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RESUMEN

El desarrollo del cultivo celular in vitro para injertos de piel en pacientes con quemaduras
graves, ha contribuido de manera eficaz para sanar estas heridas, debido a que constituyen
uno de los traumas mas severos contra el organismo, siendo la piel una barrera
multifuncional y protectora del cuerpo. Las células especificas para realizar el cultivo
celular in vitro primario del tejido epitelial son los queratinocitos y fibroblastos, estas
células se pueden utilizar como tratamiento independiente o compuesto con otros
materiales biosintéticos, para dar inicio al proceso de reepitelizacion. La presente
investigacion tiene como objetivo general, describir la importancia del uso de los cultivos
celulares de queratinocitos y fibroblastos autélogos para trasplantes de piel en pacientes con
quemaduras de tercer y cuarto grado. El protocolo para la obtencion de tejido cutaneo tiene
un grado de exigencia, que se debe dominar para lograr su correcta implementacion y asi
poder seleccionar las células capaces de sobrevivir a sustratos y compuestos quimicos que
conserven sus caracteristicas morfologicas normales, para ello existen sustancias que
ayudan a mantenerlas y a estar en 6ptimas condiciones para evitar la apoptosis y puedan
diferenciarse y proliferarse adecuadamente. La metodologia usada, es de tipo documental
descriptivo. La importancia de esta técnica se fundamenta en proporcionar conocimientos a
nivel profesional dentro de la rama de la histotecnologia, demostrando la relevancia de los
métodos usados para solventar problemas de salud, como también para el beneficio de los
pacientes con quemaduras permitiendo la recuperacion idonea y eficaz.

Palabras clave: Cultivo celular, queratinocitos, fibroblastos, quemaduras, autélogo.
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ABSTRACT

The development of in vitro cell culture for skin grafts in patients with severe burns, has
contributed effectively to heal these wounds, due to the fact that they constitute one of the
most severe traumas against the organism, the skin being a multifunctional and protective
barrier of the body. The specific cells to carry out the primary in vitro cell culture of the
epithelial tissue are keratinocytes and fibroblasts. These cells can be used as an independent
treatment or compounded with other biosynthetic materials, to initiate the re-
epithelialization process. The present research aims to describe the importance of the use of
autologous keratinocyte and fibroblast cell cultures for skin transplants in patients with
third and fourth degree burns. The protocol for obtaining skin tissue has a degree of
demand, which must be mastered to achieve its correct implementation and thus be able to
select cells capable of surviving substrates and chemical compounds that retain their
normal morphological characteristics, for this there are substances that help to maintain
them and to be in optimal conditions to avoid apoptosis and to be able to differentiate and
proliferate properly. The methodology used is of a descriptive documentary type. The
importance of this technique is based on providing knowledge at a professional level within
the branch of histotechnology, demonstrating the relevance of the methods used to solve
health problems, as well as for the benefit of patients with burns, allowing suitable and
effective recovery.

Key words: Cell culture, keratinocytes, fibroblasts, burns, autologou.
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INTRODUCCION

A modo introductorio, la piel como barrera multifuncional y protectora del cuerpo humano,
contiene una poblacion de células madres esenciales y varios tipos celulares encargadas de
renovar y mantener la integridad del tejido, lo que permite la sustitucion de células muertas
., . . ., 1 . .
y la reparacion de heridas, garantizando su funcién protectora . En circunstancias normales,
estas células tienen la capacidad de cicatrizar las heridas sin necesidad de una intervencién
médica, no obstante, Li y Maitz” explican que las quemaduras se pueden caracterizar por la
pérdida de células progenitoras que son necesarias para la regeneracion de la epidermis y

dermis.

Entonces, una quemadura es una lesion en los tejidos del cuerpo causada por el calor,
sustancias quimicas, electricidad y la radiacion, ocasionando una desnaturalizacion de las
proteinas tisulares, trayendo como consecuencia la pérdida del tejido y cuya gravedad esta
relacionada con la extension y profundidad de la misma’. Al respecto, la Organizacion
Mundial de la Salud®, ha reportado un promedio de 265.000 personas fallecidas como
consecuencia de quemaduras ocasionadas por sustancias quimicas, incendios y

electrocuciones (quemaduras quimicas y térmicas).

