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1. Introducción 1. 



Evaluación de matrices de fibrina cultivadas y enriquecidas con factores de 
crecimiento en la profilaxis de la fístula broncopleural postneumonectomía. 1. Introducción 

 

Mª del Pilar de la Puente García 2 
 

1. INTRODUCCIÓN 

1. 1. La ingeniería de tejidos  

La ingeniería tisular es un área científica interdisciplinaria, que intenta reparar o 
mejorar las funciones biológicas de un tejido que está dañado o ha dejado de 
desarrollar su función, a través del uso de biomateriales, como estructuras 
tridimensionales, que albergan células y moléculas biológicamente activas1. El 
andamiaje acomoda y guía el crecimiento de las células y permite la regeneración 
del tejido en una estructura tridimensional2. 

Un injerto tisular debe cumplir dos requisitos para que resulte viable: la aparición 
de neovascularización de la región donde se implanta la matriz avascular, que 
ayude a evitar la erosión, infección y necrosis de la misma, donde la acción 
coordinada y secuencial de ciertos factores de crecimiento va a tener un papel 
importante; y la cicatrización de la zona, gracias a la proliferación y diferenciación 
del componente celular, que ayude a la regeneración del epitelio1. 

Aunque existen estudios donde se plantea la posibilidad de usar injertos 
avasculares y sin necesidad de añadir ningún tipo celular, y otros en los que se ha 
comprobado la existencia de invasión epitelial y vascular desde el órgano hacia el 
injerto3; la mayoría de estudios apuestan por el uso de diversos tipos celulares para 
promover la regeneración del epitelio y la conservación de la red capilar o promoción 
de la vascularización del injerto4-7. 

En las técnicas de ingeniería de tejidos, el componente celular suele ser autólogo 
(del propio paciente), el cual se mantiene en cultivo in vitro hasta que se introduce en 
un andamiaje biocompatible tridimensional, junto con la adición de diversas 
sustancias biológicamente activas, promotoras de la angiogénesis o de la 
proliferación celular. El injerto tisular resultante se mantiene en condiciones de cultivo 
apropiadas hasta que se realiza su implante in vivo (Figura 1). 

En definitiva, existen tres importantes componentes para la creación de un 
injerto viable gracias a las técnicas de la ingeniería de tejidos: el biomaterial que 
actuará de andamiaje, el componente celular y las sustancias inductoras. 

1. 1. a. Biomateriales como andamiajes: La fibrina  

Un andamiaje ideal, debe estar elaborado con materiales biocompatibles que 
presenten propiedades de superficie que favorezcan la adhesión, proliferación y 
diferenciación celular8, y no generen reacciones inflamatorias tras su implante2. 

Los biomateriales se clasifican, según su origen, en naturales, que generalmente 
se tratan de proteínas y polisacáridos (colágeno, fibrina, alginato, ácido 
hialurónico,…); y sintéticos, que pueden ser metálicos, cerámicos o poliméricos, 
como el ácido poliglicólico (PGA) y el ácido poliláctico (PLA); todos ellos han sido 
utilizados para la fabricación de andamiajes en la ingeniería de tejidos8-10. 
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Figura 1. Esquema del procedimiento a seguir en las técnicas de ingeniería de tejidos. Se obtiene 
una biopsia del paciente (A), para extraer el componente celular autólogo, el cual se siembra en 
cultivo in vitro (B), posteriormente se introduce dicho componente celular (C) junto con sustancias 
inductoras (D) en un biomaterial o andamiaje, y se cultiva (E) hasta su posterior implante in vivo 
(F). 

Los biomateriales naturales mimetizan la estructura y composición de la matriz 
extracelular nativa, además de simular sus efectos estimulantes, permitiendo la 
incorporación de factores de crecimiento y otras proteínas, que pueden promover 
las funciones celulares. Sin embargo se degradan fácilmente, pueden transferir 
patógenos y su variabilidad depende de la estructura del polímero natural de 
origen11. 

Polímeros naturales como el colágeno, se han empleado en múltiples 
aplicaciones de la ingeniería de tejidos blandos, como en la piel, sin embargo, existe 
cierta preocupación en cuanto al uso del colágeno debido a su antigenicidad e 
inmunogenicidad, difícil manejo y el bajo control en cuanto a su 
biodegradabilidad12-13. Por su parte los andamiajes de fibrina combinan alta 
proliferación celular, distribución de las células uniforme en la estructura 
tridimensional y buena adhesión, además, si los andamiajes son autólogos, no 
presentan riesgos de reacción de cuerpo extraño o infección; aun así, sus mayores 
desventajas radican en su baja dureza mecánica y su rápida degradación14-15. 
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En cuanto a los biomateriales sintéticos, éstos son de fácil manipulación, con 

cinéticas de degradación controladas, sin riesgo de transferencia de patógenos y 
moldeables. No obstante, suelen necesitar la incorporación de moléculas de 
superficie para favorecer las interacciones entre las células y el material, y su 
degradación puede generar subproductos no deseados11.  

El ácido poliláctico (PLA), el ácido poliglicólico (PGA), y su copolímero poli DL-
ácido láctico - ácido glicólico (PLGA) son los materiales biodegradables sintéticos 
más utilizados en la ingeniería de tejidos, no obstante, cuando estos polímeros son 
implantados en un modelo in vivo, se produce liberación masiva de productos 
ácidos, los cuales desencadenan  una reacción inflamatoria16. 

En condiciones fisiológicas, cuando una lesión tiene lugar, una compleja red de 
proteínas aparece para prevenir la pérdida de sangre, en la cual la fibrina es 
muy importante1. La fibrina, por tanto, constituye el soporte del tapón 
hemostático, estando formada por una malla proteica resultante de la 
polimerización del fibrinógeno. 

El fibrinógeno es una glicoproteína de gran tamaño (340kD) formada por 
tres cadenas polipeptídicas (Aα, Bβ, y γ) unidas por puentes disulfuros17-19 (Figura 
2). La molécula de estructura alargada (45nm de longitud y 9nm de diámetro) 
está dividida en tres secciones: el nódulo central, llamado dominio E, formado por 
los 6 extremos amino-terminales de las cadenas proteicas, unidos por puentes 
disulfuro, mientras que los dos nódulos externos D están formados por los extremos 
carboxi-terminales. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 2. Esquema de la molécula de fibrinógeno. Cada cadena polipeptídica se representa de un 
color distinto. Tomado de Acta Bioquim Clin Latinoam 2007; 41: 7-19. 

Los segmentos centrales de las tres cadenas polipeptídicas se pliegan formando 
una triple α-hélice que proporciona estabilidad y flexibilidad mecánica a la 
molécula20. El extremo carboxi-terminal de la cadena Aα, es un brazo flexible que 
puede variar su posición y unirse con otras moléculas de fibrinógeno21. 
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En el fibrinógeno hay sitios constitutivos con funciones bien definidas (Figura 3). 

En los dominios D se produce el ensamblaje de la fibrina. Los sitios DD 
contribuyen a alinear perfectamente los monómeros de fibrina, mientras los sitios 
DA o DB son los huecos donde se insertan las cadenas A y B de los monómeros 
vecinos, respectivamente. El sitio γXL interviene en el ensamblaje de la fibrina y al 
mismo tiempo ubica a las moléculas en su posición exacta para que el Factor XIII 
activado (FXIIIa) catalice la transglutaminación22. 

 
Figura 3. Sitios del fibrinógeno que intervienen en el ensamblaje de la fibrina. Tomado de 
Biochemistry 1996; 35: 10448-53.  

Existen sitios de unión a proteínas del sistema de coagulación (Figura 4). En el 
dominio E, la trombina se une al fibrinógeno a través del sitio sustrato y de un 
sitio no sustrato de baja afinidad, es decir, donde la trombina no puede ejercer su 
actividad biológica. Además, en el extremo C-terminal de la cadena γ´ el 
fibrinógeno posee otro sitio de alta afinidad para trombina y un sitio de unión a la 
subunidad B del Factor XIII23. 

 
Figura 4. Sitios de unión a proteínas de los sistemas de coagulación y fibrinolíticos. Tomado de J 
Thromb Haemost 2005; 3: 1894-904. 

La formación de la red de fibrina, es el proceso por el cual el fibrinógeno 
soluble es convertido en fibrina insoluble por acción de la trombina y del Factor 
XIIIa (Figura 5). Se distinguen 3 etapas: proteólisis del fibrinógeno por la 
trombina (liberándose los Fibrinopéptidos A y B), polimerización de los 
monómeros de fibrina y estabilización de la fibrina por el Factor XIIIa (el 
factor XIII plasmático es activado por acción de la trombina, en una reacción 
dependiente de iones calcio)18. 
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Figura 5. Formación del coágulo de fibrina. La acción de la trombina sobre el fibrinógeno forma la 
molécula de fibrina (tras la liberación de los fibrinopéptidos A y B), la cual es capaz de agregarse 
consigo misma por acción del factor XIIIa.  

 
La concentración de fibrinógeno en el plasma, el cuál es liberado por el 

hígado, fluctúa en un estrecho rango (2 a 4 g/L)24-25; no obstante, estas pequeñas 
variaciones modifican la estructura de la fibrina18,26. 

La fibrina tiene la capacidad de unir otras moléculas sanguíneas como la 
fibronectina27 y la vitronectina28. La capacidad de la fibrina para transportar 
estas proteínas de la matriz, amplifica su potencial para soportar la migración 
celular tisular29.  

Además, la fibrina es capaz de unir gran cantidad de factores de crecimiento, 
tanto de forma directa como indirecta (unión a través de heparina). A su vez 
enzimas (trombina), proenzimas (plasminógeno) e inhibidores enzimáticos, 
también tienen la habilidad de unirse a la fibrina y controlar el balance entre la 
coagulación y la fibrinólisis24. 
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El primer uso clínico de una emulsión de fibrina data de 1909 y se utilizó para 

mejorar la cicatrización de heridas30. Sin embargo, no fue hasta 1944, cuando por 
primera vez, se combinó trombina y fibrinógeno (previamente purificados) para 
promover la adhesión de injertos de piel en soldados con grandes quemaduras31. 
Aun así, hasta comienzos de los setenta, no se utilizaría el concepto de fibrina que 
hoy en día se conoce, todo ello gracias a los importantes avances en las técnicas de 
aislamiento y concentración de los factores de la coagulación. 

Los primeros selladores de fibrina comercializados en Europa fueron el 
Tissucol/Tisseel y el Beriplast HS/Beriplast P, hoy en día, existe una gran 
diversidad de productos disponibles en el mercado que difieren en composición32, 
lo que modifica sus propiedades adhesivas33. 

Sin embargo en los años 90, la FDA (Administración de Alimentos y 
Medicamentos) de Estados Unidos, revocó la licencia del uso en clínica de pools 
de concentrados de fibrinógeno comercial, evitándose la importación desde 
Europa de estas fibrinas comerciales, y todo ello debido al elevado riesgo de 
transmisión vírica asociado34. Lo cual llevó al desarrollo de diversas técnicas de 
inactivación y eliminación viral que asegurasen la reducción de dicha transmisión 
vírica. 

El uso de la fibrina como método sellador, ha abarcado múltiples aplicaciones 
clínicas, incluidas la cirugía cardiovascular y torácica32, la neurocirugía35, el 
tratamiento de hemorragias gastrointestinales36 y la cirugía plástica y 
reconstructiva37. 

Los métodos de elaboración, tanto de fibrinas comerciales como de fibrinas 
autólogas, aíslan y concentran el fibrinógeno de la sangre, a través de una 
primera centrifugación en combinación con métodos de crioprecipitación u otros 
métodos químicos38-40. 

Los métodos de concentración de fibrinógeno requieren en ocasiones técnicas 
caras y complicadas, alterando la propia naturaleza de la fibrina, consiguiéndose 
fibrinas útiles como selladores o pegamentos. El uso de fibrinas comerciales conlleva 
un riesgo de transmisión vírica, además de presentar elevadas concentraciones de 
fibrinógeno (60-115 mg/ml) y un elevado coste1. Debido a esto, el uso de fibrinas 
autólogas supone una buena alternativa, se elaboran a partir de sangre 
autóloga, donde el riesgo de transmisión vírica desaparece, y si no se utilizaran 
métodos de concentración de fibrinógeno, se trabajaría con un método de 
elaboración más sencillo y barato. 

En las últimas décadas ya no se ha utilizado la fibrina únicamente como sistema 
sellador, debido a que por sus propiedades químicas y mecánicas también sirve 
como sistema de liberación de fármacos41 (drogas, antibióticos o agentes de 
quimioterapia), factores de crecimiento42-43 y células44; y como andamiaje 
tridimensional capaz de albergar el crecimiento y diferenciación celular45. 
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Un andamiaje tridimensional es necesario para la adhesión, proliferación y 

diferenciación celular8. Los andamiajes utilizados en ingeniería tisular deben ser 
biocompatibles, biodegradables, con estructura porosa, y deben ser no tóxicos ni 
inmunogénicos; propiedades que los andamiajes de fibrina cumplen1. 

A continuación, se describen algunas de las múltiples aplicaciones clínicas 
relacionadas con la ingeniería de tejidos, en las cuales los andamiajes de 
fibrina han sido utilizados (Tabla 1). 

Aplicaciones en Ingeniería Tisular de los andamiajes de fibrina 
 

Tejido diana Autores 

Tejido Adiposo Cho et al., 200546; Borges et al., 200347 

Hueso Le Nihouannen et al., 200648; Peled et al., 200749 

Tejido Cardiaco Jockenhoevel et al., 200150; Birla et al., 200551 

Cartílago Ahmed et al., 200752; Eyrich et al., 200753 

Tejido Muscular Rowe et al., 200754; Huang et al., 200555 

Tejido Nervioso Sakiyama et al., 199956; Willerth et al., 200657 

Tejido Ocular Alaminos et al., 200658; Han et al., 200259 

Piel Geer et al., 200260 

Tendones y ligamentos Hankemeier et al., 200761 

Tejido Vascular Cummings et al., 200462 

Tabla 1. Aplicaciones en ingeniería tisular de andamiajes de fibrina. 

1. 1. b. El componente celular: Células madre mesenquimales  

Uno de los principales objetivos de la ingeniería tisular y la medicina 
regenerativa, se centra en la búsqueda de nuevas fuentes celulares que 
sustituyan a las células nativas de un órgano o tejido dañado. 

En la ingeniería de tejidos, el componente celular participa en la regeneración 
y cicatrización de los tejidos. Cuando es posible, las células deben ser accesibles, 
fácilmente manipulables, con buenas tasas de proliferación y de origen autólogo. 

Existe gran variedad de células disponibles para la ingeniería tisular, quizá, las 
más utilizadas en la actualidad son las células madre (stem cells), que residen en 
tejidos adultos y dan lugar a células específicas de cada tejido. Dentro de las 
células madre, las células mesenquimales, tienen un alto potencial de 
diferenciación, lo cual las presenta como buenas candidatas. 
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Las células madre mesenquimales (Mesenchymal stem cells, MSCs) son un 

heterogéneo subgrupo de células madre estromales con diversas habilidades, como 
la capacidad de autorenovarse, la multipotencialidad, rasgos inmunológicos, 
propiedades antiinflamatorias y efectos tróficos63-64 (Figura 6). Debido a estas 
propiedades, las MSCs representan un tipo celular ideal para la ingeniería de 
tejidos y la medicina regenerativa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Características biológicas y aplicaciones clínicas de las MSCs. Tomado de Ageing Res Rev 
2011; 10: 93-103. 

Las células madre mesenquimales (MSCs) son células inmunoprivilegiadas 
para el trasplante autólogo y alogénico, debido a su baja inmunogenicidad63-64. 
Las MSCs secretan citoquinas y factores de crecimiento con funciones paracrinas y 
autocrinas, con diversos efectos, como la supresión del sistema inmune local, 
inhibición de la fibrosis y apoptosis, promoción de la angiogénesis, y estimulación 
de la mitosis y diferenciación celular65, que ayudan a su utilización en terapias de 
ingeniería tisular y medicina regenerativa.  



Evaluación de matrices de fibrina cultivadas y enriquecidas con factores de 
crecimiento en la profilaxis de la fístula broncopleural postneumonectomía. 1. Introducción 

 

Mª del Pilar de la Puente García 10 
 

 
La Sociedad Internacional de Terapia Celular ha descrito los criterios mínimos 

para definir las MSCs humanas66. Las MSCs deben adherirse al plástico cuando se 
mantienen en condiciones de cultivo estándar, más del 95% de la población de 
MSCs debe expresar CD105, CD73, y CD90, y estas células no deben expresar 
(menos del 2% positivas) CD45, CD34, CD14 o CD11b, Cd79α o CD19, y HLA clase II. 
Además, estas células deben ser capaces de diferenciarse hacia adipocitos, 
osteoblastos y condrocitos en condiciones de cultivo específicas. 

La mayoría de las células madre han sido descritas en humanos y pequeños 
animales. Las células madre de cerdo pueden representar un modelo atractivo 
para evaluar la eficacia y aplicabilidad de las MSCs, debido a la similaridad en 
tamaño y anatomía entre el cerdo y el humano.  

Las células madre mesenquimales de cerdo han sido encontradas en médula 
ósea, fluido amniótico, sangre de cordón umbilical, músculo y piel fetal67-72. Sin 
embargo, poco se conoce sobre las células madre de cerdo de la dermis. En la piel 
se han identificado, en diferentes localizaciones, poblaciones celulares 
multipotentes como las células madre epidérmicas y las células madre de los 
folículos pilosos73. Aún así, se ha descrito que la dermis puede representar un mejor 
reservorio de células madre adultas que la epidermis y los folículos pilosos juntos74. 
En 2001, se aisló por primera vez células madre mesenquimales de dermis en 
ratón, para posteriormente ser localizadas también en la dermis humana75. 

Multitud de poblaciones celulares, relacionadas con MSCs de la dermis, han sido 
identificadas en roedores y en humanos, utilizando diferentes técnicas de cultivo. 
Barstch, aisló células madre mesenquimales dérmicas a partir de biopsias de 
prepucio preservadas a baja temperatura76.  

