanotecnologia son definidas por The Royal Society o the Royal
Academy of Enginnering, UK como la capacidad de medir, ver, manipular y
manufacturar cosas entre 1 y 100 nm(“Nanoscience and nanotechnologies:
opportunities and uncertainties,” n.d.) a tamafios nanométricos se presentan
interacciones a nivel atdmico y muchas de las leyes que rigen el comportamiento de
los cuerpos a escala macroscopica dejan de ser vélidas. De alli se introducen nuevos
conceptos como el comportamiento de las particulas por efectos cuanticos, la relacion
superficie/volumen, fendmenos activos en células vivientes, auto regeneracion de
células, entre otros, permitiendo que los sistemas y/o materiales obtenidos a este
nivel estructural puedan ser construidos con propiedades especificas y hechos a

medida con nuevos beneficios potenciales y por supuesto nuevos riesgos.

Aunque las técnicas para la manufactura de nanomateriales son tan variadas como los
materiales mismos, ellas pueden ser divididas dentro de dos tipos principales de
aprovechamiento: procedimiento bottom-up y procedimiento top-down a partir de las
cuales se crean las materiales nanoestructurados y sus morfologias (Wiesner, Lowry,

Alvarez, Dionysiou, & Biswas, 2006).

Los materiales nanoestructurados son aquellos nanomateriales que poseen formas o
funcionalidades especiales. Son materiales con dtomos organizados en agrupaciones
de tamafio nanométrico de forma ordenada para ser base en la construccién de

estructuras mayores. Al ser tan pequefio el tamafio del grano se genera un incremento
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significativo en la fraccion de intercaras y fronteras de grano por volumen. Esta
caracteristica influye en las propiedades fisico-quimicas del material de tal forma que
pueden ser modificadas sus propiedades generando materiales nanoestructurados de
acuerdo a una necesidad especificas en forma de peliculas delgadas, envolturas de
materiales, en polvos y practicamente con cualquier forma (Kostoff et al., 2006).La Fig.

2 muestra las morfologias mas comidnmente utilizadas a base de nanomateriales.

(b) I

Fig. 2. Morfologias de nanomateriales, de izquierda a derecha: fullenos, nanotubos,

nanofibras, dendrimeros. (cc)

La nanotecnologia con aplicaciones médicas directas es conocida como nanomedicina.
Esta se puede definir como la ciencia y la tecnologia utilizada en el disefio y evaluacién
de sistemas complejos a escala nanométrica, formados por al menos dos
componentes, uno de los cuales es el principio activo o molécula biolégicamente activo
y el segundo, es el propio sistema que permite una funcién especial relacionada con el
diagndstico, tratamiento o prevenciéon de una enfermedad. Las principales areas de
investigacion en nanomedicina han sido: administracion de farmacos, diagndstico y

medicina regenerativa:

En la administracion de fdrmacos los sistemas se orientan a mejorar la
biodisponibilidad y farmacocinética de la terapia y a remplazar la administracién
invasiva por no invasiva. Los nanosistemas se componen de subsistemas avanzados
con portadores de tamafios menores a 200nm.Tienen el potencial de: acumular la
medicina en el tejido enfermo, incrementar la solubilidad del farmaco en medios
acuosos, superar barreras bioldgicas tales como la barrera hemato-encefdlica e
Incrementar la estabilidad quimica del farmaco. Algunos efectos secundarios negativos
son causados por su distribucidon no especifica al interior del cuerpo del paciente,

ademas de otras barreras aun no superadas como lo son la toxicidad de ciertos
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polimeros, sus productos de degradacidn y la rapida eliminacion de las particulas de la

sangre por el higado y el bazo(Lechuga, n.d.).

En el diagndstico la nanotecnologia ha incursionado en la selectividad, sensitividad y
nuevas técnicas para enfermedades de dificil diagndstico. La investigacion de imagenes
in vivo se ha enfocado en las imdgenes de resonancia magnética, procurando mejorar
los agentes de contraste. En este sentido uno de los elementos mas manejados es el
o6xido de hierro sUper paramagnético ultra pequefio que ha sido exitosamente
evaluado en  tratamientos clinicos para  deteccidn de  metastasis
ganglionares(“Nanomedicina: apliaciéon de la nanotecnologia en la salud,” n.d.).Para el
diagnéstico in vitro se incluye el uso de nanoparticulas sistemas de sensado basados en
puntos cudnticos los cuales hacen posible visualizar proteinas en células, visualizar los

vasos sanguineos, tumores o la reproduccion de células simples.

En Jlos biomateriales e ingenieria de tejidos el concepto es reubicar o restaurar la
estructura anatémica y funcional de tejidos danados u érganos por combinacion de
células, moléculas bioldgicamente activas y biomateriales, y estimular las fuerzas
mecanicas del microambiente del tejido. Hasta la fecha, la mayoria de los estudios de
ingenieria de tejidos son focalizados en la investigacion de estructura macroniveles
(estructura super celular > 100 um y estructura celular > 1 um) para construir el grosor
requerido morfolégicamente y generar sistemas de drganos de tamano real. Sin
embargo, para diseiar las unidades funcionales de los tejidos, las nanoestructuras
subcelular necesitan ser construidas como réplica exacta de la célula natural

preambiente.

De manera general se encuentra que la nanotecnologia en ingenieria de tejidos se
desarrolla en tres diferentes frentes: biomateriales nanoestrucutrados, moléculas

bioactivas de sefializacién y terapias basas en células.

Con los biomateriales nanoestructurados la nanotecnologia hace posible reproducir la
estructura de las matrices extra celulares a tamafio nanométrico, la cual controla
ciertas funciones celulares tales como adhesién, movilidad y diferenciacién celular.

Diversos experimentos sugieren que las superficies nanoestructuradas de implantes
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interaccionan mads efectivamente con proteinas especificas, que mediante la funcién

de osteoblastos (células de hueso).

Las moléculas bioactivas de sefializacion estan presentes naturalmente en células y
actuan como sefales dentro de un complejo sistema de comunicaciéon que gobierna y
coordina la actividad basica celular y las acciones celulares. La nanotecnologia
desarrolla los materiales como matriz extracelular que incluye las proteinas especificas
y péptidas que actuardn como sefales celulares. Los cientificos esperan que el
desarrollo de los materiales bioactivos permita liberar las moléculas de sefalizacién
para activar ciertas funciones como estimular la reparacion del tejido en los sitios de

implante.

Con las terapias basadas en células el mayor foco es la prevencion o tratamiento de
enfermedades ante la administracion de células alteradas ex vivo. Los nanomateriales
son usados para aprovechar el potencial de auto sanacion de las células, por ejemplo
los nanotubos de carbono ayudan a las células madre adultas a transformarse en
neuronas, los polimeros encapsulan células trasplantadas, con la manipulacion de
nanoporos, la membrana permite el paso de nutrientes esenciales a la vez que

bloquean elementos no deseados como anticuerpos.
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3. METODOLOGIA

La metodologia seguida para el desarrollo del trabajo fue inicialmente realizar la
busqueda de articulos, libros, paginas web y demas documentos relacionados con
ingenieria de tejido y sus aplicaciones a tejido de piel. La busqueda fue clasificada en
dos ramas fundamentales una para el soporte tedrico de los conceptos del tejido de
piel, ingenieria de tejidos, biomateriales, nanomateriales y nanomedicina entre otros y
otra en la busqueda cientifica de articulos relacionados con la ingenieria de tejido

aplicada a tratamientos de piel.

Para los conceptos fundamentales se contdé con diversos libros cientificos y la
busqueda de articulos fue realizada en las bases de datos con las que conté en su
momento el ITM, a saber: SCOPUS, IEEE Xplore, Dialnet y ScienceDirect. Las palabras
clave utilizadas para dicha busqueda fueron: Biomaterials, nanomaterials, tissue

engineering, skin y scaffolds..

Para la lectura y andlisis de los articulos, estos fueron clasificados de acuerdo a su
fundamentacién en biomateriales y nanomateriales, y por su aplicacién en ingenieria
de tejido de piel en regeneracién, quemaduras y tejido sustituto dérmico, epidérmico y

dérmico-epidérmico.

El item “Resultados”, presenta el consolidado de los diferentes materiales encontrados
y su correlacion con la aplicacidn especifica de patologia de tejido epitelial, destacando
sus ventajas y desventajas con respecto a la aplicacién y a lo largo del documento se
presentan los conceptos necesarios requeridos para una mejor comprension del
trabajo presentado. Finalmente son destacados los principales biomateriales (y
nanomateriales) utilizados en ingenieria de tejido para apoyo al tratamiento de
algunas patologias relacionadas con pérdida total o parcial de tejido epitelial, con sus
ventajas y desventajas, y es presentada una tabla de recopilacion de informacion

fundamental.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1INGENIERIA DE TEJIDO Y LA PIEL

La Ingenieria de tejidos es un campo interdisciplinario de la ingenieria biomédica que
pretende generar nuevos materiales biolégicos para remplazar 6rganos o tejidos
danados o enfermos a partir de fuente de células y una ECM compatible con las células

(Metcalfe & Ferguson, 2007).

La piel es el érgano mas grande el cuerpo humano vy los dafios en la piel tales como
trauma, enfermedad, quemaduras o cirugia pueden llegar a ocasionar la muerte. La
curacién es un proceso fundamental para la conservacion de la integridad de la piel y
numerosos pacientes sufren las consecuencias de heridas deficientes en curacion o
problemas de cicatrizacion y aunque muchos estudios tratan de esclarecer los
fendmenos bioquimicos, celulares y moleculares, las dificultades para aislar y analizar
in vivo cada etapa del proceso de curacién, han impedido una comprension integral de

la reparacion de la herida (Harty, Neff, King, & Mescher, 2003).

Aunque el desarrollo de sustitutos cutaneos representan una solucién a diversos
problemas de la piel, estos deben cumplir con algunas caracteristicas esenciales tales
como: facil manejo, facil aplicacién en la herida, con propiedades fisicas y mecdanicas
adecuadas, ser una barrera vital con hidratacion adecuada, contar con degradacién
controlada, adherentes, no tdxico, ser estéril, no antigénico, y con minima actividad
inflamatoria, ademas, de promover la angiogénesis, con minimo dolor y ser rentable

(Metcalfe & Ferguson, 2007).

La ingenieria de tejidos debe satisfacer la mayoria de estos criterios y adicionalmente
las matrices deben tener la capacidad de liberar los factores de crecimiento, citoquinas
y péptidos bioactivos para ser liberados temporal y espacialmente de la manera

adecuada y la liberacién de los factores deben promover la reparacién y regeneracién
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optima del tejido. Asi mismo la ECM artificial debe asimilar en el cuerpo la

regeneracion de nuevo tejido.

Al disefiar una estrategia para la promocion y reparacién a partir de la ingenieria de
tejidos es necesario identificar correctamente las fuentes celulares y los mecanismos
correctos de interaccion. Las células ademas deben ser suficientemente abundantes
para llevar a cabo el proceso de regeneracién completo y se han detectado
importantes requerimientos tales como: (a) proporcionar una capa de barrera de
gueratinocitos renovables, la cual (b) se adhiera en forma segura a la dermis, de (c)
buena vascularizacion y que (d) proporcione un soporte estructural elastico para la piel

(Shelia MacNeil, 2008):

Funcion de la barrera de la piel: La piel artificial debe conservar la esencia de la piel
normal proporcionando el agua, los electrolitos y una barrera a prueba de bacterias al
mundo exterior. Ante quemaduras o Ulceras crdnicas estas caracteristicas se pierden
haciendo a los pacientes susceptibles a infecciones y limitando la cicatrizacion. La
barrera de la piel se logra mediante las capas de queratinocitos, fibras de colageno

(formando la membrana basal) que contribuyen a la regeneracién epidérmica.

Conexion segura a la dermis: La epidermis debe incorporarse a las fibras de coldgeno
de la dermis a través de los hemidesmosomas (receptores de adhesion que se
extienden a través de la membrana celular y actuan como filamentos de anclaje para
enlazar queratinocitos con la membrana basal (MB) inferior). Las proteinas que forman
la MB, colageno 1V, colageno VII y laminina, son vitales y son sintetizadas bajo
instrucciones de los queratinocitos. De no mantenerse la capa de barrera epidérmica

se estd sujeta a una infeccion bacteriana.

Vascularizacion: La piel vascularizada es esencial para la reparacién de la piel. Ante una
pérdida extensa de piel, como ocurre en las lesiones de quemaduras, el paciente no
puede repararla suficientemente rapido y ante la pobre vascularizacion, la reparacion
puede ser lenta o puede no ocurrir. Ante la alta poblacidn con pérdida de piel por
guemadura u otras patologias e incluso por diabetes, la investigacidn en materiales o
métodos que permitan una vascularizacién mas rapida y mejor es un reto para el area

de ingenieria de tejidos.
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Elasticidad y soporte: Las fallas en reparacidon pueden resultar por la contraccién de la
piel, la fibrosis (donde los fibroblastos producen material similar a la cicatriz) y
faltantes cicatriciales. La dermis a través de su compleja arquitectura de fibras
enzimaticamente entrelazadas de coldgeno y elastina debe proporcionar el apoyo y

elasticidad requerida de la piel.

La necesidad de materiales en ingenieria tisular nacié fundamentalmente para el
tratamiento de heridas en las cuales hay pérdida de dermis y epidermis, pues se
considera que una pérdida de piel de mdas de 4 cm no sanard bien sin intervencion
quirurgica(Hart et al., 2000). En quemaduras de espesor parcial, la capa epidérmica
superior estd completamente perdida, pero sigue siendo parte de la dermis, los
gueratinocitos epidérmicos recubren las inclusiones cutaneas (glandulas sudoriparas y
foliculos pilosos) rapidamente, migrando fuera de la dermis y formando un nuevo
epitelio. Cuando la pérdida es significativa, la operacidon conlleva la reconstruccion de
la piel en dos etapas con operaciones independientes, donde se utiliza un material con
equivalente dérmico que debe convertirse en zona vascularizada antes de ser un
material epidérmico (a menudo de un espesor muy delgado para dividir el injerto o en
ocasiones el cultivo celular en la ingenieria tisular de la piel) (Hart et al., 2000;
Martinez-Méndez, Ramén Bitrian, Leyva Rodriguez, & Casado Pérez, 2010).Ademas de
las lesiones por quemaduras, los materiales en ingenieria tisular pueden beneficiar a
pacientes con ulceras crénicas y a aquellos que requieren cirugia reconstructiva
(MacNeil, 2008)aunque el total entendimiento de la morfogenética, temporizacién de
eventos y regeneracion ha sido mas lenta, se han logrado avances en mecanismos de
biologia molecular, comprensiéon de la cicatrizacion y en el desarrollo y procesos

regenerativos.

