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Resumen

Desde sus origenes, la Ingenieria de Tejidos ha buscado diversos materiales que puedan ser utilizados para la generacién
de soportes que sirvan para el anclaje, proliferacion y diferenciacion celular que conduzcan a la obtencion de tejidos
humanos. Muchos materiales de tipo cerdmico, polimérico y metdlico se han evaluado, pero hasta la fecha muchos de
ellos han sido rechazados por diversas razones, entre otras su escasa biocompatibilidad y biodegradabilidad, la respuesta
inmune generada, la baja resistencia mecanica o el riesgo de transmision de virus o priones. El fibrindgeno es una proteina
presente en el plasma sanguineo que puede ser utilizada para la generacion de soportes tridimensionales que favorezcan
el crecimiento de células; se obtiene a partir del propio paciente, bancos de sangre o como proteina purificada (Tisseel®
o Tissucol®, Laboratorios Baxter). El fibrindgeno evita el desencadenamiento de una respuesta inmunoldgica y el uso de
productos xenogénicos. Debido a la estructura proteica, la adhesion y proliferacion celular se ven favorecidas dando exce-
lentes resultados en la generacion de equivalentes de piel, cartilago, cornea y reemplazos cardiacos en aplicaciones in vitro
e in vivo. Como desventajas presenta su rapida degradacion y su baja resistencia mecanica; sin embargo, en los ultimos
anos se han venido evaluando mezclas con algunos biopolimeros como acido polilactico (PLLA), acido poli-glicélico (PGA)
y alginato de sodio. Esta revision presenta algunas de las principales aplicaciones del fibrin6geno en Ingenieria de Tejidos.
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Abstract

Since its origin, Tissue Engineering has sought various materials that can be used for generation of scaffolds that serve to
anchor, proliferation and cell differentiation leading to the production of human tissues. Many materials such as ceramic,
polymeric and metal type have been evaluated to date but many have been rejected for various reasons, including its limi-
ted biocompatibility and biodegradability, immune response generated, low mechanical strength or the risk of transmission
of virus or prions. Fibrinogen is a protein present in blood plasma that can be used to generate three-dimensional scaffolds
that favors growth of cells, it is obtained from the patient itself, bank of blood or purified protein (Tisseel® or Tissucol®,
Laboratorios Baxter). Fibrinogen acts slowing or reversing the immune response and avoiding the use of xenogeneic ma-
terials. Because the protein structure, adhesion and cell proliferation is favored with excellent results in the generation of
skin equivalents, cartilage, cornea and even heart replacements in vitro and in vivo. The disadvantages presented are the
rapid degradation and low mechanical strength, but in recent years it has been evaluating some biopolymer mixtures as
polylactic acid (PLLA), poly-glycolic acid (PGA) and sodium alginate. This review presents some of the main applications of
fibrinogen in Tissue Engineering.
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Introduccién

A lo largo de los ultimos afos la Ingenieria Tisular ha
venido desarrollando técnicas para el cultivo de célu-
las sobre soportes tridimensionales, con el propdsito
de mejorar la calidad de vida de muchos pacientes
que han perdido total o parcialmente algunos de sus
organos y/o tejidos; adicionalmente, los avances y ex-
pectativas en el uso de células madre para el desarro-
llo de tejidos y 6rganos han impulsado el desarrollo de
esta drea del conocimiento. No obstante, uno de los
grandes retos presentes en este campo es el de los ma-
teriales empleados como soportes para el crecimiento,
expansion y diferenciacion de las células que permi-
tan integrarse al tejidos del paciente sin generar una
respuesta inmune, con una velocidad de degradacion
controlada y que produzcan subproductos facilmente
integrables al metabolismo normal del organismo sin
afectar la expresion de genes propios de cada linea
celular.

Aunque se han evaluado muchos materiales hasta
la fecha (Yoon and Fischer, 2007; Pachence et al,
2007; Warren et al., 2004), la experiencia con ellos
ha llevado a desarrollar materiales biocompatibles y
biodegradables los cuales, una vez que se implanta el
equivalente en el organismo, son absorbidos y reem-
plazados paulatinamente por el tejido neoformado del
mismo paciente (Falke y Atala, 2000). Pese al amplio
abanico de materiales desarrollados, ain no se cuenta
con un material capaz de cumplir con todos los reque-
rimientos necesarios para garantizar la integracion al
tejido del paciente. Uno de los materiales en ascenso
en la Ingenieria de Tejidos, por su facilidad de obten-
cion y la posibilidad de conseguir equivalentes auto-
logos, es el fibrindgeno, una proteina presente en el
plasma sanguineo en un porcentaje cercano al 1% del
total de proteinas presentes en él (Moure et al., 2003).
Debido a la presencia del fibringeno en la sangre, se
considera un material biocompatible y biodegradable
(Eyrich, 2006).

