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Resumen

Objetivo: Aplicar la microscopia electrénica analitica por energia dispersiva de rayos X a la evaluacion de la viabili-
dad celular en constructos tisulares de fibrina agarosa y determinar la viabilidad celular en el seno del constructo
Material y Métodos: Se evaluan fibroblastos aislados y fibroblastos en el seno del constructo a los 7 y 21 dias con
la técnica de Live/Dead y de microscopia electrdnica analitica por energia dispersiva de rayos X.

Resultados: El estudio demuestra que la aplicacién de la técnica es factible y que la viabilidad es elevada en los
constructos a los 21 dias sin que existan signo de apoptosis en la poblacidn celular.

Conclusion: La microscopia electrénica analitica por energia dispersiva de rayos X permite evaluar la viabilidad
celular en los constructos tisulares y establecer un control de calidad mas exigente para su aplicacion terapéutica.

Abstract

Objective: Apply X-ray microanalytical electron microscopy to evaluate cell viability in fibrin agarose tissue
constructs and determine cell viability within the construct.

Material and Methods: Isolated fibroblasts and fibroblasts within the construct are evaluated at 7 and 21 days
with the technique of Live/Dead and with X-ray microanalytical electron microscopy.

Results: The study shows that the application of the technique is feasible that viability is high in the constructs at
21 days without sign of apoptosis in the cell population.

Conclusion: X-ray microanalytical electron microscopy allows the evaluation of cell viability in tissue constructs
and establish a more demanding quality control for therapeutic application.
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INTRODUCCION

La elaboracidn en el laboratorio de constructos tisulares
artificiales Utiles para la terapéutica constituye el reto mas im-
portante de la ingenieria tisular. En las Ultimas décadas se han
elaborado en este sentido constructos tisulares de muy distinta
naturaleza con el objeto de reparar o sustituir los tejidos lesio-
nados (1).

Los componentes fundamentales de los constructos tisula-
res son las células madres y los biomateriales, elementos ambos
que deben cumplir exhaustivos criterios de calidad antes de que
el constructo resultante sea autorizado para su aplicacion a la cli-
nica. La viabilidad de las células que participan en los constructos
es uno de los criterios basicos a cumplir ya que solo una viabilidad
elevada asegura la eficacia terapéutica del medicamento tisular y
por tanto su aprobacién como medicamento de terapia avanzada
(2, 3).
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La viabilidad de las células que participan en los construc-
tos se realiza habitualmente con cardacter previo a la generacién
de los mismos sin que, hasta el momento, existan estudios sig-
nificativos que evallen la viabilidad celular una vez que las cé-
lulas forman ya parte del constructo y, por tanto, se encuentran
inmersas en el seno del biomaterial y sometidas a sus efectos.
La razén de la falta de estudios estriba basicamente en la ca-
rencia de métodos idéneos para evaluar la viabilidad en tales
circunstancias.

Entre los métodos que mas se utilizan para evaluar la viabi-
lidad celular destacan técnicas que permiten identificar las alte-
raciones de la membrana y del estado metabdlico de las células.
Dichas técnicas, sin embargo, no son lo suficientemente preci-
sas como para identificar los estadios iniciales de la muerte ce-
lular. Por el contrario una de las técnicas mas sensibles para lo-
grar dicho propdsito es la microscopia electrdnica analitica por
emisidn de rayos X, que permite cuantificar las concentraciones
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intracelulares de los principales elementos quimicos vinculados
a la viabilidad celular como el potasio, el sodio y el cloro. La uti-
lizacidn de esta técnica ha permitido cuantificar la viabilidad ce-
lular en cultivo de tipos celulares muy diversos (4-8). Uno de los
retos existentes en el momento presente consiste precisamente
en adaptar esta técnica para su utilizacién en los constructos ya
elaborados al objeto de poder evaluar la viabilidad de las células
que lo componen.