Precursores derivados de piel (descritos como un tipo celular distinto a las 
conocidas MSCs) fueron  aislados de la dermis de mamíferos y humanos por 
Toma77. Chunmeng, detalló la existencia de células multipotentes aisladas a 
partir de la digestión enzimática de la dermis de ratas neonatales78-79.  

Chen, describió un nuevo concepto de células madre multipotentes nestina- 
vimentina+ aisladas a partir de biopsias de prepucio humano80. A partir de 2009, 
Selheyer presentó un nuevo concepto, células madre mesenquimales cutáneas, 
donde la vaina de tejido conectivo y la papila del folículo piloso representarían su 
nicho anatómico81.  

Las células de la dermis son, por tanto, un tipo celular interesante para la 
ingeniería de tejidos, debido a su fácil accesibilidad, se trata de un tejido ubicuo, 
con buenas tasas de expansión1 y cuyas células son capaces de sintetizar gran 
cantidad de matriz extracelular82.  
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Las células de la dermis han sido utilizadas en diversas técnicas de ingeniería 

tisular como son la reparación de defectos tendinosos83 o en la creación de la 
capa estromal de la córnea84, de lo cual se deriva que este tipo celular derivado 
del mesodermo, en un ambiente de tejido específico, puede alterar su fenotipo y 
comportarse como otro tipo celular. 

Además, este tipo celular ya ha sido cultivado previamente en andamiajes 
de fibrina consiguiéndose buenos ratios de proliferación in vitro1,85, de lo que se 
deriva la estrecha relación entre el biomaterial y el tipo celular.  

1. 1. c. Sustancias inductoras: Factores de crecimiento  

La neovascularización y la angiogénesis son importantes conceptos en la 
ingeniería de tejidos. Los factores de crecimiento son requeridos para promover 
la regeneración tisular, ya que pueden inducir angiogénesis, la cual proporciona 
oxígeno y nutrientes a las células trasplantadas para que puedan mantener sus 
funciones biológicas86. Sin un aporte suficiente de oxígeno y nutrientes, las células 
sembradas en un andamiaje tridimensional sobrevivirían con dificultad, 
desembocando en la necrosis celular del injerto. 

Existen estudios que demuestran que la acción coordinada y secuencial de 
determinados factores de crecimiento, como el factor de crecimiento endotelial 
vascular (VEGF), factor de crecimiento fibroblástico (FGF) y el factor de 
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), aceleran los procesos normales de 
angiogénesis y maduración vascular87-90, permitiendo el desarrollo de redes 
capilares totalmente funcionales dentro de injertos inicialmente avasculares.  

Los efectos biológicos de los factores de crecimiento no pueden ser siempre 
predichos, por tanto es necesaria la utilización de sistemas de liberación86. 
Aunque pequeñas cantidades de factores de crecimiento son necesarias para 
generar una respuesta celular, los factores de crecimiento son rápidamente 
degradados. La vida media de FGF91 y VEGF92 son 3 y 50 minutos, 
respectivamente, cuando se inyectan por vía intravenosa. El uso de vehículos 
poliméricos permite trabajar con un método de liberación de moléculas de forma 
controlada y localizada93. Los factores de crecimiento por tanto, pueden ir libres 
en un andamiaje o incluidos en microcápsulas que permitan controlar su 
liberación, y así, poder elegir en función del efecto que se busque conseguir, en qué 
momento se van a liberar o ejercerán su función88-90,94. 

El factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) participa en la 
formación de vasos inmaduros, sin embargo para la remodelación y 
maduración de esos vasos inmaduros, se necesitan moléculas como la 
angiopoyetina 1 (Ang1) y la efrina B2, y factores de crecimiento como el factor 
de crecimiento fibroblástico básico (bFGF) y el factor de crecimiento derivado 
de plaquetas (PDGF)87,95 (Figura 7). 
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Figura 7. Proceso de formación y maduración vascular: al principio, la formación de vasos es 
altamente dependiente de la acción del VEGF. Conforme se inicia la maduración vascular, la 
importancia del VEGF disminuye progresivamente a la par que comienzan su acción otros factores. 
Tomado y modificado de J Clin Invest 1999; 103: 157-158. 

El VEGF (Factor de crecimiento endotelial vascular) es una citoquina que juega 
un papel fundamental en la angiogénesis, actuando como mitógeno específico 
de la micro y macrovasculatura de arterias, venas y vasos, careciendo de actividad 
mitogénica en otros tipos celulares96; además de incrementar la permeabilidad 
vascular97. La familia de VEGF consta de cuatro proteínas homodiméricas, donde 
el VEGF-A, es el principal miembro de la angiogénesis, del cual existen cuatro 
isoformas, el VEGF 165 (forma molecular predominante) corresponde al VEGF de 
165 aminoácidos. Multitud de moléculas participan en la regulación de VEGF 
aumentando su expresión: bFGF, interleucinas, prostaglandina E2 o PDGF, entre 
otros98-99. 

El FGF (Factor de crecimiento fibroblástico) actúa también como factor 
mitógeno, pero de un amplio número de células de mamíferos, participa en la 
reparación de tejidos, curación de heridas y en la hematopoyesis100. Además es 
un factor angiogénico que induce proliferación, migración y diferenciación de 
células endoteliales101. El bFGF (Factor de crecimiento Fibroblástico básico) es 
capaz de aumentar la expresión de VEGF mediante un mecanismo autocrino, 
favoreciendo su efecto angiogénico102.  

Se ha demostrado la efectividad in vivo de bFGF como agente promotor de 
vascularización en estudios de ingeniería tisular pulmonar103, además de validarse 
su aplicabilidad como agente angiogénico tanto en modelos in vivo94 como in 
vitro104. Sin embargo, se cree que la administración de un único factor de 
crecimiento parece no ser suficiente para el desarrollo de una vascularizacón 
normal88.  
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Por todo ello, se ha explotado la utilización de diversas combinaciones de varios 

factores de crecimiento, demostrándose el efecto sinérgico entre VEGF y bFGF 
promoviendo un efecto angiogénico tanto in vitro88,104 como in vivo105, por lo que, 
la utilización de ambos factores en el momento adecuado, puede promover no 
sólo la angiogénesis, sino la formación de vasos maduros y funcionales. 

El uso de microcápsulas de alginato como sistema de liberación controlada 
ha sido muy explotado durante la última década, se han encapsulado factores de 
crecimiento como VEGF106, TGF-β (factor de crecimiento transformante beta)107, 
bFGF108; y celulas109. 

El alginato es un polisacárido de la pared celular de algas pardas marinas de 
gran tamaño, de origen natural, el cual está constituido por dos unidades 
monoméricas, el ácido manurónico y el ácido gulurónico110.  

Los bloques de ácido manurónico cuando se unen, adquieren una forma lineal, 
sin embargo los de ácido gulurónico, muestran una estructura en bucle. Cuando 
varias cadenas de bloques de ácido gulurónico se alinean, se forma una estructura 
capaz de albergar en su interior un catión divalente (modelo en caja de huevos), 
la cual explica las propiedades gelificantes de los alginatos111 (Figura 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8. Estructura en red de la matriz alginato-bario, las esferas representan las moléculas del ión 
bario que permiten la unión de las cadenas en bucle del ácido gulurónico, formándose una 
estructura conocida como “caja de huevos”, que permite que la estructura tenga mayor rigidez y 
consistencia. 

Además, el alginato es biocompatible y no tóxico, hoy en día se utiliza en la 
industria cosmética y alimenticia como espesante, emulsionante y estabilizante112. 
Todas estas propiedades lo presentan como un candidato ideal en la 
encapsulación de factores de crecimiento para su posterior aplicación en terapias 
de ingeniería tisular. 
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1. 2. La ingeniería de tejidos aplicada a la vía aérea 

La ingeniería de tejidos aplicada a la vía aérea, se ha centrado en la 
reconstrucción traqueal3-7,114. La tráquea presenta una complejidad funcional y 
estructural que la hacen particularmente especial a la hora de realizar una terapia 
regenerativa, debido a la diversidad celular, la estructura cilíndrica y rígida, y su débil 
vascularización.  

Las terapias regenerativas y reparativas en el pulmón representan una meta 
complicada, principalmente debido a tres razones: la estructura altamente compleja 
del árbol bronquial en los pulmones, la amplia diversidad celular existente y que el 
epitelio pulmonar muestra tasas de renovación celular lentas113. 

La porción conductora del aparato respiratorio, que incluye vías altas y bajas 
hasta los bronquiolos terminales, se sustenta por un esqueleto óseo y/o cartilaginoso, 
que ayuda a mantener la luz de los conductos respiratorios permeables al aire, 
además, presenta un epitelio de revestimiento pseudoestratificado cilíndrico ciliado 
con células caliciformes cuyas funciones son calentar, humedecer y limpiar de 
partículas extrañas y gérmenes al aire, en cuya lámina propia se encuentran 
abundantes glándulas serosas y mucosas115 (Figura 9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Corte histológico de tráquea. Tomado y modificado de Junqueira, L.C. & Carneiro J. 
Histología básica, texto y atlas. 2005. 6ª edición. Barcelona. Editorial Masson. 

Patologías como el cáncer de pulmón, y en menor medida, otras como la 
tuberculosis o las bronquiectasias, generalmente requieren técnicas quirúrgicas 
radicales, como la resección total de un pulmón (neumonectomía) o de un lóbulo 
(lobectomía). Los cambios tanto anatómicos como fisiológicos que se derivan de ésta 
intervención, favorecen la aparición de complicaciones postoperatorias.  
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Entre las complicaciones postoperatorias que pueden aparecer tras una 

neumonectomía o lobectomía destacan: las hemorragias, hemotórax, empiema, 
insuficiencia respiratoria o cardio-respiratoria, y la fístula broncopleural 
postneumonectomía, una de las complicaciones más graves y difíciles de resolver, 
asociada a la zona traqueobronquial. 

Por tanto, debido a la similitud histológica entre la tráquea y el bronquio, se 
puede asumir que, los fundamentos de las terapias regenerativas de la tráquea se 
extrapolarían al bronquio, buscando la cicatrización y revascularización de la zona, 
factores necesarios para favorecer la regeneración del epitelio. 

1. 3. La Fístula Broncopleural Postneumonectomía (FBPN)   

Se define fístula como aquella comunicación que se produce entre dos superficies 
epiteliales, por tanto, una fístula broncopleural (FBP) consiste en la existencia de 
una comunicación entre el árbol traqueo-bronquial y la cavidad pleural116-117 (Figura 
10). En otras ocasiones se puede decir que el término fístula broncopleural se refiere a 
la pérdida de aire inspirado en la cavidad pleural por un período de tiempo superior 
a 24 horas118. 

Por tanto, la Fístula Broncopleural Postneumonectomía (FBPN) representa la 
aparición de una comunicación entre el espacio pleural y la vía aérea a través del 
muñón bronquial, tras la realización de una cirugía pulmonar con resección total del 
pulmón (neumonectomía).  

 

 

 

  

    

Figura 10. Broncoscopia virtual que muestra una fístula 
broncopleural (flecha). Tomado de Eur J Cardio-thorac 
Surg 2009; 36: 415-416. 

 
La etiología asociada a la aparición de una fístula broncopleural es variada, pero 

la causa más común se deriva de complicaciones postoperatorias tras una resección 
pulmonar (lo más frecuente tras una neumonectomía y sobre todo, si ésta se produce 
en el pulmón derecho), seguida de problemas infecciosos (presencia de Haemophilus 
influenzae en el esputo), tratamientos con quimioterapia y radioterapia en cáncer, 
junto con la relación con diferentes patologías como el neumotórax espontáneo 
persistente o el síndrome de distrés respiratorio agudo, entre otras116,118 (Tabla 2). 
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Etiología asociada a la aparición de una fístula broncopleural 
 

Resección pulmonar 
           Tipo de resección: neumonectomía > lobectomía 
           Resección pulmonar derecha > izquierda  
Problemas infecciosos 
           Haemophilus influenzae  
           Streptococcus viridans  
           Staphylococcus aureus  
           Pseudomona aeruginosa  
           Pneumonocos  
Cáncer 
           Tratamientos con quimioterapia  
           Tratamientos con radioterapia  
Patologías específicas 
            Neumotórax espontáneo persistente    
            Síndrome de distres respiratorio agudo 
            Broncolitiasis  
Iatrogénico  
Idiopático  

Tabla 2. Etiología asociada a la aparición de una fístula broncopleural. 

La prevalencia de aparición de una fístula broncopleural tras una resección 
pulmonar es de entre el 3´1 y el 4´5%, siendo mayor tras una neumonectomía que 
tras otros tipos de cirugías como la lobectomía o resecciones de lóbulo pulmonar más 
pequeñas118-121.  

La mortalidad asociada de la fístula broncopleural postneumonectomía es del 
33´3%119,122, lo cual implica que uno de cada tres pacientes que presentan esta 
complicación postoperatoria mueren debido a ella. 

En cuanto a los factores de riesgo que afectan, o no, directamente a la aparición 
de una fístula broncopleural destacan: la neumonectomía derecha frente a la 
izquierda, problemas de infección pleuro-pulmonar preoperatoria, la necesidad de 
ventilación mecánica postoperatoria prolongada y la técnica de cierre 
bronquial (grapas o manual), entre otros119-120,123-126 (Tabla 3), aunque existen ciertas 
divergencias según autores. 

Quizá, uno de los principales factores responsables del desarrollo de una fístula se 
deba, a la extensa devascularización del muñón bronquial, que facilita la posterior 
isquemia, necrosis o dehiscencia de la sutura del borde bronquial121,127. 
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Factores de riesgo en la aparición de una fístula broncopleural 
 

Factores que incrementan el riesgo Autores 

Neumonectomía derecha  
Sirbu et al., 2001

119
; Wright et al., 1996

120
; 

Hollaus et al., 1997
123

; Algar et al., 2001
124

; 

Chae et al., 2006
125

.  

Infección pleuro-pulmonar preoperatoria  Sirbu et al., 2001119; Wright et al., 1996
120

; 

Chae et al., 2006
125

.  

Ventilación mecánica postoperatoria prolongada  Sirbu et al., 2001
119

; Wright et al., 1996
120

; 

Algar et al., 2001
124

; Chae et al., 2006
125

.  

Técnica de cierre bronquial  Wright et al., 1996
120

; Chae et al., 2006
125

; 

Sonobe et al., 2000
126

.  
Sexo masculino  Hollaus et al., 1997

123
.
  

Hiperglicemia, hipoalbuminemia y terapias con 

esteroides prolongadas  Algar et al., 2001
124

.  

Quimioterapia y radioterapia  Chae et al., 2006
125

; Sonobe et al., 2000
126

.  

Factores independientes  Autores  
Técnica de cierre bronquial  Sirbu et al., 2001

119
; Algar et al., 2001

124
.  

Quimioterapia y radioterapia  Sirbu et al., 2001
119

; Algar et al., 2001
124

.  
Edad  Hollaus et al., 1997

123
; Algar et al., 2001

124
.
  

Tabla 3. Factores que incrementan, o no, el riesgo de aparición de una fístula broncopleural, según 
distintos autores. 

La posible mayor prevalencia de fístulas en neumonectomía derechas que en 
izquierdas, podría deberse a que: el muñón bronquial derecho es más largo, y por 
tanto presenta una mayor tendencia a abrirse; existe una mayor falta de cobertura 
mediastínica en comparación con el lado izquierdo; además en el muñón bronquial 
derecho suele realizarse una mayor devascularización, al estar irrigado generalmente 
por una única arteria bronquial119-120,124,128. 

Las fístulas broncopleurales postneumonectomía se clasifican en función del 
momento de aparición, según autores en: 

 

Hollaus et al. 1997123: Fístulas tipo I, II y III; con aparición antes de las dos 
primeras semanas tras la cirugía, entre los 14 y 90 días, o con posterioridad a esta 
fecha, respectivamente.  

Varoli et al. 1997129: Fístulas tempranas, intermedias y tardías; en función 
de que aparezca la FBPN tras la primera semana, en el mes o después del mes, 
respectivamente.  
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Algar et al. 2001124: Fístulas tempranas o precoces (aparecen en la primera 

semana postcirugía) y fístulas tardías (posteriores al plazo de una semana tras la 
cirugía).  

Los tratamientos disponibles hoy en día son diversos, destacan la broncoscopia, los 
procedimientos quirúrgicos, un manejo adecuado de la pérdida de aire adaptando la 
ventilación mecánica, uso de pegamentos y selladores para el cierre de la fístula, y 
por último existen terapias preventivas, centradas en evitar la aparición de la fístula. 

La broncoscopia inicialmente se utilizaba como método diagnóstico que permitía 
visualizar directamente la fístula, poco después se  comenzó a aplicar sustancias 
selladoras a través del broncoscopio. Las limitaciones de esta técnica radican en que 
deben tratarse fístulas pequeñas, con pérdidas de flujo secundarias116. 

Para minimizar la pérdida de aire y mejorar el intercambio gaseoso, se han 
utilizado diversas técnicas de manipulación de la ventilación mecánica, uso de 
catéteres intercostales y tubos en el pecho, sin embargo, estas manipulaciones son 
problemáticas al incrementar el riesgo de neumotórax y aumentar la posibilidad de 
infección de la cavidad pleural116,118. 

Los procedimientos quirúgicos son agresivos debido a que, la toracostomía o 
ventana torácica permanente, implica una resección costal e invaginación de los 
colgajos miocutáneos adyacentes, permitiendo así la cura diaria durante meses e 
incluso años, lo que conlleva hospitalizaciones prolongadas con un elevado coste 
sanitario. Después, se cierra esta cavidad mediante plastia muscular130. Por tanto, se 
trata de una técnica que conlleva importantes repercusiones estéticas y funcionales 
para los pacientes. 