Estructura del fibrinégeno

El fibrinbgeno es una glicoproteina con estructura
globular y fibrosa que corresponde al Factor | de la
Cascada de Coagulacion y esta formada por dos sub-
conjuntos proteicos consistentes de tres cadenas, de-
nominadas (Aa)z, (BB):2y (y)2, unidas mediante puentes
disulfuro creando la estructura molecular dimérica
(Rawn, 1989). La parte central de la molécula, deno-
minada region E, contiene un nitrégeno terminal en to-
das las seis cadenas las cuales se entrelazan y forman
a-hélices unidas por puentes disulfuro, manteniendo el
dominio D en el extremo y las cadenas BB y y en los

extremos de este dominio (Standeven et al., 2005). Las
cadenas (Aa) consisten de 610 aminodcidos, las (Bp)
de 461 y las (y) de 411 (Standeven et al.,2005; Grassl
and Tranquillo, 2006), en consecuencia el fibrindgeno
humano consta de 2.964 aminoacidos con un peso
molecular de 329,818 kDa; ademas, posee 4 grupos
de carbohidratos, uno en cada cadena BB y v lo cual
contribuye con otros 10 kDa al peso molecular para
dar un valor aproximado de 340 kDa (Standeven et
al.,, 2005). El fibrindgeno es sintetizado, principalmen-
te, en el higado en cantidades de 1,7-5,0 g por dia
para mantener una concentracion normal de fibriné-
geno en la sangre de 2,5-3,0 mg / ml (Standeven et
al., 2005). El fibrindgeno es un zimégeno que viaja en
el torrente sanguineo y cuando se requiere la coagu-
lacion de la sangre se activa a través de la Cascada de
Coagulacion donde la trombina (Factor lla) hidroliza
los fibrinopéptidos AA y BB, el uno de 13 y el otro de
14 aminoacidos, que estan en las cadenas a y 3 del fi-
brindgeno, lo cual induce la polimerizacion del fibriné-
geno de forma vertical, mientras que la polimerizacion
horizontal causa la unién covalente entre dos molé-
culas de fibrindgeno por el factor Xllla para formar un
coagulo insoluble de fibrina polimerizado (Eyrich et al.,
2007b; Blomback and Bark, 2004; Doolittle, 1984). El
grado de asociacion lateral de dichas fibrillas conduce
a la estabilizacion del gel mediante entrecruzamientos
covalentes de grupos e-amino de residuos de lisina de
una cadena y residuos de glutamina de cadena adya-
cente; dicha reaccion depende de las condiciones en
las cuales ocurra la formaciéon de la fibrina, como el
pH, la fuerza i6nica y la concentracién de trombina
y fibrinégeno, con lo cual se pueden obtener fibras
con didametros de 10 a 200 nm (Grassl and Tranquillo,
2006).

La funcion primordial del codgulo de fibrina es tapo-
nar el vaso lesionado y contribuir con la reparacién
de la zona lesionada; en la medida en que se presenta
la cicatrizacion y regeneracion de la zona afectada, la
fibrina es degradada y reabsorbida por el organismo.
La degradacion de la fibrina es debida a la plasmina, la
cual es la enzima activa gracias a las accién del activa-
dor tisular de plasminégeno (t-PA); la plasmina degrada
la fibrina a péptidos conocidos como PDF (productos
de degradacion de la fibrina) (Rawn, 1989; Doolittle et
al., 2006; Robbins et al, 1967; Ranby, 1982).

El fibrindgeno ofrece algunas propiedades que son im-
portantes en los materiales empleados en Ingenieria
de Tejidos tales como una favorable interaccion con
células en procesos como la distribucion, adhesion y
sefalizacion plaquetaria, proliferacion de fibroblastos
y células endoteliales, cicatrizacion y respuesta infla-
matoria; ademas, es capaz de unirse a proteinas como
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fibronectina (facilitando su incorporacion a la matriz
extracelular), factores de crecimiento para fibroblastos
(FDF-2, B-FGF) y endotelio vascular (VEDF) que estimu-
lan la angiogénesis, y la interleucina-1p que interviene
en inflamacion (Lauricella, 2007). Una de las desventa-
jas que tienen los geles de fibrina es su baja resistencia
mecanica, por lo que se hace necesario su reforza-
miento mediante mezclas con otros materiales bio-
compatibles y biodegradables (Hokugo et al., 2006).

Adicionalmente, los constructos del fibrin6geno man-
tienen la actividad fisica y bioldgica de las proteinas
durante la aplicacién, sin inducir respuesta inmune;
ademas, la fabricacion de dichos geles puede ser mani-
pulada de tal forma que las redes de fibrina pueden ser
orientadas de manera que permiten alinear las células
durante su crecimiento (Grassl and Tranquillo, 2006;
Bak et al., 2002; Hokugo et al., 2006).