En el presente trabajo se realiza un estudio preliminar
sobre la adaptacion y aplicacién de dicha técnica a los cons-
tructos tisulares de fibrina agarosa, cuya versatilidad y ventajas
biomiméticas han sido ampliamente demostradas (9-11), con
el objeto de disponer en el futuro de una metodologia idénea
para evaluar la viabilidad de las células insertas en el mismo.
Ello podria conducir a un control de calidad mas exigente de
acuerdo con los requerimientos que demanda este nuevo tipo
de terapia.

MATERIALES Y METODOS
1. GENERACION DE CONSTRUCTOS TISULARES

Los fibroblastos, procedentes de mucosa oral de cinco su-
jetos sanos, seguin el protocolo previamente descrito (8, 12, 13),
fueron introducidas DMEM (Sigma-Aldrich) suplementado con
antibidticos (500 U/ml de penicilina G y 500 pg/ml de estrepto-
micina) y antimicdticos (1,25 pg/ml de anfotericina B) (Sigma-
Aldrich). Tras el lavado en una solucion estéril de PBS con peni-
cilina, estreptomicina y anfotericina B (500 U/ml, 500 pug/mly
1,25 pg/ml, respectivamente) las muestras fueron incubadas a
379C en una solucion estéril de colagenasa tipo | de Clostridium
hystoliticum (Gibco BRL Life Technologies Ref. 17100-017, Karls-
ruhe, Alemania) al 2% en medio de cultivo DMEM durante 10-12
horas. Para los cultivos primarios se utiliz6 DMEM enriquecido
en glucosa (Sigma-Aldrich) suplementado con antibiéticos y an-
timicdticos (100 U/ml de penicilina G y 100 pg/ml de estrepto-
micina y 0,25 pg/ml de anfotericina B; Sigma-Aldrich) y suero
bovino fetal (SBF) (Sigma-Aldrich) al 10%. Las células fueron
incubadas a 372C y 5% de didxido de carbono, en condiciones
estandar de cultivo celular. Los cultivos de fibroblastos se expan-
dieron hasta el cuarto subcultivo, en nuevos frascos de cultivo,
antes de su uso para la fabricacidon los constructos tisulares.

Para la generacion de biomateriales de fibrina humana y
agarosa tipo VII (Sigma-Aldrich) al 0,1%, se utilizd plasma san-
guineo humano siguiendo las normas y recomendaciones de la
Asociacidn Espafiola de Bancos de Tejidos (AEBT). Como agen-
te inhibidor de la fibrinolisis del biomaterial utilizamos acido
tranexamico (Amchafibrin®, Fides Ecofarma, Valencia, Espafia)
y Cl,Ca 1% (p/v) para inducir la polimerizacién del plasmay la
conversion del fibrinégeno en fibrina. Se realiza el control mi-
croscopico de la elaboracion del biomaterial mediante micros-
copia electrénica de barrido en un microscopio PHILIPS Quanta
200, siguiendo procedimientos estandarizados (9).

La elaboracion del constructo, se lleva a cabo utilizando
el protocolo descrito para la generacidn constructos de cérnea,
mucosa oral y piel (8, 12, 14, 15). Para ello, 500.000 fibroblas-
tos fueron resuspendidos en 2 ml de medio de cultivo DMEM,
y afadidos al biomaterial de fibrina agarosa elaborado segun
se ha indicado previamente. Se realiza el control microscépico
mediante microscopia electrénica de barrido en un microscopio
PHILIPS Quanta 200, siguiendo los procedimientos estandariza-
dos (9).

2. DETERMINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR EN LOS FI-
BROBLASTOS AISLADOS Y DEL CONSTRUCTO TISULAR

La determinacion de la viabilidad mediante la técnica de
LIVE/DEAD nos permite realizar un ensayo funcional, en base a
la integridad de su membrana plasmatica. Para la realizacién de
este ensayo de viabilidad en células aisladas se cultivaron 10000
fibroblastos en placa estéril, de cultivo celular, de 96 pocillos
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(Lab-Tek Il, Nunc, Rochester, NY, USA), durante 7 y 21 dias res-
pectivamente. Se utilizaron los fluorocromos del kit comercial
LIVE/DEAD Viability/citotoxicity kit for mammalian cells (Invi-
trogen, Oregon, USA) diluidos en PBS. Se afiadi6 a cada pocillo
100 pl de solucién con fluorocromos y se dejo incubar durante
10 minutos. Inmediatamente después se procediod a la toma de
imagenes con un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse
Ti-U (Nikon Instruments Inc, NY, USA). Las longitudes de onda de
excitacion de los fluorocromos fueron 494 nm para la calceina
y 528 nm para el bromuro de etidio, respectivamente. Poste-
riormente, los recuentos celulares se efectuaron con ayuda del
software Imagel.

Para la determinar la viabilidad en los constructos tisulares
se tomaron pequefios fragmentos de los constructos cultivados
durante 7 y 21 dias y se depositaron en unos portas. Posterior-
mente, se afiadio 100ul de una disolucion de acetometoxi-calcei-
na y compuesto de etidio y se dejé incubar durante 10 minutos.
Inmediatamente después se procedid a la toma de imagenes con
un microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse Ti-U (Nikon Instru-
ments Inc, NY, USA), siguiendo el protocolo arriba indicado.

Para realizar el estudio de la viabilidad con Microscopia
electrénica analitica por energia dispersiva de Rayos X en los
fibroblastos aislados se siguid el siguiente protocolo: tras cubrir
las rejillas de oro con pieloformo (SPI-CHEM ref. 2466) las célu-
las mantenidas en cultivo se tripsinizaron y se cultivaron sobre
dichas rejillas. Se procedid posteriormente al lavado de las reji-
llas, conteniendo las células, de acuerdo con los criterios esta-
blecidos previamente por diferentes autores (4, 16-18) eligien-
do como solucién lavadora agua destilada a una temperatura
de 49C, durante 5 segundos. La solucién lavadora se mantiene
en movimiento constante por agitacion magnética (16). Las re-
jillas fueron criofijadas mediante inmersion rapida en nitrégeno
liquido. Las rejillas con las células criofijadas se introdujeron en
un portamuestras de aluminio preenfriado a -1962C. Las célu-
las criofijadas y en el interior del portamuestras fueron poste-
riormente criodesecadas de forma inmediata en un sistema de
criodesecacion de alto vacio Emitech K775 (Emitech, Watford,
UK) durante un total de 17 horas a una presion de vacio de 10-5
mbar de acuerdo con los criterios de Warley y Skepper (24). Tras
la criodesecacion las rejillas criodesecadas y montadas sobre
portamuestras de aluminio fueron recubiertas con una capa de
carbdn, durante 30 segundos, en una unidad de recubrimien-
to sputtering Emitech K775 Watford, UK empledandose argdn
(P=10"° mbar) (20). El andlisis microscopico y microanalitico de
las muestras se realizé en un microscopio electrénico de barrido
ambiental PHILIPS Quanta 200 provisto de un detector de ener-
gia dispersiva de rayos X (EDAX-DX4). Las constantes utilizadas
para realizar el estudio microanalitico fueron las siguientes: vol-
taje 10 kV, aumentos 10000, angulo de superficie 02, cuentas
por segundo (CPS) registradas por el detector 500, tiempo de
acumulacién de cuentas 200 segundos, tamafio del haz de elec-
trones (spot size) 5, distancia de trabajo 10mm. La determina-
cién de la viabilidad se realiza a los 7 y 21 dias de cultivo.