Cuando se presentan quemaduras de segundo grado profundo (dérmica profunda) y tercer
grado (espesor total, es decir, con afectacion de las capas profundas de la piel, tejido celular
subcutaneo y en algunos casos musculos y huesos, dependiendo de la magnitud de la
lesion), aunque algunos autores clasifican estos ultimos elementos en las quemaduras de

cuarto grado; el tratamiento a seguir es el injerto de piel proveniente del propio paciente’.

Ademas, explican Domaszewska et al.® que las lesiones extensas en piel como
consecuencia de una quemadura que supere un espesor total mayor a 50%, requieren de
cuidados intensivos, multiples procedimientos quirurgicos, terapia fisica, ocupacional e
intervenciones psicologicas. Dentro de las complicaciones se encuentran la pérdida de
liquidos corporales seguida de la deshidratacion, desequilibrio electrolitico e insuficiencia

renal y circulatoria, aunado a las infecciones por bacterias y otros patogenos’. Lo anterior



permite comprender que cualquier investigacion enfocada en el tratamiento de pacientes

quemados representa un aporte para su recuperacion.

Por ejemplo, las quemaduras graves se beneficiarian de la terapia celular al reemplazar y
regenerar la piel dafiada, aunque existen diversas propuestas terapéuticas, en la presente
investigacion se plantea la terapia con células autdlogas (TCA). Para tales fines, se requiere
de tejido del paciente a través de una biopsia y la muestra se procesa para la obtencion de
cultivos celulares in vitro, que posteriormente seran reintroducidas en el paciente a través
de un injerto®. En primera instancia, se puede entender que se trata de una terapia

personalizada, minimamente invasiva’.

Por ende, el objetivo general de la presente investigacion consiste en Describir la
importancia del uso de los cultivos celulares de queratinocitos y fibroblastos autdlogos para
trasplantes de piel en pacientes con quemaduras de tercer y cuarto grado. Siendo los
objetivos especificos, Explicar las caracteristicas citologicas y moleculares de los
queratinocitos y fibroblastos, Determinar los factores que inducen al crecimiento celular y
Especificar el protocolo para la obtencion de cultivos de queratinocitos y fibroblastos

autologos.

La importancia de la investigacion documental se basa en el aporte de conocimiento,
ademas, al tratarse de una técnica de cultivo in vitro de células del propio paciente
disminuye el riesgo de incompatibilidad del injerto. En consecuencia, la compatibilidad
celular minimiza el riesgo de reacciones inmunolédgicas, y transmision de enfermedades
asociadas con el injerto de otros donantes®. Si bien es cierto que se trata de una técnica
laboriosa y costosa los beneficios reportados han respaldado su uso, por ende, la formacion
de profesionales de la histotecnologia en esta area pueden aportar a la resolucion de
problemas que impacten en la salud de los pacientes, a través del cultivo celular y tisular en

beneficio de los pacientes quemados.



DESARROLLO

Durante los tltimos afios, el perfil profesional del Histotecnologo ha incluido una serie de
técnicas inherentes a la bioingenieria tisular, donde se resaltan los cultivos celulares y
tisulares como estrategias terapéuticas. Tradicionalmente el profesional de la
Histotecnologia se ha circunscrito en el area de la anatomia patologica para el
procesamiento de los tejidos con fines diagndsticos, no obstante, se han incorporado otras

competencias con base en la tecnologia y los avances cientificos'.

Con base en lo anterior, el profesional de la histotecnologia estara en la capacidad de
realizar los cultivos celulares y tisulares autdlogos in vitro bajo la supervision del jefe de
laboratorio, previo entrenamiento en el area. Es decir, podré realizar el protocolo de la
técnica, asi como el control de calidad del cultivo celular a través de la tincidén de las
células con azul de tripan, el cual permitira observar aquellas células no viables durante el

recuento celular.