Gelificacién del fibrinégeno

Tanaka (1981) definié un gel como una forma inter-
media entre un liquido y un sélido, consiste en hebras
o cadenas entrecruzadas que crean una red continua
inmersa en un medio liquido; también se puede definir
un gel como la suspension o dispersién coloidal forma-
da cuando una sustancia liquida insoluble se dispersa
en una fase sélida. Cuando los geles son capaces de
retener en su estructura tridimensional moléculas de
agua reciben el nombre de hidrogeles, los cuales son
redes de polimeros hidrofilicos que pueden absorber
desde un 10-20% hasta varios miles de veces su pro-
pio peso seco en agua; pueden ser quimicamente esta-
bles o ser disueltos y desintegrados, esto depende del
tipo de aplicaciéon para la cual se requieran (Hoffman,
2002). Esta estructura y el microambiente generado
son bastante similares al ambiente natural de los te-
jidos vivos, por lo cual, los hidrogeles son dtiles para
una variedad de aplicaciones biomédicas (Coviello et
al., 2007) ya que permiten incorporar algunas sustan-
cias que contribuyen fundamentalmente en la rege-
neracion del tejido como los ligandos peptidicos que
actdan como receptores de la membrana celular y es-
timulan la adhesién, proliferacion y crecimiento celular
(Brandl et al., 2007); por otro lado, dichos hidrogeles
facilitan la difusion de nutrientes y desechos en la ma-
triz extracelular, pueden ser gelificados a temperatu-
ra corporal in situ; dentro de las desventajas estan la
dificultad de manipulacién, baja resistencia mecanica
y dificultad para la esterilizacion. Inicialmente se em-
plearon para encapsular células y recientemente se
han vuelto interesantes para la generacion de matrices
para la reparacion y regeneracion de una amplia va-
riedad de tejidos y 6rganos (Hoffman, 2002); ademas,

durante la cicatrizacion, los hidrogeles proveen una
cobertura hdmeda que protege la herida de la infec-
cion (Seal et al., 2001). Dentro de los polimeros que
se han evaluado por su capacidad para gelificar sobre-
salen coldgeno, quitosano, fibrindgeno, polietilenglicol
y polipropilenfumarato (Hoffman, 2002; Seal et al.,
2001; Yoon and Fischer, 2007).

En general, el proceso de gelificacion depende de las
siguientes cuatro variables: temperatura, concentra-
cion, fuerza idnica y pH; sin embargo, en sistemas bio-
l6gicos en los cuales la gelificacion se produce por la
accion de enzimas el estudio se ha extendido también
a la concentracion de la enzima. En el caso del fibrino-
geno, la gelificacion depende fundamentalmente de la
concentracion de fibrinégeno, trombina y calcio, pH
y fuerza iénica que pueden favorecer la union lateral
de las moléculas de fibrinégeno (Grassl and Tranquillo,
2006; Eyrich, 2006), con lo cual se pueden generar
dos tipos de geles: finos y gruesos. Los geles finos con-
sisten en un alto ndmero de fibras delgadas y unidas
compuestas de protofibrillas que generan un gel trans-
parente y rigido con pequefos poros; en contraste,
los geles gruesos estan compuestos de fibras gruesas
formadas por la unién lateral de agregados de proto-
fibrillas que conducen a la formacién de un gel turbio
con un tamano de poro mayor (Eyrich et al., 2007b;
Blomback, 2000). Se ha demostrado que un aumento
en la fuerza iénica produce fibrina de estructura mas
compacta de mayor turbidez y rigidez, y de porosidad
marcadamente disminuida con respecto a la fibrina
obtenida a menor fuerza iénica (Lauricella, 2007).

La gelificacion del fibrindgeno ha sido estudiada por
varios grupos de investigacion. Zhao et al. (2008) eva-
luaron el efecto de la concentracién de trombina (0,5
UT/ml-10 UT/ml) sobre la velocidad de gelificacion
y encontraron que existe una relacion inversa entre
la concentracion de trombina y el tiempo de gelifica-
cion; ademas, encontraron que estructuras mas fibro-
sas y con fibras mas delgadas son obtenidas cuando
la concentracion de trombina es alta y a una mayor
concentracion de trombina se obtiene un mayor entre-
cruzamiento del gel, lo que conlleva a un aumento en
la capacidad de resistir la deshidratacién. En cuanto a
la resistencia mecanica, Rowe et al. (2007) mezclaron
células de musculo liso de aorta de rata en concen-
tracion 1 X 10° células/ml, las cuales se combinaron
con fibrindgeno bovino en concentracion de 2 mg/ml
y diversas concentraciones de trombina 1,0; 0,1; 0,01
y 0,001 UT/mg fibrinégeno, suplementada con acido
e-amino-caproico (inhibidor de plasmina); las condicio-
nes de gelificacion fueron de 3 h'y 37 °C. Los resulta-
dos muestran que la mejor concentracién de trombina
es 0,001 UT/mg fibrin6geno, donde se presenta el va-
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lor mas alto del esfuerzo tensil dltimo (38,6 kPa); las
células fueron alineadas a lo largo del eje de las fibras
de fibrina, sin embargo, la compactacion del gel fue
demasiado alta y en el dia 7 de cultivo, el volumen
era cercano al 5% del volumen original. Por tanto, la
resistencia mecanica de los geles de fibrina es inversa-
mente proporcional a la concentracion de trombina.