La mayoria de los biomateriales en uso clinico se basan en el colageno natural o
extraido y los desafios clinicos se concentran en el uso de biomateriales que
combinados con esquemas terapéuticos: promuevan la cicatrizacién, mantengan la
lesidn aséptica, permitan la regeneracidn del tejido epitelial a través de un mecanismo

de inducciéon y conduccién, mejoren los métodos de cultivo celular, aumente la tasa de
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neovascularizacion, tengan una respuesta mas segura y con los que generar andamios

que resistan la contraccién y la fibrosis.

Dentro de los biomateriales utilizados para la construcciéon de andamios se tienen
desde las sedas de arafia hasta proteinas de matriz extracelular y otros biomateriales
naturales (tales como coldgeno) que al modificarse quimicamente confieren
propiedades deseables al andamio. Biomateriales sintéticos biolégicamente
compatibles, tales como péptidos auto-ensamblados, polimeros organicos, materiales
inorgdnicos o combinaciones de copolimero mixtos son cada vez mas utilizados para la
creacion de andamios (Holmes, 2002). Sin embargo, la naturaleza sigue siendo el
ultimo ingeniero del material y la necesidad de flexibilidad sigue motivando a los

ingenieros de nuevos materiales.

La ingenieria de tejido de la piel es de uso clinico desde hace casi 30 afios. Durante los
cuales se ha llegado a analizar el papel de los biomateriales en la provisiéon de la
cubierta epidérmica, dérmica, sustitucidon y reemplazo de la epidermis/dermis, al igual
gue los problemas que conlleva el uso. La fisiologia de la piel se ha examinado en
profundidad en una serie de articulos que abarcan el desarrollo de piel y células
madre, la pigmentacion, transduccion sensorial, entre otros avances relacionados con

la ingenieria de tejidos de la piel (MacNeil, 2008).

4.2 HERIDAS Y SUSTITUTOS

Heridas

La pérdida de piel puede ocurrir por muchas razones, incluyendo trastornos genéticos,
traumas, heridas crdénicas e incluso por intervenciones quirurgicas. Uno de los motivos
mas comunes de pérdida de piel es principalmente el trauma térmico, donde
importantes areas de la piel pueden resultar dafadas, a menudo sin posibilidad de

regeneracién de la piel. Quemaduras y demas patologias pueden resultar en heridas
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rdpidas, amplias y profundas que no pueden ser tratadas con técnicas comunes y
pueden conducir a la muerte (Shevchenko, James, & James, 2010). Las heridas pueden
dividirse en: epidérmica, superficial de espesor parcial, profundas de espesor parcial y
de espesor completo, dependiendo de la profundidad de la lesidon(Chester, Balderson,

& Papini, 2004).

Las lesiones epidérmicas

Se caracterizan por eritema y dolor menor, no requieren tratamiento quirldrgico

especifico y se regenera rapidamente sin cicatrices.

Las lesiones superficiales de espesor parcial

Afectan la epidermis y partes superficiales de la dermis, con epidérmico potente y
dolor severo, especialmente en el caso de trauma térmico. Estas heridas se curan por
epitelializacion de las margenes de la herida, donde los queratinocitos basales cambian
a un tipo de células migratorias proliferantes y cubren la zona dafiada. Las células
migran ya sea desde el borde de la herida o de restos de glandulas sudoriparas que se
encuentran en la dermis profunda (Chester et al., 2004). Los foliculos pilosos y
glandulas sudoriparas estan alineados con las células epiteliales encargadas de la
regeneracion epitelial a través de la superficie de la herida. Ademas, los foliculos
pilosos de la piel humana contienen una reserva de células madre, ubicada en la regiéon
de bulbo del foliculo piloso, que son capaces de auto-renovacion (Blanpain, Lowry,

Geoghegan, Polak, & Fuchs, 2004).

Las lesiones profundas de espesor parcial

Implican mayor dafio dérmico que se traduce en menos apéndices de la piel restante y
por tanto, se tarda mas tiempo para sanar. La cicatrizacién es mas pronunciada en esta
profundidad de la lesidn como fibroplasia y es mas intensa en comparacion con heridas

de superficiales de espesor parcial.
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Las lesiones de espesor completo

Se caracterizan por la completa destruccion de elementos epiteliales regenerativos.
Este tipo de lesidn se cura por contraccion, con la epitelizacion de sélo el borde de la
herida, dando lugar a defectos estéticos y funcionales. Todas las heridas de la piel de
espesor total (de mas de 1 cm de didmetro) requieren injertos de piel ya que no
pueden epitelizar por su cuenta y puede conducir a cicatrices extensas, dando lugar a
limitaciones en la movilidad articular y graves deformidades estéticas (Chester et al.,

2004).

En el caso de quemaduras importantes, la tactica de tratamiento actualmente
aceptado requiere una excisiéon temprana de una costra seca (eritemas) para eliminar
las proteinas desnaturalizadas por el calor de la piel seguido por el cierre de herida.
Esto evita complicaciones tales como las infecciones, sindrome de disfuncién de
organos multiples o formaciéon de cicatriz hipertrofica. Proteinas de desnaturalizadas
por el calor de los eritemas puede también provocar una respuesta inflamatoria
descontrolada y también servir como una buena fuente de nutrientes para los
microorganismos y patogenos(Stoilova et al., 2007). Un cierre desde el inicio de la
herida se asocia con una menor mortalidad y mejores resultados funcionales a largo

plazo.

Actualmente, el 'estandar de oro' en el tratamiento de las lesiones de espesor
completo es el injerto de piel parcial autéloga (Supp & Boyce, 2005). La epidermis con
una parte superficial de la dermis se cosecha con un dermatoma en un sitio de piel de
donantes sin dafios y es aplicado a la herida de espesor total. Al ser aplicado a la
herida, los capilares del injerto de piel (SSG) proporcionan nutrientes para la
supervivencia del injerto. El sitio donante sana de manera similar a la lesidn superficial
de espesor parcial por la migracién de queratinocitos de foliculos pilosos, glandulas
sudoriparas y los bordes de la herida (Andreassi, Bilenchi, Biagioli, & D’Aniello, 2005).
Cuando un injerto de piel se coloca sobre una herida, debe adquirir un suministro de
sangre para mantener la supervivencia y la integracion con el tejido del huésped

(algunos sustitutos de piel no permiten ocurrir la angiogénesis). Sin embargo, la
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eliminacion adecuada de la piel para injerto autdlogo es un proceso doloroso y no

siempre es posible (por ejemplo en quemaduras extensas).

Un sustituto de la piel en ingenieria es necesario que cumpla los criterios especificos
para remplazar muchas funciones de la piel humana. Debe actuar como una barrera
para los microorganismos, controlar la pérdida de liquidos y con durabilidad vy
elasticidad a largo plazo. Ademas debe ser histocompatible, apoyar la cicatrizacién de
la herida, carecer de antigenicidad y toxicidad y ser rentable (Ahsan & Nerem, 2005).
Desafortunadamente, en la actualidad las pieles sustitutas no son totalmente
funcionales y carecen de foliculos pilosos, glandulas sebdaceas y sudoriparas asi como

los nervios y de los suministros de sangre (Metcalfe & Ferguson, 2007).

Uno de los principales problemas de los sustitutivos de la piel es su incapacidad para
vascularizar. Cuando se utilizan como un sistema de suministro para queratinocitos y
fibroblastos cultivados, la cola de fibrina puede proporcionar ventajas similares a las
probadas con los injertos de piel convencional. Sin embargo, la restauracién completa
de la sensibilidad de la piel no ha sido demostrada. Por otro lado, a pesar de la
existencia de células madre de piel, su aislamiento y caracterizacion sigue siendo un

reto(Metcalfe & Ferguson, 2007).

Sustitutos de piel

En relacidn a la piel pueden ser considerados tres tipos de sustitutos: sustitutos de piel

dermo-epidérmicos; sustitutos epidérmicos y sustitutos dérmicos.

Los sustitutos dermo-epidérmicos

También llamados complejos de piel sustituta, pretenden imitar la estructura
histologica de la piel normal donde estén presentes las capas de la dermis y la
epidermis. Estos son mas avanzados que los sustitutos epidérmicos y dérmicos, y son

también los mas costosos (Jones, Currie, & Martin, 2002). La mayoria de estos
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productos se basa en las células de la piel alogénico, incorporado en un andamio
dérmico. Estos biomateriales actian mds bien como apdsitos temporales (Supp &
Boyce, 2005), proporcionan factores de crecimiento, citoquinas y ECM de células
huésped mientras inician y regulan la cicatrizacion de heridas. Hay informes de
tolerancia inmundgena, preservacion a largo plazo y proliferacion hasta dos meses sin
signos de rechazo inmune (Morimoto et al., 2005; Shevchenko et al., 2010). Sin
embargo, a pesar de los queratinocitos alogénicos proporcionar alivio efectivo del
dolor y acelerar la cicatrizacion de las heridas, estos son rechazados unas pocas
semanas después de ser aplicados a la herida (Clark, Ghosh, & Tonnesen, 2007). Al
parecer para la produccion de sustitutos de piel dermo-epidermicos permanentes, los
fibroblastos alogénicos o autélogos pueden utilizarse pero los queratinocitos autdlogos
solo pueden utilizarse para lograr el cierre definitivo de los defectos de la piel. Un
listado de sustitutos de piel (compuesto) dermo-epidérmico comercialmente

disponibles pueden encontrarse en (Shevchenko et al., 2010).

Los sustitutos epidérmicos

Un paso clave en el disefio y la produccion de sustitutos epidérmicos es el aislamiento
de los queratinocitos de un donante y el posterior cultivo in vitro de estas células, para
obtener el nUmero necesario al momento de la aplicacion terapéutica. Los diferentes
enfoques para la produccidon de sustitutos epidérmicos dependen de: técnicas de
cultivo celular, la etapa de diferenciacidn celular y organizacién epitelial, los métodos
de suministro de células al paciente y los sustratos para mejorar el cultivo y la entrega

de células(Sheila MacNeil, 2007).

La calidad de los autoinjertos epiteliales estratificados cultivados (CEAs) depende de la
composicion celular que junto con queratinocitos basales son esenciales para la
supervivencia de injertos a largo plazo, determinando la supervivencia del trasplante
(Chester et al., 2004).Técnicas de expansidon de queratinocitos in vitro producen hojas
de CEAs lo suficientemente grandes como para cubrir toda la superficie del cuerpo en
tres a cuatro semanas, a partir de sélo una biopsia de piel 3 cm?(Chester et al., 2004) e

incluso con el apoyo de sustancias como una matriz de fibrina es posible ampliar la
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zona de CEAs en periodos mas cortos de tiempo. Algunas desventajas de las hojas de
CEAs son: largo tiempo de cultivo, friabilidad de los injertos, y complicado manejo y

procedimientos de aplicacién(Atiyeh & Costagliola, 2007).

Queratinocitos subconfluentes pueden ser también aplicados a la herida a través de un
aerosol de suspension celular, entregado por medio de cultivo celular o pegamento de
fibrina. La cola de fibrina ha mostrado mejorar la unidn celular a la herida y ayudar a
controlar el sangrado, pero sin afectar la tasa de absorcion de queratinocitos ni el area
epitelial cubierta (Lachlan J Currie, Martin, Sharpe, & James, 2003).Los queratinocitos
subconfluentes en suspensiones contribuyen mas efectivamente a la formacién de la
membrana basal anterior mediante la union entre las regiones dermo-epidérmica en
comparacion con hojas de CEAs (Andree et al., 2001).Las membranas de distribucién
puede ser de materiales sintéticos, tales como una membrana de soporte de silicona
con un recubrimiento de superficie especialmente formulado (myskin); poliuretano o
sobre la base de materiales bioldgicos tales como colageno, cola de fibrina, acido

hialurdnico o dermis descelularizado (Chester et al., 2004).

Los sustitutos cutdneos

La preparacién de la herida y de la superficie receptora es muy importante para la
aplicacion de un injerto eficaz. Se informa que los autoinjertos epiteliales injertados en
tejido de granulacién cronica, solo el 15% de los casos lo reciben, el porcentaje sube
entre 28-47% en tejido de granulacién temprana o una herida reciente y entre 45-75%
de integracién cuando se aplica a la herida en un soporte dérmica o neodermal (Orgill
et al., 1998). Otros ensayos clinicos también describen la importancia de pregraftment
dérmico para la toma exitosa de queratinocitos autélogos cultivados. Estudios in vivo
también han mostrado la importancia de un lecho dérmico para la epitelizacidn exitosa
de lesiones de espesor completo mediante queratinocitos con spray (Wood, Stoner,

Fowler, & Fear, 2007).

La mayoria de los productos para sustituciones dérmicas son acelulares, basados en

materiales alogénicos, xenogénicos o sintético. El uso de este tipo de productos se
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hace mas facil en su fabricacién y permisos de licencias para aplicaciones clinicas en
comparacion con células que contienen sustitutos de dos capas de la piel. La capacidad
de producir grandes lotes asociados un riguroso control de calidad y bajos costos ha
resultado en la matriz de productos aplicables clinicamente. Algunos de los productos
adoptados y disponibles en el mercado pueden observarse en la (Shevchenko et al.,

2010).