El uso de adhesivos como selladores y pegamentos para el cierre de una FBPN 
ha ido en aumento en las últimas décadas, diversos biomateriales han sido utilizados. 
Multitud de estudios han evaluado la validez de distintos adhesivos sintéticos para el 
cierre del muñón bronquial, aunque se han utilizado, los resultados son dudosos131-134. 
El uso de componentes naturales frente a los sintéticos, ha adquirido cierto 
protagonismo debido a los graves problemas de histocompatibilidad que los sintéticos 
presentaban. Entre los selladores naturales más utilizados destacan: 

 

Fibrina: Es una de las proteínas de la coagulación, de origen natural, con bajo 
grado de inflamación, buena biocompatibilidad, pero baja fuerza de tensión. Existen 
versiones comerciales como el Tisseel/Tissucol® que se elaboran a partir de plasma de 
donantes, donde se concentra el fibrinógeno (se consigue mayor fuerza de tensión)33, 
pero que presenta ciertos riesgos de transmisión vírica o problemas de rechazo 
inmunológico136. Para paliar estos problemas existe la alternativa de utilizar fibrina 
autóloga a partir de la sangre del propio paciente, con buenos resultados como 
sellador137. 
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Colágeno: Es un componente del tejido conectivo, por lo cual se trata de un 

producto biocompatible. Se han fabricado tornillos de colágeno para ocluir las fístulas 
de pequeño tamaño, con buenos resultados, pero los cuales no pueden usarse para 
fístulas grandes135. 

Por último, se incluyen aquellas terapias preventivas que puedan ayudar a la 
profilaxis de la FBPN, intentando que esta complicación no se produzca tras una 
neumonectomía, las cuales se centran en la protección del muñón bronquial 
mediante cobertura con tejidos viables y vascularizados, que ayuden a promover una 
temprana curación del bronquio117,124,126,138. Entre otros, se han utilizado pleura 
parietal, músculo intercostal, vena ácigos y pericardio124,139. 

El éxito de los diferentes tratamientos es variable, lo que implica que no hay 
disponible un tratamiento perfecto que resulte totalmente eficaz, por tanto el 
tratamiento de cada paciente debe ser individualizado.  

Durante las últimas décadas, la terapia celular y la ingeniería tisular se han 
convertido en herramientas clave en el tratamiento de múltiples patologías. En el 
ámbito de la cirugía pulmonar, la investigación se centra en la aplicación de las 
técnicas de la ingeniería de tejidos, intentando construir un injerto tisular 
compatible (biomateriales naturales o sintéticos utilizados previamente como 
selladores), que fomente la vascularización y angiogénesis de la zona a tratar 
(mediante la incorporación de factores de crecimiento o el uso de tejidos 
vascularizados) y, que a través de la incorporación de componente celular, se ayude 
a mejorar la cicatrización.  
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2. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

2. 1. Hipótesis de Trabajo 

La falta de vascularización en los tejidos puede dar lugar a complicaciones clínicas 
graves, como es el caso de las fístulas broncopleurales postneumonectomía. La 
aplicación de un injerto tisular, capaz de revascularizar y cicatrizar el tejido, podría 
constituir un tratamiento preventivo eficaz en la fístula broncopleural 
postneumonectomía o en otras patologías similares. 

2. 2. Objetivo Principal 

Evaluar las matrices de fibrina autóloga, cultivadas con fibroblastos dérmicos 
porcinos, como nicho para la adhesión, proliferación y diferenciación celular. 
Implantar matrices de fibrina cultivadas y enriquecidas con factores de crecimiento 
como injerto tisular en neumonectomías para la profilaxis de la fístula broncopleural 
postneumonectomía, y validar su efectividad y futura aplicabilidad en el ámbito 
clínico. 

2. 3. Objetivos Específicos 

1) Aislar y cultivar in vitro una línea celular porcina: 

 Evaluar los rendimientos y viabilidad celular en superficies de cultivo. 

 Caracterizar el tipo celular de estudio. 

2) Elaborar andamiajes de fibrina autóloga aptos para el cultivo celular: 

 Evaluar los rendimientos y viabilidad celular en los andamiajes de fibrina. 

 Analizar la diferenciación mesenquimal dentro de las matrices de estudio. 

 Incorporar factores de crecimiento y evaluar su influencia en el cultivo celular 
in vitro. 

3) Diseñar un modelo animal porcino de estudio: 

 Diseñar un modelo viable de neumonectomía y devascularización del muñón 
bronquial. 

 Definir los grupos de estudio de implante: control, implante de matriz simple y 
del injerto tisular completo. 

4) Evaluar el injerto tisular in vivo: 

 Analizar la presencia de signos histológicos de rechazo agudo del implante y 
evaluar la cicatrización del margen bronquial. 
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 Comprobar la acción revasculadora, la funcionalidad y madurez de los vasos 

neoformados. 

 Comparar los resultados obtenidos tras implante de injerto tisular completo, 
matriz simple y grupo control. 
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 

3. 1. Obtención y procesamiento de las muestras biológicas  

Se realizó un estudio experimental en 35 cerdos (20 ♀ y 15 ♂) de la especie cruce 
Large-White, de entre 1 y 3 meses de edad y 15-35 kg de peso. Todos los animales 
fueron tratados bajo la normativa de manejo ético de animales de 
experimentación según directiva EU 86/609 de la Unión Europea y Real Decreto 
1201/2005 de España. El protocolo experimental fue revisado y aceptado por el 
Comité de Investigación del Hospital Clínico Universitario de Salamanca. Los animales 
fueron operados y cuidados bajo las instalaciones del Departamento de Medicina y 
Cirugía Animal de la Facultad de Veterinaria de la Universidad de León (ULE).  

3. 1. a. Extracción de biopsias dérmicas porcinas  

Dos semanas antes de la resección pulmonar, se realizó la extracción de las 
biopsias dérmicas (n=35), las cuales fueron obtenidas de la zona alta del muslo de 
la extremidad inferior derecha. La premedicación anestésica empleada, consistió 
en una sedación conjunta con 0´35 mg/kg midazolam (Dormicum) y 5 mg/kg 
ketamina (Imalgene) por vía intramuscular, con mantenimiento con isofluorano 
(Isoflo) al 2%.  

Se realizó una desinfección previa de la zona con jabón antiséptico 
(Desinpov), afeitado, limpieza con alcohol 96° (Noriega) y aplicación de povidona 
iodada al 10% (Yodicura). Con instrumental quirúrgico estéril, se procedió a la 
realización de un corte en forma de media luna con un tamaño aproximado de 5-
8 cm, que permitió levantar la capa de piel. En la capa de piel, hacia el exterior se 
localiza la epidermis y hacia el interior la dermis, tejido que con pinzas y bisturí se 
separó del resto, hasta obtener en torno a 1-3 gramos de tejido dérmico (Figura 
11), el cual fue almacenado hasta su procesamiento a 4°C en una solución de 
transporte con cóctel de antibióticos HAM´S F12 (PAA) suplementado con 80 µg/ml 
Trobamicina (Braun), 320 µg/ml Soltrim (Almirall Prodefarma), 100 µg/ml 
Vancomicina (Normon) y 20 µg/ml Anfotericina B (Sigma Aldrich). La zona fue 
suturada con puntos sueltos de seda del número uno (30 casos) o con grapas (5 
casos).  

La herida finalmente fue cubierta con 
furacin 0´2% pomada (Seid), cuyo principio 
activo es un derivado de nitrofurano con 
actividad desinfectante, antiséptica, y 
antibacteriana de la mayor parte de los 
gérmenes patógenos que causan infecciones 
en la superficie de la piel.  

Figura 11. Extracción de biopsia dérmica: A) 
Desinfección y afeitado; B) Zona limpia y afeitada; C) 
Aplicación de povidona iodada; D) En un campo 
quirúrgico estéril, se extrae el tejido dérmico. 
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3. 1. b. Extracción de muestras de sangre  

En el mismo acto quirúrgico que se obtuvieron las biopsias dérmicas, fueron 
extraídos 20 ml de sangre de vías periféricas en tubos de citrato trisódico (9NC) 
tamponado concentración 0´129 M (BD Vacutainer®). Se mezcló por inversión el 
citrato con la muestra de sangre para evitar que la sangre coagulara, y se 
transportó a temperatura ambiente hasta su procesamiento. 

3. 1. c. Procesamiento de las biopsias dérmicas  

Las biopsias dérmicas fueron transportadas al laboratorio de cultivos celulares 
del Establecimiento de Tejidos Fundación Clínica San Francisco de León, donde 
fueron procesadas bajo condiciones de esterilidad, en campana de flujo laminar 
vertical (Modelo V-100, Telstar). En primer lugar se llevó a cabo un lavado de las 
biopsias: 2 minutos en medio HAM´S F12 suplementado con 100 U/ml Penicilina y 
100 µg/ml Estreptomicina (PAA), a continuación se introdujeron durante 30 
segundos en una mezcla de suero fisiológico (Braun) y alcohol 96° (Noriega) (1:1), 
para finalmente dejarse hasta ser troceadas en un medio base de HAM´S 
suplementado con 200 U/ml Penicilina y 200 µg/ml Estreptomicina. 

El tejido dérmico fue disgregado mecánicamente para favorecer la posterior 
digestión enzimática con colagenasa tipo I, de Clostridium hystoliticum (Sigma 
Aldrich), a una concentración de 2 mg/ml en Medio Eagle Modificación Dulbecco 
(DMEM, PAA), durante 22-24 horas a 37°C y humedad del 5% de CO2, hasta que 
se consiguió una completa digestión. A continuación, se centrifugaron las muestras 
a 353g (1400 rpm) durante 10 minutos, se desechó el sobrenadante y se repitió una 
segunda centrifugación a 353g 10 minutos, tras ser desechado el sobrenadante se 
obtuvo un pellet con las células sanguíneas y de la dermis (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Disgregación de las biopsias dérmicas: A) Disgregación mecánica; B) Disgregación 
enzimática con colagenasa tipo I; C) Separación del componente celular tras centrifugación. 
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3. 1. d. Aislamiento, análisis y conservación del plasma  

La sangre se centrifugó (Eppendorf Modelo 5804) a 1620g (3000 rpm) para la 
obtención de la fracción plasmática (40-60% de la sangre total) durante 10 
minutos. Se tomó una alícuota representativa (20-50 µl) para el análisis de la 
concentración de fibrinógeno utilizando un analizador automático de la 
coagulación (Sysmex A500 Series, Embee Diagnostics). El plasma obtenido fue 
alicuotado en condiciones de esterilidad y congelado a - 40°C hasta su uso. 

3. 2. Cultivo celular in vitro en superficies plásticas  

El desarrollo de los cultivos celulares bajo condiciones in vitro, fue realizado bajo 
estricta asepsia en el laboratorio de Cultivos Celulares de la Fundación Clínica San 
Francisco de León, para ello, se trabajó en campana de flujo laminar vertical y todas 
las soluciones y materiales utilizados fueron filtradas y esterilizados, respectivamente. 

3. 2. a. Contaje y viabilidad celular   

El contaje celular, tanto de los tejidos digeridos como de las células tripsinizadas 
para la realización de subcultivos, se llevó a cabo gracias al método de exclusión 
del Azul Tripán (Solución de Azul Tripán al 0´4%, Sigma Aldrich), el cual permitió 
estimar también la viabilidad celular. 

Los pellets de células obtenidos, tras centrifugación, fueron resuspendidos en un 
volumen de medio conocido. Se homogeneizó la muestra para extraer una 
alícuota de 10 µl. A continuación, se añadió un volumen conocido de Azul Tripán, 
se homogeneizó la suspensión y se dispensaron 10µl de la mezcla en cada una de 
las cámaras de contaje de una cámara de Neubauer. Con un microscopio óptico 
invertido se realizó el contaje celular de los 8 campos de la cámara.  Para el 
cálculo del número de células de la muestra original se utilizó la siguiente fórmula: 

Nº Células = (Nº células contadas /8) x (1/Factor Dilución) x Volumen resuspensión x 104 

 
Nº células contadas = Número total de células contadas en las 8 cámaras de contaje. 

Factor Dilución = Nº veces que la muestra se diluye con el Azul Tripán. 

Volumen resuspensión = Volumen total en el cual el pellet es resuspendido. 

A la hora de contar las células, se diferenció entre células vivas y muertas; las 
células vivas son redondeadas y refringentes, mientras que las muertas se 
tiñen de color azul, ya que presentan daños en la membrana plasmática y por 
tanto, el colorante penetra a través de la misma. Se determinó el porcentaje de 
Viabilidad Celular gracias a la siguiente fórmula: 

% Viabilidad Celular = [Nº células vivas / (Nº células vivas + Nº células muertas)] x 100 
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3. 2. b. Siembra celular   

Las suspensiones celulares obtenidas tras las digestiones enzimáticas fueron 
sembradas en superficies plásticas de poliestireno, placas multipocillo con 6 
pocillos de 9´6 cm2 (BD Falcon), a diferentes densidades celulares desde 104 a 
3x104 células/cm2. 

El medio de cultivo completo utilizado, se compone de un medio nutritivo 
base de DMEM suplementado con suero y un cóctel antibiótico (Penicilina 
/Estreptomicina), junto con el aminoácido esencial Glutamina (Tabla 4). 

 

Composición del medio de cultivo completo 
 

Medio de Cultivo Suplementos 

Medio de cultivo 
completo 

DMEM (PAA)  + 10% SbF (Linus) + 100 U/ml Penicilina  (PAA) +           
100 µg/ml Estreptomicina (PAA) + 2 mM L-Glutamina (PAA) 

Tabla 4. Composición del medio de cultivo completo: DMEM, Medio Eagle Modificación de 
Dulbecco; SbF, Suero bovino Fetal.  

Se estableció, por tanto, el cultivo primario (0P), el cual se mantuvo a 37°C y 
humedad del 5% de CO2 en un incubador (Forma Scientific Modelo 3111) y se 
realizaron cambios de medio cada 2-3 días. El primer cambio de medio se 
acompañó de un lavado con suero fisiológico estéril (Braun), para facilitar la 
eliminación de los restos sanguíneos, que no se eliminaron con la digestión y la 
disgregación mecánica.  

3. 2. c. Subcultivos (Tripsinización) 

Cuando los cultivos primarios (0P) alcanzaron un estado de confluencia del 
90%, se procedió a subcultivar. Para ello se sometió a las células a una solución de 
Tripsina/EDTA (T/E) 0´05/0´02% (PAA) durante 5-10 minutos a 37°C y humedad 
del 5% CO2 para conseguir la individualización de las células, al romperse las 
uniones celulares de éstas con el soporte y las que se establecían entre ellas mismas. 
Posteriormente se neutralizó la acción de la enzima al añadir medio de cultivo 
con suero bovino fetal al 10%, y se procedió a su centrifugación a 353 g (1400 rpm)  
durante 10 minutos. Se eliminó el sobrenadante resultante y se procedió a la 
cuantificación celular. Las células obtenidas fueron sembradas para establecer los 
cultivos de primer pase (1P), tanto en superficies plásticas como en los 
andamiajes de fibrina. Además, una parte de esas células fue congelada para la 
realización de estudios con posterioridad.  

Los cultivos en superficies plásticas permitieron evaluar los estudios de 
expansión, curvas de crecimiento y duplicación de células en los subcultivos 
siguientes. Cuando estas células alcanzaron el estado de preconfluencia, fueron 
sometidas al mismo procedimiento de tripsinización, y posteriormente fueron 
sembradas o congeladas, estableciéndose el cultivo 2P y así sucesivamente, hasta 
el pase 10P. 
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Parte de las células 1P fueron sembradas en los andamiajes de fibrina autóloga, 
los cuales fueron utilizados tanto para los implantes como para los estudios in vitro 
de adhesión, distribución,  proliferación, viabilidad y diferenciación celular, junto 
con la evaluación de la influencia in vitro del factor de crecimiento fibroblástico 
encapsulado en microesferas de alginato.  

3. 2. d. Congelación de células  

Algunas de las células fueron congeladas para poder ser utilizadas en cualquier 
momento, sin seguir avanzando pases de cultivo. Para la congelación celular se 
necesitó un agente crioprotector que fue el DMSO (Dimetilsulfóxido, Sigma 
Aldrich) y un recipiente que aseguró una congelación a una velocidad lenta y 
gradual de -1°C/min, que en este caso se trató del Mr. Frosty (Nalgene) rellenado 
con Alcohol Isopropílico al 100% (Sigma Aldrich). 

En crioviales de 1ml (Nunc) fueron congelados 106 células con una solución 
crioprotectora con DMSO al 10% añadido al medio de cultivo completo, 
inicialmente se trabajó con todos los productos a 4°C, se introdujeron en el Mr. 
Frosty, y éste en un congelador de -80°C, al día siguiente se introdujeron los 
crioviales en Nitrógeno Líquido a -196°C, asegurándose así una larga preservación 
celular. 

Cuando se descongelaron las células se controló la cadena de frío al igual que 
en la congelación, debido a que el DMSO a temperaturas de 37°C es tóxico. Para 
ello, se descongelaron los crioviales y rápidamente se neutralizó el DMSO al 10% 
llevando el ml del criovial a 9 ml de medio de cultivo completo, y procediéndose a 
centrifugar a 353g (1400 rpm) durante 10 minutos. Al pellet obtenido se realizó 
una cuantificación celular y evaluación de la viabilidad celular para 
determinar el número de células afectadas por el proceso de congelación. 

3. 2. e. Evaluación de los rendimientos celulares  

Se llevó a cabo un seguimiento por microscopio óptico invertido (Leica DMIL) 
y se realizó la toma de fotografías (Leica DFC 300 FX) todos los días de cultivo 
para evaluar la morfología y confluencia celular. 

Se realizó un seguimiento del cultivo celular a distintos pases (0P a 1P), con 
contajes diarios para evaluar el comportamiento y proliferación celular durante un 
período de 12 días. Para ello, se procedió de igual modo que cuando se realizó un 
subcultivo, las células fueron tripsinizadas y contadas por el método del Azul 
Tripán. Se pudo evaluar por tanto, la curva de crecimiento obtenida para este 
tipo celular. 

