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Elaboracion de mallas de colageno como

alternativa de soporte para la siembra

de fibroblastos

La ingenieria tisular ha permitido crear suslitutos de tejido en el
tratamiento de recesiones gingivales, aislando células del conectivo,
que pueden ser utilizados como injertos autdlogos.

Objetivo: desarrollar membranas de coldgeno de origen animal,
para ser utilizadas como soporte de crecimiento en la obtencién de
tejido conectivo gingival.

Metodologia: tendones de cola de rata se procesaron para obtener
colageno refinado que se liofilizé obteniendo mallas donde se culti-
varon fibroblastos gingivales.

Resultados: se obtuvieron dos mallas de coldgeno de color blanco
ligeramente amarillento, aspecto poroso y consistencia esponjosa,
microscopicamente y por técnicas de inmunofiuorescencia se observo
un entramado de haces de fibras de coldgeno distribuidas irregular-
mente y de manera entrelazada; asimismo, el reporte histolégico de
la malla sembrada describe extensas dreas de colagenizacién, con
células fusiformes compatibles con fibroblastos.

Conclusion: es posible desarrollar mallas de coldgeno de origen
animal, viables como soporte para el cultivo de fibroblastos.
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Summary

Substitute for gingival tissue are being created thanks to the tissue
engineering as treatment for gingival recessions, by the isolation of
gingival connective cells that could be used as autologous graft.
Purpose: of this study was to develop collagen scaffold from animal
origin which can subsequently be used as growth matrix to obtain
gingival connective tissue.

Methodology: Rat tail tendoms were processed to obtain refined
collagen which was lyophilized obtaining scaffold where gingival
fibroblasts were cultured.

Results: Two slightly yellowish white collagen scaffold were obtai-
ned, with porous and spongy appearance. A reticullum consisting
of bundles of collagen fibers were observed by microscopic and
immunofiuorescence techniques showing an irregular distribution.
Conclusions: Collagen scaffolds can be constructed from animal
origin, suitable as a support for fibroblast cell culture.
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Introduccion

Las recesiones gingivales son alteraciones muy comunes
en la practica clinica periodontal, los diferentes colgajos e
injertos como su tratamiento convencional presentan limi-

taciones que han estimulado la busqueda de alternativas
efectivas que eviten principalmente el rechazo inmunologico,
las recientes investigaciones se enfocan en crear sustitutos
de tejido gingival (aloinjertos), valiéndose para ello de los
avances en la biologia y la ingenieria de tejidos' <, Uno de
los mayores logros, hasta ahora, ha sido el desarrollo de
tejidos semejantes a la piel, se estan generando aproxima-
ciones similares en el reemplazo de dentina, pulpa dental,
glandulas salivales, mucosa oral y encia; especificamente
en periodoncia, una de las alternativas mas utilizadas es
la matriz dérmica acelular (Alloderm)*, pero en vista de su
elevado costo, recientes investigaciones plantean el cultivo
de fibroblastcs orales y su siembra en membranas © so-
portes, para ser utilizado como injerto en el tratamiento de
recesiones gingivales®®,

A pesar de la gran variedad de mallas de soportes (scaffolds)
disponibles para el cultivo celular, las investigaciones ac-
tuales proponen el uso de materiales de origen natural®,
en relacion con el cultivo de fibroblastos, se ha utilizado el
colageno como soporte debido a su biocompatibilidad con
dichas células, ademas de su facil obtencion y procesamien-
to'>. Es por ello que el objetivo de la presente investigacion
es desarrollar membranas de colageno de origen animal para
ser utilizadas como soporte 6 matriz de crecimiento celular
en la obtencién de un analogo de tejido conectivo gingival.

Materiales y métodos

Obtencion de las mallas de coldgeno

Se adapté el protocolo empleado por Bell, et al. (1978). Se
utilizaron 5 colas de rata Wistar, obtenidas en el momento
previo al sacrificio, siguiendo las normas de bioéticas es-
tablecidas por el Bioterio de la Universidad de Los Andes,
que se almacenaron a -70°C hasta su utilizacion.

Las colas fueron descongeladas en etanol al 70% por 20
minutos, empleando un bisturi N° 12, se disecd la piel, se
separaron los tendones (Figuras 1ay 1b) y se cortaron en
pequenos fragmentos que fueron colocados en un envase
plastico con 150 ml de acido acético, diluido en proporcion
1:1000 y se almacend a 4 °C por 48 horas, tiempo en el
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Figura 1.
Diseccion de los tendones

Figura 1a: Remocién de piel
Figura 1b: Diseccién
del tendén

Figura 2.
Obtencién del coligeno
Figura 2a: Solucién
viscosa por hidratacién

de los tendones

Figura 2b: Malla de coldgeno
posterior a la Liofilizacion

Figura 3.
Anélisis Ultraestructural

Figura 3a: Microfotografia de
un fragmento al (M.F.I{40X)
Figura 3b: Microfotografia al
Microscopio de fluorescencia

(40X)

Figura 4.
Microfotografia en Fase

Figura 4b: Preparado
Histolégico H/E de la malla
de coldgeno (40X)

cual los fragmentos de tendon se hidrataron totalmente,
obteniéndose una solucion de consistencia viscosa que
posteriormente se separd en 2 tubos de 50 ml estériles, que
se centrifugaron a 10,000 rpm, por 2 horas para obtener

un sobrenadante, que fue filtrado y almacenado por 24
horas a 4 °C, como solucion de colageno crudo (Figura 2a).

