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RESUMEN:

Introduccion: Los andamios debe estar disefiado para replicar in vitro la arquitectura del
tejido nativo, para que las células se adhieran, se extiendan, proliferen, se diferencien y
maduren, de manera similar a lo que hacen in vivo. El objetivo de esta revision fue analizar
la evidencia cientifica disponible sobre la proliferacion celular en andamios basados en

biomateriales de fibrina, agarosa y mezcla de fibrina-agarosa.

Materiales y métodos: Revision narrativa, bisqueda bibliografica de los ultimos 5 afios
publicada en Medline-PubMed y Web of Science. durante el periodo de agosto y septiembre
de 2020. Criterios de inclusion :1). Estudios experimentales in vitro, in vivo, ex vivo, 2)
Estudios que evaluaran la proliferacion celular en andamios de fibrina, agarosa y mezcla de
fibrina-agarosa, 3). Ensayos preclinicos, 4). Revisiones bibliograficas, 5). Articulos
publicados en inglés y espafiol, 6). Documentos publicados entre 2016 y 2020. Se realiz6
analisis temdtico por tdpicos en cada andamio: Tipos celulares, tipos de ensayos de
proliferacion celular, tiempos de evaluacion de la proliferacion celular y resultados de la

proliferacion celular.



Resultados: 40 articulos, 21 para fibrina, 9 para agarosa, 10 para fibrina-agarosa. Las células
mas usadas en los estudios de los tres andamios fueron las células madre mesenquimales de
diversos origenes. Los tipos de ensayo mas utilizados fueron la cuantificacion de ADN, el
marcador de proliferacion Ki67 y el antigeno nuclear de proliferacion celular (PCNA). El
periodo de tiempo de evaluacion de la proliferacion celular mas usado fue de 1 a 7 dias. Los
resultados de la proliferacion cualitativos fueron mas prevalentes que los cuantitativos,

encontrandose gran diversidad en los reportes.

Conclusiones: Se reporta que los tres andamios objeto de la revision en general tienen la

capacidad de promover la proliferacion celular.

PALABRAS CLAVE: Fibrin, agarose, fibrin-agarose, cell proliferation, scaffolds,

hydrogels.

INTRODUCCION

Todos los tejidos y 6rganos contienen una mezcla de componentes celulares y no celulares,
que forman redes bien organizadas llamadas matrices extracelulares (MEC). Las MEC
proporcionan andamios fisicos que dan soporte a las células, permitiendo interacciones entre
ellas y con sus diversos componentes, que regulan procesos celulares cruciales como la
proliferacion, adhesion, migracion y diferenciacion celular, ademds determinan la
organizacion tridimensional de los tejidos y organos que surgen desde el desarrollo
embrionario!~.

La generacion de un andamio apropiado para la regeneracion de tejidos es uno de los

componentes fundamentales de la ingenieria tisular®. El andamio debe estar disefiado para



replicar in vitro la arquitectura del tejido nativo, es decir, la estructura de la MEC para que
las células se adhieran, se extiendan, proliferen, se diferencien y maduren, de manera similar
a lo que hacen in vivo*. Su disefio se ha basado en materiales de origen natural como el
alginato, acido hialurénico, chitosan, colageno y gelatina®®. También se han utilizado
biopolimeros sintéticos tales como el 4cido poli glicolico (PGA)'?, acido polilactico (PLA)!!,
acido poli(lactico-co-glicolico) (PLGA)'?, generado con la mezcla de algunos materiales
como colageno y PLGA!7!8 chitosan y gelatina!®, policaprolactona (PCL) y gelatina®®?!,
PCLY PLA®.

Los materiales de origen natural son biopolimeros que tienen la capacidad de formar
hidrogeles. Los hidrogeles son materiales altamente hidratados, compuestos de polimeros
hidrofilos similares a las macromoléculas bioldgicas que son reticulados para formar redes
tridimensionales; teniendo una estructura similar a la MEC de muchos tejidos humanos?.
Dentro de estos biomateriales, la fibrina y la agarosa ha sido ampliamente utilizada en
ingenieria tisular para la fabricacion de sustitutos de tejidos. La fibrina es un biopolimero
natural, formado fisiolégicamente durante el tltimo paso de la cascada de coagulacion por la
accion de la trombina sobre el fibrindgeno. La matriz de fibrina no solo actiia como una
barrera que previene una mayor pérdida de sangre, sino que también proporciona un andamio
temporal necesario para apoyar la cicatrizacion y remodelacion de los tejidos®*. Tiene ademas
la capacidad de adaptarse para proporcionar un microambiente biomimético especifico de
tejido, para que las células se alojen, mejorando su retencion, proliferacion y viabilidad in
situ®. Por su parte la agarosa es un polisacarido formado por galactosas alfa-beta que se

extrae de las algas de los géneros Gellidium y Gracillaria, con la caracteristica de formar

geles biocompatibles y presentar una gelificacion termo-reversible?. Presenta una estructura



similar a la MEC, con una alta capacidad de absorbancia de agua que es util para el
crecimiento, diferenciacion y proliferacion celular?’.
En afios recientes, un nuevo hidrogel hibrido compuesto de fibrina humana y agarosa tipo

VII, se ha utilizado como andamio para la generacion de tejidos bioartificiales tales como

cornea’®, mucosa oral®’ 13°, nervio periférico®!, cartilago®?, paladar®®, mucosa vesical 34,

, pie
paredes abdominales®® y andamios magnéticos*®, con resultados relevantes in vitro e in vivo,
con posible aplicacion clinica. Estos estudios previos demostraron que los modelos de tejidos
basados en la mezcla de estos biomateriales fueron altamente biocompatibles, biodegradables
y soportaron los procesos celulares®’.