La tasa de expansión de un cultivo se estimó en función del número de células 
obtenidas en relación a las células sembradas, dando una idea del número de 
veces que la población incrementa, para ello se evaluó la tasa de expansión celular 
de los pases 1P a 5P de nuestro tipo celular. La fórmula utilizada fue la siguiente: 
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Tasa expansión = Nº células obtenidas / Nº células sembradas 

En relación a la tasa de expansión, se pudo calcular la tasa de duplicación 
celular, para evaluar el número de veces que la población se duplicó en función 
del número de pases. Se evaluaron los pases 1P a 10P. Los resultados se expresaron 
como valores acumulados. La fórmula utilizada fue la siguiente: 

Tasa duplicación celular  = log N / log 2 
 

N = Tasa expansión = Nº células obtenidas / Nº células sembradas 

Finalmente, se realizó un estudio más exhaustivo de las células en 1P durante 15 
días para poder evaluar la proliferación celular en superficies plásticas con 
contajes cada 3 días. 

3. 3. Cultivo celular in vitro en andamiajes de fibrina   

El desarrollo de los cultivos celulares in vitro, en andamiajes de fibrina, fue 
realizado bajo estricta asepsia en el laboratorio de Cultivos Celulares de la 
Fundación Clínica San Francisco de León, para ello se trabajó en campana de flujo 
laminar vertical y todas las soluciones y materiales utilizados fueron filtradas y 
esterilizados, respectivamente. 

3. 3. a. Elaboración de los andamiajes de fibrina  

Se mezcló en un recipiente estéril en condiciones de máxima asepsia los 
siguientes componentes: 400 µl/ml plasma congelado, medio de cultivo 
completo,  ácido tranexámico 4 mg/ml (Rottapharm) como agente estabilizante 
del coágulo y cloruro cálcico 4 mg/ml (Braun) como responsable de la 
coagulación final de la fibrina (Figura 13).  

Se homogeneizó la muestra por pipeteo y se dispensó en el recipiente de cultivo 
en el que se coaguló la mezcla (Placas multipocillo BD Falcon de 6 y 12 pocillos, 
con 9´6 y 3´8 cm2 cada pocillo, respectivamente). Las multiplacas de 6 pocillos se 
utilizaron para la elaboración de los andamiajes de implante, sin embargo, para 
los estudios in vitro, se usaron las multiplacas de 12 pocillos. 

Se introdujo el recipiente de cultivo inmediatamente en un incubador a 37°C, 
humedad del 5% CO2, a los 15-30 minutos la fibrina coaguló. Se dejó estabilizar 1-2 
horas y tras el tiempo de estabilización del gel, se añadió un pequeño volumen de 
medio de cultivo completo para evitar así su posible desecación. 

3. 3. b. Cultivo celular tridimensional   

El componente celular se añadió a los geles de fibrina después de añadir el 
medio de cultivo completo, antes de añadir las agentes estabilizantes y formadores 
del coágulo de fibrina (ácido tranexámico y cloruro cálcico). Se utilizaron células 
1P a concentración celular de 104 células/ml. 
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Figura 13. Elaboración de la matriz de fibrina: A) Componentes necesarios para la elaboración; B) 
Mezcla de los componentes en un recipiente estéril; C) Dispensación del gel de fibrina; D) 
Coagulación del andamiaje de fibrina tras estabilización del gel. 

3. 3. c. Incorporación de factores de crecimiento  

Se evaluó el efecto in vitro sobre las células del factor de crecimiento 
fibroblástico básico (bFGF) humano, encapsulado en microcápsulas de alginato de 
250 µm de diámetro a una concentración 1 µg/ml.  

El efecto del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) no se pudo 
evaluar in vitro, pero si in vivo, a través de la revascularización existente en los 
muñones bronquiales, en los cuales se implantó una matriz inicialmente avascular. 
El VEGF humano libre se añadió a concentración 1 µg/ml en la solución Tris buffer 
pH 8, que contenía las microcápsulas de alginato con el bFGF. 

 El bFGF microencapsulado y el VEGF libre, todo ello en una solución Tris buffer, 
fueron suministrados por el Departamento de Ingeniería Química y Textil de 
Salamanca. 

3. 3. d. Distribución, adhesión y morfología celular   

Se evaluaron tres tipos de andamiajes: andamiajes de fibrina (F, Fibrina), 
andamiajes de fibrina con células (FC, Fibrina-Células) y andamiajes de fibrina 
con células y factores de crecimiento (FCF, Fibrina-Células-Factores). 

Se llevó a cabo un seguimiento diario por microscopio óptico invertido (Leica 
DMIL) y se realizó la toma de fotografías (Leica DFC 300 FX) para analizar la 
morfología, adhesión y distribución celular. 

La microscopía electrónica de barrido (SEM) permitió evaluar la distribución 
celular y de las microcápsulas en el andamiaje de fibrina, junto con el estudio de la 
estructura interna de la matriz de fibrina. Para ello, los andamiajes de fibrina 
fueron cortados en fragmentos pequeños de 5 mm2, fijados químicamente con 
glutaraldehído al 2´5% en oscuridad y a 4°C al menos durante 24 horas. Se 
lavaron las muestras con PBS (Sigma Aldrich) (3 lavados de 30 minutos) y 
después, se realizó la deshidratación de las muestras con soluciones crecientes de 
alcoholes (20, 30, 50, 70, 80, 90, (3) 96 y (2) de 100°, 45 minutos en cada alcohol 
(Panreac)). 
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A continuación, se procedió a la desecación por punto crítico de la muestra 

(CPD, Balzers) y al recubrimiento con oro por pulverización iónica (Sputter coater 
SCD 004, Balzers), finalmente, se realizó la visualización con microscopio 
electrónico de barrido (JEOL 6100), y se tomaron las fotografías pertinentes gracias 
al programa Jsm 5000.   

3. 3. e. Proliferación celular   

Se evaluaron dos tipos de andamiajes: andamiajes de fibrina con células (FC, 
Fibrina-Células) y andamiajes de fibrina con células y factores de crecimiento 
(FCF, Fibrina-Células-Factores).  

El procedimiento de estudio de la proliferación celular en los andamiajes de 
fibrina, consistió en una digestión enzimática en colagenasa tipo I, 
concentración 2 mg/ml, a 37°C y humedad del 5% de CO2 hasta conseguir una 
completa digestión de las matrices (20-24 horas), finalmente, se procedió al 
contaje celular con el método del Azul Tripán. 

Se evaluó la concentración celular de siembra óptima en los andamiajes 
de fibrina, para ello, se sembraron 104 y 2x104 células/ml de fibrina. Se realizaron 
contajes tras 3, 6, 9, 14, 21 y 30 días de incubación. 

Además, se llevó a cabo un estudio del cultivo de las células en 1P durante 15 
días para poder comparar la proliferación celular en los andamiajes de 
fibrina con respecto a las superficies plásticas con contajes cada 3 días. 

Finalmente, se realizó el estudio comparativo de FC con respecto a FCF, en 
placas multipocillo de 12 pocillos (BD Falcon), con 3´8 cm2 cada pocillo, 1 ml de 
fibrina y concentración celular de 104 células/ml, con contajes tras 3, 7, 14, 21 y 28 
días en cultivo, para así, evaluar el efecto real in vitro del bFGF sobre la 
proliferación celular. 

3. 3. f. Viabilidad celular   

Se evaluaron dos tipos de andamiajes: andamiajes de fibrina con células (FC, 
Fibrina-Células) y andamiajes de fibrina con células y factores de crecimiento 
(FCF, Fibrina-Células-Factores).  

Para el ensayo de la viabilidad celular se utilizó el AlamarBlue (AbD Serotec), 
un método cuantitativo que detecta la actividad metabólica de las células. El 
ingrediente activo del Alamar Blue (AB) es la resazurina, se trata de un 
compuesto de color azul, no tóxico y que no presenta fluorescencia. La resazurina 
resulta permeable a las células, por eso una vez dentro de éstas, mediante un 
proceso de reducción catalizado por enzimas mitocondriales y característico de las 
células metabólicamente activas, la resazurina se reduce a resorufina, un 
indicador fluorescente de color rosa brillante. 
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El Alamar Blue es muy fácil de usar, simplemente se añade sobre las células al 

10% (v/v), éstas pueden estar en suspensión o adheridas; y se incuba en la estufa a 
37°C durante 1-4 horas. Después del periodo de incubación, se realiza una 
medición fluorimétrica de una alícuota de 100 µl en placas de 96 pocillos, 
mediante un espectrofotómetro de fluorescencia (Excitación = 560 nm / Emisión = 
590 nm, Synergy HT, Bio-Tek), finalmente se realiza el análisis de los datos 
(programa KC4 v3.3) (Figura 14). La cantidad de fluorescencia es proporcional al 
número de células viables y se corresponde con el número de células que poseen 
una actividad metabólica. 

 

 

 

 

Figura 14. Modo de empleo del AlamarBlue. Tomado y modificado del catálogo de Molecular 

Probes®. 

El AlamarBlue es un indicador colorimétrico pensado para la medición de 
viabilidad, citotoxicidad y proliferación celular para células en suspensión o 
adherentes sobre una superficie. En este caso, se evaluó la viabilidad celular de 
células crecidas en el interior de un andamiaje tridimensional, para ello, se necesitó 
obtener las rectas patrón de células 1P crecidas sobre superficies plásticas (lo que 
recomienda el fabricante) y en el interior de la fibrina, y así evaluar el tiempo 
adicional necesario de incubación en fibrina, obteniendo los mismos resultados de 
reducción del AlamarBlue para el mismo número celular en ambas rectas patrón. 

 El tiempo de incubación recomendado para las células crecidas sobre 
superficies plásticas es de 4 horas, se crecieron 104 - 5x104 - 105 – 2´5x105 – 5x105 – 
106 – 1´5x106 – 2x106 y 2´5x106 células. Se recogieron los datos de fluorescencia y se 
calculó el porcentaje de AlamarBlue Reducido según la siguiente fórmula: 

% Reducción AlamarBlue = [(Fe - Fb) / (F100 – Fb)] x 100 
 

Fe = Fluorescencia 590 nm del medio de las células de estudio 
Fb = Fluorescencia 590 nm del blanco  

(medio que recubre: el andamiaje de fibrina o la superficie plástica sin células) 
F100 = Fluorescencia 590 nm AlamarBlue 100% Reducido 

(AlamarBlue autoclavado 15 minutos) 

A continuación, se procedió al cultivo de entre 2x104 y 1´8 x105 células en fibrina 
y se incubaron desde 2 horas hasta 30 horas, con mediciones de fluorescencia cada 
2 horas.  

 

 

AlamarBlue

1) Se añade el 
AlamarBlue a 

las células
2) Incubación 3) Lectura 

Fluorescencia
4)Análisis de los 

datos

1-4 horas a 
37°C



Evaluación de matrices de fibrina cultivadas y enriquecidas con factores de 
crecimiento en la profilaxis de la fístula broncopleural postneumonectomía. 3. Material y métodos 

 

Mª del Pilar de la Puente García 33 
 

 

 
Cuando se vio que las incubaciones de 6 horas en fibrina generaban resultados 

similares a los obtenidos con 4 horas de incubación en superficies plásticas para el 
mismo número celular, se realizó un ensayo para la elaboración de las rectas 
patrón para células crecidas sobre superficies plásticas y células crecidas en fibrina 
(104 - 5x104 - 105 – 2,5x105 – 5x105 – 106 – 1´5x106 – 2x106 – 2´5x106 células), que 
permitió relacionar el número de células con un porcentaje de reducción de 
AlamarBlue para un tiempo concreto de incubación. 

Finalmente, se realizó el estudio comparativo del número de células viables 
en FC con respecto a FCF, en placas multipocillo de 12 pocillos (BD Falcon), con 
3´8 cm2 cada pocillo, 1 ml de fibrina y concentración celular de 104 células/ml, con 
contajes tras 3, 7, 14, 21 y 28 días en cultivo, para así evaluar el efecto real in vitro 
del bFGF sobre la viabilidad celular. Para la medición, se incubó el AlamarBlue 
durante 6 horas, con los datos de fluorescencia se estimó el porcentaje de reducción 
del AlamarBlue y con la recta patrón se determinó el número de células viables en 
los andamiajes de fibrina en función del día de estudio.  

3. 3. g. Estudios histológicos e inmunohistoquímicos   

En el Departamento de Anatomía Patológica del Hospital Clínico Universitario 
de Salamanca, se evaluaron dos tipos de andamiajes: andamiajes de fibrina con 
células (FC, Fibrina-Células) y andamiajes de fibrina con células y factores de 
crecimiento (FCF, Fibrina-Células-Factores). 

El día de estudio, se cogieron las matrices de fibrina con pinzas y se metieron 
enteras o cortadas en trozos, en cassettes de histología con esponjas a ambos lados, 
y se fijaron en formol tamponado al 4% (Panreac). Después, se procedió a la 
deshidratación (alcohol de 70, 90 y 3 de 100°, durante 1 hora cada uno a 40°C), 
aclarado (3 xiloles de 1 hora a 40°C) e inclusión (3 ciclos de 1 hora en parafina 
Histosec® pastillas a 61°C) de las muestras en un inclusor automático Leica ASP 
300.  

A continuación, se elaboraron bloques de parafina en un inclusor Leica EG11404 
que posteriormente fueron cortados con microtomo LeicaRM2135 en cortes de 4 
µm de la zona de estudio, los cuales fueron introducidos en un baño (Sakura) 
atemperado a 37-39°C, finalmente se colocaron los cortes en portaobjetos que 
posteriormente fueron sometidos a diferentes tinciones. 

Las secciones fueron teñidas con Hematoxilina & Eosina (H&E, Merck) (Tabla 
5) en un teñidor automático Thermo Scientific para poder evaluar la morfología, 
adhesión y distribución celular en los andamiajes de fibrina. Además, se realizaron 
tinciones específicas para fibras colágenas y fibras elásticas, con las técnicas del 
Tricómico de Masson (Bio-Optica) y Orceína (IHC-NovaUltra) (Tabla 6), 
respectivamente. Todas las técnicas se realizaron según las instrucciones del 
fabricante. 
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Tabla 5. Tinción Hematoxilina & Eosina.  

 

Tabla 6. Tinción Tricómico de Masson y Orceína, para fibras colágenas y elásticas respectivamente.  

Las secciones también fueron sometidas a técnicas inmunohistoquímicas. Por un 
lado, se evaluó la presencia de diferenciación fibroblástica hacia miofibroblastos 
con la detección de Actina específica de músculo, se estudió el estado 
proliferativo celular a través de la proteína Ki-67, y finalmente se estudió la 
presencia de fibronectina en los andamiajes de fibrina (Tabla 7).  

 

HEMATOXILINA & EOSINA 

2 pases por Xilol de 4 minutos 

2 pases por alcohol de 100° y 1 pase por alcohol de 80° de 4 minutos 

Lavado en agua corriente, 3 minutos 

Tinción con Hematoxilina, 1 minuto 

Lavado con agua corriente, 3 minutos 

Alcohol de 100°, 1 minuto 

Lavado en agua corriente, 2 minutos 

Pase por agua amoniacal (15 cm3 amoniaco en 300 cm3 de agua), 30 segundos 

Lavado en agua corriente, 1 minuto 

Tinción con Eosina alcohólica, 1 minuto 

Pase por alcohol de 96° y 2 pases alcohol 100°, 30 segundos 

2 pases por Xilol de 2 minutos 

TRICÓMICO DE MASSON TINCIÓN ORCEÍNA 

Lavado en agua destilada 

Se añade Hematoxilina férrica de Weigert, 10 minutos 

Sin lavar, se añade solución alcohólica de Ácido Pícrico 
durante 4 minutos 

Lavado en agua destilada 

Se añade Fucsina Ácida de Ponceau durante 4 minutos 

Lavado en agua destilada 

Se añade solución ácida de fosfomolíbdico,  10 minutos 

Sin lavar, se añade verde claro Goldner, 5 minutos 

Lavado en agua destilada 

Deshidratación en alcoholes crecientes durante 1 minuto 

Xilol 

Lavado en agua destilada 

Solución Permanganato Potásico 0´15%, 
10 minutos 

Lavado en agua destilada 

Solución Ácido Oxálico 5% 

Lavado en agua destilada 

Solución Ácido Periódico 0´5%, 5 minutos 

Lavado en agua destilada 

Solución Orceína 1%, 1 hora 

Lavado en alcohol 70% 

Deshidratación en alcoholes crecientes 

Xilol 



Evaluación de matrices de fibrina cultivadas y enriquecidas con factores de 
crecimiento en la profilaxis de la fístula broncopleural postneumonectomía. 3. Material y métodos 

 

Mª del Pilar de la Puente García 35 
 

 

 
Para ello, se utilizó según las instrucciones del fabricante un sistema 

automático de detección BondTM Polymer Refine Detection (Vision Biosystem), 
basado en el uso de anticuerpos conjugados con peroxidasa de rábano picante 
polimérica (HRP) para la detección de IgG de conejo y ratón unidas a tejidos 
incluidos en parafina y fijados con formol. Todas las fotografías fueron tomadas 
con un microscopio Axiophot Zeiss asociada a una cámara Nikon Digital Sight D5-
U1.  

Anticuerpos inmunohistoquímica 
 

Anticuerpo Clon Dilución 

Anticuerpo monoclonal de ratón anti-Actina específica de 
músculo (Novocastra) 

HHF35 1:200 

Anticuerpo monoclonal de conejo anti-KI67 (MasterDiagnóstica) SP6 1:100 

Anticuerpo monoclonal de ratón anti-Fibronectina  (DBS) 568 1:50 

Tabla 7. Anticuerpos utilizados en las tinciones inmunohistoquímicas de los andamiajes de fibrina.  

3. 4. Caracterización celular  

El tipo celular aislado de la dermis porcina, fue evaluado a través de estudios de 
diferenciación y mediante un estudio de marcadores de superficie, para discriminar la 
posible contaminación celular con otros tipos celulares y además, clarificar la posible 
naturaleza de las mismas como células madre mesenquimales (MSCs). 