La concentracion de trombina resulta ser un factor pre-
ponderante durante la gelificacion del fibrinégeno v,
por tanto, se requiere un proceso para su obtencion
de manera sencilla con miras a estandarizar un proce-
so de produccién de equivalentes autdlogos. Haisch
et al. (2000) presentan una alternativa para aislar la
trombina a partir de plasma sanguineo usando croma-
tografia de intercambio i6nico y didlisis, y concluyen
que a partir de 200 ml de plasma sanguineo es posible
conseguir trombina con una actividad de 51 NIH/ml a
414 NIH/ml (58,65 UT/ml a 476,1 UT/ml, usando un
factor de conversion de 1,15, factor recomendado por
National Institute for Health).

En cuanto al comportamiento reolégico, Eyrich et al.
(2007a) realizaron reologia dindmica para la optimiza-
cion del gel y encontraron que las mejores condicio-
nes de gelificacion son estas: 50 mg de fibrinégeno/
ml, 20 mM de Ca*', pH 7,0; si la concentracién es ma-
yor a 25 mg de fibrindgeno/ml el gel tiene apariencia
transparente y es estable en el cultivo de condrocitos
durante el tiempo del ensayo (3 semanas), si la con-
centracion de calcio es menor a 20 mM resultan ser
opacos; la evaluaciéon de pH mostré que valores por
debajo de 6,8 y mayores a 9,0 generaron geles turbios.

Una caracteristica de los equivalentes de fibrina es su
inestabilidad y solubilidad en el tiempo debido a la fi-
brindlisis; en los sellantes disponibles comercialmente
tienden a contraerse y desintegrarse in vitro e in vivo
después de unos dias y se disuelven completamente
dentro de 4 semanas (Eyrich, 2006). En los cultivos in
vitro, para evitar dicha fibrindlisis, se suelen emplear
agentes antifibrinoliticos que inhiben la accion de la
plasmina tales como el acido tranexamico (Laborato-
rios Ropsohn), que bloquea la lisina presente en el sitio
activo de la plasmina permitiendo que los constructos
generados perduren por mas tiempo sin un cambio
apreciable en sus propiedades (Llames et al., 2004;
Arvelo et al., 2004; Iriarte, 2007), la aprotinina (serin-
proteasa) y el acido e-aminocaproico (un andlogo de
la lisina que compite inhibiendo la union entre plasmi-
na y plasminégeno a la fibrina) (Grassl and Tranquillo,
2006; Rowe et al., 2007; Eyrich et al., 2007b). Existen
divergencias entre los resultados obtenidos experimen-
talmente sobre el uso estos inhibidores de la fibrindlisis
en la generacion del tejido, pues algunos concluyen

que disminuye la formacién de la matriz extracelular
y otros no encuentran diferencia significativa (Mol et
al., 2005), por lo cual es necesaria la evaluacion de los
inhibidores de la plasmina con cada linea celular.

Mezcla de fibrinégeno con otros materiales

Para mejorar las propiedades mecanicas, el fibrin6-
geno se ha mezclado con otros materiales. Bak et al.
(2002) evaluaron el efecto reolégico de adicionar drea
y alginato a un medio que contiene fibronectina y fibri-
négeno (obtenido a partir de plasma humano median-
te precipitaciéon con PEG), con miras a obtener fibras
estables mediante extrusion de tal manera que se man-
tenga la actividad bioldgica y las propiedades estructu-
rales. Por otro lado, Zhao et al. (2009b) fabricaron un
soporte de polilactida (PLLA) y fibrina (obtenida a partir
de plasma humano) usando la técnica de separacién
de fases inducida térmicamente, luego realizaron la
polimerizacion sobre la superficie porosa y obtuvieron
un tamano de poro del orden de 150 a 350 mm con
una porosidad del 93% y lograron que la degradacién
de dichos geles fuera de 20 dias frente a los 3 dias
que tardaron los geles de fibrina sola, usados como
testigos. Hokugo et al. (2006) mezclaron fibrina con
acido poli-glicélico (PGA) para generar esponjas me-
diante el método de liofilizacion y sobre estas se culti-
varon fibroblastos de raton de la linea L929 con miras
a obtener un equivalente cutaneo. Los investigadores
encontraron que en los ensayos donde se colocé PGA
la proliferacion celular y el intercambio de nutrientes
fueron mejores que en el ensayo control donde no se
colocoé PGA; esto se debe a una menor contraccion
del gel durante el crecimiento celular cuando hay PGA
que cuando no esta presente. De las mezclas de fi-
brina con otros polimeros que se reportan como una
alternativa tecnoldgica, sobresalen las mezclas con al-
ginato [Bhakta et al, 2009 y Shikanov et al. (2009)],
alginato-acido gulurénico y gelatina (Xu et al., 2010),
k-carragenina-quitosan (Doncel et al., 2006), poliglacti-
na (Aper et al, 2004) y agarosa (lonescu et al., 2011).