Para determinar la viabilidad de los fibroblastos en los
constructos tisulares de fibrina agarosa se procede al lavado
de los mismos siguiendo el protocolo arriba indicado y poste-
riormente se criofijan mediante inmersidn rapida en nitrégeno
liquido. Las muestras criofijadas fueron depositadas sobre papel
de filtro y colocadas en un portamuestras de aluminio preen-
friado a -1962C. La criodesecacidén, el montaje y el recubrimien-
to sigue asimismo las pautas previamente descritas. El analisis
microscopico y microanalitico de las muestras se realizdé en un
microscopio electrénico de barrido ambiental PHILIPS Quanta
200 provisto de un detector de energia dispersiva de rayos X
(EDAX-DX4) con los mismos parametros y condiciones indicados
con anterioridad.

Para la realizacidn de los estudios microanaliticos cuantita-
tivos se sigue el protocolo previamente descrito para fibroblas-
tos de mucosa oral por Sanchez Quevedo et al., 2007 (8) que
utiliza el método de la razén Pico/fondo (4, 21, 22) y estandares
elaborados con concentraciones conocidas de sales inorganicas
en 20% de dextrano (16).
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RESULTADOS

El cultivo primario de fibroblastos mostrd un crecimiento ce-
lular muy rapido a partir de los primeros dias. A las 24h la mayor
parte de las células se encontraban adheridas al fondo del frasco de
cultivo y emitian pequefias prolongaciones a modo de pseuddpo-
dos. El crecimiento de los fibroblastos se evidencié entre las 48y 72
horas de cultivo, configurandose al quinto dia, una trama celular,
constituida por células con largas prolongaciones, que a partir del
séptimo dia, se convierte en una masa de células fusiformes que
ocupaba toda la superficie del cultivo. Por otra parte la observacion
con microscopia electrénica de barrido del biomaterial de fibrina
agarosa elaborado puso de relieve que el biomaterial estd consti-
tuido en todo su espesor por una red filamentosa homogénea (Fig.
1a). Los fibroblastos incluidos en los geles de fibrina y agarosa mos-
traron una morfologia alargada o estrellada y una distribucion ho-
mogénea en la trama reticular de fibrina. En ninguno de los casos
se aprecid contraccion o pérdida de volumen de los geles de fibrina
y agarosa después de generar los constructos (Fig. 1b).
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Figura 3. Microfotografia con microscopio Optico invertido de
constructos tisulares tras el ensayo Live/Dead. En verde (calceina)
marcadas las células vivas con actividad esterasa. En rojo
(bromuro de etidio) marcados los ntcleos de células muertas y con
membranas alteradas. A) Constructos tisulares de 7 dias (10x). B)
Constructos tisulares de 21 dias (10x).

Figura 1. Microfotografia con microscopia electrénica de barrido
del biomaterial de fibrina agarosa (A) (3000x) y del constructo de
fibrina agarosa con células (B) (5000x).

Los resultados del ensayo de fluorescencia LIVE/DEAD
realizados en los fibroblastos en cultivo mostraron siempre un
porcentaje de viabilidad superior al 85%. Para los fibroblastos
cultivados durante 7 dias, las células vivas presentaron un por-
centaje promedio de 92,01 + 4,66 y para los fibroblastos culti-
vados durante 21 dias 91,68 * 3,90 (Fig. 2a y 2b). Los resultados
del ensayo de fluorescencia Live/Dead en los constructos tisula-
res mostraron un porcentaje de viabilidad del 87% y del 61,4%
respectivamente para los constructos cultivados durante 7 y 21
dias respectivamente (Fig. 3a 'y 3b).

Figura 2. Microfotografia con microscopio Optico invertido de
fibroblastos tras el ensayo Live/Dead. En verde (calceina) marcadas
las células vivas con actividad esterasa. En rojo (bromuro de etidio)
marcados los ntcleos de células muertas y con membranas alteradas.
A) Fibroblastos cultivados durante 7 dias (10x). B) Fibroblastos
cultivados durante 21 dias (10x).

