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Resumen

Objetivos: En el presente estudio se persigue comprobar posibles reacciones adversas, derivadas del uso tépico
de ldminas de fibrina-agarosa en el antebrazo de voluntarios sanos.

Metodologia: Se llevé a cabo un estudio experimental en siete voluntarios sanos, cinco varones y dos mujeres,
que no presentaban ningun tipo de lesion cutanea visible. En el antebrazo de cada voluntario se colocaron dos
laminas de fibrina-agarosa de 4 cm?. Cada lamina se cubrié con un apdsito impregnado y sobre una de las laminas
se aplicé pomada antibidtica con mupirocina. Ambas laminas se cubrieron finalmente con un apdsito protector y
se mantuvieron en contacto directo sobre la piel durante 48 horas.

Resultados: Los resultados determinaron que no se detectaron reacciones adversas después de 48 horas de evo-
lucién ni en los siguientes 7 dias en ningun voluntario. Se observaron diferencias entre las dos ldminas implan-
tadas en cada voluntario, ya que al retirar el apdsito cubierto con pomada antibidtica, la ldmina presentaba un
aspecto mas hidratado que la que no llevaba pomada antibidtica.

Conclusiones: El uso tépico de las laminas de fibrina-agarosa en voluntarios sanos no presenta reacciones adver-
sas del tipo irritacion o alergia al aplicarse directamente por via topica. Aunque el tamafio muestral del estudio es
limitado, sugiere que la combinacion de fibrina-agarosa se presenta como el biomaterial iddneo para el desarrollo
de un modelo de piel artificial humana.

Abstrasct

Purpose: This study aims to analyse possible adverse reactions resulting from the topical use of fibrin-agarose
substitutes in the forearm of healthy volunteers.

Methods: An experimental study was carried out in seven healthy volunteers, five males and two females, who
did not have any cutaneous lesion. Two fibrin-agarose substitutes of 4 cm2 were placed in the forearm of each
volunteer. Each substitute was covered with an impregnated dressing and one of the substitutes was covered with
antibiotic ointment (mupirocin). Both substitutes were finally covered with a protective dressing. The substitutes
were maintained for 48 hours.

Results: The results determined that no adverse reactions were detected in any volunteer after 48 hours and
a week of evolution. Differences were observed between the two substitutes implanted in each volunteer,
since when removing the covered dressing with antibiotic ointment, the substitute presented a more hydrated
appearance than the one without antibiotic cream.

Conclusions: The implant of fibrin-agarose substitutes in healthy volunteers does not present irritation or allergic
type adverse reactions when they applied directly topically on the skin. Although the sample size is low, the
fibrin-agarose combination is presented as the biomaterial suitable for the development of an artificial human
skin model.
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INTRODUCCION

La generacién en el laboratorio de sustitutos tisulares que
reproduzcan la estructura y la histologia del tejido nativo hace
necesario combinar el componente celular con biomateriales. Los
biomateriales pueden ser de origen natural o sintético y su funcién
es sustituir la matriz extracelular del tejido a reparar.

En ingenieria de tejidos (1)(2), es de vital importancia que el
biomaterial permita la proliferacién del componente celular en su
interior y/o en su superficie. La eleccién del biomaterial 6ptimo
esta fuertemente condicionada al cumplimiento de unos estrictos
controles de calidad indicados a continuacién:

e Biocompatible: el biomaterial debe integrarse en el in-
dividuo receptor sin provocar dafios o reacciones adver-
sas.

e  Biodegradable: el biomaterial debe ser quimicamente
estable o inerte.

e No toxico: el biomaterial debe presentar ausencia de to-
xicidad o efectos secundarios.

e  Resistente: el biomaterial debe cumplir los requerimien-
tos biomecanicos establecidos para desarrollar correc-
tamente su funcién en el individuo receptor; adecuada
resistencia mecanica, elasticidad, etcétera.

e  Facilmente reproducible: el disefio, el tamafio y la forma
deben ser los adecuados.

La utilizacion de biomateriales naturales representa la mejor
alternativa como base para el disefio de sustitutos tridimensiona-
les con fines terapéuticos, tanto en ingenieria de tejidos como en
cirugia reconstructiva. Este tipo de productos se caracteriza por po-
seer propiedades fisicas y quimicas que se asemejan al tejido nati-
vo y han sido ampliamente utilizados en el desarrollo de sustitutos
de piel. Para generar un modelo de piel humana artificial (3)(4)(5),
es necesario desarrollar un sustituto de estroma dérmico con fi-
broblastos humanos inmersos en su interior (6) y posteriormente,
cultivar los queratinocitos en la parte superior (7)(8).