La proliferacion celular es un requerimiento fundamental para el desarrollo del organismo y
la homeostasis®. En el campo de la ingenieria tisular los componentes y la estructura del
andamio tienen un papel importante que influencia directamente el comportamiento de la
proliferacion de las células, funcionando como una matriz extracelular artificial. Es necesario
tener en cuenta la proliferacion celular para evaluar la calidad y biocompatibilidad de los
andamios, dado que un material con buenas propiedades mecanicas permitira a las células
cumplir procesos esenciales. Un andamio ideal debe ser biodegradable, con una tasa de
degradacion que se ajuste al tejido que quiere regenerar y debe contar con una estructura
porosa adecuada para asegurarle a las células un espacio suficiente para su proliferacion,
formacion y secrecion de MEC*. Teniendo en cuenta lo anterior el objetivo de esta revision

es analizar la evidencia cientifica disponible sobre la proliferacion celular en andamios

basados en biomateriales de fibrina, agarosa y mezcla de fibrina-agarosa.

MATERIALES Y METODOS



Se realiz6 una busqueda bibliografica internacional de la literatura publicada en los ultimos
cinco afios durante el periodo de agosto y septiembre de 2020. La estrategia de bisqueda de
la informacion se realizd en las siguientes bases de datos: Medline-PubMed y Web of

Science.

Los criterios de inclusion para el andlisis de los documentos fueron los siguientes: 1).
Estudios experimentales in vitro, in vivo, ex vivo, 2) Estudios que evaluaran la proliferacion
celular en andamios de fibrina, agarosa y mezcla de fibrina-agarosa, 3). Ensayos preclinicos,
4). Revisiones bibliograficas, 5). Articulos publicados en inglés y espafiol, 6). Documentos

publicados entre 2016 y 2020.

Las palabras claves se basaron en los términos: “fibrin”, “agarose”, “hydrogels”, “scaffolds”,
“cell proliferation”. La mayoria de ellos estan dentro de los términos Mesh a excepcion de
agarose que no se encontrd individualmente. Con los siguientes algoritmos de busqueda:
(fibrin AND scaffolds AND cell proliferation), (fibrin AND hydrogels AND cell
proliferation), (agarose AND scaffolds AND cell proliferation), (agarose AND
hydrogels AND cell proliferation), (fibrin-agarose AND scaffolds AND cell proliferation),
(fibrin-agarose AND hydrogels AND cell proliferation). Los resultados de la busqueda se

presentan en la tabla 1.

ALGORITMO RESULTADOS RESULTADOS
PubMeD Web of Science
“fibrin AND scaffolds 135 205
AND cell proliferation”
“fibrin AND hydrogels 84 137
AND cell proliferation”
“agarose AND 43 69
scaffolds AND cell
proliferation”
“agarose AND hydrogels 55 38
AND cell proliferation”




“fibrin-agarose AND 3 5
scaffolds AND cell
proliferation”
“fibrin-agarose AND 6 4
hydrogels AND cell
proliferation”
Total: 326 Total:458

Tabla 1. Resultados de algoritmos de busqueda.

La base de la busqueda bibliografica se enfoc6 en hallar informacion sobre la proliferacion
celular en andamios basados en fibrina, agarosa y mezcla de fibrina-agarosa. En la bisqueda
de bibliografia inicial se identificaron 784 articulos potenciales para el analisis, al hacer la
preseleccion por lectura de titulo y resumen, se eligieron aquellos en los cuales se hiciera
explicita la temdatica de andamios de fibrina, agarosa o mezcla de fibrina-agarosa (se
seleccionaron 117 articulos), posteriormente se hizo un tamizaje para seleccionar las
publicaciones que cumplieran con los criterios de inclusion excluyendo 77 articulos.
Finalmente se seleccionaron 40 articulos que cumplieron con los criterios para el andlisis. El

proceso de seleccion se presenta en la figura 1, mediante un diagrama de flujo.



Documentos identificados v seleccionados
Potencialmente para el analisis.

(n=784)
I Documentos excluidos por duplicado v después de lectura imicial
> de resumen v titulo, donde no se hace explicita la
tematica de fibrina, agarosa v fibrina/agarosa.
(n=66T7)

Documentos recuperados para obtener
informacién detallada.
(n=117)

Documentos excluidos por no cumplir
con los criterios de inclusion.
{n=77)

Artficulos que cumplieron con todos los
criterios de mclusion.
(n=40"

Figura 1. Diagrama de flujo del estudio. Proceso de seleccion de los documentos.