Entrando en materia, para el tratamiento de los pacientes quemados, el desbridamiento
quirtrgico autdélogo o extraccion de un injerto de piel de espesor parcial ha sido el estandar
para el tratamiento de las quemaduras'', no obstante presenta diversas limitantes, siendo la
mas importante la disponibilidad de piel para cubrir areas con una superficie corporal
quemada mayor al 50%, en consecuencia, se reduce la piel disponible para cubrir esa area

afectada®.

Por tal razon, el avance de las técnicas de bioingenieria tisular se ha enfocado en diversas
investigaciones para una cicatrizacion de la herida en un corto tiempo, que permitan reducir
la inflamacion, prevenir infecciones y limitar la contraccion tisular. Actualmente las
investigaciones se enfocan en la reduccion de autoinjertos de piel para el tratamiento de las
quemaduras extensas por cultivo de células bajo condiciones controladas y su posterior
injerto en el paciente. En consecuencia, a través de la bioingenieria tisular se han disefiado

protocolos para la creacién de sustitutos de piel autélogo'.



Ademas, se ha descrito que la TCA se ha utilizado con éxito en la cicatrizacion de heridas a
medida que contrarresta la inflamacion cronica, tratar quemaduras y ulceras, asi como
mejoria de la cicatrizacién postoperatoria®, incluso se ha utilizado para la terapia
personalizada en pacientes con tumores”. Estas células o material autélogo se puede
utilizar como tratamiento independiente o en compuesto con otros materiales biosintéticos,
principalmente para facilitar la adherencia de la células y dar inicio al proceso de

e, 1415
reepitelizacion .

A pesar de lo anterior, esta técnica tiene sus desventajas, por los altos costos, viabilidad del
proceso por la contaminacion, ademds el uso de los queratinocitos y fibroblastos no
subsanan los problemas de la pigmentacién de la piel por ausencia de melanocitos, asi
como la necesidad de apéndices pilosos o dérmicos, segun sea el caso. Incluso existiendo

. c g eqe . 1
factores a considerar como la variabilidad del paciente'®.

Aunque, la tendencia actual es el cultivo autdlogo compuesto, es decir, incluyendo otros
elementos celulares a nivel dérmico. Por ejemplo, Dearman et al.'” explican que los
estudios preclinicos han demostrados recientemente la incorporacién exitosa de
melanocitos, células endoteliales microvasculares y foliculos pilosos. En resumen, los
queratinocitos y los fibroblastos son los tipos celulares mas utilizados, sin embargo, las
investigaciones estdn explorando el uso de otros tipos celulares para el cultivo de células

. . . .1
que permitan asemejar la piel nativa'®.

A continuacion, se explica el proceso de regeneracion de la piel para comprender la
importancia del cultivo de queratinocitos y fibroblastos. La curacion de la piel es un
proceso sistematico, que tradicionalmente incluye cuatro fases clasicas superpuestas, 1)
hemostasia (coagulacion), 2) inflamacion (infiltracion de células mononucleares), 3)
proliferacion (epitelizacion, fibroplasia, angiogénesis y formacion de tejido de granulacion)

y 4) maduracion (depésito de colageno o formacion de tejido cicatrizal)'”>'.



Entonces, el proceso de cicatrizacién requiere la migracion de los queratinocitos que
involucra un proceso de remodelacion y contraccion, todo este proceso mediado por
factores de crecimiento que estimulan la migracion de queratinocitos®. Por tal razén, la
TCA considera el uso de estas células como parte de la terapéutica para el tratamiento de
las quemaduras que requieran injerto, por lo cual existe una serie de elementos moleculares

que sirven de andamio para la cicatrizacion o reepitelizacion de las quemaduras.

Con base en lo anterior, un estudio publicado durante el afo 2021 en Australia por
Dearman et al.'” realizaron una revisién documental de los avances en la bioingenieria de
tejidos cutdneos durante los Ultimos afos, resaltando los avances cientificos que han
facilitado la reduccién del tiempo para la reepitelizacion a través del uso de células
autologas 'y biopolimeros, considerando necesario que las nuevas terapias
dermoepidérmicas cuenten con una supervision y seguimiento de los casos para demostrar

su seguridad y eficacia.