El polimero natural mas utilizado es el colageno (9-11), com-
ponente mayoritario del tejido conjuntivo. El colageno se carac-
teriza por poseer elevada fuerza tensil (12), promover la formacion
de agregados, retener el agua y facilitar la formacién de geles.
Ademds, biolégicamente, favorece la adhesion celular, interaccio-
na con plaquetas y produce la activacién de los componentes del
sistema de coagulacion sanguinea (13).

Los derivados sanguineos (14), se presentan como el bioma-
terial bioldgico idoneo para formar parte de la composicién del an-
damiaje, por su facilidad de obtencién y la posibilidad de obtener
equivalentes autélogos (15). La fibrina utilizada como biomaterial
tiene propiedades similares al coldgeno (16). En condiciones fi-
sioldgicas, la reparacion tisular de un tejido dafiado se inicia con
la formaciéon de una compleja red proteica a base de fibrina en la
zona afectada. Los sustitutos de fibrina (17) se caracterizan por pro-
mover la proliferacion y la adhesion celular y facilitar la correcta
distribucién de las células en la estructura tridimensional (18)(19).

Aunque la utilizacién de la fibrina como biomaterial supuso
un gran avance, la adaptacion clinica de este tipo de sustitutos
presenta limitaciones basadas en su escasa consistencia y resistencia
que dificulta su manipulacidon e implante. Por esta razon, se hace
necesario combinar la fibrina con algun polisacérido que aporte
consistencia y resistencia al sustituto tisular. Uno de los sustitutos
de tejido mas consistentes es aquel que combina el uso de fibrina
con la agarosa tipo VII. La agarosa es un polisacarido formado por
galactosas alfa y beta que se extrae de algas de los géneros Gellidium
y Gracillaria. Por lo tanto, la agarosa es un producto natural que
facilita la formacién de una matriz inerte y no téxica.

Hasta el momento, la combinacién de fibrina-agarosa como
biomaterial ha sido utilizada para el desarrollo de un modelo tridi-
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mensional de cornea (20)(21)(22)(23), de mucosa oral (24)(25)(26)
(27)(28), de cartilago (29) y mas recientemente de piel (30).

La limitacién con la que nos hemos encontrado en el proceso
de traslacién a clinica humana de este modelo de piel humana
creada por ingenieria de tejidos, es que un sustituto que contenga
en su composicion fibrina-agarosa nunca ha sido aplicado tépica-
mente en humanos. Por esta razon, el objetivo de este trabajo es
comprobar que no existen reacciones adversas de tipo irritativo o
alérgico al implantar tépicamente |aminas de fibrina-agarosa en
voluntarios sanos, poniendo de manifiesto la tolerabilidad cutanea
de esta combinacién de biomateriales.

METODOLOGIA
1. Elaboracion de las ldaminas de fibrina-agarosa sin células

Las l[dminas de fibrina-agarosa sin células se elaboraron en
el laboratorio de control de calidad de la Unidad de Produccidon
Celular e Ingenieria Tisular del Complejo Hospitalario Universita-
rio de Granada utilizando placas de cultivo de 144 cm? (Greiner
bio-one Hungary Kft., Hungria). Las ldminas se generaron usan-
do una mezcla de fibrina humana a partir de plasma congelado
AB+y 0,1% de agarosa de tipo VII (Sigma) en agua destilada. Para
establecer el estroma dérmico, se afiadieron 41,6 ml de plasma
humano a 3,35 ml de medio de cultivo especifico para fibroblas-
tos dérmicos (MF). La mezcla se suplementé con 830 pl de acido
tranexamico (Amchafibrin, Rottapham, Espafia) para prevenir la
fibrindlisis. Para inducir la polimerizacién de fibrina se afiadieron
1 ml de CaCl, (Braun Medical, Espafia 10 mg / ml) y 720 pl de agua
estéril (Fresenius Kabi), seguido de la adicion inmediata de 2,5 ml
de agarosa concentrada (2,2% en agua destilada) fundida a 37 -
38°C. La concentracidn final de agarosa en el estroma dérmico
fue 0,1%. Finalmente, los 50 ml de mezcla se afiadieron en las
placas de cultivo de 144 cm? y se dejaron solidificar a 37°C du-
rante 2 horas (Figura 1-A). Después de dos horas, se afiadieron
25 ml de MF.