3. 4. a. Citometría de flujo  

Células de pases 2P a 3P fueron tripsinizadas, centrifugadas a 400g (1400 rpm) 
durante 5 minutos y se resuspendieron 500.000 células en buffer PBS/BSA 
(Buffer Salino Fosfato pH 7´4 y Albúmina Sérica Bovina 1%). Se repitió la 
centrifugación a 400g y se eliminó el sobrenadante. A continuación, se procede 
con la técnica de inmunofluorescencia indirecta siguiente: 

 

1.  Añadir el anticuerpo primario o isotipo control a la dilución recomendada 
(Tabla 8). Mezclar bien e incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente y 
en oscuridad. (Volumen final 50 µl). Lavar el pellet con PBS/BSA. Centrifugar a 
400g 5 minutos y descartar sobrenadante. 
 

2. Añadir el anticuerpo secundario marcado con FITC (Fluoresceína 
isotiocianato) a la dilución recomendada (Tabla 8). Mezclar bien e incubar 30 
minutos a temperatura ambiente en oscuridad (volumen final 50 µl). Lavar el 
pellet con PBS/BSA. Centrifugar a 400g 5 minutos y descartar sobrenadante. 
 

3.   Resuspender en 500 µl de PBS/BSA, poner en tubos de citómetro y proteger 
de la luz. 
 

4.  Adquirir datos con citómetro de flujo CyAnADP (Dako) y análisis de los datos 
con Summit 4.3 
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Anticuerpos e isotipos para citometría de flujo 
 

Anticuerpo o isotipo Clon Dilución 

IgG1, k de Ratón Purificada, Isotipo Control (BD, 555746) MOPC-21 Ac 1ario 

IgG2a, k de Ratón Purificada, Isotipo Control (BD, 555571) G155-178 Ac 1ario 

Anticuerpo monoclonal de ratón Anti-CD14 humano purificado 

(BD, 555396) 
M5E2 1:10 

Anticuerpo monoclonal de ratón Anti-CD29 porcino purificado 

(BD, 552369) 
NaM160-1A3 1:10 

Anticuerpo monoclonal de ratón Anti-CD31 porcino purificado 

(abdSerotec, MCA1746) 
LCI-4 1:10 

Anticuerpo monoclonal de ratón Anti-CD45 porcino purificado 

(abdSerotec, MCA1222) 
k252-1E4 1:20 

Anticuerpo monoclonal de ratón Anti-CD90 humano purificado 

(BD, 555593) 
5E10 1:500 

Tabla 8. Anticuerpos e isotipos control para Citometría de flujo: clones y diluciones.    

3. 4. b. Métodos tradicionales de diferenciación: superficies plásticas y pellets 

En las superficies plásticas células 1P fueron sembradas a 104 células/cm2 en 
placas multipocillo de 24  pocillos (BD Falcon), con 2 cm2 cada pocillo. 
Inicialmente, se cultivaron con medio nutritivo completo (Tabla 4) hasta alcanzar 
el estado de preconfluencia, entonces, se comenzó la diferenciación celular hacia 
linajes adipogénico y osteogénico (MDA, Monocapa Diferenciación Adipogénica, 
MDAC, Monocapa Diferenciación Adipogénica Control, MDO, Monocapa 
Diferenciación Osteogénica, y MDOC, Monocapa Diferenciación Osteogénica 
Control) al cultivarse con medios específicos de diferenciación (Tabla 9) durante 21 
días. Se realizaron cambios de medio cada 2-3 días. Las células control se 
mantuvieron con medio de cultivo completo durante el mismo período. Las 
tinciones específicas se realizaron pasados 7, 14 y 21 días de cultivo. 

La diferenciación adipogénica se puso de manifiesto gracias a la tinción Oil-
Red-O (Tabla 10) que tiñe de rojo las vacuolas lipídicas intracelulares, 
características de los adipocitos. En cuanto a la diferenciación osteogénica, la 
tinción del Rojo Alizarina (Tabla 11) puso de manifiesto los signos de 
mineralización, al teñir de rojo los depósitos de calcio. 

En los pellets células 1P fueron mantenidas a 106 células/pellet e incubadas en 
medio de diferenciación condrogénico (Tabla 9) durante 21 días, salvo los pellet 
control que se mantuvieron en medio de cultivo completo. Las muestras de estudio 
fueron PDC, Pellet Diferenciación Condrogénica, y PDCC, Pellet Diferenciación 
Condrogénica Control. Con mucho cuidado de no aspirar el pellet generado, se 
realizaron cambios de medio cada 2-3 días. Finalmente, estos pellet fueron fijados, 

tras 21 días en cultivo, en una solución de Metanol (ThinPrep PreservCyt®Solution, 
Cytyc) y procesados para la realización de técnicas de tinción H&E y Azul Alcián 
(Tabla 12) e inmunohistoquímica de colágeno tipo II (Tabla 13). 
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Composición de los medios de diferenciación 
 

Medio de 
Cultivo 

Suplementos 
Tinciones 

Superficies 
Plásticas 

Técnicas de los 
Andamiajes de 

Fibrina 

Medio 
Diferenciación 
Adipogénica 

DMEM (PAA) + 10% SbF (Linus) + 100 
U/ml Penicilina  (PAA) + 100 µg/ml 
Estreptomicina (PAA) + 2 mM L-

Glutamina (PAA) + 100 nM 
Dexametasona (Sigma Aldrich) + 0´5 
mM IBMX (Sigma Aldrich) + 10 µg/ml 

Insulina (Sigma Aldrich) + 200 µM 
Indometacina  (Sigma Aldrich) + 500 

µM ascorbato 2-fosfato (Sigma Aldrich) 

Oil-Red-O 
H&E y tinción Oil-

Red-O 

Medio 
Diferenciación 
Osteogénica 

DMEM + 10% SbF + 100 U/ml Penicilina  
+ 100 µg/ml Estreptomicin + 2 mM L-
Glutamina + 10 nM Dexametasona + 

500 µM ascorbato 2-fosfato + 10 mM β-
glicerofosfato (Sigma Aldrich) 

Rojo 
Alizarina 

H&E, Rojo Alizarina, 
VonKossa, e 

inmunohistoquímica 
de osteopontina y 

osteocalcina. 

Medio 
Diferenciación 
Condrogénica 

DMEM + 1% SbF + 100 U/ml Penicilina  + 
100 µg/ml Estreptomicin + 2 mM L-

Glutamina + 10 ng/ml TGF β1 (Sigma 
Aldrich) + 6´25 µg/ml Insulina + 50 µg/ml 

ascorbato 2-fosfato + 100 nM 
Dexametasona 

- 

H&E, Tinción Azul 
Alcián, e 

inmunohistoquímica 
de colágeno tipo II 

Tabla 9. Composición de los medios de cultivo de diferenciación y tinciones específicas realizadas en 
cada ensayo de diferenciación: DMEM, Dulbecco's Modified Eagle Medium; SbF, Suero bovino Fetal; 
IBMX, 3-isobutil-1-metilxantina; TGF β1, Factor de crecimiento transformante β1; H&E, 
Hematoxilina & Eosina. 

La tinción Azul Alcián permitió discriminar de color azul sustancias como los 
proteoglicanos típicos de la matriz extracelular sintetizada por las células que han 
experimentado diferenciación condrogénica. 

3. 4. c. Diferenciación hacia linajes mesenquimales en andamiajes de fibrina 

Células 1P fueron sembradas a 104 células/ml en fibrinas de 2 ml utilizando como 
molde placas multipocillo de 12 pocillos (BD Falcon), con 3´8 cm2 cada pocillo. Tras 
dejar estabilizar 24 horas los andamiajes de fibrina se procedió al cambio de medio 
de cultivo completo por medios de diferenciación durante 35 días (Tabla 9). 

Se comprobó la capacidad de diferenciación de las células en el interior de los 
andamiajes de fibrina hacia linajes adipogénico, osteogénico y condrogénico (FDA, 
Fibrina Diferenciación Adipogénica, FDAC, Fibrina Diferenciación Adipogénica 
Control, FDO, Fibrina Diferenciación Osteogénica, FDOC, Fibrina Diferenciación 
Osteogénica Control, FDC, Fibrina Diferenciación Condrogénica, y FDCC, Fibrina 
Diferenciación Condrogénica Control). Se realizaron cambios de medio cada 2-3 
días. Las matrices control se incubaron con medio de cultivo completo. 
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Los andamiajes de estudio, fueron fijados en formol al 4% (Histofix) tras 14, 21, 

28 y 35 días en cultivo, se incluyeron en parafina y se realizaron cortes (mismo 
procedimiento apartado 3. 3. g. Estudios histológicos e inmunohistoquímicos), los 
cuales fueron sometidos a técnicas de tinción e inmunohistoquímica específicas 
(Tabla 9). 

Algunos de los andamiajes de fibrina de diferenciación adipogénica fueron 
congelados a -40°C con Tissue-Tek OCT (Sakura) y cortados con criostato, para 
preservar la morfología de los adipocitos, los cortes de 6 µm se dejaron secar al aire 
hasta su posterior tinción. En la diferenciación osteogénica se realizó la tinción de 
Von Kossa, para poner de manifiesto la presencia de mineralización (Tabla 14). 

3. 4. d. Técnicas específicas de diferenciación 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 10. Tinción Oil-Red-O, para la Diferenciación Adipogénica.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 11. Tinción Rojo Alizarina, para la Diferenciación Osteogénica.  

TINCIÓN OIL RED O  ( DIFERENCIACIÓN ADIPOGÉNICA  

EN SUPERFICIES PLÁSTICAS Y ANDAMIAJES DE FIBRINA) 

Lavar con PBS (Sigma) 

Fijar con Paraformaldehido al 4% (Panreac), 30 minutos a 4°C 

3 Lavados con agua destilada (Braun) 

Propanodiol (Sigma) al 100%, 2 minutos 

Solución de tinción 30 minutos a temperatura ambiente: Oil-Red-O (Sigma) 
0´35%: 350 mg en 100 ml de Propanodiol 

Lavar con Propanodiol al 60% 

Lavar con agua destilada 

Contrastar con Hematoxilina de Gill Nº2 (Sigma) 

TINCIÓN ROJO ALIZARINA  ( DIFERENCIACIÓN OSTEOGÉNICA 

EN SUPERFICIES PLÁSTICAS Y ANDAMIAJES DE FIBRINA) 

Lavar con PBS (Sigma) 

Fijar con Metanol (Sigma), 30 minutos a 4°C 

Lavado con agua destilada (Braun) 

Solución de tinción 1 hora a temperatura ambiente: Rojo Alizarina (Sigma) 1%: 
500 mg en 50 ml de agua destilada, se ajusta pH 6 con hidróxido amónico al 

10% en agua destilada 

Lavar con PBS 



Evaluación de matrices de fibrina cultivadas y enriquecidas con factores de 
crecimiento en la profilaxis de la fístula broncopleural postneumonectomía. 3. Material y métodos 

 

Mª del Pilar de la Puente García 39 
 

 

 
 

 

 

 

 

 

 
 

 

Tabla 12. Tinción Azul Alcián, para la Diferenciación Condrogénica. 

ANTICUERPOS DIFERENCIACIÓN 

 

Anticuerpo Clon /Ref. Dilución 

Anticuerpo policlonal de conejo anti-Osteopontina 
(Thermo Scientific) 

RB9097P0 1:50 

Anticuerpo monoclonal de ratón anti-Osteocalcina 
(Thermo Scientific) 

MA1-
43028 

1:50 

Anticuerpo policlonal de conejo anti-Colágeno tipo II  
(Monosan) 

PSX1060 1:50 

Tabla 13. Anticuerpos inmunohistoquímica utilizados en los estudios de diferenciación. 
 

 

 

 

 

 

 

Tabla 14. Tinción Von-Kossa, para la Diferenciación Osteogénica.  

 

 

TINCIÓN AZUL ALCIÁN  ( DIFERENCIACIÓN CONDROGÉNICA 

EN PELLETS Y ANDAMIAJES DE FIBRINA) 

Solución de tinción Azul Alcián (Sigma) 1%, 25 minutos 

Lavado con agua destilada 

Ácido periódico 1%, 20 minutos 

Reactivo Schiff, 20 minutos  

Lavado con agua corriente a 60°C, 10 minutos 

Lavado con agua corriente  

Lavado con agua destilada 

TINCIÓN VON-KOSSA  ( DIFERENCIACIÓN OSTEOGÉNICA 

EN ANDAMIAJES DE FIBRINA) 

Solución de tinción Nitrato de Plata al 3%, 10 a 60 minutos 

Lavado con agua destilada (Braun), 3 veces 

Solución de tinción Tiosulfato de sodio al 5%, 2 minutos 

Lavado con agua destilada (Braun), 3 veces 

Contrastado con Nuclear Fast Red (Sigma), 5 minutos 
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3. 5. Modelo animal porcino  

El modelo animal que se planteó en este proyecto, consistió en un modelo de 
ingeniería de tejidos totalmente autólogo (Figura 15), donde de un mismo animal se 
extrajo el tejido dérmico y la sangre, que posteriormente, se utilizaron para la 
elaboración del injerto tisular que se implantó tras la realización de una 
neumonectomía, a la cual fue sometido el mismo animal dos semanas después. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 15. Modelo animal porcino de ingeniería de tejidos: 1) Extracción de muestra sanguínea, el 
círculo punteado marca la zona de extracción de sangre (oreja); 2) Extracción de biopsia dérmica, 
el círculo punteado marca la zona de extracción de dermis (zona alta de la extremidad inferior); 3) 
Cultivo celular in vitro de las células de origen dérmico; 4) Elaboración de un andamiaje 
tridimensional con el componente celular y elaborado a partir del plasma autólogo; 5) Aspecto del 
injerto tisular de implante; 6) Implante del injerto en el animal de partida tras la realización de una 
neumonectomía (lugar marcado por un rectángulo negro). 

3. 5. a. Neumonectomía y devascularización del muñón bronquial 

La neumonectomía se realizó pasados quince días de la primera intervención 
del animal (extracción de biopsias dérmicas y sangre). Una vez bien anestesiado, se 
colocó al animal en posición de decúbito lateral derecho. Se desinfectó la piel y se 
creó un campo quirúrgico estéril. Se realizó un bloqueo intercostal con 
bupivacaína al 0,5% (inyectando 1 ml en cada espacio intercostal) previo a la 
toracotomía izquierda, que se llevó a cabo a una altura aproximada de dos 
traveses de dedo por debajo de la punta de la escápula (Figura 16). 
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Figura 16. Preparación para el comienzo de la toracotomía: A) Anestesia del animal; B) 
Desinfección de la piel y preparación de un campo quirúrgico estéril; C) Bloqueo intercostal; D) 
Toracotomía izquierda; E) Sección de la piel, tejido subcutáneo y músculo. 

 
En primer lugar, se seccionó el ligamento pulmonar, hasta la vena pulmonar 

inferior izquierda para permitir la movilización del lóbulo inferior izquierdo. 
Durante esta maniobra, se cuidó de no lesionar la pleura que cubre el lóbulo 
mediastínico derecho (visible desde el hemitórax izquierdo), para no provocar un 
neumotórax derecho que pudiera dificultar la ventilación postoperatoria. 

A continuación, la disección se dirigió al cayado de la vena ácigos izquierda, 
bajo el cual se encuentra la arteria pulmonar izquierda e inmediatamente 
anterior a la misma, la vena pulmonar superior. Ambas estructuras se suturaron 
proximal y distalmente mediante ligadura de seda número cero, seccionándose a 
continuación. Finalmente, se disecó la vena pulmonar izquierda, que se suturó y 
cortó del mismo modo (Figura 17).  
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Figura 17. Devascularización del muñón bronquial: A) Disección de la vena ázigos izquierda; B) 
Disección de la vena pulmonar superior izquierda; C) Disección de las ramas arteriales del lóbulo 
superior izquierdo; D) Disección del bronquio izquierdo. Imágenes cedidas por el Servicio de Cirugía 
Torácica del Hospital Clínico Universitario de Salamanca. 

Una vez seccionada la arteria pulmonar, se accedió cómodamente al bronquio 
principal izquierdo (inferior y posterior a la misma). Tras clampaje del mismo, se 
seccionó manualmente a nivel de su entrada en el parénquima pulmonar, a fin de 
conseguir un muñón bronquial largo. Dicho muñón se devascularizó de forma 
exhaustiva, liberándolo de todo su peribronquio y coagulando las arterias 
bronquiales que se encontraban. A continuación, se procedió a su cierre mediante 
sutura de 4/0 de ácido poliglicólico a puntos sueltos. 

En este momento, se suturó en función del grupo de estudio el andamiaje 
completo, la matriz simple, o se dejó sin cobertura en los controles. La fijación de 
esta estructura al muñón bronquial se realizó con sutura de 4/0 de ácido 
poliglicólico a puntos sueltos. 

Tras asegurar una correcta hemostasia y sin utilizar drenaje alguno, se procedió 
a cerrar la toracotomía con suturas pericostales reabsorbibles número cero, 
seguidas de sutura continua del plano muscular y cierre del tejido subcutáneo y 
piel con sutura continua, empleando seda del número uno. 
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3. 5. b. Grupos de estudio de implante  

Se diferenciaron 3 grupos de estudio, en función de la cobertura del muñón 
bronquial tras neumonectomía: 

 
Control (C): El borde bronquial únicamente se suturó, no se utilizó ningún 
andamiaje de cobertura. (n = 5) 

Matriz Simple (MS): El andamiaje de fibrina sin células ni factores de 
crecimiento se suturó en el borde bronquial. Debido a la baja consistencia de 
los andamiajes de fibrina para ser suturados se colocó encima una matriz de 
alginato rígida. (n = 10). 

Injerto Tisular Completo (ITC): El andamiaje de fibrina con células y factores 
de crecimiento se suturó en el borde bronquial. Se colocó encima una matriz 
de alginato rígida (n = 20). 

La matriz de alginato rígida se elaboró en el Departamento de Ingeniería 
Química y Textil de la Universidad de Salamanca. 

3. 5. c. Anestesia, control postoperatorio y eutanasia  

Como medida analgésica se colocó a los animales, 24 horas antes de la 

intervención, un parche transdérmico de fentanilo (Durogesic® 50 µg/kg) en la 
zona dorsal del cuello que se mantiene 72 horas. La profilaxis antibiótica se llevó a 
cabo con cefquinoma (Cobactan L.A. 7´5%) 2´5 mg/kg vía intramuscular. 