En un segundo estudio publicado por Sierra et al."® durante el afio 2021 en Espaiia, a través
de una investigacion documental se resalta la importancia de los sustitutos epiteliales de
tejidos autologos, donde el cultivo de células madres de queratinocitos y fibroblastos debe
ir a la par de otras lineas celulares como melanocitos y células del sistema inmune, para
tales fines se deben disefiar nichos especificos dentro de los biomateriales con el proposito
de incrementar el potencial de estas células para un proceso de reepitelizacion en un plazo

de tiempo corto.

En un tercer estudio publicado por Francis et al.'” durante el afio 2019 en Irlanda,
reportaron la utilidad de las células madres, porque estas aceleran el proceso de
cicatrizacioén de las quemaduras, por varios mecanismos, dentro de estos se encuentran la
angiogénesis, los depositos de colagenos y la formaciéon de tejido de granulacion, como se
ha mencionado en parrafos anteriores. La importancia de esto se basa en la capacidad de
atencion de los pacientes con quemaduras a través de terapias con células autdlogas para
inducir la reepitelizacion, reducir la fibrosis y mejorar la cicatrizacion, ademas de reducir el

riesgo de infecciones.
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En un cuarto estudio publicado por Mcheik et al.** durante el afio 2014 en Francia, reportan
el uso de las suspensiones de células trasplantadas directamente a la herida en el caso de las
quemaduras de tercer grado, siendo un proceso que no requiere la adeherencia a una
membrana antes de la transferencia, por lo cual se rocian las células sobre la piel y se
cubren con un aposito. Esta técnica en comparacion con el cultivo de tejidos reduce el
tiempo de espera y los costos asociados. Por tal razon, desde entonces se ha utilizado esta

técnica como una terapia en pacientes quemados.

En un quinto estudio publicado por Chrapusta et al.** durante el afio 2014 en Polonia,
reportaron el uso de tres técnicas, la primera se utilizé injerto de piel de espesor pacial en
malla (denominado grupo SSG) con un cierre completo de las heridas en 12,7 dias, la
segunda técnica utilizada fue el uso de los queratinocitos autdlogos -cultivados
(denominados grupo CAC) con un tiempo de cierre de heridas de 14,2 dias en comparacion
con el anterior. Por ultimo, una tercera ténica fue la combinacién de ambas (grupo SSG +

CAC), con un tiempo de cierre de 8,5 dias.

En el mismo orden de ideas, Chrapusta et al.** concluyen que el uso de los queratinocitos
cultivos después de una multiplicacion de corto tiempo, combinados con injerto de piel de
espesor parcial autdlogos mallados, constituyen el cierre 6ptimo de las heridas en nifios
quemados®®. Sin embargo, como se explicé en antecentes anteriores' "% la tendencia
actual es el uso de las células autdlogas cultivas, rociadas en la lesion y el uso de un
aposito. Aunque represente una mayor tiempo de espera, minimiza las lesiones en el tejido

sano.
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CARACTERISTICAS CITOLOGICAS Y MOLECULARES DE LOS
QUERATINOCITOS Y FIBROBLASTOS
Histologicamente la piel se divide en dos capas, la mas externa o superficial es la
epidermis, esta capa posee un epitelio plano estratificado queratinizado y a nivel celular el
90% corresponde a los queratinocitos que proliferan en su base y se diferencian
progresivamente, a medida que se desplazan hacia la superficie, el resto de las células
corresponden a las células de Langerhans, células epiteliales tactiles (Merckel) y
melanocitos, que estdn separados de la dermis subyacente por una membrana basal. Por
otro lado, la segunda capa corresponde a la dermis, esta se encuentra constituida por tejido
conjuntivo (fibroblastos), vasos sanguineos, glandulas sebdceas y sudoriparas, nervios,

. . 2225
foliculos pilosos y otras estructuras™ .