Las ldaminas de fibrina-agarosa se mantuvieron durante un dia
a 37°C con 5% de CO,.

2. Nanoestructuracion de las laminas de fibrina-agarosa sin
células

Un dia después del proceso de fabricacién, las laminas de
fibrina-agarosa se despegaron de la placa de cultivo, para promo-
ver su deshidratacion mediante el proceso de nanoestructuracién
(Figura 1-B).

El proceso de nanoestructuraciéon consistio en colocar la
ldmina de fibrina-agarosa sobre una superficie de nanoestructura-
cion inferior compuesta por papel absorbente (Thermo Scientific) y
malla de 100 um (Millipore) y 11 um (Millipore). En la parte supe-
rior de la lamina fibrina-agarosa se colocé un tul, y sobre el tul, la
superficie de nanoestructuracion superior compuesta por malla de
11 um y 100 um y papel absorbente. Durante un tiempo concreto
se coloco un peso de 300 g en la superficie de nanoestructuracion
para provocar el alineamiento de las fibras del estroma dérmico y
la pérdida de grosor de la lamina.

3. Colocacion de las laminas de fibrina-agarosa sin células en
voluntarios sanos

Para realizar la colocacion en los voluntarios sanos, las la-
minas de fibrina-agarosa se dividieron en fragmentos de 4 cm?. A
cada voluntario se le implantaron dos fragmentos en el antebrazo
izquierdo (Figura 1-C). Ambas laminas (Figura 1-D) se cubrieron con
un aposito impregnado (Linitul ®) y una de las ldaminas (Figura 1-E)
se cubrié con pomada antibidtica (Mupirocina 20 mg/g, Isdin ®).
Finalmente, las dos laminas implantadas en el antebrazo se cubrie-
ron con un apésito protector (Figura 1-F). Todos los voluntarios fue-
ron informados sobre los posibles efectos secundarios asociados
con la colocacién de la lamina asi como del protocolo de seguimien-
to del estudio.
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Figura 1. Resumen grdfico del proceso metodoldgico. (A) Elaboracion
de la Idmina de fibrina-agarosa. (B) Nanoestructuracion de la ldmina
de fibrina-agarosa. (C) Colocacion de dos ldminas de fibrina-agarosa
de 4 cm2 en el antebrazo de voluntarios sanos. (D) Cobertura de las
Idminas de fibrina-agarosa con un apdsito impregnado Linitul. (E)
Cobertura de una de las laminas de fibrina-agarosa con pomada
antibiética Mupirocina. (F) Cobertura final de la zona de implante
con un aposito protector.

4. Evaluacion post-implante de las laminas de fibrina-agarosa

Las ldminas de fibrina-agarosa se mantuvieron en contacto
con la piel de los voluntarios sanos durante 48 horas. Pasado este
tiempo, se retird el aposito protector, el apdsito impregnado y las
laminas de fibrina-agarosa. Finalmente, se procedié a la evaluacion
de la zona de implante por un dermatélogo especialista a las 48
horas tras el implante y a la semana. Se consideraron las siguientes
variables a evaluar: eritema, edema, descamacion, vesiculacién y
aumento de temperatura local en una escala del 0-4 (O=ausencia;
1=reaccion leve; 2=reaccion moderada y 4=reaccion evidente).
También se evalud la presencia de prurito y dolor mediante una
escala analdgica visual (0-10).

RESULTADOS
Evaluacién post-implante de las laminas de fibrina-agarosa

En este estudio participaron siete voluntarios sanos, sin nin-
gun tipo de lesidn cutanea visible en la zona donde se realizoé la
colocacidn de la ldmina ni presencia de antecedentes personales
de interés ni alergia a farmacos. En la tabla siguiente se detalla la
edad y el sexo de los participantes en el estudio.