Las referencias presentadas muestran que la tenden-
cia actual es usar diferentes mezclas de la fibrina con
otros materiales, principalmente polisacaridos, donde
se pueda tener un efecto sinergistico entre la resisten-
cia mecanica que ofrecen dichos materiales y la adhe-
sion celular que ofrece la fibrina.

Uso de fibrinégeno en Ingenieria de Tejidos

La aplicacion de fibrina en la Ingenieria de Tejidos
puede ser agrupada en 3 areas principales: fibrina
como material para el soporte celular, fibrina combi-
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nada con otros materiales poliméricos y como siste-
ma de liberacién de factores de crecimiento u otros
agentes terapéuticos (Eyrich, 2006). De hecho, el uso
de fibrin6geno en aplicaciones biomédicas no es algo
reciente, Laboratorios Baxter tiene en el mercado dos
productos, Tissucol® y Tisseel®, que son fibrindgeno
humano purificado y que se emplean como sellante en
cirugia (Buchta et al., 2005; Spotnitz, 2010), en el cual
la concentracién de fibrinégeno es del orden de 50
mg/mly la de trombina es de 100 U/ml con un sistema
de 2 jeringas (Marx, 2003).

Para que pueda ser usado en Ingenieria de Tejidos
como soporte, el material debe proveer un ambiente
que permita la migracion, proliferacion y diferenciacion
celular que favorezca el desarrollo del tejido (Eyrich,
2006); el fibrinégeno reldne estas caracteristicas ya
que posee una cadena peptidica especifica, también
referida como heptida, que contribuye a la adhesion
celular de células mesenquimales como fibroblastos,
endotelio y mdsculo liso (Eyrich et al, 2007b). En los dl-
timos anos, el fibrindgeno ha venido ganando terreno
como uno de los materiales que puede ser empleado
para la fabricacion de geles que soporten el crecimien-
to celular; muchos grupos usan el fibrindgeno comer-
cial distribuido por Laboratorios Baxter, mientras que
otros grupos usan plasma aprovechando la presencia
del fibrin6geno para obtener equivalentes autélogos.
Llames et al. (2004) muestran que el uso de plasma
resulta mas adecuado que el fibrindgeno purificado en
cuanto a costos y tiempo, ademas aporta citoquinas,
factores de adhesion y factores de crecimiento deriva-
dos de plaquetas (PDGF) que no contiene el fibrino-
geno purificado; por otro lado, la capacidad de usar
la sangre de los mismos pacientes reduce el riesgo de
transmision de patégenos incluidos los virus; la des-
ventaja de usar el plasma es que se pueden requerir
volimenes grandes del mismo y haria necesario usar
plasma proveniente de los bancos de sangre.

Recientemente, Huang et al. (2010) han demostrado
que células estromales mesenquimales cultivadas en
geles de fibrina pueden expresar genéticamente acti-
vidad vasculogénica, miogénica, neurogénica, condro-
génica y osteogénica, la cual puede ser potenciada
mediante el empleo de factores de crecimiento apro-
piados sin que exista influencia del tamano del poro y
de la concentracion de fibrina. Esto muestra las posibi-
lidades de uso de la fibrina en los proximos afos, para
la generacion de tejidos.

Equivalentes de piel

Una de las primeras aplicaciones que tuvo el fibriné-
geno fue como soporte para la proliferacion de quera-

tinocitos. Horch et al. (1999) demostré en un modelo
de experimentacion animal porcino que los queratino-
citos cultivados sobre geles de fibrina son una excelen-
te alternativa para la cicatrizacion de heridas. Desde
entonces, productos como Tissucol® y Tisseel® se
han ofertado para su aplicacion en el cultivo de quera-
tinocitos y como sellante de heridas.

En cuanto al uso de fibrindgeno y plasma para la pro-
duccién de equivalentes de piel, Llames et al. (2004)
evaluaron el plasma fresco como soporte para la pro-
liferacion de queratinocitos y fibroblastos, y encon-
traron que el plasma fresco resulta adecuado para el
crecimiento y proliferacion de estas dos lineas celu-
lares; ademas, evaluaron los equivalentes dérmicos
completos autélogos en pacientes con quemaduras
hasta por 2 afos y encontraron la ausencia de res-
puesta inmunoldgica y la integracion total del cons-
tructo con los tejidos adyacentes en los pacientes.
En un trabajo similar, Arvelo et al. (2004) obtuvieron
equivalentes completos empleando plasma fresco, fi-
broblastos y queratinocitos y concluyeron que en ge-
les de fibrina los fibroblastos son capaces de sintetizar
mudiltiples factores de crecimiento, similares a los que
son producidos y secretados por ellos in vivo; ademas,
que los geles pueden servir como reservorio de otras
sustancias como los factores de crecimiento y antibio-
ticos que favorecen y permiten la correcta cicatriza-
cion; también demostraron que los queratinocitos se
expanden con facilidad ya que la capa de fibroblastos
obtenida constituye el soporte dérmico que favorece
su proliferacion al ser capaz de producir KGF (factor de
crecimiento de queratinocitos). Otra ventaja del uso
de fibrina es que mantiene la totipotencialidad de las
células epidérmicas, lo cual es un requisito para la re-
generacion permanente (Llames et al., 2004).