Analisis de datos: Se realiz6 analisis tematico y se agruparon los documentos por topicos, los
cuales fueron: Tipos celulares, tipos de ensayos de proliferacion celular, tiempos de
evaluacion de la proliferacion celular y resultados de la proliferacion celular. Estas tematicas
fueron abordadas para cada andamio (fibrina, agarosa y fibrina-agarosa) de manera

independiente.

Acorde a la Resolucion 8430 de 1993, esta investigacion no fue realizada en seres humanos,

por lo que se cataloga sin riesgo.

RESULTADOS

De los 40 articulos, 25 fueron estudios in Vitro

40,41,42,43,45,46,48,49,50,52,53,54,55,56,57,58,59,61,62,64,65,66,68,72,76 . . S .
, &8 estudios in vitro/in vivo

67,73

4447.51,63.69.7L7471 - 3 estudios ex vivo 63770, 2 estudios in vitrolex vivo®"3, 1 estudio in



vitro/preclinico” y 1 estudio in vivo ®°. Los estudios que analizaron proliferacion celular en

fibrina fueron 21, en agarosa 9 y en fibrina-agarosa 10.
1. ANDAMIOS DE FIBRINA: PROLIFERACION CELULAR
1.1 Tipos celulares

Los tipos celulares utilizados para la evaluacion de la proliferacion celular fueron variados,
del total de los estudios analizados, las células madre mesenquimales humanas***! derivadas
de tejido adiposo***, de médula 6sea***®, de vena umbilical*’ y de conjuntiva*® fueron las
mas usadas para la siembra en los andamios; el segundo grupo celular de mayor uso fue el

50,51

de las células endoteliales*,endoteliales microvasculares®®! y derivadas de vena umbilical

52,53

humana’>°°, del restante de la literatura hallada se identifico 1 estudio con células

madre/progenitoras neuronales®, 1 estudio con queratinocitos y fibroblastos de origen

55 56

murino™, 1 estudio con células conjuntivales humanas®®, 1 estudio con mioblastos
humanos®’,1 estudio con células del anillo fibroso bovinas®® y por tltimo un estudio con tres

grupos celulares de neuronas piramidales, células madre neuronales y fibroblastos

respectivamente®’.
1.2 Ensayos de proliferacion celular

Respecto a la metodologia utilizada, diferentes ensayos fueron llevados a cabo para evaluar
la proliferacion celular, 4 estudios realizaron cuantificacion de ADN con los kits de ensayo
dsDNA Quanti-iT™PicoGreen™?*%>* QuantiFluor®® y kit de ensayo de proliferacién celular
CyQUANT*respectivamente,3 estudios usaron el ensayo de proliferacion celular CellTiter
96® AQueous One Solution***+>2, 3 estudios el reactivo de viabilidad AlamarBlue®*'->-%,

3 estudios el ensayo de proliferacion celular MTT [3-(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-bromuro de



difeniltetrazolio]****%, 3 estudios utilizaron el marcador de proliferacion Ki67 7860 2
estudios la evaluaron mediante microscopia confocal de barrido®* y microscopia electronica
de barrido™®, 1 estudio por medio del ensayo XTT sal de tetrazol (3),2,3-bis-(2-methoxi-4-
nitro-5-sulfofenil)-5-(fenilamin-carbonil-2H-tetrazol hidroxido)>, 1 estudio usé timidina
marcada con tritio ([3H])** , 1 estudio utilizo ensayo basado en resazurina®' y finalmente 1

estudio utilizé analogo de timidina BrdU*’.
1.3 Tiempo de evaluacion de proliferacion celular

La proliferacion celular en estos andamios fue evaluada en diferentes tiempos de cultivo, del

total de los estudios el 85,8 % la report6 en rangos de dias, mientras que el restante 14,2% la

45,53,59

evalud en horas , el periodo de tiempo de evaluaciéon mas comun fue entre 1-7 dias en

40,43,47,48.49,52,57,58 41,42,50,54,56 r 46
, 21 dias

8 estudios , extendiéndose hasta 14 dias en 5 estudios

y

méaximo 22 dias’’.
1.4 Resultados de proliferacion celular

La literatura hallada en la busqueda arroj6 resultados cuantitativos en 7

42,45,49,50,51,56,58 440.41,43,44,46,47,48,52,53,54,55,57,59,60 | 59 resultados

estudios y cualitativos en 1
reportados son muy variados, con relacion a los estudios cualitativos los autores comentan
que las células cultivadas dentro de los andamios de fibrina conservaron su capacidad
proliferativa®->+>75960 también evidenciaron que el niimero celular en los andamios aument6

41,46,55

proporcionalmente a los diferentes tiempos de evaluacion y concluyeron que la fibrina

tiene la capacidad de soportar colonias celulares*.