La premedicación anestésica empleada fue una combinación de midazolam 
a 0´35 mg/kg (Dormicum®), atropina 0´02 mg/kg (Atropina Braun) y ketamina 5 

mg/kg (Imalgene®), todo ello aplicado por vía intramuscular. 

La inducción anestésica se realizó con propofol (Propovet®) a dosis de 4 a 6 

mg/kg, empleando un bloqueante neuromuscular el atracurio (Tracrium®) a 0´5 
mg/kg, tras lo cual se realizó la intubación endotraqueal y se comenzó la 
ventilación controlada en modo volumen control, realizando el mantenimiento 
anestésico con isofluorano (Isoflo®) al 1%. 

La terapia antibiótica durante el postoperatorio consistió en la administración 
de ciprofloxacino 500 mg/día vía oral durante 10 días. 

Se diferenciaron 5 subgrupos de estudio, dentro de cada grupo de implante, en 
función de la fecha postimplante, en la cual los animales fueron eutanasiados: 3, 
7, 14, 21 y 28 días.  
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Para las eutanasias de los animales se realizó una sedación previa con 

midazolam y ketamina tras la cual se administró T-61® a dosis de 0,3 ml/kg 
(eutanásico de doble acción: embutramida, mebezonio ioduro y tetracaína 
clorhidrato) por vía endovenosa. 

A continuación, se procedió a extirpar la zona del 
muñón bronquial izquierdo con su correspondiente 
cobertura en el caso de ITC y MS, realizándose un 
hisopado (Hisopo Amies, Copan) a través de tráquea, por 
la vía aérea de la zona interna del muñón bronquial, 
para su estudio microbiológico. 

La pieza de biopsia (Figura 18) se introdujo en formol 
4% y se envió en un plazo no superior a 24 horas al 
Servicio de Anatomía Patológica del Hospital Clínico 
Universitario de Salamanca para su estudio. 

Figura 18. Biopsia del muñón bronquial. Se envió la porción de tráquea y el muñón bronquial, con 
su cobertura anexada en los casos ITC y MS. 

3. 6. Evaluación in vivo del implante   

Se evaluaron dos tipos de muestras; la biopsia del muñón bronquial para su 
estudio macro y microscópico (histología e inmunohistoquímica) en el Servicio de 
Anatomía Patológica del Hospital Clínico Universitario de Salamanca, y los 
hisopados del muñón bronquial para una evaluación microbiológica en el 
Laboratorio de Microbiología del Establecimiento de Tejidos Fundación Clínica San 
Francisco de León. 

3. 6. a. Estudio morfológico de los muñones bronquiales  

Se extrajo el muñón bronquial de la solución fijadora (formol 4%) y se realizó un 
corte sagital de la zona de estudio para comprobar la existencia de fístula 
broncopleural postneumonectomía y evaluar macroscópicamente el grado de 
granulación y epitelización.  

A continuación, se llevó a cabo un tallado más exhaustivo de la zona del 
muñón bronquial de intersección con la sutura, matriz simple e injerto tisular 
completo.  

Se realizaron cortes sagitales de 3 mm de grosor de la zona de estudio y se 
procedió a su inclusión en parafina, para finalmente hacer cortes (mismo 
procedimiento apartado 3. 3. g. Estudios histológicos e inmunohistoquímico), los 
cuales fueron sometidos a tinciones con H&E, que permitieron seleccionar los 
bloques con mejores zonas de estudio para la realización de otras técnicas de 
estudio (Figura 19). 
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Figura 19. Tallado del muñón bronquial: A) Corte Sagital del muñón bronquial; B) Tallado 
exhaustivo de la zona de estudio; C) Cortes de 3 mm de grosor preparados para incluir. 

3. 6. b. Estudio de la reacción inflamatoria 

La tinción con H&E permitió evaluar la reacción inflamatoria, para ello se 
valoraron dos signos histológicos. Por un lado el grado de inflamación, 
diferenciando grados leves, agudos o crónicos. Y por otro se estudió los signos de 
rechazo agudo, caracterizados en la vía aérea por la presencia de infiltrados 
celulares perivasculares y/o peribronquiales, causantes en último término de 
isquemia y/o necrosis tisular. 

3. 6. c. Análisis de la revascularización y el grado de maduración vascular  

Los bloques seleccionados fueron sometidos a técnicas de inmunohistoquímica 
para verificar la presencia de vasos sanguíneos capilares y analizar el grado de 
maduración vascular, a través del marcador alfa actina de músculo liso 
(Novocastra, Dilución 1:50) 

3. 6. d. Estudios microbiológicos  

El hisopado de los muñones bronquiales, fue sembrado en medios de 
enriquecimiento sólidos y líquidos (por ese orden), los cuales fueron introducidos en 
un incubador a una temperatura de 37°C, y se mantuvieron bajo estas condiciones 
durante 7 días. El caldo de Tioglicolato (Maim) es un medio de enriquecimiento 
líquido muy utilizado en Microbiología, que permite el desarrollo de la mayor 
parte de las bacterias patógenas. Además, se utilizaron medios sólidos como las 
placas de Agar Sangre al 5% (Difco), para la visualización de las colonias 
obtenidas.  

La aparición de turbidez en el caldo de tioglicolato o la presencia de colonias en 
las placas, indica la contaminación existente en la muestra de estudio. Para la 
caracterización de las colonias, se procedió realizando una resiembra de las 
colonias a placas de enriquecimiento para el aislamiento de Gram + (Placa 
Agar CNA, Difco) y Gram – (Placa Mc Conkey, Difco). Además, se realizaron 
pruebas complementarias como la tinción de Gram (Sigma Aldrich), que 
permitió, a través de esta tinción diferencial, distinguir bacterias Gram positivas 
(color morado) de las bacterias Gram negativas (color rosa o rojo)  (Tabla 15). 
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Tabla 15. Tinción de Gram. 

A partir de la tinción de Gram, pueden distinguirse varias morfologías distintas: 
los cocos son de forma esférica, pueden aparecer aislados después de la división 
celular (Micrococos), aparecer por pares (Diplococos), formar cadenas 
(Estreptococos), o racimos (Estafilococos).  

Los bacilos poseen forma alargada, en general, suelen agruparse en forma de 
cadenas (Estreptobacilos) o en empalizadas. También pueden distinguirse los 
espirales, que se clasifican en espirilos si son de forma rígida o espiroquetas si son 
blandas y onduladas. Si por el contrario, poseen forma de "coma", o curvados, 
entonces se los designa vibrios. 

En el caso de obtener bacterias Gram positivas y con morfología de cocos, se 
realiza la prueba de la catalasa, que de manera muy general se podría decir que 
diferencia los Estafilococos (Catalasa +) de los Estreptococos (Catalasa -). Cuando 
el resultado fue positivo, se realizó la técnica de la coagulasa (Biorad), que nos 
permite detectar la presencia del patógeno Staphylococcus aureus (Coagulasa +). 
En el caso de obtener bacterias Gram positivos y con morfología de bacilos, se suele 
de manera general hablar de bacterias del género Bacillus y Corinebacterium. 

Por el contario, si nos encontramos bacterias Gram negativas, por lo general 
bacilos, hablamos de Enterobacterias, que al no tratarse en su mayoría de 
bacterias patógenas, permitió la no realización de más pruebas de identificación. 

En el esquema siguiente se representa el mecanismo de actuación en los 
estudios microbiológicos (Figura 20): 

TINCIÓN DE GRAM 

Extensión de una colonia sobre un portaobjetos. 

Fijar la muestra al calor (flameado 3 veces aprox.) 

Agregar cristal violeta y esperar 1 min. Todas las células gram positivas y 
gram negativas se tiñen de color azul-púrpura. 

Enjuagar con agua. 

Agregar lugol y esperar 1 minuto. 

Enjuagar con agua. 

Agregar acetona y esperar 4 segundos 

Enjuagar con agua. 

Tinción de contraste con safranina 1-2 min. Las bacterias gram negativas 
se tiñen de rosa-rojizo. 

Enjuagar con agua. 

Visualización al microscopio óptico 100x con aceite de inmersión. 
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Figura 20. Estudios microbiológicos de los hisopados de los muñones bronquiales.  

3. 7. Análisis estadístico  

Las diferencias entre  los distintos grupos, fueron determinadas mediante el 
programa informático SPSS Statistics 17.0. Los resultados se muestran como la media 
± desviación típica. Toda p<0´05 fue considerada estadísticamente significativa. Para 
el estudio de los supuestos paramétricos normalidad y homocedasticidad se utilizaron 
respectivamente las pruebas Kolmogorov-Smirnov y el test de Levene, una vez 
comprobados dichos criterios paramétricos se realizaron análisis para muestras 
independientes gracias a la t-Student. 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Resultados 4. 
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4. RESULTADOS 

4. 1. Obtención y procesamiento de las muestras biológicas  

De las 35 muestras que fueron extraídas de dermis y sangre, ninguna sufrió 
problemas de contaminación durante su procesamiento u obtención. Todas las 
muestras fueron procesadas en un rango de tiempo inferior a 4 horas, evitándose la 
posible coagulación sanguínea o la pérdida de viabilidad celular en el tejido. 

4. 1. a. Extracción, procesamiento y digestión de las biopsias dérmicas 

La cantidad media de tejido dérmico obtenida fue de 2350±850 mg, del cual 
tras una correcta disgregación y digestión enzimática se obtuvo 695´65±312´05 
células/mg tejido digerido (Tabla 16).  

Procesamiento de las muestras de dermis 
 

Estudio Media SD 

Cantidad dermis (mg) 2350 850 

Nº células/mg tejido digerido 695´65 312´05 

Tabla 16. Procesamiento de las muestras de dermis (n=35) 

Las heridas realizadas para la extracción de las biopsias dérmicas, en el 85,71% 
(30/35) de los casos, no sufrieron ningún problema de infección o inflamación  y se 
quitaron los puntos tras la correcta cicatrización de la zona, sin embargo, en 5 
casos (en los que se usaron grapas) existió inflamación de la zona, y se procedió a 
su desinfección y limpieza, se quitaron las grapas y se cosió la herida, pero esta vez 
con puntos sueltos con seda del número uno. 

4. 1. b. Aislamiento, análisis y conservación del plasma  

La cantidad media de plasma obtenida tras centrifugación sanguínea fue de 
8´2±1´3 ml (Tabla 17), en el cual la concentración de fibrinógeno fue de 2-3´5 
mg/ml de plasma (concentraciones fisiológicas). El plasma fue alicuotado en dosis 
de uso de 400 y 800 µl para la posterior elaboración de andamiajes de fibrina. 

Procesamiento de las muestras de sangre 
 

Estudio Media SD 

Cantidad plasma (ml) 8´2 1´3 

Tabla 17. Procesamiento de las muestras de sangre (n=35) 

4. 2. Cultivo celular in vitro en superficies plásticas  

El 100% de los cultivos 0P in vitro fueron adecuados, en ningún caso se 
evidenciaron problemas de contaminación. Debido a problemas derivados de la 
manipulación algún pase posterior si sufrió contaminación, sin embargo, en ningún 
caso supuso la pérdida de esa línea celular, gracias a la congelación de células de 
todas las líneas en pases iniciales. 
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4. 2. a. Evaluación de los rendimientos celulares 

Las células de dermis cultivadas en superficies plásticas presentaron una 
morfología fusiforme con prolongaciones citoplasmáticas alargadas, típica de 
células de naturaleza fibroblástica (Figura 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 21. Morfología de las células de dermis crecidas en superficies plásticas tras 6 días en cultivo. 
Barra de escala = 100µm. Publicado en J Biomed Mater Res A 2011; 99: 648-54. 

El crecimiento celular presentó un patrón similar de comportamiento 
independiente del pase, donde se pudieron diferenciar 4 etapas claramente 
diferenciadas. En primer lugar existió una fase de latencia (los primeros 2 días), 
donde no todas las células fueron capaces de adherirse a la superficie de cultivo, a 
continuación llegó la fase de crecimiento exponencial, que tras 9 días de cultivo, 
alcanzó una concentración celular de saturación que condujo a la inhibición 
celular por contacto (a partir del día 11) y por tanto comenzó a reducirse el 
número celular (Figura 22). 
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Figura 22. Curva de crecimiento en superficies plásticas para células de pases 0P y 1P. Se representa 
el número de células frente al tiempo en cultivo (días) (n=5). 
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A través de la tasa de expansión, se evaluó la capacidad de las celulas para 

aumentar en número en función del pase, donde se estimó que el número de veces 
que crece la población es el mismo en los primeros pases (p>0´05) (Tabla 18). 

Tasa de expansión celular 
 

Pase 1P 2P 3P 4P 5P 

Media 4´24 4´54 4´72 4´44 4´4 

SD 1´57 1´59 1´68 1´51 1´17 

Tabla 18. Tasa de expansión celular (n=10). 

En relación a la tasa de expansión celular, se estudió la tasa de duplicación 
celular, que permitió conocer la capacidad proliferativa expresada como el 
número de veces que se duplica una población celular en cada pase, se detectó 
que las células se dividían aproximadamente dos veces en cada pase y que esta 
condición se mantenía estable al menos durante 10 pases (Figura 23). 
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Figura 23. Tasa duplicación celular acumulada, evaluada entre los pases 1P a 10P (n=10). 

4. 2. b. Viabilidad celular 

La congelación y descongelación celular, resultaron ser exitosas debido a que, 
cuando se descongelaron los crioviales con 106 células y se evaluó la viabilidad 
celular de los mismos, los resultados fueron bastante buenos al obtenerse 
viabilidades en torno al 90% (Tabla 19). 

% Viabilidad de las células congeladas 
 

 Media SD 

% Viabilidad 88´89 5´25 

Tabla 19. Porcentaje Viabilidad celular (n=30). 

El crecimiento celular de las células congeladas no presentó diferencias con 
respecto a las células no congeladas, se observó la misma capacidad proliferativa, 
por tanto, el procedimiento de congelación resultó efectivo para la conservación 
de las líneas celulares. 
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4. 3. Cultivo celular in vitro en andamiajes de fibrina  

El 100% de los cultivos celulares realizados en los andamiajes de fibrina fueron 
exitosos, en ningún caso existió contaminación dentro de la matriz tridimensional 
elaborada. 

4. 3. a. Distribución, adhesión y morfología celular  

Los andamiajes de fibrina (F y FC) fueron estudiados gracias a la microscopía 
electrónica de barrido (SEM), la cual permitió estudiar la microanatomía de la 
matriz, destacando una estructura en malla formada por una red de fibras 
interconectadas, en la cual las células son capaces de adherirse (Figura 24).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 24. Microfotografía de microscopía electrónica de barrido de un andamiaje de fibrina (F) 
(A), y adhesión celular en un andamiaje con células (FC) (B). Barra de escala = 5µm. 

La microscopía óptica (Figura 25) y el SEM (Figuras 26 y 27) de los andamiajes 
de fibrina con células (FC) y andamiajes de fibrina con células y factores de 
crecimiento (FCF), permitieron evaluar la co-distribución de las células y las 
microcápsulas.  

Existió una buena adhesión celular, con evidente aumento del número celular 
con el paso del tiempo (Figuras 25 y 26). La morfología celular inicialmente se vio 
modificada con respecto a las células crecidas en superficie (Figura 21), el 
crecimiento en volumen, permitió un cambio de morfología hacia células con 
mayor número de prolongaciones y éstas más alargadas (Figuras 25. A y 26. 
B). En cuanto a la comparación de los dos tipos de andamiajes, visualmente no se 
apreciaron grandes diferencias en cuanto a número celular se refiere. 
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Figura 25. Distribución celular y de las microcápsulas en los andamiajes de fibrina con células (FC) 
(A-C-E-G) y andamiajes de fibrina con células y factores (FCF) (B-D-F-H), tras 7 (A-B), 14 (C-D), 21 
(E-F) y 28 (G-H) días en cultivo. Barra de escala = 100µm. Imagen B publicada en J Biomed Mater 
Res A 2011; 99: 648-54. 

A los 7 días en cultivo (Figuras 25. A y B y 26. A y B) se evidenció la presencia de 
células con abundantes prolongaciones, tras 14 días (Figuras 25. C y D y 26. C y 
D)  en cultivo se apreció un aumento importante en el número celular con 
distribución homogénea celular por todo el andamiaje de fibrina. Tras 21 días 
(Figuras 25. E y F y 26. E y F) en cultivo, el aumento del número celular ya no fue 
tan evidente, prácticamente la totalidad de la estructura tridimensional 
estaba ocupada, para finalmente, a los 28 días (Figuras 25. G y H y 26. G y H) no 
evidenciarse un incremento llamativo en el número celular, pero si se apreció la 
formación de una capa de células finas y planas en la superficie del 
andamiaje, que se debía a la migración de las células del interior hacia la 
superficie, al no poder crecer más dentro de la matriz. 
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Figura 26. Microscopía Electrónica de Barrido de la distribución celular en los andamiajes de fibrina 
con células (FC) (A-C-E-G) y andamiajes de fibrina con células y factores (FCF) (B-D-F-H), tras 7 
(A-B), 14 (C-D), 21 (E-F) y 28 (G-H) días en cultivo. Barra de escala = 10µm. Imágenes B, D y H 
publicadas en J Biomed Mater Res A 2011; 99: 648-54. 
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La evaluación de la distribución de microcápsulas por SEM, requirió la 

utilización de mayores aumentos, por lo que no se pudo evaluar con esta técnica 
la co-distribución de células y microcápsulas, se observó (Figura 27) que existían 
microcápsulas homogéneamente distribuidas por todo el andamiaje de fibrina. 

 

 

 
 
 

Figura 27. Microscopía Electrónica de Barrido de 
la distribución de microcápsulas (flechas) en los 
andamiajes de fibrina con células y factores 
(FCF). Barra de escala = 200 µm. 