4.3 BIOMATERIALES

La Ingenieria de tejidos como sustitutos de piel implica el disefio y fabricacién de
acuerdo con una funcién u objetivo especifico. Hasta ahora, las especificaciones de
disefio en la piel se componen de elementos dérmicos artificiales y epidérmicos que al
combinarse producen un remplazo de la piel (Supp&Boyce, 2005). Los materiales
utilizados como ECM artificial hasta la fecha incluyen las derivadas de origen natural y

materiales fabricados sintéticamente.

MATERIALES NATURALES

Lesiones graves en la piel como quemaduras, traumatismos o Ulceras crodnicas,
requiere una cobertura inmediata para su reparacién y restauracion. El estandar de
oro para el remplazo de la piel es el injerto de piel autdloga en el que un area de la piel
se separa del tejido y es trasplantada a otra zona receptora en el mismo individuo, con
un nuevo suministro de sangre. Se dice que el injerto es de espesor completo cuando
la seccién trasplantada comprende la epidermis y la dermis, y es de espesor parcial
cuando solo una parte de la dermis es incluida. Los injertos de espesor completo son
menos propensos a ser tomados que los de piel parcial, pero con mejor respuesta de la
herida en cobertura y disminucién de la contraccién. Sin embargo, la eliminacién

adecuada de la piel con injerto autdlogo es un proceso doloroso y no siempre es
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posible, por ejemplo, si el paciente tiene quemaduras extensas(Ehrenreich & Ruszczak,
2006). Los Injertos singénicos, realizados entre individuos genéticamente idénticos,
como gemelos monocigéticos, son igual a los injertos autdlogos (Metcalfe & Ferguson,

2007).

Los aloinjertos de piel de cadaver se utilizan como una cubierta temporal para las
guemaduras de espesor total, pero sujetas al rechazo a causa de una reaccién inmune
por parte del receptor debido a los antigenos presentes en el tejido del donante (Burd
& Chiu, 2005). La piel de caddver puede ser tratada quimicamente utilizando un
proceso de tres pasos que incluye la eliminacion de la epidermis, solubilizacién celular
y preservacion en seco, con el fin de disminuir los componentes antigénicos. Esto deja
una matriz inmuno-dérmica o inerte que ayuda a la regeneracién de la dermis

subyacente.

Los primeros estudios llevados a cabo por Rheinwald& Verde (1975), Bell et al. (1979) y
Yannas&Burke (1980) formaron la base para el desarrollo del futuro dérmico,
epidérmico y sustituto de compuestos de la piel. El enfoque actual de la investigacion
se dirige hacia el desarrollo de una ingenieria de tejidos equivalente de la piel que
combine la vida celular con componentes celulares naturales o sintéticos (Sheila
MacNeil, 2007; Metcalfe & Ferguson, 2007). Un sustituto de la piel en ingenieria debe
cumplir criterios especificos para remplazar muchas funciones de la piel humana, debe
actuar como una barrera para los microorganismos, controlar la pérdida de liquidos,
con durabilidad a largo plazo, alta elasticidad, ser histocompatible, apoyarla
cicatrizacion de la herida y ser rentable. Metcalfe&Ferguson (2007) muestra algunos
de los sustitutos que estan disponibles para el tratamiento de lesiones de la piel en los
seres humanos, junto con las ventajas y desventajas asociadas con su uso. En la
actualidad. Sin embargo, no se han construido aun sustitutos de piel que proporcionen

resultados tan consistentes como el obtenido con los autoinjertos.

Ante los escasos donantes, el rechazo de los aloinjertos implantados e infecciones,
entre otros problemas, la ingenieria de tejidos busca el uso de otros materiales que
combinen, apoyen y cumplan la funcidn necesaria de la piel, apoyados

fundamentalmente en el disefio de matrices inteligentes. Las matrices han sido
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construidas normalmente con sustancias naturales como el colageno o preparadas a
partir de polimeros biodegradables. Las células se adhieren e interactuar con su
entorno mediante integrinas, adherencias focales y su capacidad para estimular las
vias de sefializacion (sefiales de mecano-transduccidn transmitidas a las células a
través de su adhesiéon a la matriz), regulan el desarrollo de varios tejidos. Los
materiales bioldgicos presentan buena adhesién a la superficie de la matriz con
posterior regeneraciéon del tejido. Obviamente, hay muchos biomateriales diferentes
derivados de la naturaleza, que podrian ser considerados para su uso en un contexto
de la ingenieria de tejidos, algunos de los cuales incluyen polipéptidos, hidroxiapatitas,
acido hialurédnico, glicosaminoglicanos (GAG), la fibronectina, el coldgeno, quitosano y
alginatos. Tales materiales tienen la ventaja de que tienen baja toxicidad y una baja

respuesta inflamatoria crénica.

Aloinjerto

El aloinjerto hace referencia a la piel humana cadavérica que es utilizada como una
medida temporal para cubrir la herida hasta que sea posible cerrar con un injerto de
piel permanente, pero sujetas al rechazo posiblemente por reaccién inmune del tejido
receptor (Burd & Chiu, 2005).La piel de caddver puede ser tratada quimicamente con
un proceso en el que se considera la eliminacidn de la epidermis, solubilizacién celular
y preservacion en seco, con el fin de disminuir los componentes antigénicos. Esto deja
una matriz celular inmuno-dérmica o inerte que ayuda a la posterior regeneracion de

la dermis.

El aloinjerto o piel cadavérica puede utilizarse fresca o congelada. Cuando se incorpora
en una herida profunda proporciona alivio del dolor y una cubierta durante y después
de la lesion. Cuando el aloinjerto se convierte en vascularizado, las células epiteliales
altamente inmundgenas desencadenan la respuesta inmune del huésped y muestra
rechazo a las tres o cuatro semanas de la enjertaciéon (Shevchenko et al.,, 2010).

Cuando el aloinjerto es glicerolizado o liofilizado, se destruye el componente celular,
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disminuyendo la reaccién inmunoldégica, la parte cutdnea del injerto se incorpora en la
parte de la herida y sirve como una cama dérmica para mas deposiciones del injerto de
piel autdloga. Los aloinjertos han sido utilizados durante décadas y siguen siendo los
principales en comparacion con otros sustitutos temporales de piel (Sheridan &
Tompkins, 1999). El uso de un aloinjerto esta asociado con algunas complejidades
como la disponibilidad de los bancos de piel, denegacion de la solicitud por motivos
religiosos y su seguridad para el paciente. La proyeccion rigurosa para enfermedades
viricas y técnicas de esterilizacidon estandarizadas reduce el riesgo de infeccién, pero
todavia quedan riesgos de transmisidon de agentes infecciosos que es necesario seguir

tratando (Shevchenko et al., 2010).

AlloDerm, Karoderm, SureDerm, Graftlacket

El AlloDerm es una matriz dérmica humana liofilizada, con membrana basal
conservada, actuando de manera similar a aloinjertos de cadaver. Se incorpora
facilmente en la herida y no provoca respuesta inmundgena ni rechazo debido a la
falta de un componente celular. Inicialmente fue concebido como reemplazo dérmico
pero ha ganado mas popularidad en la reconstruccién de hernias de pared abdominal,
mastectomia subcutanea, rinoplastia y revascularizacion (Lesser, Aboseif, & Abbas,
2008). El Graftlacket es un producto similar, pre-mallado segun la aplicacién y utilizado
para tendones y reparacion de heridas de extremidades(Furukawa et al., 2007).
SureDerm utiliza dermis humana alogénica acelular liofilizada, permite la sustitucién o
reparacion de los tejidos blandos dafiados incluyendo heridas por quemadura y
revision de cicatriz hipertréfica, puede almacenarse hasta por 2 afios, exige
rehidrataciéon 10 minutos antes de la aplicacidén y proporciona una cama dérmica para

un posterior injerto de piel (H. Kim, Ahn, & Park, 2003).

OrcCell

Este elemento se basa en el cultivo de fibroblastos alogénicos y queratinocitos

obtenidos desde el mismo prepucio neonatal. Los fibroblastos se siembran en una
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esponja de coldgeno tipo | (bovino), posee un recubrimiento de gel de colageno no
poroso, sobre los que se agregan queratinocitos para formar una capa confluente. El
producto fue autorizado en 2001 para el tratamiento de quemaduras y distrofias
recesivas. Produce una matriz de citoquinas y factores de crecimiento endotelial,
vascular y de transformacion, todos favorables a la migracion de células receptoras y
cicatrizacion. Como sustituto de piel artificial genera cicatrices estéticas y tiene corto

tiempo de curacién (Still, Glat, Silverstein, Griswold, & Mozingo, 2003).

Autoinjerto

El estandar de oro para el reemplazo de la piel es el injerto de piel autéloga. En este, se
separa una zona de piel desde un tejido adecuado y se trasplanta en el mismo
individuo a la zona receptora de la que debe recibir un nuevo suministro de sangre. En
el sitio donde se ha quitado el injerto, la piel sanara por queratinocitos dentro de la
dermis migrando hacia arriba y proliferando. Los injertos pueden ser de espesor
completo (seccion completa de epidermis y dermis) o espesor parcial donde se incluye
solo una parte de la dermis. Los injertos de espesor completo son menos propensos a
abastecerse de la piel dividida, pero proporcionan una mejor cobertura y disminucién

de la contraccion de la herida (Metcalfe & Ferguson, 2007).

El sistema autoinjerto ha mostrado ser exitoso en tratamientos de Ulceras de pie
diabético, neuroisquemia, Ulceras neuropaticas y tratamientos postquirurgicos (de los
cuales muchos son de espesor completo con una superficie superior a 5 cm?). Algunos
informes describen las combinaciones entre queratinocitos humanos vy fibroblastos de
células alogénicas o xenogénicas, pero principalmente en estudios in vitro(Harrison,
Heaton, Layton, & Mac Neil, 2006). Existe sélo un sustituto de piel reconstruida
tridimensional que ha logrado el uso clinico y ha demostrado ser muy prometedor. El
producto se basa en la esponja de colageno, inseminada con queratinocitos y
fibroblastos autélogos, que ofrece un cierre de herida permanente y puede ser visto

como un "sustituto de piel verdadera'(Boyce et al., 2006).
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Actualmente los sustitutos de piel compuesta disponibles usan solo las células de
gueratinocitos y fibroblastos, por lo que no son suficientes para realizar todas las
funciones de la piel, por falta de inervacion, células inmunitarias, glandulas sudoriparas
y foliculos pilosos. Recientes estudios han reportado mejoras a estos sustitutos
incorporando células endoteliales, células de Langerhans y melanocitos(Lee, Kim, Kim,
& Cho, 2007). Recientemente se encontraron como células madre de la piel de murino
aisladas para el cultivo in vitro, lograron conservar caracteristicas de células madre con
capacidad de producir multiples tipos de células, incluyendo los queratinocitos,
foliculos pilosos y las glandulas sebaceas, que fueron funcionalmente activas al ser
aplicadas in vivo(Blanpain et al.,, 2004). Esto, junto con los estudios avanzados en
células madre dan un potencial de producir piel con equivalentes histolégicos similares
y completamente funcionales que pueden ser usados en tratamiento de pacientes con
guemaduras extensas y enfermedades agudas y crdnicas (Blanpain et al., 2004;

Waters, Richardson, & Jahoda, 2007).

Dermagraft

El Dermagraft es un sustituto dérmico de fibroblastos humanos criopreservados
utilizado en heridas crénicas que ayuda a aumentando la tasa de cicatrizacidn. Este
producto, consiste de fibroblastos procedentes de donantes, sembrados sobre un
andamio de poliglactina bioabsorbible (matriz sintética) (Shelia MacNeil, 2008). Es
considerado un compuesto dérmico y epidérmico, aunque no ha sido satisfactorio para

tratar quemaduras graves.

PolyActive

Es un producto bilaminar basado en cultivos de queratinocitos, mioblastos vy
fibroblastos autdlogos sembrados sobre una matriz polimérica. Es normalmente usado
para la reparacién de hueso y piel. El producto utiliza mioblastos disminuyendo el
riesgo de contaminacién por agentes infecciosos o rechazo inmune. Sin embargo, el

uso de células autdlogas limita la disponibilidad del producto y aumenta sus costos en
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comparacion con los injertos alogénicos (por ejemplo, Apligraf, OrCell). El PolyActive
en ingenieria tisular se utiliza como un apésito en el tratamiento de heridas de espesor
parcial y también en sitios de donantes donde el injerto de piel proporcione factores
de crecimiento necesarios para mejorar la cicatrizacién de la herida (Shevchenko et al.,

2010).

Epicel, EPIBASE, EpiDex

Estos productos son fabricados utilizando queratinocitos del paciente que se cultivan
en 15 dias en las hojas de CEAs (cultivo epitelial de autoinjertos). Epicel y EPIBASE
consisten en células derivadas de una biopsia de piel pequefia, mientras que EpiDex
proviene de cultivos de queratinocitos obtenidos del exterior de la raiz de foliculos
pilosos de cuero cabelludo(Vacher, 2003). Este es el enfoque mas antiguo en la entrega
de queratinocitos y comparte los inconvenientes de largo tiempo de cultivo, dificil
manejo, pobres resultados a largo plazo, necesidad de soporte cutaneo, alto costo y
corta vida util (24 h)(Horch, Kopp, Kneser, Beier, & Bach, 2005). A pesar de estas
dificultades, estos productos siguen siendo valiosos en los tratamientos de pacientes

guemados(Atiyeh & Costagliola, 2007).