Zhao et al. (2008) evaluaron el crecimiento de fibro-
blastos humanos atrapados en geles de fibrindgeno
humano y encontraron una excelente citocompatibi-
lidad debido a los ingredientes activos derivados del
plasma que estan unidos al fibrin6geno, pues ellos pro-
veen un espacio para la proliferacion celular que impi-
de la existencia de inhibicién durante la misma. Meana
et al. (1998) evaluaron el uso de crioprecipitados de
plasma sanguineo para la formacién de geles de fibrina
y determinaron la expresion de proteinas membrana-
les como coldgeno tipo IV, laminina y queratina du-
rante el crecimiento de fibroblastos y queratinocitos.
Por otro lado, Mazlyzam et al. (2008) compararon el
crecimiento de fibroblastos en el medio DMEM/Ham™s
F-12 suplementado con suero humano o suero fetal
bovino en la misma proporciéon (10%) y encontraron
que la viabilidad celular es mayor con suero humano
que con suero fetal bovino; ademas, el tiempo de du-
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plicacion resulté menor con suero humano y la fase S
del ciclo celular (fase de sintesis) resulté mayor. Me-
diante RT-PCR se muestra que las células mantienen la
capacidad de sintetizar colageno tipo | e incrementa
la expresion de genes asociados con la produccion de
colageno tipo Il y fibronectina comparado con sue-
ro fetal bovino. En esta misma linea, Mazlyzam et al.
(2007) cultivaron sobre plasma sanguineo fibroblas-
tos y queratinocitos y mediante pruebas inmunohis-
toquimicas demostraron que las células expresaron
colageno y queratina en la dérmis y epidermis, respec-
tivamente. Kopp et al. (2004) realizaron un analisis de
las aplicaciones clinicas del cultivo de queratinocitos
en matrices de fibrindgeno (usando Tisseel®, Labora-
torios Baxter) y encontraron que el cultivo y aplicacion
de queratinocitos autélogos muestran, a nivel clini-
co, una capacidad para re-epitelizar heridas crénicas.
Bannasch et al. (2008) evaluaron el crecimiento de
queratinocitos sobre constructos fabricados con una
matriz acelular de Alloderm® (LifeCell Corporation)
y una matriz celular preparada con fibrina (Tisseel®,
Laboratorios Baxter) en un modelo porcino; con esta
metodologia lograron una excelente integracion histo-
l6gica y una reduccién en la contraccion de la herida
en comparacién con el grupo control (queratinocitos
atrapados en fibrina). A nivel nacional, Iriarte (2007),
empleando plasma fresco, generd la matriz para el cre-
cimiento de fibroblastos procedentes de biopsias de
cirugia y mostré que es posible reemplazar el suero
fetal bovino del medio de cultivo por plasma fresco;
Escobar et al. (2007) presentan el uso de equivalen-
tes cutaneos fabricados con plasma sanguineo para el
tratamiento de ulceras de dificil cicatrizacion, con ex-
celentes resultados a nivel clinico; Arango et al. (2009)
reportan la produccién de equivalentes de piel usando
plasma sanguineo humano.

Recientemente, Vavken et al. (2011) muestran que es
posible obtener una mayor expresion de colageno en
soportes fabricados con bajas concentraciones de fi-
brina (1-3 mg/ml), lo cual resulta ser ventajoso ya que
soluciones de fibrinégeno cercanas a las fisioldgicas
para la generacion del soporte, presentarian mejores
resultados que una mayor concentracion.

En términos de procesamiento, Mazlyzam et al. (2007)
muestran que con 2 ml de plasma sanguineo se pue-
den generar 9,6 cm? de equivalente dérmico, lo cual
permite estimar que con una unidad de plasma sangui-
neo de 250 ml se alcanzaria a cubrir un area cercana
a 1000 cm?, que podria ser el area de una quemadura
mediana. Algunos estudios han evidenciado que den-
tro de los 3 dias de aplicacion del gel de fibrina se
presenta una granulacién del tejido con un gran ndme-
ro de células, las cuales son reemplazadas con fibras

de coldgeno después de 1 6 2 semanas (Eyrich et al,
2007b). En cuanto a la resistencia mecdnica, Ahlfors
and Billiar (2007) reportan valores para la resistencia
tensil dltima de 133%8,0 kPa, la cual es del mismo or-
den de magnitud que la reportada en el mismo estudio
para los geles de colageno.