El colageno crudo se mezcld con NaOH 0,1 M en una pro-
porcion de 6:1 para neutralizar el acido acético y se sometio
a agitacion por 5 minutos en un agitador magnético, luego
se centrifugd a 1.500 rpm por 10 minutos. Durante este
proceso, el colageno precipito, y se procedio a descartar el
sobrenadante. Luego se agregaron 150 ml de acido acético
(1:1000) para resolubilizar el colageno y la solucion de
colageno refinado obtenida se almacend en un envase de
vidrio estéril a 4 °C.

La solucion resultante fue liofilizada en un Liofilizador “Dry
Sistem / Lyph Lock 4.5", obteniéndose a los 3 dias dos ma-
llas de colageno que se evaluaron tanto macroscopica como
microscopicamente con un Microscopio de Fase Invertida
(MFI1), se colored con naranja de acridina para el analisis
con inmunofluorescencia (MIF).

Siembra

Las mallas de colageno se sometieron a esterilizacién de
forma individual, una se autoclavé a 120 °C por 1 horay la
otra se irradi6 con luz ultravioleta (UV-250 nm) por 1 hora.
En la malla sometida a luz UV, se sembrd un cultivo de fibro-
blastos que se incubd por 3 semanas en atmaosfera humeda
de 5% de CO, y 35°C, finalmente se tomé un fragmento
de 1mm? de la malla sembrada, se fij6 en formol al 10%,
procesado con la técnica histolégica de rutina y coloreado
con hematoxilina-eosina para su analisis histoldgico.

Resultados

Se obtuvieron dos mallas de colagenode 5 cm®*y 1 cm
de grosor aproximadamente, que macroscopicamente
presentaron color blanco, ligeramente amarillento, de
aspecto poroso y consistencia esponjosa, con un evidente
entramado de fibras (Figura 2b); caracteristica corroborada
en la evaluacion microscopica en el MF1, donde se observé
el entramado constituido por haces de fibras distribuidas
irregularmente y de manera entrelazada (Figura 3a);
permitiendo la formacién de pequefios espacios (poros)
entre ellos; asimismo, al analisis con inmunofluorescencia,
se determind la presencia de delgadas fibras agrupadas
formando paquetes dispuestos irregularmente (Figura 3b).
Finalmente, el reporte histologico de la malla sembrada
describe extensas areas de colagenizacion, con presencia
de células fusiformes adosadas a las fibras colagenas com-
patibles con fibroblastos (Figuras 4a y 4b).

Discusion

En el presente estudio se utilizd colageno obtenido a partir
de colas de rata para la obtencion de una malla de soporte
para un cultivo celular, coincidiendo con lo reportado por
otro estudio®, en el cual se emplearon tendones de colas
de ratas, logrando obtener una malla de colageno firme y
de aspecto poroso.
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En la literatura se describen varias técnicas de esterilizacion
de las mallas de soporte'®, Asi por ejemplo, Espinosa,
Sosnik, Fontanilla® liofilizaron las mallas por 16 horas, las
esterilizaron con éxido de etileno. Para lograr una adecuada
esterilizacion, intentamos adecuar el método descrito por Be-
llo, et al.' yuna de las mallas de colageno fue autoclavada
a 120 °C durante 30 minutos. Sin embargo, en nuestro caso,
la malla perdi6 todas las caracteristicas que la hacian apta
como soporte para la siembra de fibroblastos, razén por la
cual se decidi6 utilizar otro método de esterilizacién. En tal
sentido, la segunda malla fue irradiada con luz ultravioleta
(UV-250 nm) en una caja de esterilizacion completamente
cerrada por 1 hora, al cabo de ese tiempo, la malla no
modificd sus caracteristicas macroscopicas que la hacen
viable como scaffold e inmediatamente fueron sembrados
los fibroblastos. Dado que en el proceso de cultivo no hubo
crecimiento bacteriano y ademas se observd microscopica-
mente extensas areas de colagenizacion, con presencia de
células fusiformes adosadas a las fibras colagenas compa-
tibles con fibroblastos, asumimos la esterilizacion con luz
UV, como el método de esterilizacion mas indicado.

En cuanto a las propiedades de las mallas de soporte,
Santos? refiere que un scaffold debe presentar una super-
ficie adecuada para permitir el anclaje y adhesién celular,
facilitando su proliferacion y diferenciacidon, debe ser
biocompatible y altamente porosa, éstas caracteristicas
fueron identificadas en la malla obtenida en este estudio,
la cual esta constituida por una red de poros uniformes e
interconectados que facilitd la adhesion y el crecimiento del
cultivo celular y coinciden con las reportadas por Espinosa
et al.? quienes lograron obtener mallas de colageno firmes,
porosas, blancas y suaves al tacto. Por otra parte, segln
Lizarbe'® las propiedades biomecanicas minimas de un
scaffold deben ser: una elevada fuerza de tension, extensi-
bilidad, retencion de agua y la facilidad de manipulacion,
caracteristicas que también fueron constatadas en la malla
obtenida en este estudio. Sin embargo, estos resultados se
contraponen con los obtenidos por Gonzalez, et al.® quienes
utilizaron una matriz de colageno en gel que demostro ser
de dificil manejo.

Conclusiones

Luego del procesamiento se concluye que siguiendo el
protocolo adaptado bajo las condiciones adecuadas y esteri-
lizacion con luz UV se pueden obtener, a partir de tendones

de cola de rata, mallas de coldgeno con caracteristicas
macroscopicas y microscopicas que las hacen viables como
soporte para el cultivo celular principalmente de fibroblastos.
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