Los articulos que reportaron resultados cuantitativos hicieron uso adicional de moléculas,

factores de crecimiento y péptidos para evaluar el comportamiento de la proliferacion celular



en estos andamios, encontrando en uno de los estudios que la presencia de un medio
condrogénico enriquecido con Piascledine, TGF-B1(factor de crecimiento transformante [3)
o ambos, demostré que Piascledine podria aumentar significativamente la proliferacion y
supervivencia de células diferenciadas en el andamio de fibrina en comparacién con los
controles, adicionalmente el TGF-B1 junto con Piascledine aumentd la proliferacion celular
en el andamio de fibrina significativamente mas que TGF-B1 solo en el andamio de fibrina-
alginato (p=0.045)*. El uso del péptido T1 inmovilizado en andamios de fibrina demostro
por medio del nimero de células, que su presencia no afecto la proliferacion, la cual presentd
un aumento con relacion a los dias 2 y 4 de cultivo 3D (p <0.001 entre dia 0-4 y 2-4
respectivamente)’!. Finalmente, se observo que las células que fueron tratadas con adicion
de plasma rico en plaquetas en andamios de fibrina proliferaron de forma no significativa en
comparacion con la matriz 6sea desmineralizada y tendon humano nativo, (p=0.25, p=0.02 y

p=0.02 respectivamente)*’.

La cuantificacion de la cantidad de ADN como método para analizar la proliferacion celular
presentd un aumento con el tiempo de cultivo, indicando asi la proliferacion de las células
dentro de estos andamios, pero con tasas de proliferacion diferente entre las proporciones
(célula:fibrina), observandose para el dia 7, que los microtejidos de proporcion 1:1 contenian
un 37% mas de ADN que los microtejidos de proporcion 1:3 (p <0.001), y para el dia 14 los
microtejidos de proporcion 1: 1 contenian 52% mas de ADN que los microtejidos de 1:3 (p
<0.001), indicando una proliferacion celular significativamente mayor a una proporcion mas
alta®. La cuantificacion de ADN mostré también que los andamios en concentraciones de
Fibrina70mg/ml-Genipinlmg/ml y Fibrina35mg/ml-Genipinlmg/ml, contenian ADN

significativamente mayor que las concentraciones de Fibrinal40mg/ml-Genipinbmg/ml en



el dia 1 (p <0.0469). E1 ADN en concentraciones de Fibrina 35mg/ml-Genipin 1mg/ml fue
también significativamente mayor que en Fibrina 140mg/ml-Genipin 1mg/ml en el dia 1 (p=
0.0047)%. Adicional a la cuantificacién de ADN, el uso del marcador de proliferacion celular
Ki67 demostro que el nimero de células positivas fue significativamente mayor en los
andamios de fibrina de crioprecipitados en comparacion con los andamios de fibrina de
plasma en los dias 3 (38,97 + 4,63% frente a 23,13 + 3,94%, p=0.012) y 7 (35,28 £ 7,92%
frente a 16,13 + 3,72%, p = 0.023). También se evidencid con el tiempo una disminucion
significativa en el porcentaje de células positivas en la matriz de crioprecipitado de
38,97+4,63% en el dia 3 a 35,2847,92% en el dia 7y 10,96+2,48% el dia 14 (dia 14 vs dia 3

p=0.0004; dia 14 vs dia 7 p=0.015)°.

La influencia de la cantidad de oxigeno necesaria que requieren las células para poder seguir
demostrando su capacidad proliferativa cuando son cambiadas a condiciones hipoxicas fue
evaluada, demostrando que la proliferacion fue mayor en grupos normoéxicos que hipoxicos
con 0 (hipoxico 870.0 + 381.1, normoéxico 1201.7 = 340.1 #/mm?) y 2 dias de premontaje
(hipéxico 270.0+38.8, normoéxico 995,1+£143,1 #/mm?), y luego cambia aumentidndose en
los grupos hipéxicos con 4 (hipdxico 1038,6 + 226,6, normoxico 594,4 £ 132,7 #/mm?) y 6
dias de premontaje (hipoxico 1304,7+341,6, norméxico 437,9+68,0 #/mm?). Estos resultados
indican que las células con 4 0 més dias de premontaje antes de su implantacion entran en un

estado mas proliferativo después de la exposicion a la hipoxia®.
2. ANDAMIOS DE AGAROSA: PROLIFERACION CELULAR

2.1 Tipos celulares



Las células utilizadas para el cultivo en andamios de agarosa derivaban de células madre
mesenquimales de médula 6sea bovina®', neuronales®? y espermatogoniales porcinas®,
seguidas de los condrocitos®* %, los investigadores también usaron la linea celular MUTZ-3
para diferenciarlas hacia células dendriticas®’, asi como la linea celular pre-osteoblastica
MC3T3-E1%, el ultimo tipo celular fueron osteoblastos hFOB1.19 y células de osteosarcoma

humano MG63%.
2.2 Ensayos de proliferacion celular

Tras el andlisis de la literatura se observd variedad de ensayos para la evaluacion de la

762,66

proliferacion celular, siendo usado el marcador de proliferacion Ki6 , el antigeno nuclear

de proliferacion celular(PCNA)®, el ensayo de proliferacion celular MTT[3-(4,5-

]69

dimetiltiazolil-2)-2,5-bromuro de difeniltetrazolio]®’, el ensayo colorimétrico WST-1%7, el kit

de ensayo DNA Quanti-iT ™ PicoGreen™®!, el ensayo Hoechst 33258%, el software IMT i-

Solution Lite version 10.0% y por tltimo microscopia (TE-2000, Nikon, Japon)®®.
2.3 Tiempos de evaluacion de la proliferacion celular

Los tiempos de evaluacion en los estudios hallados se encuentran en rangos que van desde

horas®® hasta dias, con un maximo de 3 dias®”%2, 7 dias®>% 14 dias®"-**y finalmente 21 dias®®.