Cartilago

El fibrinbgeno también ha sido ampliamente usado
para el cultivo de condrocitos hasta el punto de ser
considerado el cartilago como la mas importante
aplicacion de fibrina en Ingenieria de Tejidos (Eyrich,
2006). Perka et al. (2001) evaluaron la inmovilizaciéon
de condrocitos empleando geles de fibrina y alginato
de sodio polimerizados con cloruro de calcio y trombi-
na; una vez inmovilizadas las células, las cultivaron en
frascos Roller usando medio de cultivo DMEM/Ham s
F-12 con suero bovino al 10% y Trasylol (aprotinina,
Laboratorio Bayer), como resultado obtuvieron el cre-
cimiento celular de condrocitos y el mantenimiento
de esta linea celular por el uso de alginato de sodio.
Eyrich et al. (2007a) evaluaron el crecimiento celular
de condrocitos bovinos empleando geles de fibrina
obtenidos a partir de Tissucol® (Laboratorios Baxter)
y concluyeron que es necesario sembrar minimo 75 X
10° células/ml de suspension para lograr una adecua-
da produccién de matriz extracelular, rica en coldgeno
tipo Il y GAG. Almqvist et al. (2001) evaluaron el cre-
cimiento de condrocitos en matrices de alginato de
calcio rodeados por fibrina y encontraron que la mejor
concentracion para la proliferacion celular es alginato
al 1% vy fibrinégeno (Tissucol®, Laboratorios Baxter)
al 0,5%; las pruebas inmunohistoquimicas revelaron la
formacion de agrecanos y colageno tipo | y Il duran-
te las 8 semanas de evaluacion. Zhao et al. (2009b)
evaluaron el crecimiento de condrocitos obtenidos a
partir de cartilago de conejo de la zona auricular usan-
do soportes de polilactida (PLLA) y fibrina (obtenida a
partir de plasma humano) y encontraron que los con-
drocitos son capaces de proliferar y generar Glicosa-
minoglicanos (GAG) manteniéndose la forma esférica.
Finalmente, Hunter et al. (2004) evaluaron el efecto
de la aplicacion de esfuerzos mecanicos sobre geles
de fibrina fabricados con fibrinégeno bovino (ICN Bio-
medical) y en los cuales sembraron 10’células/ml de
condrocitos aislados de tejido articular bovino; ellos
encontraron que dichos esfuerzos mecanicos no favo-
recieron la formacién de hidroxiprolina y Glicosamino-
glucano sulfatado (sGAG), por lo cual concluyen que
no hay formacién de tejido cartilaginoso.

Estos resultados obtenidos permiten concluir que la
fibrina es un excelente soporte para la formacion de
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cartilago al garantizar una matriz extracelular que fa-
vorece la expresion de marcadores caracteristicos de
los condrocitos.

Tejidos cardiovasculares

El fibrindgeno también se ha usado para la genera-
cion de soportes cardiovasculares, aprovechando la
posibilidad de alinear las fibras (Jockenhoevel et al.,
2001), y en la generacion de valvulas cardiacas o ve-
nosas [Ye et al. (2000); Aper et al. (2004)]. Aper et al.
(2004) realizaron matrices de fibrina mezclada con
poliglactina, sobre ella hicieron crecer miofibroblastos
aislados de la vena safena y evaluaron su crecimiento
in vitro durante 14 dias; transcurrido este tiempo se
hicieron crecer células endoteliales que proliferaron
en la superficie del soporte con miofibroblastos. Me-
diante pruebas inmunohistoquimicas se encontré la
formacion de laminina y colageno tipo IV y se apreci6
que las células endoteliales cubrieron la superficie de
manera uniforme.

Mol et al. (2005) evaluaron el efecto del uso de un
inhibidor de plasmina, el acido e-amino-n-caproico, so-
bre la formacion de matriz extracelular para geles de
fibrina en los cuales se colocaron miofibroblastos hu-
manos. Los investigadores encontraron que el inhibi-
dor de la fibrindlisis no afecta la formacion de la matriz
extracelular cuando cuantifican hidroxiprolina, pero a
nivel de microscopia si observaron una formacion mas
madura cuando no hay inhibidor.

Tejido Oseo

También se han realizado ensayos para evaluar el uso
de fibrina en la generacién de tejido 6seo; sin embar-
go, el uso de otros materiales como la hidroxiapatita
y el acido polilactico han predominado. Dentro de los
trabajos realizados en este dmbito sobresalen el de
Bensaid et al. (2003) quienes tomaron geles de fibri-
négeno (Tissucol®, Laboratorios Baxter) para ser ge-
lificados in situ en el desarrollo de equivalentes 6seos
usando células madre mesenquimales, y encontraron
que la mejor relacion para la fabricacion del gel es 18
mg/ml de fibrindgeno, lo que permite tener un produc-
to que se puede manipular, no se desintegra tan facil-
mente y ademas, el gel permite la liberacion de células
que se integran al tejido del modelo in vivo empleado
para la evaluacion. Zhao et al. (2009a) prepararon par-
ticulas de fosfato tricdlcico-B, las cuales fueron suspen-
didas en geles de fibrina humana con células madre
mesenquimales humanas, y se demostré que los geles
obtenidos tuvieron una estructura mas densa, con un
comportamiento marcadamente elastico (G >G”“en

un orden de magnitud); de esta manera se encontré
que las particulas de fosfato tricdlcico- promovieron
la proliferacion celular con una alta expresion de fosfa-
tasa alcalina, la cual es un marcador propio de células
oseas.