4. 3. b. Proliferación celular  

La curva de crecimiento celular en los andamiajes de fibrina, presentó las fases 
típicas de latencia (0-3 días), crecimiento exponencial (3-21 días), saturación 
(21-24 días) e inhibición celular (24-30 días), al igual que en el crecimiento en 
superficie (Figura 22), pero estas fases eran más largas, lo que prolongó el tiempo 
de cultivo. En cuanto a la evaluación de la concentración celular de siembra 
óptima en los andamiajes de fibrina, se evidenció una curva de crecimiento con el 
mismo perfil tanto para 104 como para 2x104 células/ml de fibrina, siendo 
ligeramente superior para 2x104 células/ml de fibrina (Figura 28). Es importante 
destacar que con la mitad de células iniciales (10.000 células), se obtuvieron 
resultados muy similares (p>0´05) tras 30 días en cultivo. 
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Figura 28. Curva de crecimiento en andamiajes de fibrina para 10.000 y 20.000 células. Se 
representa el número de células frente al tiempo en cultivo (días) (n=5). 
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Si se compara el perfil proliferativo celular en superficies plásticas con 

respecto a los andamiajes de fibrina, se observó como en la fibrina se pueden 
crecer células durante más tiempo obteniéndose números celulares más elevados. 
Al principio el comportamiento fue similar (p>0´05) (hasta los 9 días), pero a partir 
de los 12 días existió más proliferación en los andamiajes de fibrina que en los 
cultivos en superficie (p<0´05) (Figura 29).  
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Figura 29. Curva de crecimiento en andamiajes de fibrina y superficies plásticas. Se representa el 
número de células frente al tiempo en cultivo (días) (n=10). 

Cuando se evaluó el efecto in vitro de bFGF microencapsulado sobre la 
proliferación celular, se detectaron cambios a los 14 días de cultivo entre los 
andamiajes de fibrina con células (FC) y los andamiajes de fibrina con células y 
factores (FCF). El número celular aumentó entre los 3 y los 21 días tanto en los 
FC como en los FCF, observándose durante la última semana un punto de 
inflexión. La proliferación celular en los andamiajes de fibrina mostró que, de una 
siembra inicial de 104 células se obtenían casi 2x106 células en un período de 21 
días. A los 14 días de cultivo se observaron diferencias significativas entre grupos 
(FC: 1.366.666´67 ± 85.479´04; FCF: 1.640.000 ± 173.435´87; p=0´006) (Figura 30). 
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Figura 30. Proliferación celular en andamiajes de fibrina FC y FCF. Se representa el número de 
células frente al tiempo en cultivo (días) (n=12). (* p<0´05). Publicado en J Biomed Mater Res A 
2011; 99: 648-54. 
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4. 3. c. Viabilidad celular  

El ensayo de viabilidad fue llevado a cabo gracias al método del AlamarBlue. 
En primer lugar se estandarizó la técnica para cultivos de células sobre superficies 
plásticas (recomendación del fabricante). Para ello se sembraron distintos 
números celulares en superficies plásticas adecuadas y se incubaron con 
AlamarBlue durante 4 horas (Figura 31). Pasado ese tiempo se recogieron las 
alícuotas y se realizó la medición fluorimétrica que detectó la reducción de la 
resazurina (azul y no fluorescente) en resorufina (rosa y fluorescente) debido a la 
presencia de células metabólicamente activas, por tanto viables. Se visualizó una 
gradación cromática en función del número de células utilizado (Figura 32), 
obteniéndose una recta patrón para el crecimiento celular en superficies plásticas. 

 

 
Figura 31: Ensayo viabilidad sobre diferentes superficies 
plásticas. Siembra de distintos números celulares en 
superficies plásticas adecuadas (Placa de 6 pocillos: 104 a 
105 células, T-25: 2´5x105 a 5x105 células y T-75: 106 a 
2´5x106 células) para la elaboración de la recta patrón 
que relacione % Reducción de AlamarBlue con diferentes 
números celulares, para un mismo tiempo de incubación 
en AlamarBlue (4 horas). 

 

 
 

 

 
Figura 32: Escala cromática de viabilidad celular en superficies plásticas obtenida a partir de las 
alícuotas del medio de las células crecidas sobre superficies plásticas tras 4 horas de incubación con 
AlamarBlue en función de los diferentes números celulares utilizados. 

A continuación, se procedió a trabajar con células crecidas en andamiajes de 
fibrina (no sobre andamiajes de fibrina), lo que implica tener que averiguar el 
tiempo que requiere el colorante para difundir y penetrar en el andamiaje y 
llegar a las células (Figura 33).  

 

 

 

  

Figura 33: Incubación y penetración del AlamarBlue en andamiajes de fibrina.  

Blanco       104         5x104      105       2´5x105   5x105        106       1´5x106    2x106    2´5x106 

  Fibrinas sin AlamarBlue         Tiempo 0 AlamarBlue         Penetración AlamarBlue 
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 Inicialmente se trabajó a concentraciones celulares bajas a distintas horas de 
incubación para valorar el tiempo óptimo de incubación en los andamiajes de 
fibrina, aquel que para el mismo número celular presentó un valor similar de 
porcentaje de reducción del AlamarBlue en superficies plásticas y fibrina. Se 
observó cómo, a medida que pasaban más horas de incubación dicho porcentaje 
incrementaba, aun trabajando con concentraciones celulares bajas (cuanto más 
tiempo, las mismas células siguen reduciendo el colorante) (Figura 34). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34: Rectas patrón de tiempos de incubación en andamiajes de fibrina. Se representa el % 
Reducción del AlamarBlue frente al número de células (n=4). Se indica los valores de las rectas 
patrón obtenidas para los diferentes tiempos de incubación. 

Cuando se comparó los resultados obtenidos en superficies plásticas y en 
andamiajes de fibrina para los mismos números celulares, se comprobó que el 
AlamarBlue requería un tiempo aproximado de 2 horas más de incubación 
para penetrar y llegar a las células en los andamiajes de fibrina (Figura 35). 
Las rectas patrón obtenidas para ambas condiciones permitieron evaluar en 
función de un porcentaje de reducción del AlamarBlue el número de células 
viables presentes, sin necesidad de destruir el andamiaje como ocurría en los 
estudios de proliferación celular, y por tanto poder evaluar la viabilidad celular de 
un mismo andamiaje de fibrina a diferentes tiempos de cultivo. 
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Figura 35: Rectas patrón de viabilidad celular en superficies plásticas y en andamiajes de fibrina. Se 
representa el % Reducción del AlamarBlue frente al número de células cultivadas sobre superficies 
plásticas e incubadas durante 4 horas con el colorante y células cultivadas en andamiajes de fibrina 
e incubadas durante 6 horas. Los valores de las rectas patrón fueron en superficies plásticas: 
y=0´0000131x+0´3605570, R2=0´9983441 y en los andamiaje de fibrina: y=0´0000115x+0´9003924; 
R2=0´9958427 (n=10). (p>0´05). Publicado en J Biomed Mater Res A 2011; 99: 648-54. 
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Cuando se evaluó la gradación cromática de la reducción del AlamarBlue 
en función de las diferentes concentraciones celulares sembradas en los 
andamiajes de fibrina, ocurrió al igual que en las superficies plásticas, existía una 
escala cromática desde azul-morado a rosa, cuanto mayor era el número celular, 
tras una incubación de 6 horas (Figura 36). 

 
 
 
 
 
Figura 36: Escala cromática de viabilidad celular en 
andamiajes de fibrina tras 6 horas de incubación con 
AlamarBlue en función de los diferentes números celulares 
utilizados. 

Por último, se evaluó el efecto in vitro del bFGF microencapsulado sobre las 
células, el ensayo de viabilidad celular realizado con el AlamarBlue, no sólo 
permitió evaluar el número de células viables en el andamiaje de fibrina, sino 
también el estado proliferativo de estas matrices a lo largo del estudio. A los 3 días, 
el número de células viables incrementó ligeramente, tanto en los andamiajes de 
fibrina con células (FC), como en los andamiajes de fibrina con células y factores 
(FCF), a los 7 días la población aumentó en 10 veces para ambos grupos, sin 
embargo a los 14 días existieron diferencias significativas entre grupos (FC: 
1.400.425´2 ± 86.235´66; FCF: 1.629.392´5 ± 69.116´62; p=2´737x10-7). A los 21 días se 
alcanzó el máximo número celular que el andamiaje fue capaz de albergar y 
finalmente a los 28 días disminuyó el número celular (Figura 37).  
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Figura 37. Viabilidad celular en los andamiajes de fibrina FC y FCF. Se representa el número de 
células frente al tiempo en cultivo (días) (n=12). (* p<0´05). Publicado en J Biomed Mater Res A 
2011; 99: 648-54. 

Además, de manera indirecta se valoró que ninguno de los componentes 
utilizados en la elaboración de los andamiajes de fibrina era tóxico para las células, 
ya que el número de células viables obtenido en los andamiajes de fibrina  (Figura 
37) era el mismo (p>0´05) que en los ensayos de proliferación celular (número de 
células totales) (Figura 30), para los diferentes días de estudio. 
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4. 3. d. Estudios histológicos e inmunohistoquímicos  

Las tinciones con H&E (Figura 38) permitieron evaluar el incremento 
proliferativo que se produce cuanto mayor es el tiempo en cultivo in vitro. A 
los 7 días se visualizaron pocas células, sin embargo, a 14 días se produjo un 
aumento muy importante en el número celular, siguiendo a los 21 días un 
aumento celular ya menos marcado. Por último a los 28 días, no se apreció 
aumento sino mantenimiento del número celular.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 38. H&E en los andamiajes de fibrina con células (FC) (A-C-E-G) y andamiajes de fibrina 
con células y factores (FCF) (B-D-F-H), tras 7 (A-B), 14 (C-D), 21 (E-F) y 28 (G-H) días en cultivo. 
Nótese la morfología de las microcápsulas de alginato y su integración en el andamiaje de fibrina 
(*).  Barra de escala = 50µm. Imágenes A, D, F y H publicadas en J Biomed Mater Res A 2011; 99: 
648-54. 
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La distribución celular en el interior del andamiaje fue homogénea a los 

diferentes tiempos de incubación y se pudo evaluar la integración de las 
microcápsulas en el andamiaje de fibrina (Figura 38. D y H). Sin embargo, no 
resultó sencillo visualizar diferencias a través de esta técnica entre los FC y los FCF. 

Gracias a la tinción Tricómico de Masson, se detectó la producción de fibras 
colágenas, observándose una evidente mayor presencia en los andamiajes FC 
que en los FCF, tras 14 días en cultivo (Figura 39). 

 

 

 

 

 

 

Figura 39. Tricómico de Masson en los andamiajes de fibrina con células (FC) (A) y andamiajes de 
fibrina con células y factores (FCF) (B), tras 14 días en cultivo. Barra de escala = 25µm. Publicado en 
J Biomed Mater Res A 2011; 99: 648-54. 

No obstante, con la tinción de Orceína para fibras elásticas, no se 
observaron diferencias tras 14 días en cultivo entre los andamiajes FC y FCF 
(Figura 40). 

 

 

 

 

 

 

Figura 40. Tinción Orceína en los andamiajes de fibrina con células (FC) (A) y andamiajes de 
fibrina con células y factores (FCF) (B), tras 14 días en cultivo. Barra de escala = 25µm. 

La tinción inmunohistoquímica para la fibronectina, evidenció que la matriz es 
rica en fibronectina, pero no se evaluaron diferencias entre los andamiajes FC y 
FCF (Figura 41. A y B). Sin embargo, las técnicas inmunohistoquímicas realizadas 
frente a la actina y el Ki-67, si mostraron diferencias significativas entre los grupos 
de estudio. 
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Se observó un importante descenso de la expresión de actina en los 

andamiajes FCF en comparación con los FC (Figura 41. C y D), junto con la 
existencia de una clara diferencia en el estado proliferativo de las células, debido a 
que el número de células activas fue más marcado en los andamiajes FCF que 
en los FC (Figura 41. E y F), todo ello evaluado tras 14 días en cultivo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 41. Inmunohistoquímica de fibronectina (A-B), actina (C-D) y Ki-67 (E-F) en los andamiajes 
de fibrina con células (FC) (A-C-E) y andamiajes de fibrina con células y factores (FCF) (B-D-F), 
tras 14 días en cultivo. Barra de escala = 25µm (A-D) y 50µm (E-F). Imágenes C a F publicadas en J 
Biomed Mater Res A 2011; 99: 648-54. 

Por tanto, gracias a las técnicas histológicas e inmunohistoquímicas se puso de 
manifiesto diferencias entre los andamiajes de estudio con células (FC) y con 
células y factores (FCF), lo cual se relacionó con el efecto in vitro del bFGF 
microencapsulado. 
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4. 4. Caracterización celular  

Los estudios de caracterización celular fueron óptimos, tanto en los ensayos de 
citometría de flujo, como en las técnicas de diferenciación celular en superficies 
plásticas y en andamiajes de fibrina, sin embargo, la diferenciación condrogénica en 
pellets resultó ser un método no reproducible. 

4. 4. a. Citometría de flujo  

Las células de dermis porcinas, fueron caracterizadas por citometría de flujo a 
través de la expresión de marcadores de superficie. A través del software de 
análisis se localizó en primer lugar que la población celular aislada fue 
homogénea, en el gráfico que representa Tamaño frente a Complejidad (Figura 
42) se analizó que la población celular de estudio presentó siempre un tamaño 
constante (aproximadamente 10 µm) y cuya complejidad celular fue similar 
(células individualizadas con un único núcleo). Las células que cumplieron dichos 
requisitos (Región R1 de la Figura 42) fueron estudiadas en función de la expresión 
de ciertos marcadores de superficie específicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 42. Población celular de estudio por citometría de flujo. Se representa el logaritmo del 
tamaño celular frente al logaritmo de la complejidad celular. Observándose una región R1 donde 
existió un gran número de células homogéneas según dichos criterios, que posteriormente fueron 
analizadas para los marcadores de superficie de estudio. 

Más del 95% de la población celular aislada expresó marcadores 
característicos de los linajes mesenquimales, como el CD90 (Tirosina-1) o el CD29 
(Integrina β1), pero no expresaron (expresión menor del 2%) marcadores de 
superficie específicos de células del linaje hematopoyético, como el CD45 y el 
CD14, o marcadores de células endoteliales, como el CD31 (Figura 43 y Tabla 20). 
La población de células de dermis porcinas aisladas, se consideró desde este 
momento como células madre mesenquimales de cerdo. 
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Figura 43. Citometría de flujo de los marcadores de superficie CD14, CD29, CD31, CD45 y CD90. Las 
células fueron positivas para CD29 y CD90, sin embargo fueron negativos para CD14, CD31 y CD45. 
Se representa el número de células frente al marcaje del anticuerpo primario específico/isotipo 
unido a un anticuerpo secundario con FITC. Las curvas moradas representan la distribución de las 
células incubadas con el anticuerpo primario y las líneas negras las células incubadas con el isotipo 
control. 
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Tabla 20. Expresión de los marcadores de superficie en la población celular aislada medidos por 
citometría de flujo (n=5). 

4. 4. b. Diferenciación hacia linajes mesenquimales en superficies plásticas 

La tinción Oil-Red-O, confirmó la presencia de vacuolas lipídicas 
intracelulares de color rojo en las células que sufrieron diferenciación adipogénica 
tras 14 días en cultivo en monocapa (Monocapa de Diferenciación Adipogénica, 
MDA), junto con un evidente cambio de morfología hacia adipocitos (células 
poligonales con el núcleo desplazado a la periferia por la presencia de múltiples 
vacuolas lipídicas intracelulares). No obstante, en las células control no existió ni 
cambio en la morfología, ni presencia de vacuolas lipídicas (Monocapa de 
Diferenciación Adipogénica Control, MDAC) (Figura 44). 

 
 

 

 

 

 

 

Figura 44. Tinción Oil-Red-O de células crecidas en monocapa cultivadas durante 14 días en medio 
de diferenciación adipogénico (MDA) (A) o mantenidas en medio de cultivo completo (MDAC) (B), 
con detalle de la morfología de una adipocito (C). Barra de escala = 50 µm. 

La tinción Rojo Alizarina, mostró la presencia de depósitos de calcio de color 
rojo con una evidente mineralización de la matriz en las células que sufrieron 
diferenciación osteogénica tras 14 días en cultivo en monocapa (Monocapa de 
Diferenciación Osteogénica, MDO), sin embargo, en las células control no existieron 
rasgos de dicha mineralización (Monocapa de Diferenciación Osteogénica Control, 
MDOC) (Figura 45). 
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Figura 45. Tinción Rojo Alizarina de células crecidas en monocapa cultivadas durante 14 días en 
medio de diferenciación osteogénico (MDO) (A) o mantenidas en medio de cultivo completo 
(MDOC) (B). Barra de escala = 50 µm. 

4. 4. c. Diferenciación hacia linajes mesenquimales en andamiajes de fibrina 

Los andamiajes de fibrina sometidos a diferenciación adipogénica (Fibrina 
Diferenciación Adipogénica, FDA) mostraron la presencia de vacuolas lipídicas 
intracelulares (Tinción Oil-Red-O), y un evidente cambio de morfología (H&E), 
como ya ocurría con las células crecidas en monocapa. Sin embargo, las células 
control no experimentaron ninguno de dichos cambios, manteniéndose una 
morfología celular típicamente fibroblástica (Fibrina Diferenciación Adipogénica 
Control, FDAC) (Figura 46). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 46. Andamiajes de fibrina cultivados durante 28 días con medios de diferenciación 
adipogénico (FDA) (A-C) o medio de cultivo completo (FDAC) (B-D), teñidos con H&E (A-B) y 
Tinción Oil-Red-O (C-D). Barra de escala = 50 µm. 
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La diferenciación osteogénica en andamiajes de fibrina fue demostrada 

debido a la existencia de una textura granulada de la matriz como signo de 
mineralización (H&E), acompañado de la presencia de depósitos de calcio rojos 
como rasgo característico de la osificación de la matriz (Rojo Alizarina) 
encontrados en los andamiajes cultivados con medio específico de diferenciación 
(Fibrina Diferenciación Osteogénica, FDO), no obstante, los andamiajes control 
(Fibrina Diferenciación Osteogénica Control, FDOC) no mostraron ningún signo de 
mineralización característico de células osteoblásticas (Figura 47). La tinción Von-
Kossa no resultó discriminativa (no se muestran los resultados). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 47. Andamiajes de fibrina cultivados durante 28 días con medios de diferenciación 
osteogénico (FDO) (A-C) o medio de cultivo completo (FDOC) (B-D), teñidos con H&E (A-B) y 
Tinción Rojo Alizarina (C-D). Barra de escala = 50 µm. 