1.63

En el estudio de Park et al.”, el tiempo de evaluacion no fue especificado.

2.4 Resultados de proliferacion celular

65,66,69

De los 9 estudios, 33,3% reportaron resultados cuantitativos , mientras que en el 66,7%

restante los autores solo lo hicieron de forma cualitativa®!:62:63:64.67.68



De los resultados cualitativos reportados, se pudo evidenciar que los andamios de agarosa
puros tienen la capacidad de promover la proliferacion celular®?, presentando un incremento

161

de la proliferacion con relacion a los grupos control®' y con el tiempo de evaluacion,

generando un aumento significativo pero que no alcanzd los niveles de proliferacion al

compararse con andamios de colageno y matrigel®*

. La agarosa en diferentes concentraciones
demostrd tener un impacto sobre la proliferacion celular, las células proliferaron mejor en
concentraciones de 0,25% al ser comparadas en concentraciones de 0,5% y 0,35%°,
mostrandose de forma similar una elevada proliferacion celular en hidrogeles de menor
concentracion (0,5% y 2%) en comparacion con los de 3% y 5%°®. Las células cultivadas en

un microambiente de cultivo 3D, también mostraron una mejor capacidad proliferativa en

concentraciones menores de agarosa (0,2% versus 0,6%)%.

El analisis de proliferacion celular en condrocitos demostré que la mayoria de estas células
proliferaron y formaron clusters celulares, mostrando una tasa de proliferaciéon en el grupo
de método de cultivo de gota suspendida que cambio6 de 1.1% -11.89%, mientras que la tasa
del grupo con método de molde de agarosa cambid de 2.74% -8.52%, indicando estos
resultados que el primer grupo evaluado presentd una proliferacion celular mas fuerte®. Los
condrocitos proliferantes en los grupos de andamios con HP (presion hidrostéatica), HP/DS
(estrés desviador) y DS fueron significativamente 2.3 veces (p <.05), 2.6 veces (p <0.05) y

2.6 veces (p <0.05) mayores que el control sin estrés, respectivamente®.

En los cultivos 2D y 3D las células cultivadas lograron proliferar con el aumento del tiempo.
En el caso de los cultivos 2D, el crecimiento celular se mantuvo en el orden de andamios de
colageno>matrigel>alginato>agarosa (p<0,001) para osteoblastos y c€lulas de osteosarcoma.

El soporte de los andamios en la proliferacion de células de osteosarcoma se dio en el orden



de colageno>agarosa>matrigel>alginato (p<0,001), mientras que los osteoblastos se

comportaron casi de la misma manera en hidrogeles 3D que en 2D%.
3. ANDAMIOS DE FIBRINA-AGAROSA: PROLIFERACION CELULAR
3.1 Tipos celulares

Las células cultivadas en los andamios de fibrina agarosa de mayor uso fueron los
fibroblastos derivados de piel humana”’°, de tendén de rata’! y de mucosa oral en conjunto

con explantes del mismo origen’, el segundo tipo mds comun fueron los condrocitos

36,72

humanos’™’“, identificando también en los estudios el uso de queratocitos con células

epiteliales de cornea y células de la gelatina de Wharton del cordén umbilical’™,

75

queratinocitos y células epiteliales de limbo escleral humano™ y las células madre

mesenquimales derivadas de tejido adiposo’®.

3.2 Ensayos de proliferacion celular

Los autores dentro de la metodologia utilizada en sus estudios para la evaluacion de la

proliferacion celular hicieron uso de variados ensayos, siendo el ensayo colorimétrico WST-

37,70,71,73

1 el mas utilizado , seguido por el antigeno nuclear de proliferacion celular

72,74,77

(PCNA)*7>76 tincién con hematoxilina- eosina en conjunto con microscopia y la

expresion de vimentina’?.
3.3 Tiempo de evaluacion de proliferacion celular

Mientras que en 3 de los estudios analizados los autores no especifican el tiempo de

37,70,75

evaluacion de la proliferacion celular , el restante de los estudios lo reportan en horas’!

y dias, siendo evaluada en un periodo maximo de 16 dias’®y 30 dias’*, también las semanas



fueron usadas para la evaluacion, extendiéndose hasta 3 semanas’>’* 5 semanas®®y 12

semanas’’.
3.4 Resultados de proliferacion celular

Los autores reportaron resultados variados de forma cuantitativa en 8 de los estudios

36,37,74,70,71,72,73,76

analizados , mientras que los 2 estudios remanentes lo hicieron de forma

cualitativa”"’.