Liberacién controlada de fairmacos

Una aplicacién reciente para los geles de fibrina esta
relacionada con la liberacion de células y factores de
crecimiento en aplicaciones de Ingenieria Tisular tales
como factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF),
factor de crecimiento transformante-b1 (TGF-1), fac-
tor de crecimiento basico de fibroblastos (bFGF), entre
otros (Cox et al., 2004; Liu et al., 2006; Mogford et al.,
2009; Ho et al., 2006; Spicer and Mikos, 2010; Liang
and Andreadis, 2011). El método de preparacion de
estos sistemas es bastante sencillo, ya que se adiciona
el factor a liberar en el gel de fibrindgeno antes de la
polimerizacion y una vez se produce esta dicho factor
queda atrapado en el gel; posteriormente, mediante
la degradacién controlada del gel se produce la libe-
racion del factor. Mediante esta alternativa es posible
liberar factores de crecimiento en los equivalentes de
tejidos, de tal manera que se pueda modular la expre-
sion celular y asi tener un mayor control sobre la cica-
trizacion y regeneracion tisular.

Nuevas alternativas

Dos alternativas, recientemente publicadas, muestran
nuevos escenarios de uso del fibrinégeno. Por un lado,
Bhakta et al. (2009) mezclan soluciones de alginato
de sodio y fibrindgeno para conseguir una concentra-
cion final del 0,6% p/v y 30 mg/ml, respectivamente,
para atrapar células mesenquimales en concentracién
de 2,0 X 107 células/ml antes del proceso de polime-
rizacion que lo realizan con cloruro de calcio (0,102
M) y trombina (46 IU/ml). Posteriormente someten las
esferas a un proceso de vitrificacion y encuentran que
este atrapamiento celular protege las células durante
la congelacion. La otra alternativa es la presentada por
Shikanov et al. (2009) quienes mezclan fibrindgeno
con alginato de sodio para el crecimiento de foliculos
ovaricos y encuentran produccién de oocitos compe-
tentes.

Mediante la mezcla de k-carragenina/quitosan con fi-
brina es posible el cultivo de células de glioma de rata
C6, con lo cual se puede esperar la regeneracion de
tejido nervioso (Doncel et al., 2006).

Como se puede ver, el uso de fibrinégeno en la Inge-
nieria Tisular ha cobrado gran importancia; por ser un
material de origen humano, su aplicacion en pacientes
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es mas rapida comparada con otros materiales de ori-
gen xenogénico u obtenidos, por rutas biotecnologi-
cas, usando microorganismos recombinantes.

Una novedosa alternativa para la generacion de equi-
valentes de tejidos es mediante el empleo de sistemas
de impresion, en los cuales se pueden depositar célu-
las y soporte para alcanzar equivalentes de menos de
200 um de espesor y evitar restricciones difusionales
durante el crecimiento celular; a través de esta técnica
se coloca la solucion de trombina y células en un car-
tucho de impresora y la solucién de fibrinégeno hace
las veces de papel, de esta manera, laimpresion puede
generar soportes con una estructura bastante definida
(Cui and Boland, 2009). Con el uso de esta técnica, Xu
et al. (2010) fabricaron una estructura tridimensional
empleando fibrina, alginato, acido gulurénico y gela-
tina, en ella atraparon células adipocitos derivados de
células estromales y posteriormente colocaron islotes
pancreaticos de rata; los investigadores encontraron
que es factible obtener in vitro un modelo del sindro-
me metabdlico.

Consideraciones finales

El fibrinbgeno es un material biocompatible, biode-
gradable, de facil obtencion, econémico y seguro que
puede emplearse en la generacion de soportes tridi-
mensionales para el crecimiento celular. La evaluacion
de este material por diversos grupos de investigacion
y el uso clinico que actualmente tiene como sellante
en cirugia preveen su importancia en el desarrollo de
diversos tejidos en un futuro cercano. La mezcla con
biopolimeros permite aumentar su resistencia meca-
nica y amplia el espectro de aplicacion de este ma-
terial. Mediante el desarrollo de procedimientos que
empleen plasma del propio paciente como fuente
de fibrindgeno se podrian alcanzar equivalentes to-
talmente autélogos con bajos costos. Esta tecnologia
desarrollada adecuadamente en el medio colombiano
estaria facilmente a disposicién de los grupos de ma-
yor vulnerabilidad en el sistema asistencial de salud.
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