MySkin

Este producto usa queratinocitos vivos y autdlogos sub-confluentes que se cultivan en
una capa de soporte de silicona con un recubrimiento especialmente formulado. Son
de facil manejo, de menor tiempo de cultivo celular y permite entregar al paciente con
mayor flexibilidad de tiempo (que no puede lograrse con injertos de cultivo corrientes
del epitelio. Es utilizado clinicamente en tratamiento neuropaticos, presién y ulceras
de pie diabético, quemaduras superficiales y sitios de donantes de injerto de piel.
También se puede aplicar en las heridas de espesor completo en combinacién con
injertos de piel y su limitacién es en el tratamiento de heridas profundas (Moustafa et

al., 2007; Zhu et al., 2005).
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Bioseed-S

Son cultivos autdlogos sub-confluentes de queratinocitos resuspendidos en un sellador
de fibrina. A la fecha ha sido usado principalmente para tratar ulceras de pierna
venosa croénica, los ensayos clinicos han mostrado un aumento en la eficiencia de
cicatrizacion de heridas en casi 50% en comparacién con el tratamiento
estandar(Vanscheidt et al.,, 2007). Aunque se tiene potencial de aplicacion en
guemaduras, no existe aun evidencia. Un estudio animal con material analogo,
utilizando queratinocitos autélogos en sellantes de fibrina autéloga, aplicado a las
heridas de espesor total, obtuvo una buena epitelializacion (Grant, Warwick, Marshall,

Green, & Martin, 2002).

CellSpray

CellSpray utilizan queratinocitos autélogos cultivados o no cultivados. Esta tecnologia
se basa en la posibilidad de cosechar queratinocitos sub-confluentes en su estado de
proliferacion mas activo, seguido por su aplicacién por pulverizacion en la herida,
permitiendo hacer seguimiento in vivo de la proliferacion y diferenciacién celular hasta
obtener una estructura epitelial reconocible(Chester et al., 2004). Es ampliamente
utilizado en heridas de sitio de espesor parcial e injertos donantes, las heridas de
espesor completo aln requieren un elemento dérmico para lograr la restauracién de la
piel funcional de manera permanente, adicionalmente su eficiencia y resultados a
largo plazo para el tratamiento de quemaduras sigue siendo cuestionada (Wood,

Kolybaba, & Allen, 2006).

Transcyte

El Transcyte es similar a Dermagraft en el disefio, ya que contiene los fibroblastos
humanos del donante que han crecido en un andamio de poliglactina bioabsorbible
recubierta de colageno porcino, pero este producto también tiene una membrana de

silicona adjunta para actuar como una barrera temporal (Integra). El Transcyte es
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recomendado para uso en quemaduras importantes para proporcionar una alternativa

dérmica y una barrera epidérmica temporal (Shelia MacNeil, 2008).

Xenoinjerto

El injerto xenogénico implica la transferencia de tejido entre especies, pero al igual que
el trasplante alogénico se presentan problemas ante la posibilidad de rechazo del

injerto. Algunos materiales utilizados como sustitutos de piel son:

Apligraf

El Apligraf es una matriz que contiene fibroblastos de coldgeno bovino integrado con
una hoja estratificada de epitelio humano, es morfoldgica, bioquimica vy
metabodlicamente similar a la piel humana. Aunque el producto no causa rechazo
inmunolodgico, las células alogénicas no sobreviven después de uno o dos meses in
vivo(Griffiths, Ojeh, Livingstone, Price, & Navsaria, 2004). Ofrece a la herida
componentes de la ECM, factores de crecimiento y citoquinas. Es utilizado para
tratamientos de quemaduras de espesor parcial, genera cierre definitivo pero no
puede ser utilizado de forma permanente y es necesario contar con un injerto
autdlogo de origen epitelial. EI Apligraf es de facil manejo y genera una buena
curacion. Como equivalente de piel humana puede realizar una o mas funciones de
cicatrizacion: puede servir como un apésito biolégico que promueve la curacién por
intencién secundaria, puede sanar la herida por toma de injerto y puede tener una
accion farmacolégica que estimula la curacién por células receptoras(Eaglstein &

Falanga, 1997).

Permacol

El Permacol estd entrelazado con porcino y puede ser usado como vendaje de piel

temporal. Este producto cutaneo descelularizado es similar al AlloDerm pero de origen
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animal. Reduce los riesgos asociados a las enfermedades virales humanas que son
transferibles, como VIH (Virus de la inmunodeficiencia humana) y HEPB (hepatitis B). La
amplia disponibilidad de materias primas hace mas féacil y barato su produccion. El
implante quirurgico de Permacol es una descelularizacion de capa cutanea porcina que
contiene fibras de coldgeno y elastina. Se utiliza principalmente para la reconstrucciéon
de la pared abdominal (en caso de hernias), especialmente cuando estd presente una
contaminacién microbiana(Parker, Armstrong, Frizzi, & North, 2006). Su uso para la
reconstruccion dérmica es limitada debida a su lenta biointegracién y vascularizacion.
Algunos ensayos clinicos de aplicacidon en tratamiento de quemaduras de espesor
completo han mostrado resultados prometedores cuando es aplicado

simultdneamente con injertos de piel(Ryssel, Gazyakan, Germann, & Ohlbauer, 2008).

OASIS matriz de herida

OASIS o matriz de herida es producido a partir del intestino delgado porcino y la sub-
mucosa. Es destinado a la estimulacién de cierre de heridas agudas, crénicas y heridas
por quemaduras. Es liofilizado y descelularizado para evitar las respuestas
inmunolégicas. Se han obtenido resultados positivos en ensayos multicéntricos
controlados aleatoriamente para tratamientos de Ulceras con tiempos mas cortos de
sanacion (Mostow, Haraway, Dalsing, Hodde, & King, 2005). OASIS apoya la
diferenciacién epidérmica in vitro y la formacion de membrana basal. Se ha evaluado
in vivo como vendaje de herida de espesor completo en roedores con minima
contraccion sin efectos de epitelializaciéon. Aun no se ha publicado resultados de
ensayos clinicos con respecto a su utilizacién en la herida de espesor completo

(Shevchenko et al., 2010).

EZ Derm

El EZ Derm es un colageno reconstituido de origen porcino que se entrelaza con
aldehido para aumentar su resistencia a la traccidén. El producto no debe estar

incorporado en la herida y tiene que ser eliminado, por lo tanto, es comercializado
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como un vendaje de herida bioactivo (Bello, Falabella, & Eaglstein, 2001). Una
comparacion de este aderezo con un apdsito de gasa de vaselina nano-adherente para
la atencidon de quemaduras de espesor parcial, revela las diferencias en la tasa de

colonizacidn bacteriana y el tiempo de curacion de alivio del dolor.

Integra

Una plantilla de regeneracion dérmica Integra, consiste en un componente dérmico
poroso de bovino de colageno tipo | y tiburdn condroitin-6-sulfato glucosaminoglicano
gue esta enlazado a una pseudo-epidermis de silicona. El componente dérmico se
convierte en células de huésped, incluyendo los fibroblastos que contribuyen a la
formacion de neodermis mientras que se degrada el andamio del material y el
componente pseudo-epidermal, protegiendo las heridas de la contaminacién
bacteriana y la pérdida de vapor(Shelia MacNeil, 2008). Este material es probado
clinicamente con éxito en el manejo de las heridas por quemadura de espesor
completo y de ulceras crdnicas. Se esta convirtiendo en un "estandar de oro" dérmico
para sustituir biomateriales(Silverstein, 2006). Como ventajas presenta larga vida, facil
manejo, bajo riesgo de respuesta inmundgena y transmisién de la enfermedad y
buenos resultados cosméticos con tasas reducidas de contraccién y cicatrices. Es
necesario una meticulosa preparacidon quirdrgica de la herida para garantizar una
buena toma de Integra. No se puede utilizar en heridas infectadas, requiere un tiempo
relativamente largo de 10 dias para la vascularizacion y también requiere un segundo
procedimiento quirurgico para lograr el cierre permanente de la herida (Wood et al.,

2007).

El colageno

El coldgeno es una de las proteinas mas abundantes en la naturaleza y es el
responsable de mantener la integridad estructural de los tejidos. En la piel estan

presentes principalmente, los sintetizados por los fibroblastos y los miofibroblastos. En
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tejidos como piel, tendones y huesos, que se someten a esfuerzos cortantes y de
traccién, el coldgeno se organiza en fibrillas. El coldgeno tipo | estd presente en la
dermis, fascias y los tendones y es un componente importante del tejido de la cicatriz.
De los 20 tipos diferentes de coldgeno, los coldgenos |, II, 1ll, V y Xl se ensamblan para
formar fibrillas. Otros coldgenos forman redes, por ejemplo, colageno IV, que es el

componente principal de la membrana.

El coldgeno humano se origina de la dermis humana, tiene el mismo origen (una Unica
linea celular) y el mismo método de cultivo celular que el empleado para obtener
tejidos que, por ejemplo, han sido usados durante anos para tratar a los pacientes con
guemaduras severas. De acuerdo con los fabricantes, al coldgeno humano no es
necesario realizarle pruebas cutaneas de alergia antes del tratamiento, dado que
mantiene una inmuno-especificidad significativa. El coldgeno en si, presenta pocas
reacciones secundarias, su comportamiento no es tan bueno como el de algunos

acidos hialurénicos pero es mas facil de usar.

La mayoria de los biomateriales en uso clinico se basan en el colageno natural o
extraido. El coldgeno es el biomaterial favorito para ingenieria de tejidos, ya sea en
forma humana de colageno reticulado maduro (piel donante obtenida a partir de
bancos de piel) o coldgeno extraido de piel bovina o porcina. El coldgeno ha sido
utilizado en el disefio de sustitutos de la piel (Supp & Boyce, 2005) y recientemente se
ha utilizado para crear un modelo de endotelio de la dermis, que promueve la
reconstruccion espontdnea de un capilar humano en forma de red(Metcalfe &

Ferguson, 2007; Tremblay, Hudon, Berthod, Germain, & Auger, 2005).

Mientras los andamios de colageno natural pueden funcionar bien, los problemas
radican en los detalles de cdmo son extraidos, procesados y esterilizados para ser
aptos y de bajo riesgo para el paciente (Shelia MacNeil, 2008). El coldgeno junto con
otros materiales adicionales, permiten la regeneracién del tejido epitelial y puede ser

utilizado de diversas formas.
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Colageno hidratado de geles

En el tejido de piel, el colageno abarca mas del 70% del peso seco de la dermis. Los
grandes paquetes de fibras de coldgeno son sintetizados y organizados en la piel, in
vivo e in vitro, por fibroblastos de la dermis que brindan apoyo a la estructura general.
Estas observaciones han inspirado a los ingenieros de tejidos para desarrollar
sustitutos cutadneos hidratados y anclados utilizando geles de colageno hidratado y

enmallado (Auger et al., 1998).

El primer equivalente de piel hidratada fue realizado por Bell et al., (2000) adicionando
varias capas de epidermis a su equivalente dérmico. Sin embargo la contraccién severa
de este modelo lo restringid para herida in vivo. Posteriormente fue obtenido in vitro
un equivalente de piel humana anclado con propiedades histoldgicas y bioldgicas
adecuadas que fue injertado in vivo (Lépez Valle et al., 1996). Este trabajo fue
realizado con queratinocitos y fibroblastos cutaneos en sustitutos de colagenos de piel
humana hidratada y permitié posteriores estudios biomecanicos de anclaje (Lafrance,

Yahia, Germain, Guillot, & Auger, 1995).

El modelo de gel de colageno inicialmente introducido por Bell et al (1981) ha sido
modificado con aditivos de glucosaminoglicanos agregado a los geles de colageno para
estudiar sus efectos sobre la proliferacién de células de la piel y la diferenciacién. Se
han introducido también metodologias basadas en sustitutos cutaneos producidos a
partir de coldgeno hidratado de geles simples para supervisar pardmetros asociados
con las propiedades funcionales de los tejidos sustitutos de piel in vitro, tales como
analisis inmuno-hitoldgicos de la unién dermo-epidérmica de piel, incluyendo tipos IV,
laminina, pénfigo ampolloso antigeno y colagenos VII. Los estudios han sido analizados
en funcién del tiempo de cultivo y de las condiciones antes y después del injerto(Auger

et al., 1998).

El fendmeno de contraccién de tejidos es uno de los mecanismos encargados de la
reparacion de la herida, sea mediante la migracién de fibroblastos encargados de la
reorganizacion de la matriz extracelular o a partir de los miofibroblastos responsables
de la contraccion del tejido (Auger et al., 1998). Los geles de coldageno hidratado han

sido bastante estudiados in vitro para uso en contraccién de tejidos. Bell et al., (1979)
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demostraron que las células se pueden contraer en una red de colageno estructurada,
permitiendo el estudio de las propiedades de contraccién de las células en un entorno
similar a través de la ingenieria de tejidos de heridas equivalentes. La tasa de
contraccion ha demostrado que ésta depende del tipo de proteina en el gel (coldgenos
I, Il o lll, fibrina, entre otros), la concentracion de proteina, la concentracion de células
y la presencia de activadores o inhibidores (Moulin, Auger, O’Connor-McCourt, &

Germain, 1997).

El coldgeno de gel hidratado tiene varias ventajas para aplicaciones clinicas. Es
relativamente rdpido para producir queratinocitos que pueden ser sembrados en el
equivalente dérmico después de 4 dias, y adicionalmente los dispositivos de anclaje
permiten la produccién de un area de superficie grande y constante para ser injertada.
El uso de este material pionero para desarrollar ingenieria de tejidos de la piel, se ha
extendido a la produccion de otros tejidos, tales como los vasos sanguineos,

ligamentos y bronquios (Auger et al., 1998).

Colageno Bovino

Los derivados del coldgeno bovino, son hoy en dia aprobados por la FDA
(Administracion de alimentos y medicamentos) y son percibidos como elementos de
bajo riesgo. Sin embargo, depende de que los rebafios no hayan sido previamente
expuestos a la Encefalopatia espongiforme bovina. El colageno bovino, disponible en
tiras y hojas como pelicula o en polvo, es asequible y de facil manejo. Tienen buena
adherencia y excelente vascularidad. Su desventaja se centra en su falta de funcién de
barrera y elasticidad y su incapacidad para prevenir la invasién bacteriana (Shelia
MacNeil, 2008).El colageno tipo | esta presente en la dermis, fascias y los tendones y es
un componente importante del tejido de la cicatriz. El colageno se ha utilizado durante
algun tiempo en el disefo de sustitutos de la piel y recientemente se ha utilizado para
crear un modelo de endotelio de la dermis, que promueve la reconstruccién

espontdnea de un capilar humano como una red (Metcalfe & Ferguson, 2007).
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Coldagena enriquecida

El proceso de cicatrizacidn se apoya en el tejido conectivo encargado de generar las
sustancias nutritivas y metabdlicas necesarias para la reparacion. Uno de estos
elementos es la colagena localizada en la dermis con la funcién de ser soporte de la
epidermis, permitiendo la unién de ambas capas y favoreciendo la oposicidon a
tracciones. La colagena enriquecida (formacién o agrupacién de fibras de coldgeno)
favorece la coagulacidn, el crecimiento del tejido conectivo incluyendo a los foliculos
pilosos y las glandulas sebéaceas, lo cual restablece la morfologia microscépica de la piel

y la hace favorable para su cicatrizacidon(Sudrez, Salgado, Zamira, & Krotzsch, 2004).