Los resultados cualitativos evidenciaron que las células presentaron buena tasa de
proliferacién en el andamio con altos niveles del marcador PCNA™, el andamio de fibrina-
agarosa similar a tejido implantando in vivo demostré tener la capacidad de permitir la
colonizacién y proliferacion de poblaciones celulares del huésped, siendo los macréfagos las

células mas identificadas’’.

El analisis bioquimico de la actividad metabdlica celular realizada con el ensayo WST-1 fue
utilizado por varios estudios, mostrando que los fibroblastos sembrados en hidrogeles de
fibrina-agarosa presentaron niveles mas altos (p <0.05) de proliferacion celular que los
sembrados en hidrogeles de fibrina-agarosa con glutaraldehido (G 0.25%-0.5%)"" y genipin
(GP)*’. Se evidenci6 una disminucién de los valores de proliferacion en funcion del aumento
de las concentraciones de GP (0,1%, 0,25%, 0,5% y 0,75%), siendo la mayoria de estas
diferencias significativas (p <0.05)*”. Los fibroblastos en fibrina-agarosa nanoestructurada
con genipin presentaron menor proliferacion que los del control técnico positivo (p = 0.002)
y Matri-Derm (p< 0.001), pero sin diferencias en la fibrina agarosa nanoestructurada (p=
0,011)”!. Por tltimo, este ensayo arrojo resultaron comparables entre los grupos de hidrogel

de fibrina-agarosa celular e hidrogel de fibrina-agarosa celular con nanoparticulas



magnéticas, donde ambas condiciones fueron significativamente mayor que para el control

negativo (p <0.05)"°.

En los estudios con inmunohistoquimica de PCNA se demostré que el indice de proliferacion
en el grupo de fibrina-agarosa con menor densidad celular, disminuy¢ significativamente (p
<0.05) desde la semana 1 (100% positivo células) a la semana 5 (86% de células positivas)
de desarrollo ex vivo. Mientras que en el grupo de fibrina-agarosa con mayor densidad
celular, se observo una disminucion significativa en el indice entre la semana 1y 5 (44% de
células positivas) (p <0,05)%. Similarmente, la presencia y porcentajes de células con
proliferaciéon activa en grupos de sustituto de nervio artificial de fibrina-agarosa
nanoestructurada disminuy6 en el dia 2 (indice de proliferacion 21,1%), reactivandose a
partir del dia 4, alcanzando un indice de proliferacion de 68,7% después de 16 dias. Mientras
en el hidrogel de fibrina-agarosa siempre fue mayor al 50%, llegando al 80% después de 16

dias, siendo significativamente mayor que el primer grupo en los dias 8 y 16. (p <0,05)"°.

Se demostrd que el grupo de sustitutos de estroma de mucosa oral no funcionalizado de
fibrina-agarosa con siembra de fibroblastos presentd un comportamiento celular estable con
el tiempo de evaluacion (325+125, 250+173 y 300+81 células por mm? de tejido en 1 semana,
2 semanas y 3 semanas respectivamente). Presentando resultados similares el grupo de
sustitutos de estroma de mucosa oral funcionalizados de fibrina-agarosa con siembra de
suspension de explantes de biopsias de mucosa oral (0+£0, 4125+457 y 53754419 células por
mm? de tejido en la semana 1, semana 2 y semana 3, respectivamente), siendo la proliferacion
més alta en el segundo grupo mencionado (p <0.0001)”2. Esta relacion de aumento celular
con el tiempo también ocurrié en los modelos ortotopicos cornales con células corneales y

los modelos heterotopicos cornales con células madre de la gelatina de Wharton, los cuales



pasaron de un promedio de 2, 4.5, 6 capas epiteliales y 1.5, 6.5 y 9 capas epiteliales a la

semana 1, 2 y 3 respectivamente in vitro’*

DISCUSION

Este estudio busca analizar la evidencia cientifica disponible sobre la proliferacion celular en
andamios basados en biomateriales de fibrina, agarosa y mezcla de fibrina-agarosa. La
busqueda bibliografica inicial arroj6 784 documentos, la literatura basada en fibrina es amplia
y es la que més resultados presenta, seguida de agarosa, siendo la mezcla de fibrina-agarosa
la menos estudiada. Un gran nimero de documentos fueron excluidos, ya que a pesar de
incluir los biomateriales objeto del estudio, estos se presentaban mezclados con materiales
de otro origen. Asi mismo, algunos estudios no evaltian el comportamiento celular o
especificamente la proliferacion. Finalmente 40 articulos fueron incluidos para esta revision

narrativa.

Se puede observar una gran variedad de tipos celulares para el cultivo en los tres andamios,
pero las células usadas con mayor frecuencia son las células madre

mesenquimales40’42’43 ,44,45,46,47,48,50,54,61 ,62,63,74,76' Estas células

multipotenciales son unas de
las mas comtinmente utilizadas en terapia celular e ingenieria de tejidos*, representando una
fuente celular atractiva, porque tienen potencial de autorrenovacion y pueden diferenciarse
in vivo y ex vivo, en multiples linajes como condrocitos, adipocitos y osteoblastos. Ademas,

también demuestran una alta capacidad proliferativa ex vivo y su aislamiento no se asocia

con una morbilidad grave en el sitio donante®.