Para cada una de las células, objeto de estudio, en los en-
sayos de viabilidad con microscopia electrénica analitica por
energia dispersiva de rayos-X (10 en cada ensayo), se obtuvieron
espectros individualizados. En cada espectro se observaron los pi-
cos correspondientes a los diferentes elementos existentes a ni-
vel intracelular, asi como el fondo o background, correspondiente
a la emision de la radiacién no caracteristica.
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La concentracién media en mmoles/kg de peso en seco y la
desviacién estandar de los elementos quimicos intracelulares en
los fibroblastos cultivados en rejillas durante 7 y 21 dias fueron
respectivamente: Na (32, 91 + 7,75 y 61,87 * 15,74), Mg (42,02 £
7,79y 18,40+ 6,51), P (314,13 + 43,81 y 333,82 + 85,98), S (165,83
+ 27,40 y 129,24 + 20,78), Cl (77,66 = 13.09 y 118,20 + 24,02),
K (488,07 + 78,22 y 190,49 + 50,78) y Ca (5,95 + 6.08 y 162,08 +
38,37). La concentracion media en los fibroblastos presentes en el
interior de los constructos a los 7 y 21 dias fue respectivamente la
siguiente: Na (87,87 + 26,10y 59,96 + 14,91 ), Mg (24,24 £ 12,17 y
18,24 +6,46), P (219,01 + 27,07 y 347,94 + 83,97),5 (130,66 + 31,57
y 121,33 +32,73), Cl (88,92 + 17,80 y 119,75 + 23,51), K (169,84 +
33,30y 193,71 +53,85)y Ca (47,00 + 28,92y 182,23 +57,57). En las
Figs. 4 y 5 se expresa el perfil iénico promedio de los ensayos reali-
zados a los 7 y 21 dias. Finalmente los indices de viabilidad celular
K/Na en las células en cultivo y en las células del constructo tisular
alcanzaron respectivamente los siguientes valores 14,83 y 1,93 a
los 7 dias y de 3,07 y 3,23 a los 21 dias (Fig. 6).

DISCUSION

La eficacia terapéutica de los constructos elaborados por in-
genieria tisular depende de factores muy diversos como por ejem-
plo la naturaleza del biomaterial utilizado y las propiedades reolé-
gicas del mismo o del tipo de célula seleccionado. En relacién con
estas ultimas es importante sefialar que solo el uso de poblaciones
celulares con un grado elevado de viabilidad puede garantizar el
éxito y la eficacia terapéutica (5, 6, 23-25).

La evaluacién de los perfiles de viabilidad de las células a uti-
lizar en los constructos generados por ingenieria tisular constituye
por tanto uno de los objetivos fundamentales en los protocolos de
control de calidad a la hora de autorizar su traslacién a la clinica.
Como se ha indicado en la introduccidn los métodos habituales de
evaluacién de viabilidad basados en la identificacion de las alte-
raciones de la membrana celular y del estado metabdlico celular
presentan limitaciones importantes que la utilizacién de la micros-
copia electrdnica analitica por dispersién de Rayos X ha comenzado
recientemente a superar (5, 6, 23-26). La evaluacion de la viabilidad
en los protocolos actualmente existentes se realiza sin embargo en
las células aisladas con anterioridad a su utilizacion en el constructo
sin que existan datos fidedignos sobre las variaciones en el grado
de viabilidad que pueden sufrir las células en seno del constructo.

Entre los biomateriales que recientemente han demostrado
una mayor eficacia en la construccién de nuevos tejidos aptos para
la terapéutica estd la fibrina (27, 28). Se trata de un polimero na-
tural biodegradable que participa de los procesos naturales de re-
paracion tisular y que posee cadenas fibrilares largas que permiten
flexibilidad y una elevada fuerza mecénica (29). Recientemente se
ha descrito ademas que la unién de la fibrina con la agarosa, que es
un extracto de alga marina, refuerza las propiedades mecanicas del
conjunto y que regulando la hidratacidn y la presién el biomaterial
formado puede adquirir, en un amplio espectro, las propiedades
biomecanicas deseadas (9, 14, 30). Los constructos elaborados con
fibrina agarosa y fibrobastos han demostrado asimismo una gran
capacidad para constituir estromas artificiales biomiméticos para
distintos tipos de tejidos y érganos (8, 10, 12, 14, 15, 31).