Voluntario Sexo Edad
Voluntario 1 Varén 35 afios
Voluntario 2 Varén 34 afos
Voluntario 3 Varén 34 afios
Voluntario 4 Mujer 29 afios
Voluntario 5 Varén 28 afios
Voluntario 6 Varén 23 afios
Voluntario 7 Mujer 23 afos
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En los siete voluntarios sanos, no se observé ningun signo cli-
nico de irritacion o alergia cutanea, ni presencia de prurito, dolor
(puntuacién de 0 en todos los casos en la escala) ni otra sintomato-
logia cutdnea o sistémica a las 48 horas. La evaluacion de eritema,
edema, descamacion o vesiculacién fue negativa (puntuacion de 0O
en la escala) en todos los sujetos del estudio. En los 7 dias posteriores
a la retirada de las ldminas se continud haciendo seguimiento de los
voluntarios que participaron en el estudio, sin observar ningun tipo
de reaccion adversa.

Después de 48 horas tras la colacién de la ldmina, se obser-
varon diferencias entre las dos laminas implantadas en cada vo-
luntario. La ldmina de fibrina-agarosa que habia sido cubierta con
pomada antibiotica presentaba un aspecto mas hidratado y mejor
adhesidn a la piel que la ldmina que habia sido directamente cu-
bierta con el apdsito impregnado (Figura 2).

Lamina fibrina-agarosa
48 horas

Evaluacion post-implante

Voluntario 6 Voluntario 5 Voluntario 4 Voluntario 3 Voluntario 2 Voluntario 1

Voluntario 7

Figura 2. Evaluacion post-implante en los siete voluntarios sanos que
han participado en el estudio de tolerabilidad cutdnea. (A-G) Aspecto
de las laminas de fibrina-agarosa 48 horas después de la colocacion.
(H-N) Aspecto de la zona de implante.
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DISCUSION Y CONCLUSION

El tipo y el grado de sofisticacion de los biomateriales evolu-
ciona a través de la ciencia de los materiales, la matriz extracelular
del tejido y la biologia celular. Sin embargo, el logro de la traslacion
clinica y el éxito comercial requiere de biomateriales regenerati-
vos que no solo sean eficaces y seguros, sino también rentables y
compatibles para que la produccién sea facilmente reproducible y
favorecer la aplicacion.

La busqueda de sustitutos tisulares seguros y eficaces ha su-
puesto un esfuerzo continuo en cirugia plastica y estética en las
Ultimas décadas. La bioseguridad es un requisito previo para cual-
quier sustancia que se utiliza como material de implante.

En este sentido, para el desarrollo de modelos de regenera-
cion tisular en investigacion clinica cabe destacar el uso de la aga-
rosa como biomaterial ya que se ha demostrado ampliamente su
bioseguridad. Se ha comprobado que este polisacarido es compati-
ble para la adaptacion de nanoparticulas en cirugia reconstructiva
(31), y también es biodegradable en combinacién con chitosan y
gelatina (32). Los geles de agarosa se han utilizado con éxito como
relleno absorbible para el aumento de labios (33) asi como para el
tratamiento de defectos condrales y osteocondrales en combina-
cion con el alginato (34).

En este estudio, se ha comprobado que la ldmina de fibrina-
agarosa tras ser aplicada directamente sobre la piel en un ambien-
te humedo suplementado con pomada antibiética muestra una
mejor hidratacidn y adhesion al lecho que en los casos en los que
no se ha utilizado la aplicacién de la pomada. El asegurar un lecho
hidratado y una cura apropiada en los pacientes que se traten con
laminas de fibrina-agarosa sera muy importante para mantener las
propiedades de la misma.

Como limitacién de este estudio resalta el reducido tamaiio
muestral y aunque los resultados preliminares han mostrado que
las laminas de fibrina-agarosa nanoestructuradas son bien tolera-
das utilizadas tépicamente la informacién obtenida del seguimien-
to de los pacientes tratados con este biomaterial serda muy util para
confirmar la bioseguridad.

En este sentido, el implante de las laminas de fibrina-agarosa
en voluntarios sanos no presenta reacciones cutaneas adversas del
tipo irritacion o alergia al aplicarse directamente por via topica des-
pués de 48 horas y tras una semana de evolucion. Por lo tanto, po-
demos concluir que la combinacion de fibrina-agarosa se presenta
como el biomaterial idéneo, desde el punto de vista de la tolera-
bilidad para el desarrollo de un modelo de piel artificial humana
creada por ingenieria de tejidos.
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