Si bien existen una amplia gama de ensayos para evaluacion de la proliferacion celular,
dentro de los mas utilizados en esta revision se encuentra la cuantificacion de ADN?#6:47:50:5861.
el marcador de proliferacion celular Ki67°7°860:62:66 y o] PCNA3%95-7576  Con relacion a la
cuantificacion de ADN, algunos de estos ensayos cuantifican exclusivamente células vivas,
mientras que otros son capaces de discriminar entre células vivas y muertas’®.Estos se
fundamentan en sistemas basados en tinciones fluorescentesn que permiten la union al ADN
bicatenario y a los acidos nucleicos de las células, generando una cuantificacion directa de
toda la poblacién celular. La cuantificacion de ADN se recomienda debido a su sensibilidad,
selectividad, costo y facilidad de uso. Adicionalmente ofrecen una precision mejorada sobre
la proliferacion celular o los ensayos de citotoxicidad basados en el metabolismo que pueden
verse influenciados por cambios celulares que no estan relacionados con el numero de
células”. Por su parte el marcador Ki67 y el PCNA se basan en la identificacion
inmunohistoquimica de proteinas nucleares cuya expresion es regulada durante el ciclo
celular (células normales o tumorales) permitiendo reconocer el comportamiento
proliferativo de una determinada poblacion®®#!. El marcador Ki67 presenta la ventaja de ser
mas sensible en comparacion con la determinacion del contenido de ADN celular mediante
citometria de flujo y marcaje in vitro de ADN recién sintetizado®”. El PCNA tiene como
ventajas que puede aplicarse a un tejido fijado sin generar ningiin efecto perjudicial sobre la
arquitectura histologica, pero teniendo como limitacién la variacion en la intensidad de
tincion de los nucleos, la dependencia de la tincién del método de fijacion y la vida media

mas larga®®-52,

En esta revision se puede observar variedad en los tiempos de evaluacion, lo que nos indica

falta de unanimidad y de un estandar definido, ya que se presentan tiempos de horas, dias,



hasta semanas. Siendo 1 a 7 dias el periodo de tiempo mas usado por los
investigadores?0:43:47:48:49.57.58.65.69 - qeonjdo de 14 dias*!42°0-343661.64 "E| tiempo es una
variable fundamental para el desarrollo de los cultivos celulares, este le permite a las células
tener una sefializacion bidireccional entre ellas y su microbambiente®’, asi como llevar a
cabo procesos vitales como maduracion, proliferacion celular y secrecion de su propia MEC

fisiologica, haciéndolas crecer en una plataforma de MEC “derivada de células” 3*

En los 3 andamios el reporte de los resultados se realizé en 22 de los articulos de forma
cuantitativa, los 18 restantes no presentan resultados numéricos relacionados con la
proliferacion celular. Esto permite interpretar una falta de implementacion estadistica dentro
de los estudios cualitativos, la cual es necesaria para darle mayor validez cientifica y

exactitud a los resultados.

Las concentraciones del biomaterial utilizadas para la fabricacion de los andamios tienen un
impacto en la proliferacion celular. Se puede observar una tendencia al aumento de la
proliferacion con el decrecimiento de la concentracion de fibrina y genipin, pero mas
asociada a la concentracion del biomaterial. Los ensayos a los 7 dias de cultivo no mostraron
sugerencia de proliferacion celular®®, ocasionado posiblemente por las altas concentraciones
de fibrina usadas en este estudio. Apoyando este hallazgo, otros autores reportan que
reducidas concentraciones de fibrina pueden mejorar la proliferacion celular y la
quimiotaxis®>*®. De igual forma, se demuestra que el uso de agarosa en bajas concentraciones
(0.25%°%7, 0.5%58 y 0.2%°%), mejoro la proliferacion, una posible explicacion es que a menor
concentracion del biomaterial las células tienen mayor acceso a los nutrientes, al oxigeno y
una mejor difusion de los componentes del medio. Otra explicacion se relaciona con la

rigidez mecanica del andamio la cual afecta directamente el comportamiento celular, los



andamios a menor concentracion son menos rigidos, lo cual pueden mejorar las capacidades

proliferativas de las células®®.