De manera especifica, los queratinocitos sufren una evolucion morfologica desde el tracto
basal, presentan una morfologia diversa durante su proceso de maduracion, con un tiempo
de vida media de un mes. Estas células, son producidas por las células madre de
queratinocitos (CMQ), estas se encuentran ancladas en la membrana de la union
epidermica-dérmica, por lo cual forman estratos con escasa matriz extracelular y un grosor
con un espesor que oscila entre los 50 um y 1 mm. Durante ese proceso de maduracién

.. ., ., 1. 26
ocurre la queratinizacion del epitelio™.

A nivel molecular, las CMQ expresan K5, K14 y p63, proteinas encargadas de la
estratificacion epitelial, la foliculogénesis del cabello y la reparacion de heridas®’, es decir,
estas son responsables de la regeneracion diaria de las diferentes capas de la epidermis.
Ademas, la expresion de la integrina beta-4 es necesario para la regulacion de la polaridad y
la motilidad de los queratinocitos, lo cual media la adhesion célula-matriz o célula-célula.
Por tal razon, las integrinas a6 4 y a3 B1 se unen a la laminina, mientras que o y 6 se une
a fibronectina y tenascina, uniones esenciales para el proceso de reepitelizacion, ya que la
laminina, fibronectina y tenacina son componentes de la matriz esencial en el lecho de la

herida®®°,
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Por otro lado, los fibroblastos son células jovenes y activas metabdlicamente, con un
citoplasma basofilo con nicleo ovoide y palido, posee finos granos de cromatina, nucléolo
prominente, abundantes reticulos endoplasmaticos rugoso y aparato de Golgi. A nivel
morfolégico, son alargados y fusiformes, a con forma estrellada. Su funcidn, es la sintesis y

., , , . . , . . . 31
secrecion de fibras de colageno, elasticas y reticulares, asi como glicosaminoglicanos’ .

Estas células son un componente celular importante de la dermis de la piel.

A nivel molecular, estas células poseen un citoesqueleto muy diferenciado, proteinas como
la actina y la actinina o se concentran en la periferia celular donde también se observa
miosina. La actinina o admite que la actina se ancle a la membrana plasmatica interna
mediante su union con proteinas de transmembrana del tipo integrinas. Las integrinas en su
porcién extracelular permiten la conexion de estas células con el colageno o con proteinas
de adhesion, como las fibronectinas de la matriz extracelular, proporcionando fuerza e

integridad a la dermis™.

Con base en lo anterior, se puede evidenciar la importancia de la presencia de los
queratinocitos y fibroblastos para la sintesis de la membrana basal y la union celular, a
través de enlaces moleculares que anclan la epidermis celular a la matriz extracelular de la
dermis'’. Es decir, existird una base de colageno y glicosaminoglicano para la union
celular. Ademas de las propiedades para la cicatrizacidon y rejuvenecimiento de la piel,

e . . . 4
minimizando las cicatrices defectuosas de las heridas®>**,
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FACTORES QUE INDUCEN AL CRECIMIENTO CELULAR

Los queratinocitos secretan una serie de moléculas que contribuyen de forma transitoria a
las respuestas inflamatorias y la cicatrizacion de las heridas, estas células controlan el
comportamiento de los fibroblastos durante la cicatrizacién de heridas a través de la
secrecion, activacion inhibicion de citocinas y factores de crecimiento. Estas moléculas
secretadas ejercen efectos autocrinos y paracrinos, por lo cual contribuyen a la cicatrizacion

y restauracion de las heridas por quemaduras'®*.

Entonces, desde el punto de vista funcional las células tienen receptores glicoproteicos que
se encuentran en la membrana que permiten la transduccion de sefiales, uno de los
receptores de la superficie celular de mayor importancia en los cultivos in vitro de
queratinocitos y fibroblastos es el receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF)™.
Este factor envia un mensaje a nivel celular que desencadena una compleja cascada de
sefalizacion celular que induce una capacidad mitogénica, es decir, ocurre un proceso de

division celular.