En el presente trabajo se ha aplicado un protocolo de eva-
luacién microanalitica celular con el objeto de cuantificar el perfil
idnico de los fibroblastos inmersos en el material de fibrina agarosa
de los constructos. A tal efecto la evaluacién de la viabilidad de los
mismos se llevd a cabo a los 7 y 21 dias y se utilizaron como con-
troles para la evaluacion los fibroblastos aislados cultivados en el
mismo periodo de tiempo. Ademas se utilizé otra técnica clasica
para evaluar viabilidad -la técnica de Live Dead- que constituye una
metodologia basica utilizada habitualmente para determinar la via-
bilidad de los elementos celulares aislados.

Los resultados obtenidos con la utilizacion de la técnica de
Live/Dead demuestran que la viabilidad de los fibroblastos orales
aislados supera a los 7 y 21 dias el 90% y que cuando se aplica a
la evaluacién de las células que forman parte de los constructos
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tisulares de fibrina agarosa la viabilidad se reduce a los 21 dias a
un 61,4%. De acuerdo con estos datos los constructos tisulares de
fibrina agarosa tendrian una elevada viabilidad en su componente
celular lo que garantizaria en gran medida su eficacia bioldgica.

Cuando se evaluan los fibroblastos aislados aplicando el pro-
tocolo de microscopia electrdnica a analitica se observa un elevado
indice K/Na a los 7 dias y una disminucidn significativa a los 21 dias
aungue alcanza sin embargo un valor de 3,07. El indice K/Na se
considera el marcador mas importante para determinar la viabili-
dad celular al reflejar la relacidn del potasio intracelular con el so-
dio, que posee baja concentracion intracelular en las células viables
y elevada concentracion intracelular en las células no viables (32).

En los constructos de fibrina agarosa el indice K/Na ascien-
de desde 1.93 a los 7 dias hasta 3.23 a los 21 dias con cifras de
viabilidad similares a las de los fibroblastos aislados. El hecho de
que los fibroblastos tengan un indice de viabilidad semejante a los
21 dias, tanto en aislamiento como en el seno de los constructos,
refleja, con independencia de los medios de cultivo, que en el seno
del biomaterial de fibrina agarosa los fibroblastos en ambos casos
alcanzan una viabilidad elevada. La existencia de una elevada con-
centracion de fésforo en los fibroblastos aislados y en los de los
constructos tisulares, tanto a los 7 dias como a los 21 dias, es otro
signo importante de viabilidad al correlacionarse dicho elemento
con el componente orgénico de la célula (32).

Los resultados obtenidos por otra parte en relacion con el
cloro son importantes en nuestro estudio porque demuestran que
las concentraciones de dicho elementos se mantienen elevadas y
similares en los fibroblastos aislados y los existentes en el seno de
los constructos, tanto a los 7 como a los 21 dias. El mantenimien-
to elevado de la concentracion de cloro significa que la poblacién
celular en ambos casos no se encuentra en apoptosis ya que la dis-
minucidn de cloro junto a la bajada de potasio constituye el perfil
microanalitico de dicho proceso, lo que se asocia también a una
pérdida de volumen celular (33, 34). Ninguna de las dos circunstan-
cias se da en los ensayos realizados.

CONCLUSION

En consecuencia nuestro estudio demuestra que la evalua-
cion de la viabilidad celular en constructos tisulares con microscopia
electronica analitica por dispersion de rayos-X es factible y que los
resultados preliminares indican que las células en los constructos de
fibrina agarosa poseen una viabilidad elevada a las tres semanas de
su elaboracion sin signos microanaliticos de apoptosis. Futuros es-
tudios deben determinar si estos resultados pueden generalizarse a
constructos elaborados con otros biomateriales o pueden variar en
constructos de fibrina agarosa elaborados con protocolos diferentes .
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