En el proceso natural de cicatrizacidn, cuando no cierra la herida se incrementa la
inflamacién, aumenta la cantidad de componentes celulares y solubles estimulando los
fibroblastos y miofibroblastos locales. Esto produce un depdsito de matriz
significativamente mayor que deriva en procesos fibrosos. El estudio realizado por
Torres-Villasefior, mostr6 como al utilizar coldgena enriquecida se generd el
restablecimiento de la epidermis con su epitelio plano estratificado queratinizado,
foliculos pilosos con pelo y la presencia de glandulas sebaceas rodeadas por fibras de

coldgena y fibroblastos.

La coldgena viene siendo utilizada en medicina para reparar dafos o traumas quimico-
mecdnicos de piel o mucosas (por su biocompatibilidad y capacidad de promociéon de
cicatrizacion). En general, la colagena enriquecida favorece la regeneracién integra de
la piel en heridas profundas, permitiendo el restablecimiento total de ésta en un

periodo no mayor a 45 dias (Leon, 2006).

La fibroina

Las sedas son polimeros de origen natural que se han utilizado clinicamente como
suturas durante siglos. La seda en su forma natural se compone de un nucleo de
filamentos de proteinas, seda fibroina y un revestimiento similar al pegamento. Las

sedas mas estudiadas son el capullo de seda del gusano o seda Bombyxmoriy la seda o
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red de arrastre de la arafia Nephilaclavipes. En los ultimos afios, la seda fibroina ha
sido cada vez mads estudiada para nuevas aplicaciones biomédicas debido a Ia
biocompatibilidad, lenta biodegradabilidad y propiedades mecdanicas que combinan
peso ligero, alta resistencia y notable dureza y elasticidad (Rising et al., 2005), ademas
de propiedades térmicas que les permiten ser procesadas en un amplio intervalo de

temperaturas (Wong Po Foo & Kaplan, 2002).

Estructuralmente las sedas fibroina se caracterizan por ser copolimeros naturales
compuestos por bloques hidrofébicos que forman la base para la traccidon o fuerza de
la seda, que combinada con los bloques hidrofilicos menos ordenados, dan lugar a
mayor elasticidad y dureza. Una vez formadas, las fibras de seda son insolubles en la
mayoria de disolventes tales como agua, etanol, acidos diluidos y bases, a menos que
se utilice el 4acido sulfurico altamente concentrado, 4acido fdérmico,
hexafluoroisopropanol (HFIP),nitrato de calcio o soluciones de LiBr (Haider, Megeed, &

Ghandehari, 2004).

La seda fibroina en varios formatos (peliculas, fibras, redes, mallas, membranas, hilos,
y esponjas) se utiliza para apoyar la adhesion de las células madre, la proliferacién y
diferenciacién in vitro y para promover la reparacion de los tejidos in vivo. En
particular, las células madre basadas en la ingenieria de tejidos de seda con andamios
de fibroina 3D ha expandido el uso de la seda a base de biomateriales como andamios
prometedores para la ingenieria en una amplia gama de tejidos como cartilagos
artificiales, fragmentos de tejido 6éseo, vasos sanguineos, regeneracion de tejido
epitelial y regeneracién del tejido nervioso dseos, asi como los tejidos conectivos,
entre ellos la piel (Kon’kov, Pustovalova, & Agapov, 2010). A la fecha, la seda fibroina
Bombyxmori ha sido la principal fuente de seda estudiada a base de biomateriales. Sin
embargo, la seda fibroina de las arafias y los formados a través de la ingenieria
genética o la modificacién de la secuencia quimica nativa de fibroina de seda, estan
comenzando a ofrecer nuevas opciones para ampliar ain mas la utilidad de seda

fibroina a base de materiales para aplicaciones médicas (Wang et al., 2007).

Uno de los principales problemas de los sustitutivos de la piel es su incapacidad para

vascularizar. La fibrina asociada con fibronectina y apoyada por queratinocitos vy
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crecimiento de fibroblastos in vitro e in vivo, han demostrado aumentar la motilidad
celular en la herida (Currie, Sharpe, & Martin, 2001). Cuando es utilizada como sistema
de suministro para queratinocitos y fibroblastos cultivados, la cola de fibrina puede
proporcionar ventajas similares a las probadas con los injertos de piel autéloga. La
matriz de fibrina ha demostrado ser un vehiculo de suministro adecuado para factores
de crecimiento exégeno que pueden ser utilizado para acelerar la cicatrizacidon de

heridas (Gwak et al., 2005).

El quitosano

El quitosano se compone de una doble capa de hidrogel sin entrecruzamiento externo
y es ampliamente utilizado en el campo de la biomedicina en encapsulacién de células,
entrega de la droga, cultivo celular, reparacion de cartilago y reconstruccion de huesos
(Boucard et al., 2007). En cicatrizacién de heridas, fue demostrado que el quitosano en
la forma de una mezcla de algoddn es un acelerador de cicatrizacidn de las heridas por
la activacion e infiltracion de las células polimorfonucleares en el sitio de la herida y
ante la incorporacién de factores basicos de crecimiento de fibroblastos, acelerd la
tasa de curacién (Mizuno et al., 2003).Este material es representado como un material
ideal para la ingenieria de tejidos, facil de manejar, transferir y aplicar. El quitosano y
soluciones viscosas permiten a la dermis la uniéon dermo-epidérmica y la

reconstruccion de la reepitelizacién del espesor de la piel (Boucard et al., 2007).

Hidrogeles de quitosano

Los hidrogeles de quitosano estdn constituidos por dos capas, con excelentes
propiedades mecanicas y de densidad, y son materiales especialmente interesantes
por su estructura quimica y fisica. El quitosano presenta alta favorabilidad en las
respuestas bioldgicas. Sin embargo, la baja porosidad del quitosano se opone a
cualquier transferencia fisica de las células vivas a lo largo de su estructura (Domard &

Domard, 2001). La piel humana es una estructura compleja de tres capas donde la

Pagina 54 de 88




1/ Cadigo
lm INFORME FINAL DE TRABAJO DE Vv I.g,
ersion
L GRADO
Institucién Universitaria Fecha

epidermis es separada de la dermis por una membrana bien definida. El hidrogel fisico
de doble capa de quitosano es un material bio-inspirado que muestra algunas
similitudes entre la piel y sus dos capas diferentes y separadas por una interfase, y
adicionalmente es un biomaterial con propiedades mecanicas muy interesantes

(Sechriest et al., 2000).

Numerosos estudios hablan de las pobres propiedades mecanicas de los injertos
correspondientes a sustitos dérmicos o epidérmicos (Boucard et al., 2007). Problema
gue se ha intentado resolver a partir del cultivo de queratinocitos en membranas
biosintéticas relativamente rigidas (Phan, Lim, Tan, Bay, & Lee, 2005). El biomaterial de
hidrogel bi-capa es no celularizado y facil de manejar, transferir y aplicar en las heridas.
Cabe también mencionar que el hidrogel bicapa se utiliza desde el principio hasta el

final de la curacion.

MATERIALES SINTETICOS

Un beneficio compartido por todos los biomateriales sintéticos, es que reducen al
minimo el riesgo de transporte de patégenos biolégico o contaminante. Los
biomateriales sintéticos presentan varias caracteristicas atractivas para las aplicaciones
y liberacién controlada de drogas, la reparacién de tejidos y la ingenieria de tejidos
(Lanza, Langer, & Vacanti, 2007b). El mayor beneficio de los biomateriales sintéticos es
gue pueden ser disefiados para satisfacer necesidades especificas. En algunos casos los
biomateriales sintéticos estdn compuestos de polimeros de origen natural de

pequefias moléculas bioldgicas tales como aminodacidos.

Las unidades bdsicas de los biomateriales sintéticos muestran excelente
compatibilidad fisioldgica y citotoxicidad minima, los productos de descomposicion de
biomateriales se derivan de las moléculas bioldgicas que pueden incorporarse recién
sintetizadas o metabolizadas en el organismo hospedador (Holmes, 2002). Otros
biomateriales sintéticos estan compuestos de moléculas que no se encuentran in vivo

como materiales cerdmicos. Algunos de estos materiales (por ejemplo, materiales de
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remplazo de hueso y tejido epitelial) exhiben propiedades deseables como alta

resistencia a la traccion.

Dentro de los materiales sintéticos, los mas utilizados a nivel biomédico son los
polimeros. Polimeros sintéticos como PGA, poli acido lactico-co-glicdlico (PLGA), PLLA
(Poli acido L-lactico), PLA, y algunos naturales como gelatina, coldgeno o quitosano son
excelentes candidatos para aplicaciones en ingenieria de tejidos especialmente en el
area de la piel debido a su biodegradabilidad y facilidad de fabricacion. Matrices
utilizadas rutinariamente en aplicaciones terapéuticas estan hechas de polimeros que
a menudo son reabsorbidos o degradados por el cuerpo(Zhang & Webster, 2009). Sin
embargo, la mayor adhesion, proliferacion y difusion celular se da a través de los
materiales naturales como colageno y el quitosano que son generalmente hidrofilicos
en comparacién con andamios sintéticos que contienen su naturaleza hidrofdbica
como los polimeros biodegradables (PLA, PLGA y PCL), ademds, los materiales
naturales pueden tener caracteristicas especificas de superficie que ayudan en el

crecimiento celular(McCullen, Ramaswamy, Clarke, & Gorga, 2009).

Como desafios para los ingenieros de materiales sintéticos con esta aplicacion, tiene
que ver por un lado con el hecho de que las primeras generaciones de polimeros
degradables utilizados en ingenieria de tejidos epitelial fueron adaptadas de otros usos
quirargicos, presentando deficiencias en sus propiedades mecdnicas y de degradacion
(Griffith, 2002) y por otro lado, la importancia de la fabricacién de polimeros para la
construccion de andamios con formas especificas y una mejor arquitectura porosa

interna que ayude al crecimiento del tejido directo(Griffith & Swartz, 2006).

Los polimeros biodegradables que cominmente se mezclan para ajustar las tasas de
degradacion son el PGA y PLA. El PGA, debido a su naturaleza hidrofilica y baja
cristalinidad, es sensible a su entorno y tiende a degradarse en soluciones acuosas. La
adicién de un grupo metilo, permite al PLA ser mas hidrofébico y se degrada mas
lentamente que el PGA. Los copolimeros de PLGA son amorfos y presentan rapidas

tasas de degradacion (Li, Cooper, Mauck, & Tuan, 2006).

Aunque las nuevas tecnologias surgen como herramienta para la fabricacién precisa,

de materiales de tamafio de poro definido por la pelicula o las tecnologias de
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impresion tridimensional (Seitz, Rieder, Irsen, Leukers, & Tille, 2005) y electrospinning
(M. Li et al., 2005), igualmente, estos nuevos polimeros y sus productos de

degradacion también deben ser no téxicos y no inmunogénicos.

Las matrices poliméricas nanoporosas o nanofibras pueden ser fabricadas a través de
electrospinning, separacion de fases, particulas de lixiviaciéon, grabado quimico o
técnicas de impresion en 3D(Zhang & Webster, 2009).En la ultima década el
electrospinning ha sido ampliamente utilizado para fabricar andamios de nanofibras de
gran superficie (adhesién y crecimiento celular) y alta porosidad para la transferencia
de nutrientes. El electrospun, a través de polimeros sintéticos como PLLA, PLGA y PCL,
son citocompatibles y presentan propiedades mecanicas excepcionales, adaptables
especificamente para aplicaciones en regeneracion de tejidos. Los andamios mas
excepcionales con mayor elasticidad son los biopolimeros naturales como el colageno
y los polimeros sintéticos similares a los naturales que son: PLA, PGA, PLGA,
PLLA(McCullen et al., 2009).Una desventaja importante de materiales sintéticos es la
falta de reconocimiento celular, razén por la cual estan siendo desarrollados procesos
de fabricacion que incorporan los biomateriales con adhesion célula-péptidos,

conocidos por sus interacciones celulares.

Dado que los materiales sintéticos son elaborados con caracteristicas especificas para
construir los andamios que puedan soportar la ingenieria de tejidos. A continuacién se
realiza la descripcion de los andamios fabricados con los diferentes materiales con sus

caracteristicas principales.

Andamios para ingenieria de tejidos

Andamios

Los andamios en ingenieria tisular pueden ser equivalentes artificiales naturales de
ECM vy son usados para inducir la regeneracion de tejidos o reemplazar tejidos vy
organos danados (Griffith, 2002). Los andamios deben proporcionar una resistencia

mecanica durante la curacidén en el estado inicial y la estructura altamente porosa
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debe proporcionar un entorno ideal para la migracién y proliferacién de las células
(Young-Kwon & Jung-Keug, 2010). La curacion de una herida a través de un andamio se
logra mediante el efecto sinérgico de las células y factores de crecimiento, todos los

roles importantes para obtener el resultado esperado.

Idealmente, los andamios brindan: (1) apoyo a la adhesidon celular, migracién,
interacciones célula-célula, proliferacion y diferenciacién celular; (2) biocompatibilidad
con el sistema inmune del huésped donde se implementa la ingenieria tisular; (3)
biodegradabilidad a una velocidad controlada para que coincida con la tasa de
crecimiento del neotejido facilitando la integracion de la ingenieria tisular en el tejido
huésped circundante; (4) proporciona un soporte estructural para las células vy
neotejido formado en el andamio durante las etapas iniciales de post-implantacion y
(5) tienen opciones versatiles de procesamiento para alterar la estructura relacionando

la morfologia de los tejidos especificos segun las necesidades (Wang et al., 2007).