El EGF por sus siglas en ingles es un polipéptido de 53 aminodcidos y 6 residuos de
cisteina que le confieren tres puente de diosulfuro que son fundamentales para tener
afinidad con los receptores que se encuentran en la membrana, este factor se encuentra en
plaquetas, macrofagos y fluidos como el plasma, por lo tanto se relaciona con la proteccion,
mantenimiento y regeneracion de epitelios mediante la union del factor y del receptor de
membrana. Este factor inicia con cambios bioquimicos que permitirdn controlar la

migracion y proliferacion de fibroblastos por otro lado interviene en la adhesion?.

Por otro lado, hay factores como la IGFs (IGF: factor de crecimiento insulinico) incluidos
como en la familia de factores semejantes a la insulina en estructura y funcion, pero poseen
moléculas de mayor tamafio que las de la insulina en cultivos in vitro. Se demostré que los
IGFs son factores mitogénicos que requieren accion previa de factores como PDGF (Factor
de crecimiento derivado de plaquetas) el cual aumenta la concentraciéon de IGF-I en las
células en cultivos, dichos factores promueven la proliferacion de células entre las cuales se

encuentra el queratinocito™.
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El PDGF (Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas) es producido por células
endoteliales y estimula la migracion y proliferacion de fibroblastos. El factor de
crecimiento de fibroblastos (FGF) estd relacionada con el hepardn sulfato, y permite
almacenamiento de factores inactivos estimulando la angiogénesis, reparacion de heridas, y
hematopoyesis. El FGF estimula el crecimiento de queratinocitos in vitro estimula la
produccion de VEGF, favorece resistencia celular. Conviene destacar que estos factores,
estan acompanados del efecto de las citocinas, las cuales son una clase de proteinas de
sefializacion que se utilizan ampliamente en comunicacion celular, la funcion inmunolédgica
y la embriogénesis, por lo tanto los fibroblastos producen citocinas que estimula la sintesis

de proteoglicanos sulfatados, colageno, migracion de queratinocitos y de fibroblastos™.

El factor de crecimiento transformante TGF—a promueve desarrollo de células epiteliales, y
tiene similitudes con el EGF, mientras que el TGF — [ tiene como funcién la estimulacion
de las quimiotaxis que tienen los fibroblastos, al igual que el coldgeno, fibronectina y
proteoglicanos que permiten la inhibicion de coldgeno. Por otra parte, el factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) es un inductor de angiogénesis y es producida

por los queratinocitos®®.

Como se pudo observar, los factores de crecimiento son sustancias que ayudan a generar la
proliferacion y estimular la diferenciacion celular, ademas de que mantienen la
supervivencia del cultivo. Existe una variedad de estas sustancias debido a que provienen
de la sintetizacion de diferentes células por lo que puede cambiar su funcidn; sin embargo,
el uso de estas en un cultivo celular es para controlar la expansion de este crecimiento,

. . ’ . . 7 21
siendo importante ya que asi se puede determinar el nivel de células que se desean crear” .

Por tltimo, no se puede dejar de mencionar que los factores anteriormente mencionados
estan estrechamente relacionados con el mantenimiento, alimentacion y todos sus
requerimientos como temperatura, presion de CO,, ademas de mantener los niveles de
calcio, formado por un grupo macromoléculas polipeptidicas las cuales presentan acciones
especificas, que comprenden desde la regulacion, proliferacion, muerte, y diferenciacion de
células. Es decir, existen una serie de factores que se deben considerar durante el cultivo de

células in vitro®”%,
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PROTOCOLO PARA LA OBTENCION DE CULTIVOS DE QUERATINOCITOS Y
FIBROBLASTOS AUTOLOGOS
Para iniciar, es importante aclarar, que existe el cultivo de tejidos propiamente para realizar
un injerto de laminas en capa, pero se han publicado una serie de desventajas asociadas a
este proceso, por ejemplo la lentitud del proceso, uniones dermoepidérmicas anormales y
su alto costo. Por tal razdn, la tendencia se basa en el cultivo de células en suspension
obtenidas de un fragmento de tejido del paciente’”. Es decir, un cultivo primario que se
obtiene a través de un fragmento de tejido donado por el propio paciente (autdlogo) y el
cual se somete a una serie de procesos para su crecimiento celular bajo condiciones

controladas.