Varios métodos se han propuestos para mejorar las propiedades biomecénicas de los
andamios. Dentro de estos métodos, los agentes quimicos reticulantes inducen la formacion
de diferentes tipos de enlaces entre las moléculas del biomaterial, teniendo asi un impacto en
su biomecénica y propiedades estructurales®’. Los resultados de esta revision reportan que el

uso de agentes quimicos como el  glutaraldehido’™ y genipin®’-3%7!

pueden afectar
negativamente la proliferacion de las células dependiendo de la concentracion que se agregue
al andamio. El glutaraldehido se ha reportado como un agente muy eficiente pero involucra
un efecto de citotoxicidad®’, se ha sugerido que concentraciones menores a 8% son no toxicas
para las células®®**- Contrario a este reporte, en esta revision la funciéon celular se ve
significativamente mas afectada en andamios de fibrina-agarosa con concentraciones de
glutaraldehido al 0.5% que a 0.25%°.Por otra parte, el genipin ha sido aceptado en general
como un agente de reticulacion de menor toxicidad, especialmente si se compara con el
glutaraldehido®. Concordando con lo anterior, los resultados hallados muestran que el
hidrogel de fibrina-agarosa con genipin a concentracion de 0.75% presenta una reduccion de
la densidad y la actividad metabdlica celular, lo cual podria relacionarse con citotoxicidad®’.
Siendo este hallazgo reportado previamente por otros autores’”?. Estos resultados nos

sugieren que el uso de genipin, incluso en concentraciones mas altas, es considerablemente

mas biocompatible que el glutaraldehido en hidrogeles de fibrina-agarosa.

Adicional a los métodos quimicos mencionados anteriormente, se ha desarrollado el uso de
métodos fisicos como la técnica de nanoestructuracion’’#938%94 Este método induce enlaces

nanomoleculares entre los componentes fibrilares del biomaterial, mejorando las fuerzas



biomecénicas e incrementando la densidad de las fibras’S.El efecto de la nanoestructuracion
sobre el comportamiento celular fue confirmado en esta revision por la disminucion
significativa del nimero celular en la fibrina-agarosa nanoestructurada que mejor6 del dia 8
al 16, asi como el significativo y progresivo aumento de este parametro en andamios de
fibrina-agarosa’®. Estos resultados estan de acuerdo con otros autores que reportan que la
fibrina agarosa sin nanoestructuracion puede soportar la proliferacion celular?®**%. El
impacto de la nanoestructuracion sobre el comportamiento celular puede ser explicado por
una disminucion de la difusion de oxigeno que afecta directamente la funcion y viabilidad de
las células, encontrando estudios que soportan este hallazgo en otros biomateriales”’*¢. A
pesar de que este microambiente hipoxico genera un efecto no deseado, se demuestra que las
células tienen una alta capacidad para recuperar su funcidn, reactivar su metabolismo,

proliferar y migrar’S.

CONCLUSIONES

En general la evidencia cientifica de esta revision narrativa puede concluir que las células
madre mesenquimales son las mas utilizadas para ser mezcladas con los diferentes
biomateriales para generar un tejido artificial debido a su estado indiferenciado y su
capacidad proliferativa. En este caso, se reporta que los tres andamios objeto de la revision

tienen la capacidad de promover la proliferacion celular.

Por otro lado, se pudo observar que los ensayos més determinantes para evaluar la
proliferacion celular en los biomateriales objeto de ese estudio estan fundamentados en la
evaluacion de la integridad de la membrana celular y andlisis de estadios tempranos de la
division celular observando ademas la integridad del ADN. Adicionalmente, estos ensayos

de proliferacion son utilizados por su fécil ejecucion y aporte de informacion. Las técnicas



inmunohistoquimica e inmunofluorescencia son las mas utilizadas siendo los marcadores

PCNA y Ki67 los marcadores de eleccion.

En este contexto, este trabajo pone de manifiesto que los ensayos realizados entre los 7 a 14
dias permiten que las células se integren con los materiales de fibrina, agarosa y fibrina-
agarosa presentando un incremento de la proliferacion en este periodo de tiempo. Ademas,
las concentraciones de los biomateriales usados para la generacion de tejidos artificiales
influyen en la proliferacion, siendo determinantes en disponibilidad de oxigeno necesario
para el crecimiento celular aquellos andamios con poca concentracion del biomaterial, en
este caso fibrina y agarosa respectivamente. De igual forma, los biomateriales reticulados
con sustancias quimicas y fisicas en concentraciones adecuadas mejoran las propiedades

mecénicas de los materiales incrementando las tasas de proliferacion.

Finalmente, varias investigaciones reportan sus resultados en una forma cualitativa
limitdindose a describir la intensidad de sefial de las pruebas inmunohistoquimicas e
inmunofluorescentes. De igual manera, reportan resultados microscopicos descriptivos sin
reportar datos cuantitativos, siendo esto una deficiencia para la replicacion de los

experimentos realizados por otros investigadores.

Se hace necesario la inclusion de otras bases de datos como herramientas para ampliar la
busqueda de literatura, con la finalidad de obtener un panorama mas amplio del tema.
También es importante la evaluacion de otros materiales y otras funciones celulares tales
como la adhesion, migracion y diferenciacion, ya que el andamio debe proporcionar un
sustrato adecuado para el desarrollo de estas. De igual forma el andamio debe permitir el
transporte de nutrientes, desechos y factores de sefalizacion biologica para permitir la

supervivencia celular”. Finalmente se hace necesario el desarrollo de estudios



experimentales para corroborar y comparar los resultados ya reportados en la literatura sobre

el comportamiento celular en estos andamios.
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