Hoy en dia, para los andamios tridimensionales en ingenieria tisular, se ha confirmado
la importancia de estructuras porosas que permitan la reorganizacion, crecimiento y
adhesion de células in vitro que proporcionan el espacio necesario in vivo. Las
propiedades mecanicas son cada vez mas reconocidas ya que proporcionan un soporte
mecdnico temporal con sefales adecuadas para mantener el espacio de crecimiento
de la matriz y restaurar rapidamente la funcién biomecdnica de los tejidos (Gloria, De
Santis, & Ambrosio, n.d.; Puppi, Chiellini, Piras, & Chiellini, 2010). El ideal es la
construccion de un andamio que simultdneamente posea propiedades mecdnicas
Optimas con una estructura porosa de microambiente biocompatible(Wang, Wong, &

Mao, 2010).

Diversos materiales naturales, incluyendo coldgeno, acido hialurdnico seda y polimeros
degradables sintéticos, tales como el PGA, PLA y PCL, han sido investigados
extensamente por su capacidad para apoyar el crecimiento de las células. Sin embargo,
estos andamios presentan problemas relacionados con propiedades mecdanicas y
biocompatibilidad. Ademas, durante las operaciones quirdrgicas, el andamio debe

poder ser manipulado y suturado(Young-Kwon & Jung-Keug, 2010).
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Los biomateriales sintéticos como PGA y PLLA son los mas utilizados en aplicaciones
clinicas. Los materiales sintéticos permiten mejorar la biodegradacién y el control de
plasticidad de injertos preparados por materiales de la ECM de forma natural, pero
también son menos biocompatibles. Por otro lado, los materiales naturales de la ECM,
incluyendo gelatina, alginato, quitosano, hialuronato, coldgeno, membrana amnidtica
y SIS (submucosa del intestino delgado), pueden ser menos adecuados dadas sus
débiles propiedades mecdnicas. Las propiedades mecdnicas de materiales como el PGA

son mejores que el colageno, pero de menor biocompatibilidad(Hodde, 2002).

Todas estas razones entran a ser importantes en la construccion de andamios como
soportes de ingenieria de tejido epitelial, razén por la cual se continta incrementando
la investigacion en la respuesta de los diferentes materiales y la creacién de nuevos

materiales hibridos con los que fortalecer los ya creados.

Electrospun para ingenieria de tejidos

Elelectrospinning ha surgido como una técnica lider en la construccion de andamios de
polimeros sintéticos y naturales para las aplicaciones en ingenieria de tejidos. El
proceso de electrospinning ha sido conocido por muchos afios en la industria textil y
en la ciencia de polimeros organicos(Huang, Zhang, Kotaki, & Ramakrishna, 2003) y
recientemente resurgid como una novedosa herramienta para generar andamios
biomoleculares en ingenieria de tejidos (Buchko, Chen, Shen, & Martin, 1999). El
electrospinning proporciona un mecanismo para producir andamios de nanofibras
desde una variedad de materiales incluyendo polimeros sintéticos y proteinas
naturales. La topologia de estos andamios por electrospun imita estrechamente la
matriz extracelular nativa. Las fibras con didmetros en el rango de varios micrometros
a menos de 100 nm tienen una superficie muy alta en relacién con su masa, originando
electrospun en 3D con muy alta porosidad. De esta manera, las matrices pueden ser
fabricadas por electrospinning facilitando la adherencia y el crecimiento de las células

y regulando la diferenciacion celular.
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El electrospinning proporciona un enfoque eficaz para fabricar andamios a partir de
materiales naturales y sintéticos para ingenieria de tejidos. Puesto que las fibrillas
creadas por el electrospinning comprenden un componente estructural importante y
diferenciador de la ECM in situ. Se puede suponer que los andamios ideales de
ingenieria serdn aquellos que emulen de manera éptima las propiedades mecdnicas y
bioquimicas de la naturaleza de la ECM especifica. De alli, es necesario evaluar cémo
las variaciones sistematicas de un nimero de pardmetros experimentales afectan al
proceso de electrospinning y la formacion de las fibras para la construccién de las

mallas(Li et al., 2005).

Andamios de seda y células madre

Las células madre son un tipo de célula de auto-renovacion que pueden diferenciarse
de otras células. Las células base en ingenieria de tejidos deben ser fiables, que
respondan adecuadamente en términos de morfologia, proliferacion y diferenciacion
de los tejidos especificos para andamios en biomateriales y otras sefiales
biofisico/quimicas. Las células madre embrionarias son capaces de dar lugar a tipos
celulares de todos los linajes de tejidos. Sin embargo, sus aplicaciones en la ingenieria
de tejidos se ven limitadas por la falta de comprensién fundamental, el control de su
diferenciacién hacia linajes especificos deseados del tejido in vitro e in vivo y por
restricciones legales y de ética en torno a su uso para aplicaciones médicas. Sin
embargo las células madre adultas son mas aceptadas para aplicaciones clinicas, lo que

las ha convertido en una fuente alternativa en ingenieria de tejidos(Wang et al., 2007).

Las células madre mesenquimal (MSC) por ejemplo, son células adultas procedentes de
la médula ésea, pueden ser ampliadas y diferenciadas en células de diferentes tejidos
incluyendo la médula dsea, periostio, membrana sinovial, musculo, tejido adiposo,
pulmén, hueso, dermis y cartilago articular (Nathan et al., 2003). Tienen ademas el
potencial de ser usadas en una amplia gama de aplicaciones terapéuticas a través de
trasplante de células madre y uso de materiales autélogos, alogénicos o xenogénicos

(Barry & Murphy, 2004)y han sido utilizadas para tratar una variedad de defectos y
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enfermedades, incluyendo defectos de tamafio y segmentacidon ésea, espesor del

cartilago, tendones y nervios(Wang et al., 2007).

La ingenieria tisular necesita un andamio que sirva como sustrato para las células
sembradas y como un soporte fisico que guie la formacién del nuevo tejido. En la
ingenieria de tejidos, los andamios tienen un efecto significativo sobre la proliferacidn
y diferenciacidon de células madre. La aplicacion de materiales, junto con tecnologias
de células madre se cree que tienen un enorme potencial para aplicaciones en la

regeneracion de tejidos.

La mayoria de los investigadores utilizan técnicas de andamios que se componen de
polimeros naturales o sintéticos. Los materiales sintéticos son atractivos debido a sus
propiedades quimicas vy fisicas (por ejemplo, la porosidad, resistencia mecanica), que
pueden ser especificamente optimizados para aplicaciones particulares. Mientras los
naturales por su parte presentan mejor biocompatibilidad, pero de bajas propiedades
mecanicas. De los materiales naturales el mas utilizado actualmente para soportes de
células es el colageno. Su seguridad in vivo se ha demostrado a través de las
aplicaciones a largo plazo en la medicina clinica, cosméticos y alimentos. Por su parte
en los materiales sintéticos los mas usados son los andamios poliméricos, que dotados
de una arquitectura interna de canales complejos, proporcionan porosidad, fijacion
celular y mantienen la funcién diferenciada, sin obstaculizar la proliferacién.
Idealmente, un andamio polimérico para ingenieria de tejidos debe tener como
caracteristicas: (a) apropiado para la superficie que promueven la adhesion celular, la
proliferaciéon y diferenciacién, (b) biocompatible, (c) altamente poroso, con una
elevada drea superficial y volumen, con una red de poros interconectados para el
crecimiento celular, el transporte de nutrientes y el flujo de residuos metabdlicos y (d)
propiedades mecanicas suficientes para resistir cualquier tensién in vivo(Minuth,

Sittinger, & Kloth, 1998).

Pagina 61 de 88




1/ Cadigo
lm INFORME FINAL DE TRABAJO DE Vv I.g,
ersion
L GRADO
Institucién Universitaria Fecha

Andamios 3D con gel de coldgeno

El coldgeno es un componente importante de la matriz extracelular como proteina
biodegradable que puede ser extraida y purificada de los tejidos conectivos de los
animales. Su funcién principal es mantener la integridad de los tejidos y proporcionar
una resistencia apropiada. Como un apoyo estructural el coldgeno ha demostrado
proporcionar un entorno de crecimiento celular y se encarga de celdas organizadas
naturalmente con caracteristicas morfoldgicas (Wang et al., 2010). La naturaleza del
colageno es mas compatible con las células que el PGA. Una cantidad alta de fibra de
PGA puede causar respuesta inflamatoria. Sin embargo el estudio realizado por
(Hosseinkhani & Hosseinkhani, 2009) muestra como una esponja creada con colageno
y PGA presento una mejor resistencia de comprension y menor porcentaje de

degradacion.

El método de andamio de gel de colageno 3D ha sido aplicado en la interfaz de aire-
liguido a células ciliadas bronquial traqueal para ser analizado en una estructura de
tejido epitelial ciliado (CET). Diversos desarrollos se han realizado alrededor de los
sistema de cultivo de tejidos para estructura de tejido epitelial, con diferentes
biomateriales como andamios, incluyendo colageno (Tada et al., 2008), quitosano y

gelatina (Hori et al., 2007).

El sistema de cultura de gel de colageno 3D permite la induccién de ciliogenesis y
proporciona soporte al mantenimiento, desarrollo, diferenciacion y propagacion para
el crecimiento de cilios en el CET. El CET desarrollado por este sistema puede
mantenerse durante meses con un protocolo de mantenimiento sencillo y simple. El
enfoque en ingenieria de tejidos 3D al generar un cultivo de CETS con andamios de gel
de colageno y sistema de cultivo de tejidos ALl (interface aire-liquido) permiten el
analisis y desarrollo de células ciliadas primarias. Los CETS son sistemas robustos y
aparecen para preservar la integridad de los mecanismos de transduccién de la sefial
celular mediada por el receptor presente in vivo. El mantenimiento de tejidos activos y
funcionales en las células epiteliales durante un periodo prolongado, tiene
potencialmente amplias aplicaciones en investigacion de descubrimiento de drogas y

toxicologia en la piel(Wang et al., 2010).
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Las investigaciones que implican colageno han inspirado la ingenieria de tejidos y el
disefio de biomateriales ya que las fibrillas de colageno y sus redes en general regulan
y definen la mayoria de los tejidos. Las redes de colageno forman una arquitectura
muy bien organizada, en tres dimensiones para atrapar a otros ingredientes. El campo
de la ingenieria de tejidos finalmente se concentra en gran medida en aumentar el
control de coldgeno en tejido nativo y en la manipulacién continua de los

biomateriales que lo soportaran(Young-Kwon & Jung-Keug, 2010).

Andamios de punto de malla con coldgeno hibrido KMSs

Ciertos disefios de scaffold de malla de punto (KMSs) coinciden con las propiedades
mecanicas del tejido nativo o dan lugar a propiedades mecanicas adecuadas,
proporcionando una buena plataforma para el estudio de estas propiedades en la
regeneracion de tejidos. Algunos de los biomateriales trabajados son la seda y el PLGA
(Dai, Kawazoe, Lin, Dong, & Chen, 2010). Algunos de los comportamientos ofrecidos
por los KMSs en regeneracién de tejidos y la actividad celular son: (1) poseen
excelentes propiedades mecdnicas, cambian la distribucion de tension y presién sobre
los KMSs y mantienen las estructuras porosas 3D in vitro e in vivo; (2) las estructuras
porosas bien mantenidas facilitan la difusion de nutrientes y la eliminacion de residuos
y ofrecen espacio suficiente para la migracidn celular y crecimiento vascular y (3) dado
que las células existentes se adhieren a las areas especificas en la superficie (SSA)
alrededor de los poros, las propiedades mecdnicas pueden afectar la distribucién de
estas SSAs manteniendo estructuras porosas, regulando el comportamientos celular y
la formacion de tejidos(Xu et al., 2010). Los tejidos de malla y sus KMSs poseen
estructuras de bucle altamente ordenadas y propiedades mecanicas versatiles que
pueden proporcionar suficiente espacio conectivo interno para el crecimiento del

tejido (Wang et al., 2007).

Algunos estudios sugieren que puede existir una importante relacién sinérgica entre la
microestructura 3D y las propiedades mecdnicas, con la regulacidon de la actividad
celular en el proceso de regeneracion de tejidos inducido por el andamio (Murphy &

O’Brien, 2010).Inicialmente, los biomateriales que constituyen la malla de punto
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fueron considerados como inertes y poco a poco, la biocompatibilidad y regeneracion
de tejidos a partir de biomateriales se convirtieron en caracteristicas importantes.
Comenzaron a observarse como las propiedades mecanicas de los andamios afectaban
significativamente el comportamiento de la celda y la bioactividad del andamio y a
partir de alli la mejora de las propiedades mecanicas no es sélo un tema de
laboratorio, sino también un gran reto para la investigacion de aplicacién

clinica(Harley, Leung, Silva, & Gibson, 2007).

Para la fabricacién de este tipo de mallas se prefieren los materiales procedentes de
derivados naturales con buena biocompatibilidad por ejemplo, fibras de seda, pero con
la desventaja de no ser adecuados para la siembra celular. Por lo tanto, en la préctica
se suelen combinar el uso de mallas de punto con diversos biomateriales para la
obtencion de andamios KMSs. La esponja de polimero sintético, trenza, fibras y mallas
tejidas sirven como un "esqueleto"” para reforzar todos los andamios, mientras que el
colageno o seda de esponja proporcionan a los andamios estructuras porosas. Sin
embargo, material poroso sintético preparado para aplicaciones de ingenieria puede
mostrar excelente elasticidad y resistencia de cizalladura para sutura (Xu et al., 2010).
Andamios retorcidos o trenzados pueden presentar notables propiedades mecanicas
gue son comparables al tejido nativo, pero su espacio interno limitado a menudo

obstaculiza el crecimiento de neo-tejido (Chen et al., 2008).