El primer paso se basa en la extraccion del tejido, es decir, se obtienen muestras a través de
biopsias de piel sana de espesor total (2 x 2 cm hasta 6 x 3 cm, segin disponibilidad), la
toma de esta biopsia debe hacerla personal médico utilizando una técnica de fragmentacion
inicial, la cual tenga dermis, epidermis y tejido celular subcutineo obtenidas de forma
estéril con el uso de un bisturi, la biopsia de debe obtener predominantemente de las areas

con la mayor cantidad de foliculos pilosos (ingle, axila y abdomen)*.

El material extraido se lava con solucion salina y se almacena en un medio de transporte de
Roswell Park Memorial Institute (RPMI), el cual proporciona nutrientes al tejido. Estas
muestras deben ser enviadas al laboratorio de cultivo celular para el aislamiento de
queratinocitos del tejido (biopsia), siendo necesario mantener la muestra a una temperatura
aproximada de 4°C. Una vez en el laboratorio, las muestras se lavan con solucion salina
tamponada con fosfato (PBS) mezclada con penicilina 100 pg/mL. La epidermis y dermis

se separan, y se cortan en fragmentos pequefios (0,5 x 0,5 cm).

Cultivo de queratinocitos

Los fragmentos de epidermis se incuban durante la noche en una solucién de proteasas
(dispasa 13,7 mg/mL de medio Eagle modificado de Dulbecco-DMEM, este medio permite
un mayor mantenimiento de las células in vitro, mientras que la dispasa disocia suavemente

.. . , ~ , . 41 .
los tejidos, liberando las células con un dafo celular minimo™'). Posteriormente los
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fragmentos digeridos se lavan nuevamente con PBS, por ultimo los fragmentos de

epidermis se colocan en tripsina al 0,25% y Versene® 1:5000 EDTA™.

Los queratinocitos se obtienen por centrifugaciéon y se siembran en un medio de
queratinocitos exento de suero (con L-glutamina) con 25 pg/mL de extracto de pituitaria
bovina y 1 ng/mL de factor de crecimiento epidérmico, luego se cultivan a 37 °C en CO; al
5%. El medio de cultivo celular se cambia cada dos dias. Cuando las células se vuelven
confluentes en un 70-75%, se subcultivan separandolas de la placa de cultivo con tripsina al
0,25% y Versene® 1:5000 EDTA y se lavan con una solucion de DMEM, suero de ternera
fetal y antibiotico. Por ultimo, las células se separan, se cuentan con azul tripan y se

preparan como 1x10° células viables/ 1 mL de PBS™.

Cultivo de fibroblastos

Los fragmentos de la dermis se incuban durante dos horas con colagenasa tipo I al 0,10%
durante 2 horas a 37°C en CO; al 5%. Después se lavan con PBS y se centrifugan a 1000
rpm durante 5 minutos y el sedimento se afiade a pocillos con medio DMEM con alto
contenido de glucosa, suplementando con suero bovino al 10%. El medio se cambia cada 2
dias. Al alcanzar un 80-90% de confluencia, las células se separan con tripsina al 0,25% y
se subcultivan en un recipiente. Después de 3-4 semanas, se aislan los fibroblastos y se

suspenden en 1 mL de PBS para el trasplante™,

Posterior al cultivo de las células, el tratamiento consiste en retirar la cubierta temporal y se
realiza un desbridamiento del tejido con un chorro de agua o un bisturi. Se rocia sobre la
superficie la suspension celular de queratinocitos y fibroblastos, los cuales se han mezclado
con un pegamento de fibrina, cubriéndose la zona con un aposito®, cada area debe ser
evaluada y fotografiada para ver los cambios durante el proceso de cicatrizacion™. Por
ultimo, durante los cultivos celulares se deben realizar controles para detectar micoplasmas,
hongos y contaminacioén bacteriana, asi como la calidad de las células (recuento celular,
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viabilidad, analisis morfoldgicos, inmunofenotipificacion, entre otras)™ .
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CONCLUSIONES

Finalmente en este trabajo de investigacion hemos sido capaces de concluir que, en el area
médica la regeneracion de la piel es esencial como otros procesos terapéuticos, mas cuando
en estos ultimos afios se han mejorado las técnicas y su estudio. El cultivo celular in vitro
de células autdlogas para injertos de piel, se considera como un avance tecnologico que ha

venido a mejorar el trabajo de los profesionales de la salud y la calidad de vida del paciente.

Ahora bien, las quemaduras son lesiones en los tejidos del cuerpo que pueden ser causadas
por calor, sustancias quimicas, electricidad o radiacion, ocasionando una desnaturalizacion
de las proteinas tisulares, trayendo como consecuencia la pérdida del tejido. Debido a esto
se da la importancia del uso de los cultivos celulares de queratinocitos y fibroblastos
autologos para realizar trasplantes en el tejido afectado y poder lograr su recuperacion para

restablecer la funcioén que ejerce como barrera de proteccion.

Por consiguiente, para lograr un injerto de piel que se genere a través de un cultivo celular
in vitro se debe conocer las caracteristicas citdlogicas y moleculares de los queratinocitos y
fibroblastos para que la piel del paciente origine un epitelio plano estratificado
queratinizado que sea capaz de cumplir con sus funciones. Asimismo, los factores que
inducen el crecimiento celular; son sustancias que ayudan a generar la proliferacion y
estimular la diferenciacion de estas células, ademas de que mantienen la supervivencia y las
condiciones optimas del cultivo, con base a lo anterior, al realizar el injerto se puede

desarrollarse una cicatrizacion con defectos minimos.

Por lo tanto, la regeneracion del tejido dermoépidermico es posible gracias a la gran
utilidad médica de este método clinico, ademas gestiona mejores resultados en funciéon de
las articulaciones y extremidades, siendo esto beneficioso para la salud del paciente. El
éxito del uso de este método, radica en wuna buena integraci?n del injerto, aumentado
posibilidad de autoinjerto exitoso, disminuye el riesgo de p?rdida de tejido como tambien

rechazo por reaccion inmunologica.
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Cabe considerar, por otra parte que es una técnica laboriosa y costosa, cominmente no
utilizada debido a que los laboratorios para realizar estos procedimientos no son muy
habituales. En general, los resultados de este estudio tienen un impacto positivo para la
sociedad, y para profesionales de la histotecnologia; es conveniente mencionar este aporte
servira a futuras investigaciones colocando en ventaja a nuestros profesionales, como

también a nuestra casa de estudio.

19



RECOMENDACIONES

Como la bioingenieria tisular es un area de constante investigacion, requiere de un estudio
que permite el crecimiento de los cultivos celulares con un niimero Optimo de células
viables en un corto tiempo para minimizar el tiempo de espera de los pacientes quemados
para su tratamiento. Por tal razén, la Universidad de Carabobo debe fomentar las
investigaciones biomédicas enfocadas en las necesidades de la sociedad, en este particular,
en materia de salud a través de lineas de investigacién enmarcadas en el cultivo celular

como terapia en diversos procesos patologicos.

Los autores estamos conscientes de los altos costos que puede generar esta terapia y la
creacion de un laboratorio dedicado a esta area, pero la formacion de los profesionales de la
histotecnologia, asi como otros profesionales de la salud y ciencias de la vida deben aportar
a la sociedad a través de sus conocimientos, habilidades y destrezas, entonces cualquier
inversion econdmica representara una inversion social y una oportunidad para vincular la

academia con los centros de salud.

Por ejemplo, la Universidad de Carabobo queda cerca del Hospital Carabobo, al crear una
alianza institucional se pueden desarrollar proyectos, y dentro de estos la creacion de un
laboratorio de cultivo de células y tejidos para la atencion de pacientes quemados, entre
otros. Ademas, con el tiempo la estandarizacion de los protocolos acortaria el tiempo de
espera y los costos asociados a pesar que se trata de una terapia personalizada; por lo cual,

esta investigacion es un primer paso para develar una necesidad sentida a nivel nacional
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