En general los estudios de andamios de colageno-quitosano han demostrado que esta
combinacion presenta buena biocompatibilidad y estructuras porosas adecuadas para
la ingenieria de tejidos, pero con deficiente resistencia mecdanica. Con el fin de mejorar
las caracteristicas mecanicas del andamio se han utilizado andamios porosos hibrido
con PLGA, PLACL, coldgeno de 4cido hialurénico (CHA) y derivados naturales de
colageno bovino con buena biocompatibilidad, altas propiedades mecdnicas, buena
distribucién, proliferacién celular in vitro, buena respuesta del tejido in vivo y algunas
combinaciones llegaron a la inhibicidn de contraccion de herida de forma similar a los

autoinjertos(Ananta et al., 2009).

La malla de punto ha mostrado mejorar la resistencia mecdnica de los andamios y ser

'esqueleto’ de injertos para mantener una microestructura porosa, promoviendo la
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alineacidn de celdas e induciendo la regeneracién de tejidos. El uso de una malla punto
estd siendo examinado para aplicaciones en ingenieria de tejidos relacionadas con
reparacion de ligamentos, tendones, cartilagos, piel y vasos sanguineos (Xu et al.,

2010).

Andamios en coldgeno hibrido PLGA

El colageno puede ser utilizado solo o en combinacién con otros componentes de
matriz extracelular como factores de crecimiento de glucosaminoglicano o para
mejorar la proliferacion y el crecimiento vascular proporcionando un sustrato para la
regeneracion epidérmica. Sin embargo, los andamios basados en colagenos presentan
una rdpida absorcion y baja resistencia mecanica. Los Polimeros sintéticos
biodegradables tales como PLA, PGA, PLGA y PCL también han sido utilizados como

matrices para la regeneracion de la piel.

Materiales como el PLLA, PEG y PBT (poli butileno tereftalato) apoyan la proliferacion
de queratinocitos y fibroblastos dérmicos humanos. Las mallas poliméricas sintéticas
demuestran buena biocompatibilidad, buenas propiedades mecanicas y son de facil
manejo. Sin embargo, los andamios de polimero sintético tienen problemas de

hidrofobicidad superficial y pérdida de células sembradas (Chen et al., 2005).

El estudio de Chen et al., (2005) evalud la combinacion de estos materiales con el
objeto de unir las ventajas de cada uno de ellos, en su estudio encontré como la malla
de colageno hibrido y PLGA biodegradable, promovid los fibroblastos, la adherencia y
crecimiento celular con produccién de ECM, resultando un tejido dérmico de
formacidon rapida. Las células de fibroblastos fueron mas homogéneamente
distribuidas(con efectos de proteccién a la contraccién del tejido durante la formacién
del nuevo) y proliferaron mas en la malla hibrida que en la malla de PLGA. Los
fibroblastos mas adheridos proliferaron mas rapidamente en la malla hibrida que en Ia
malla punto de PLGA. Las microesponjas de colageno en malla hibrida facilitan la
distribucién celular, uniforme en la celda y, por tanto, la formacién de tejido

homogéneo de la dermis. Encontraron que el punto de malla PLGA, refuerza la malla
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hibrida, su integridad se mantiene en el tejido formado y resulté de mas facil manejo.
La malla de coldgeno hibrido de PLGA se sugiere como buen candidato para andamios

porosos en ingenieria de tejidos de la piel(Chen et al., 2005).

Andamios con fibroina combinada

La aplicaciéon de andamios basados en fibroina ha llegado a obtener desarrollo de
segmentos artificiales con la misma estructura de la piel nativa y con reparacion de
lesiones en experimentos in vivo. El segmento creado se aproxima a la piel natural por
su estructura y sus funciones, se obtiene bajo electrospinning utilizando peliculas de
fibroina que se siembran en los fibroblastos de la dermis humana. La seda fibroina se
ha utilizado como material de recubrimiento para andamios poliméricos disefiados
para el cultivo de células en ingenieria de tejidos y se ha comenzado a combinar con
materiales sintéticos. Cai et al. (2002) realizd un recubrimiento poli (D, L-lactico) con
peliculas de seda fibroina encontrando mejor interaccion entre los osteoblastos y las
peliculas de polimero. Chiarini et al., (2003) por su parte examind el efecto de la seda
fibroina en revestimientos de sustratos 2D poli (carbonato)-uretano encontrando que
el recubrimiento de seda fibroina mejoréd la adhesion celular, incremento la
proliferacion y aumento la absorciéon de la glucosa. Adicionalmente los fibroblastos
sembrados no secretaron niveles apreciables de algunas citosinas implicadas en la
inflamacién y reparacion del tejido(Cai et al., 2002; Chiarini, Petrini, Bozzini, Dal Pra, &

Armato, 2003).

Andamios de PEGT/PBT

La solucidn ideal para sustitutos de piel seria aquella que proporcione un componente
dérmico y uno epidérmico diferenciados, esto como un requisito para el control de la
pérdida de fluidos y como barrera que impida la penetracidon de bacterias. Algunos
métodos han llevado a la creaciéon de equivalentes de piel de espesor completo
utilizando diferentes sustitutos cutdaneos basados en materiales biolégicos como

coladgeno y fibrina o materiales sintéticos como PLA/PGLA. Sin embargo al llevar la piel
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hasta los pacientes se ha observado que el crecimiento interno de las estructuras
vasculares es lento en la componente dérmica y que a menudo se logra solo hasta la
segunda operacioén en la que al parecer los equivalentes epidérmicos se trasplantaron

para lograr el cierre de heridas (Dantzer & Braye, 2001).

Ghalbzouri et al (2004) disefiaron equivalentes de piel humana (SSMS) con
copolimeros biodegradables segmentados PEGT/PBT (poli tereftalato de etileno/poli
tereftalato de butileno). Este polimero biocompatible fue desarrollado por primera vez
como sustituto dérmico de dos capas que combina un PEGT/PBT. Los resultados
encontrados en un modelo de herida de rata, mostraron que los queratinocitos
sembrados en la densa capa de superior fueron capaces de regenerar una epidermis
(Beumer et al., 1993), pero con lenta degradacion de las matrices después de la
implantacion subcutanea del andamio PEGT/PBT. El estudio de Ghalbzouri et al (2004)
demostré que el sustituto dérmico poroso PEGT/PBT y las laminas epidérmicas
cultivadas (CES) podrian combinarse para generar un equivalente de piel humana (HSE)
en medio libre de suero y con factores de crecimiento exégenas. Cuando los poros de
este andamiaje se llenaron con fibroblastos y/o colageno, el HSE se generd por la
siembra directa de queratinocitos en la parte superior del equivalente dérmico. Este
copolimero presentd como ventaja que durante el periodo de cultivo el sustituto
dérmico no se contrajo y la matriz fue de facil manejo. Una ventaja adicional del
sustituto poroso sintético es que el tamafio de poro y la morfologia pueden
optimizarse para permitir el rdpido crecimiento de los buques y a la formacién de
cicatrices de control(El-Ghalbzouri, Lamme, Van Blitterswijk, Koopman, & Ponec,

2004).

Nano-andamios en ingenieria de tejidos

El electrospinning es una técnica comuUnmente utilizada para la fabricacién de
andamios en ingenieria de tejidos. Es una técnica facil, extremadamente barata y que
puede ser aplicada en muchos tipos de polimeros. Al parecer, fibras artificiales a
nanoescala tienen gran aplicacién potencial en el campo de los biomateriales y la

ingenieria tisular (Hosseinkhani & Hosseinkhani, 2009).
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Informes iniciales han mostrado que las caracteristicas a nanoescala influyen en el
comportamiento celular. Se ha encontrado que topografia de superficies nanométricas
promueven la adherencia, proliferacion, la actividad de la fosfatasa alcalina, y la
secrecion de ECM en osteoblastos, a medida que se disminuye el didmetro de la fibra y
se ha supuesto que la superficie nanométrica afecta la conformacidn de proteinas de
adhesién que afectan a los comportamientos celulares. Existen tres enfoques
diferentes que apuntan a la construccién de nanofibras y estos son: separacion de
fases, electrospinning y auto-ensamblaje. La separacién de fases y auto montaje de
biomoléculas pueden generar pequefias nanofibras de diametro en la misma gama de
ECM natural, mientras que electrospinning genera nanofibras de gran diametro en el

extremo superior de la gama de ECM naturales (Smith, Liu, & Ma, 2008).

Nano-particulas de plata

Las propiedades antimicrobianas del amplio espectro de la plata, han fomentado su
uso en aplicaciones biomédicas, el agua y la purificacion del aire, producciéon de
alimentos, cosméticos, ropa y muchos productos domésticos. Con el rapido desarrollo
de la nanotecnologia, las aplicaciones se han ampliado aiin mas y ahora la plata es el
nanomaterial artificial mds cominmente utilizado en los productos de consumo

(Marambio-Jones, Catalina Hoek, 2010).

Las nanoparticulas de plata han demostrado ser efectivos biocidas contra bacterias,
hongos y virus. Nanocompuestos hibrido de plata con dendrimeros y polimeros, y la
plata como material nanoporoso, se presentan también como efectivos
antibacterianos. A pesar de la gran cantidad de documentos de reventa de los efectos
beneficiosos de antimicrobianos de nanomateriales plateado, muchos estudios se
dirigen hacia los mecanismos por los cuales los nanomateriales plateado ejercen esta

actividad antimicrobiana.

Ademads del amplio espectro de efectos antimicrobianos, las nanoparticulas de plata

han producido efectos tdxicos en las lineas de células superiores como los peces cebra,
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almejas, ratas y seres humanos. Pruebas en roedores demuestran que después de
entrar en el cuerpo las nanoparticulas de plata pueden acumularse y, en algunos casos,
daiar los tejidos, como el higado, los pulmones y los bulbos olfativos o penetrar la
barrera hematoencefalica. Un estudio en células humanas llegd a la conclusién de que

la plata puede ser genotoéxico (Arora, Jain, Rajwade, & Paknikar, 2008).

Las diversas formas de nanomateriales de plata estan entre los mas prometedores
agentes antimicrobianos elaborados con nanotecnologia, pero la evidencia preliminar
de los efectos sobre las alertas de los organismos superiores deben permanecer

prudentes de su utilizacién generalizada(Marambio-Jones, Catalina Hoek, 2010).

Diversos biomateriales han sido utilizados como sustitutos de la matriz dérmica,
incluyendo colageno tipo I, dermis humana acelular, matriz de glicosaminoglicano de
colageno, plasma humano y pegamento de fibrina (intervasculares). Sin embargo, ha
continuado la busqueda de una matriz ideal que sea facilmente disponible vy
econdémica que apoye el crecimiento de células mesenquimales, mejore la
proliferacion y adhesion de células epidérmicas y que tenga buenas propiedades

mecanicas, inmunogenicidad baja y minima toxicidad(Yang et al., 2009).

Investigaciones anteriores revelan que los factores de crecimiento y las ECMs son
importantes, pero también es evidente que la estabilidad de la estructura
tridimensional es esencial. Los sustratos de coldgeno o acido hialurénico juegan un
papel importante en la mejora de la proliferacion y adherencia de la célula. Los
materiales naturales muy bien conocidos por su biocompatibilidad contienen
secuencias RGD (Acido arginina-glicina-aspdrtico) y asi han sido utilizados en una serie
de tratamientos clinicos, tales como piel artificial, huesos, cartilagos, materiales de
forma inyectable, etc. Sin embargo, las propiedades fisicas son muy pobres, por lo
tanto los sustratos son insuficientes para el rodamiento necesario de las cargas
mecanicas. Por lo tanto, los compuestos de andamios, como estructuras reforzadas
con PGA, PLA, PCL mondmeros o polimeros, seda o quitina, son desarrollados y
muestran fuertes propiedades mecanicas vy fisicas. Los resultados anteriores sugieren

gue la reconstruccion de tejidos mediante un andamio degradable es factible y los
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andamios compuestos reforzados pueden ser muy utiles para reparar diversos tejidos

afectados en pacientes (Young-Kwon & Jung-Keug, 2010).

4.4RETOS

Cuando el grosor de la piel es gravemente danado, los mamiferos son incapaces de
regenerarse de forma espontdnea. Asi, para la creacién de un sustituto de la piel
funcional, se debe realizar una recapitulacién completa de ontogénesis que debe
ocurrir y ser posible in vitro (Supp & Boyce, 2005). Sin embargo, el fenotipo expresado
por las células de piel humana en el cultivo es fisioldogicamente parecido a la
cicatrizacion de heridas, que incluye citogénesis, morfogénesis e histogénesis, pero no
organogénesis. De donde, el reto no es sdlo las células que pueden guiarse a seguir el
proceso de cicatrizacion de la herida, sino también, que permita conducir los procesos
de la regeneracién y desarrollo(Metcalfe & Ferguson, 2007), hecho que hace tan
complejo la creacion de piel artificial completa con todas las caracteristicas

funcionales.

Aunque la literatura presenta componentes individuales de la piel con cultivos y
trasplantes exitosos, estos no son aun parte de una sustituciéon de piel completamente
funcional. En algunos estudios las células conectivas de los tejidos se cree que
repueblan los injertos del lecho de la herida, pero muchos de los sustitutos de la piel
contienen fibroblastos dérmicos para facilitar estos procesos de reparacién. Los
melanocitos soportados por diversos andamios también han sido utilizados para
repoblar cicatrices de quemaduras y para el tratamiento del vitiligo. Sin embargo, la
restauracién completa de la sensibilidad de la piel no ha sido demostrada y los injertos
de piel de espesor dividido o glandulas sudoriparas y sebdceas, sélo se han
trasplantado experimentalmente. Las glandulas sudoriparas y sebaceas, junto con los
nervios y vasos sanguineos, pueden resultar en un reto, ya que incluso con

autoinjertos de piel estas no son ni restauradas ni regeneradas(MacNeil, 2008).
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A la fecha, el enfoque ha sido hacia la creacidn de una forma muy sencilla de sustitutos
epiteliales con las poblaciones de células de la piel. Para la repoblacién de las heridas y
restauracién estructural de la piel se requieren un gran numero de células de
parénquima, poblaciones de queratinocitos y cultivos de fibroblastos en cantidades
relativamente grandes a través del periodo de dos a tres semanas. Una base
fundamental para la generacién de la piel sustituta parte del rapido crecimiento de las
células cultivadas. Cuando las células de la piel son preparadas en cantidades
suficientes, es necesario organizar y recrear en el sustituto, el componente anatémico
y la posicion de la piel normal. Los fibroblastos que forman la mayoria de los sustitutos
dérmicos degradan lentamente el biopolimero y su propia ECM. Los queratinocitos y
fibroblastos producen una amplia variedad de citocinas, incluyendo varios factores de
crecimiento y de inflamacidn. Asi, las células interactian estimulando mecanismos de
iniciacién de proliferacion celular, tales como la insulina, factores de crecimiento y
derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento transformante y factor de
crecimiento de fibroblastos basico. Todos ellos importantes a la célula, el proceso de la

curacién de herida y regeneracion de los tejidos.

A pesar de los grandes avances en el drea, aln se encuentran problemas por resolver
en la ingenieria de tejido de piel sustituta que tiene que ver con vascularizacion,
cicatrizacion, ausencia de estructuras diferenciadas, retrasos en cultivos celulares,
biocompatibilidad y resistencia mecdnicas, célula fuente y desarrollo, y seguridad, que

se abordan brevemente a continuacién(Metcalfe & Ferguson, 2007).

Vascularizacion: Cuando un injerto de piel es colocado sobre una herida, este debe
contar con un suministro de sangre suficiente que logre mantener la supervivencia y la
integraciéon con el tejido del huésped a largo plazo. Algunos sustitutos de piel
existentes no permiten la angiogénesis, dejando un espacio de investigacion, sobre
todo en los casos en que la vascularizacion no es lo suficientemente rapida, ya que la
incapacidad de los sustitutos a "tomar" lleva a las células a la muerte. En un estudio
realizado por O'Ceallaigh et al., (2006) se encontré que los sustitutos de la piel con
vasos prefabricados, pueden vascularizar mas rapidamente en una forma similar a los

injertos de piel autélogos.
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Cicatrizacion: En el contexto de un injerto de piel y la sustitucion, la cicatrizacion en los
bordes del injerto es problematica a nivel funcional, mecanico y estético. El tejido
cicatricial no es idéntico al del tejido que sustituye y es por lo general de menor calidad
funcional. Por ejemplo, las cicatrices en la piel son menos resistentes a la radiaciéon
ultravioleta y las glandulas sudoriparas y foliculos pilosos no vuelven a crecer en el
tejido cicatricial. Algunos sustitutos de piel actualmente disponibles sufren problemas
de cicatrizacion en los margenes del injerto. La proxima generacion de sustituto de piel
debe incorporar tecnologias anti-cicatrices para hacer frente a este problema(Metcalfe

& Ferguson, 2007).

Ausencia de estructuras diferenciadas: Los sustitutos de bioingenieria de la piel suelen
ser relativamente sencillos de solo la capa o estructuras bicapa. Si la "toma" es exitosa,
el sustituto ofrece una funcion de barrera similar a la piel normal. Sin embargo, existe
una falta de control de la temperatura en la piel normal por las glandulas sudoriparas,
sebaceas y foliculos pilosos. Adicionalmente, aunque se dispone de sustitutos, el
aislamiento y el suministro vascular adecuado desde el tejido adiposo no existente. Los
sustitutos de melanocitos de la piel no solo carecen de pigmentacién epitelial, sino que
no tienen suministros nerviosos lo que elimina la sensaciéon de temperatura y presion.
Por otro lado las pieles sustitutas no tienen células de Langerhans para desempefiar
funciones de regulacion inmune de la piel. Un hecho fundamental para mejorar la
sustitucion de la piel presente es la terapia y la elaboracidn de estrategias para

incorporar o inducir estructuras diferenciadas en construcciones de piel.

Uno de los ejemplos mas notables de organogénesis a partir de tejido adulto en el
cultivo esta descrito por Zheng et al. (2005), donde se inyecta una mezcla de células
aisladas neonatales dérmicas con agregados en la dermis y epidérmicos de ratones
desnudos. Estos son capaces de interactuar y experimentar el pelo normal
relativamente morfogenético dando lugar a los foliculos pilosos dentro de 8 y 12 dias.
El caso permite acercarse a celebrar una gran esperanza en el futuro sobre la
incorporacion de estructuras diferenciadas en una nueva generacién de sustitutos de

la piel(Zheng et al., 2005).
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Retrasos en cultivos celulares: Las células de los componentes de la epidermis y la
dermis pueden tomar entre dos y tres semanas para ampliarse suficiente del injerto
proposito. Este problema es altamente evaluado en muchos de los sustitutos de la piel
comerciales. Los nuevos desarrollos de protocolos para una rapida ampliacién celular

ayudarian a aliviar estos problemas, principalmente en pacientes gravemente heridos.

Propiedades de biocompatibilidad, mecdnicas y de manipulacion: Uno de los requisitos
de la bioingenieria de piel es ser biocompatible, es decir, se apoya y apropia de la
actividad celular, incluyendo la facilitaciéon de técnicas moleculares y mecanicas en las
cascadas de seiializacidn, a fin de optimizar la regeneracién de tejidos, sin genera
respuestas indeseable como la inflamacidn crénica. Adicionalmente los sustitutos de la
piel deben tener propiedades mecanicas adecuadas para el manejo duradero de la
piel, de tal forma que permita a los médicos una mejor manipulacién en un entorno
quirurgico. Actualmente la arquitectura y propiedades mecdnicas de los sustitutos de

la piel son completamente planas a diferencia de la piel normal.

La célula fuente: En las células de abastecimiento para un sustituto de la piel, existen
esencialmente tres ubicaciones o tipos de donde las células pueden ser derivadas:
local, sistémica y las posiciones progenitoras de células. Las células de origen local son
los fibroblastos, queratinocitos, melanocitos, los adipocitos y el foliculo piloso. Las
células sistémicas son poblaciones de células que son residentes en el sistema de
sangre o médula ésea, un ejemplo de esto son los fibrocitos, que juegan un papel
clave en la cicatrizacion de heridas de piel (Abe, Donnelly, Peng, Bucala, & Metz, 2001;
Bucala, Spiegel, Chesney, Hogan, & Cerami, 1994). Las células progenitoras también
residen localmente en nichos de células madre como el foliculo del pelo, son
residentes en la médula dsea o podria surgir de células madre embrionarias (ES) de

células cultivadas in vitro.

Desarrollo, seguridad y costos de los productos: Las primeras etapas de inclusién de
nuevos productos de ingenieria de tejidos al mercado es un ejercicio costoso, que ha
llevado a la quiebra a pequefias empresas. Adicional a esto se debe tener en cuenta el
costo de la investigacion y el proceso de desarrollo, la seguridad del producto, los

ensayos, almacenamiento, la vida duatil y finalmente, el costo de produccién,
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comercializacién y venta del producto. Continuamente se encuentran nuevos y
mejores desarrollos en relacién a los remplazos de la piel de bioingenieria. Se tiene la
plena esperanza de que muchos de los problemas mencionados puedan ser superados

con los avances en la investigacion y el desarrollo de las tecnologias.
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5. CONCLUSIONES, RECOMENDACIONES
Y TRABAJO FUTURO

Del trabajo se lograron identificar los principales biomateriales comerciales y mas
utilizados para el tratamiento de danos en el tejido de la piel. Se encontrd que los
materiales naturales aunque presentan buen funcionamiento, su problema radica en el
modo de extraccion, procesado y esterilizado. Los biomateriales identificados como de
mayor uso clinico son los basados en colagenos naturales o extraidos y el quitosano.
Los primeros facilitan la difusién de moléculas solubles intercelulares dentro de una
estructura, permiten el proceso de ciliogénesis, mantienen la integridad de los tejidos
y proporcionan resistencia adecuada en un entorno de crecimiento celular. Se
encontré también que el colageno presenta buena adherencia y excelente
vascularidad, favorece la regeneracién integra de la piel en heridas profundas,
permitiendo el restablecimiento total en un tiempo corto. Sin embargo estos
materiales carecen de una funcién de barrera y elasticidad. El quitosano por su parte
es muy utilizado para tratamientos de quemaduras de tercer grado, es ideal para la
ingenieria de tejidos por su facil manejo en aplicaciones en heridas y soluciones
viscosas que permiten a la dermis una excelente propiedad mecanica y la unién

dermo-epidérmica en la reconstruccién de la reepitelizacién del espesor de la piel.

Los biomateriales sintéticos por su parte abarcan los diferentes polimeros
biodegradables como el PCL, PLLA, PLGA, PGA y PLA. Estos presentan un excelente
control de la composicion de lote y sus propiedades fisicas, y son excelentes
candidatos para aplicaciones en ingenieria de tejidos especialmente en el drea de la
piel debido a su biodegradabilidad y facilidad de fabricacién. Sin embargo, no
contienen ninguna de las sefiales moleculares que son tan relevantes en la direccion o
destino de la actividad celular. El uso de andamios sintéticos para biomateriales es mas
ventajoso que el de los andamios bioldgicos ya que se eliminan los riesgos de

transmisién de la enfermedad, influyen la adhesién celular, diferenciacidn y migracién
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de los tipos de células especificas para crear tejidos artificiales, mientras que los

biomateriales de origen animal pueden llevar patégenos peligrosos.

El electrospinning es hoy en dia ampliamente utilizado para la fabricacion de andamios
de nanofibras de gran superficie con alta porosidad, adhesién de nutrientes y
excelentes propiedades mecanicas adaptables para aplicaciones especificas. Los
andamios poliméricos creados deberan garantizar una buena adhesidon y proliferacién
celular, facilitando una distribucion homogénea de las células que promueva la
formacion del tejido de la piel. Los materiales poliméricos permiten mejorar la
biodegradacién y el control de plasticidad de injertos preparados por materiales de la
matriz extracelular de forma natural, pero también son menos biocompatibles. Las
propiedades mecanicas de PGA son mejores que el colageno, pero la
biocompatibilidad del PGA no es tan buena. El PGA puede aumentar la proliferacion

celular y posteriormente inducir una reaccion inflamatoria.

Las nanoparticulas de plata estdn entre los mds prometedores agentes
antimicrobianos ya que pueden destruir directamente algunas bacterias en la
membrana celular. Las particulas ejercen una actividad bactericida
predominantemente a través de la liberaciéon de iones de plata seguido de Ia
permeabilidad de la membrana. Las propiedades antimicrobianas de las nanoparticulas
mejoran la biocompatibilidad, conduciendo a una mayor atenciéon centrada en las

aplicaciones médicas especialmente en la regeneracion de la piel.

Existe una gran variedad de biomateriales y nanomateriales para aplicaciones en
ingenieria de tejido epitelial. A través de la caracterizacidn realizada se encuentran
mas de cincuenta materiales de los cuales siete de ellos son convenientes para la
regeneracién del tejido epidérmico como lo es el coldgeno, quitosano, andamios,
fibroina e injertos, materiales poliméricos y nanoparticulas de plata. Es complejo
hablar de un material en particular ya que ninguno cumple a la perfeccién las
propiedades de la piel, sin embargo existen biomateriales y nanomateriales que llegan
a cumplir en parte con este compromiso. A veces es necesario trasplantar la piel total

o parcialmente en longitudes cortas o largas y dependiendo de las propiedades que se
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perdieron en el momento del dafo del tejido, para ello es esencial la utilizacion de los

materiales mencionados segun sea el caso.

El objetivo ultimo de la ingenieria de tejidos de la piel es producir rdpidamente una
construccion que ofrezca una regeneracion completa de la piel funcional, incluyendo
todos los apéndices de la piel (foliculos pilosos, glandulas sudoriparas y drganos
sensoriales), las capas (epidermis, dermis y grasa subcutdnea) y el establecimiento
vascular y funcional de los nervios sin cicatrices (vascularizacién), en el entorno del
tejido anfitrion. Tal construccidon debe permitir que la piel cumpla con sus funciones
normales como: la formacién de la barrera; pigmento de defensa contra la radiacion
UV; la termo regulacién y las funciones mecanicas y estéticas. Sin embargo, los
sustitutos artificiales de la piel disponibles para uso clinico, no cumplen totalmente con
los criterios funcionales de este érgano y aquellos que se integran bien, a menudo

presentan problemas de cicatrizacion en los margenes del injerto.

El desarrollo de nuevos materiales y las mejoras de aquellos que ya estan constituidos
permitiran en un futuro trasplantar un injerto de piel con menos riesgo de infeccion,
biocompatibilidad, dolor y toxicidad, permitiendo la rehabilitacion exitosa de un
paciente en menos tiempo y mitigando el traumatismo ocasionado por la lesiéon o
pérdida del tejido. De igual forma es necesario fomentar la realizacion de estos
materiales en Colombia, para llevar a cabo una mejor calidad de vida en pacientes que

poseen problemas o perdidas de la piel.

Un tejido de malla artificial, posee muchos factores alterables, por ejemplo, que
material se va a tejer, que técnicas utilizaran y que caracteristicas debe tener el tejido.
Con respecto a la situacion actual de la aplicaciéon de la malla para ingenieria de
tejidos, son necesarios mas estudios para optimizar biomateriales tejidos, desarrollar
métodos de tejido adecuado para preparar mallas biomiméticas de distintos tejidos y
6rganos diana, coincide con las tasas de degradacidén y neo-tejido formacién de la
malla. Ademas, aunque las estructuras de tejidos existen en varias formas en la
industria textil, las estructuras tejidas aplicadas a la ingenieria de tejidos son en el
periodo infantil. La posible razén puede ser que la estructura ha sido seleccionada para

obtener mejores funciones en lugar de por sus apariciones.
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ANEXO

Tabla de biomateriales con sus ventajas, desventajas y aplicaciones para tratamiento
de piel (Archivo en Excel).
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