Las técnicas inmunohistoquímicas, fueron definitivas en la demostración de la 
existencia de marcadores osteogénicos, existiendo una clara expresión de 
osteopontina (glicoproteína característica del tejido óseo), acompañada de una 
distribución más focal en la osteocalcina, las cuales fueron observadas en los 
andamiajes FDO y no en los FDOC (Figura 48). 

La diferenciación condrogénica, fue puesta de manifiesto con H&E en los 
andamiajes de fibrina (Fibrina Diferenciación Condrogénica, FDC), a través del 
cambio en morfología que experimentaron los condrocitos, células redondeadas 
que desplazan el núcleo debido a la síntesis de gran cantidad de sustancias 
mucopolisacáridas, y que se localizan en lagunas celulares (Figura 49. A), 
cambios no existentes en los controles (Fibrina Diferenciación Condrogénica 
Control, FDCC) (Figura 49. B).  
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Figura 48. Inmunohistoquímica de Osteopontina (A-B) y Osteocalcina (C-D) en andamiajes de 
fibrina cultivados durante 28 días con medios de diferenciación osteogénico (FDO) (A-C) o medio 
de cultivo completo (FDOC) (B-D). Barra de escala = 50 µm. 

La tinción con Azul Alcián reveló la producción de mucosustancias en las 
lagunas celulares formadas en las células diferenciadas (FDC) (Figura 49. C), sin 
embargo, en los andamiajes control (FDCC), dichos cambios no se produjeron 
(Figura 49. D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 49. Andamiajes de fibrina cultivados durante 35 días con medios de diferenciación 
condrogénico (FDC) (A-C) o medio de cultivo completo (FDCC) (B-D), teñidos con H&E (A-B) y 
Tinción Azul Alcián (C-D). Barra de escala = 50 µm (A-B) y 25 µm (C-D). 
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Al mismo tiempo, los andamiajes de fibrina FDC expresaron una evidente 

producción de fibras de colágeno tipo II, características de la matriz de las 
células de naturaleza condroblástica, inexistentes en los andamiajes control FDCC 
(Figura 50). 

 
 

 

 

 

 

Figura 50. Inmunohistoquímica de Colágeno tipo II en andamiajes de fibrina cultivados en medio 
de diferenciación condrogénico (FDC) (A) o mantenidas en medio de cultivo completo (FDCC) (B) 
durante 35 días. Barra de escala = 25µm. 

4. 4. d. Diferenciación condrogénica en pellet 

El cultivo tridimensional en pellet, fue un método poco reproducible, difícil de 
manejar y en el cual las células presentaron focos de necrosis celular (Figura 51). 
El manejo de los pellets fue complicado, tanto para los cambios de medio, en los 
cuales con frecuencia, alguna pequeña porción de pellet era aspirada, como para 
su procesamiento y corte para la realización de las tinciones específicas. Aun así, 
fue posible poner de manifiesto la existencia de zonas con diferenciación 
condrogénica (Pellets Diferenciación Condrogénica, PDC), que no existían en los 
pellets control (Pellets Diferenciación Condrogénica Control, PDCC). 

 
 

 

 

 

 

 

Figura 51. H&E de pellets de diferenciación condrogénica cultivados en medio de diferenciación 
condrogénico (PDC) (A) o mantenidas en medio de cultivo completo (PDCC) (B) durante 21 días. 
Nótese la existencia de zonas con necrosis celular (Núcleos picnóticos). Barra de escala = 50 µm (A) y 
25 µm (B). 
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4. 5. Modelo animal porcino 

Los 35 cerdos del estudio fueron operados correctamente, a cada animal, en 
función del grupo de estudio, se le implantó la matriz simple (MS) o el injerto tisular 
completo (ITC) autólogo elaborado con sus células y su propio plasma, o simplemente 
se suturó el borde bronquial en el grupo control (C). Los grupos MS e ITC, fueron 
cubiertos por una matriz de alginato rígida para prevenir la posible pérdida del 
constructo implantado (Figura 52). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 52. Grupos de implante: Control (A) el cual es simplemente suturado; Matriz Simple (B) 
andamiaje de fibrina cubriendo el borde bronquial; Injerto Tisular Completo (C) andamiaje de 
fibrina con células y factores de crecimiento cubriendo el borde bronquial; matriz de alginato rígida 
que recubre los grupos MS e ITC (D). 

4. 5. a. Grupos de estudio de implante  

La relación de los animales pertenecientes a cada grupo y subgrupos de estudio 
fue la siguiente (Tabla 21): 

 

Tabla 21. Distribución de los 35 cerdos operados en función del grupo de implante control-matriz 
simple-injerto tisular completo; y del subgrupo al que pertenezcan determinado por el momento 
de la eutanasia post-operación 3, 7, 14, 21 y 28 días. 

Grupos y subgrupos de estudio 

 3D 7D 14D 21D 28D 

Control C3 C1 C4 C2 C5 

Matriz Simple 
MS3 
MS6 

MS4 
MS10 

MS1 
MS7 

MS2 
MS9 

MS5 
MS8 

Injerto Tisular 
Completo 

ITC3 
ITC9 
ITC11 
ITC12 

ITC1 
ITC7 
ITC13 
ITC19 

ITC2 
ITC6 
ITC18 
ITC20 

ITC4 
ITC8 
ITC16 
ITC17 

ITC5 
ITC10 
ITC14 
ITC15 

  Injerto Tisular Completo               Alginato 

           Control               Matriz Simple 
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4. 5. b. Complicaciones postoperatorias 

El 100% de las operaciones, se llevó a cabo con éxito en los diferentes grupos de 
estudio, aun así existieron diversas complicaciones postoperatorias que se 
enumeran en la Tabla 22.  

Complicaciones postoperatorias 
 

Grupo de estudio 
Complicaciones Postoperatorias 

Pericarditis 
Exudado 

Purulento 
Enfisema 

Subcutáneo 
Obstrucción 

Intestinal 
Control 
(n=5) 

1 - - - 

Matriz Simple 
(n=10) 

4 2 1 - 

Injerto Tisular Completo 
(n=20) 

1 1 1 1 

Tabla 22. Complicaciones postoperatorias de los diferentes grupos de implante del modelo animal. 

Un único caso falleció de forma repentina y prematura tras las 48h de la 
intervención quirúrgica, por obstrucción intestinal de causa desconocida (Figura 53. 
A). 

En algunos casos de los grupos de implante de matriz simple e injerto tisular 
completo, aparecieron zonas peribronquiales de exudado purulento y en dos 
casos enfisema subcutáneo, que es frecuente en las neumonectomías (Figuras 
53. B y C).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 53. Complicaciones postoperatorias: Obstrucción intestinal (A); Exudado purulento (B); 
Enfisema subcutáneo (C); Pericarditis (D); Matriz de alginato desgarrada. 

         Obstrucción Intestinal         Exudado Purulento 

   Enfisema subcutáneo           Pericarditis               Alginato 
localizada 
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En todos los grupos de estudio existieron algunos casos de pericarditis (Figura 

53. D), subclínica, solamente detectadas en la necropsia. La pericarditis es 
frecuente como hallazgo casual después de una neumonectomía. Además, cabe 
destacar que en algunos de los animales de los grupos de implante (MS e ITC) se 
encontró la matriz de alginato suelta y desgarrada (Figura 53. E).  

Hemos considerado que no existe ninguna relación entre las complicaciones y los 
objetivos de esta investigación y se ha procedido a valorar la totalidad de las 
intervenciones. 

Las complicaciones observadas se representan en la Figura 54, analizándose un 
total de 35 intervenciones, se apreció que 2 de cada 3 animales (66%) no 
presentaron ningún tipo de complicación postoperatoria. 

3%

17%

6%

8%

66%

Complicaciones postoperatorias

Obstrucción intestinal

Pericarditis

Enfisema Subcutáneo

Exudado purulento

Sin complicaciones

 

Figura 54. Representación del porcentaje de incidencia de las complicaciones postoperatorias del 
modelo animal. (n=35). 

4. 6. Evaluación in vivo del implante  

La evaluación del implante en el modelo animal, se centró en el estudio de los  
resultados macro y microscópicos de los muñones bronquiales de los 3 grupos de 
implante, se comparó la evolución tras 1 mes de estudio dentro de cada grupo y se 
compararon dichos resultados con los obtenidos en los demás grupos.  
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4. 6. a. Estudio morfológico de los muñones bronquiales   

En ningún grupo de implante existió presencia de fístula broncopleural 
postneumonectomía, aun así, se evidenciaron diferencias macroscópicas entre los 
diferentes grupos (Figura 55).  

En el grupo Control (C), los muñones bronquiales mostraron una pared fina y 
con escasa reacción inflamatoria, con una línea de sutura bronquial delgada 
(Figura 55. A). En el grupo experimental de Matriz Simple (MS), la pared 
bronquial presentó un abundante material de aspecto gelatinoso y edematoso, 
correspondiente a la matriz implantada que se incorporó en el muñón bronquial 
(Figura 55. B). Finalmente, en el grupo del Injerto Tisular Completo (ITC), se 
evidenció una pared bronquial gruesa con intensa granulación en la línea de 
sutura y con un grado de cicatrización muy elevado (Figura 55. C). 

 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 55. Estudio morfológico de los muñones bronquiales de los grupos de implante: Control (A); 
Matriz Simple (MS); e Injerto Tisular Completo (ITC). Las flechas indican la línea de sutura 
bronquial. El asterisco blanco indica la presencia de la matriz de alginato y el asterisco negro la 
presencia de la matriz de fibrina. 

4. 6. b. Estudio de la reacción inflamatoria  

Histológicamente, los muñones bronquiales de los tres grupos de estudio 
presentaron un aspecto diferente según el tipo de implante y el tiempo 
transcurrido desde la resección pulmonar. 

En el grupo control (C) se observó que, al tercer día postoperatorio existió 
reacción inflamatoria de tipo celular sobre la fina pared bronquial existente 
(Figura 56. A); cuatro días después (día 7 postoperatorio) la reacción inflamatoria 
aumentó, siendo más crónica y menos celular, apreciándose una leve proliferación 
fibroblástica (Figura 56. B). A los 14 días de la cirugía, la pared bronquial apareció 
sustancialmente engrosada debido al aumento de fibroblastos y fibras colágenas 
(Figura 56. C). Finalmente, en las dos últimas semanas de estudio (días 21 y 28 
postoperatorios), se apreció una cicatriz que se consolidaba progresivamente en el 
muñón bronquial, debido al aumento de colágeno principalmente (Figuras 56. D y 
E). En cuanto a la proliferación vascular fue prácticamente nula en todos los días 
de estudio. 

 

  Control            Matriz Simple               Injerto Tisular Completo 
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Figura 56: H&E de los muñones bronquiales del grupo control (C) de implante tras 3 (A), 7 (B), 14 
(C), 21 (D) y 28 (E) días de la cirugía. 

En el grupo de Matriz Simple (MS), se apreció una evolución similar al grupo 
control, en el tercer día postoperatorio, se observó una reacción inflamatoria 
aguda en la zona que recubre la pared bronquial (Figura 57. A), al día 7 
postoperatorio, se puso de manifiesto una llamativa proliferación fibroblástica 
(Figura 57. B), que a los 14 días se vio disminuida, presentando mayor 
componente colágeno en una cicatriz incipiente (Figura 57. C). Finalmente a los 21 
y 28 días postcirugía, se evidenció una cicatriz que se consolida progresivamente, 
con un aumento de la cantidad de fibras colágenas cada vez más marcado 
(Figura 57. D y E). En cuanto a la proliferación vascular fue baja, se apreciaron 
algunos vasos en las últimas semanas postoperatorias, aunque en número 
bastante escaso. 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

Figura 57: H&E de los muñones bronquiales del grupo matriz simple (MS) tras 3 (A), 7 (B), 14 (C), 21 
(D) y 28 (E) días de la cirugía. 
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En el último grupo de estudio donde se implantó el injerto tisular completo 

(ITC), se puso de manifiesto al tercer día postoperatorio, una intensa reacción 
inflamatoria aguda alrededor de las microcápsulas de alginato (Figura 58. A), 
junto con rasgos de hemorragia y necrosis en la mucosa de la pared bronquial 
(Figura 58. B). En el día 7 postoperatorio, se detectó un evidente engrosamiento 
de la pared bronquial, con una muy marcada proliferación fibroblástica que 
englobó las microcápsulas (Figura 59. A) y el cartílago bronquial (Figura 59. B), 
con algunos capilares dispersos entre los fibroblastos (Figura 59. C y D). 

 

  

 

 

 

 

Figura 58: H&E de los muñones bronquiales del grupo injerto tisular completo (ITC) tras 3 días de la 
cirugía. Panorámica (A), detalle de la pared bronquial (B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 59: H&E de los muñones bronquiales del grupo injerto tisular completo (ITC) tras 7 días de la 
cirugía. Proliferación fibroblástica alrededor de las microcápsulas (A) y del cartílago bronquial (B), 
con detalle de zonas con capilares neoformados (C y D). 
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A los 14 días de la cirugía, se observó una reacción inflamatoria de tipo crónico 
(Figura 60. A), donde la proliferación fibroblástica siguió en aumento pero ya no 
de forma tan llamativa como en el día 7, acompañada de la presencia de 
numerosos vasos (Figura 60. B). Una semana después a los 21 días postimplante, se 
detectó reacción de cuerpo extraño frente a las cápsulas con presencia de células 
gigantes multinucleadas, que intentaban fagocitar el alginato, y presencia de 
folículos linfoides (Figura 61. A), además de mantenerse la evidente proliferación 
fibroblástica con predominio de fibroblastos maduros y presencia de abundantes 
vasos (Figura 61. B). Finalmente a los 28 días de la cirugía, la pared bronquial 
mostró una cicatriz consolidada rica en fibras colágenas (Figura 62. A), donde el 
aumento en componente celular ya no era tan marcado y sin embargo el número 
de vasos sanguíneos si fue claramente representativo (Figura 62. B). En definitiva, 
el día 7 es el punto de inflexión en la proliferación fibroblástica, y el día 14 en la 
proliferación vascular, a partir de estos días el número celular y de vasos 
incrementó pero de forma más gradual. 

 
 

 

 

 

 

Figura 60: H&E de los muñones bronquiales del grupo injerto tisular completo (ITC) tras 14 días de 
la cirugía. Panorámica (A), detalle de la proliferación fibroblástica alrededor de las cápsulas (B). 

 

 

 

 

 

Figura 61: H&E de los muñones bronquiales del grupo injerto tisular completo (ITC) tras 21 días de la 
cirugía. Reacción de cuerpo extraño (A), proliferación vascular y fibroblástica (B). 

La no presencia de infiltrados celulares perivasculares y/o peribronquiales, o 
rasgos de necrosis y/o isquemia en ninguno de los grupos de implante, permitió 
descartar el rechazo agudo de los injertos, sin embargo, si existieron algunos 
fenómenos de rechazo que caben ser destacados.  
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Figura 62: H&E de los muñones bronquiales del grupo injerto tisular completo (ITC) tras 28 días de 
la cirugía. Cicatriz colágena (A), y abundante proliferación vascular (B). 

En los tres grupos de implante (C, MS e ITC) existió presencia de reacción 
inflamatoria aguda con elevado componente celular durante los tres primeros días 
postinjerto, que posteriormente evolucionó hacia una inflamación de tipo crónico 
con menor densidad celular. 

Asimismo, la presencia de microcápsulas de alginato generó reacción 
inflamatoria de cuerpo extraño leve (si se compara con la generada con el hilo 
de sutura quirúrgica (Figura 63. A)), de lo cual se dedujo que la biocompatibilidad 
del material era apropiada. A medida que pasaban las semanas, se pudo ver 
como las células gigantes multinucleadas eran capaces de ir fagocitando las 
microcápsulas de alginato (Figura 63. B, C y D).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 63: H&E de los muñones bronquiales del grupo injerto tisular completo (ITC) con evidencia 
de las reacciones inflamatorias de cuerpo extraño generadas frente al hilo de sutura quirúrgico (A), 
y frente a las microcápsulas tras 3 (B), 14 (C), y 28 (D) días de la cirugía. 
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Por último, cabe destacar que, en los animales del grupo ITC, se detectó la 

presencia de leve hemorragia y necrosis de la mucosa al tercer día postimplante 
(Figura 58. B), probablemente en relación con un proceso inicial de angiogénesis 
(disgregación de las paredes vasculares y de la matriz extracelular provocando 
como resultado la presencia de hemorragia y edema). 

Comparando los tres grupos de implante (Control, Matriz Simple e Injerto 
Tisular Completo) entre sí en función del día de estudio, se pudo evaluar el efecto 
real del injerto tisular implantado, valorándose la efectividad de sus componentes. 

En el tercer día postoperatorio se detectó que, los animales del grupo control 
(Figura 64. A), presentaron un edema y engrosamiento de la pared bronquial 
mucho menor que en los grupos de matriz simple e injerto tisular completo (Figura 
64. B y C). 

 

 

 

 

 
Figura 64: H&E de los muñones bronquiales tras 3 días de la cirugía de los grupos de implante: 
Control (A), Matriz simple (B), e Injerto tisular completo (C). 

En el día 7 postquirúrgico, la pared bronquial del grupo control (Figura 65. A) 
resultó ser más fina que la de los grupos MS e ITC, debido a la mayor presencia de 
fibroblastos en MS (Figura 65. B) y de un mayor pico de proliferación de 
fibroblastos y la presencia de algunas yemas vasculares en ITC (Figura 65. C). 

 

 

 

 

 

Figura 65: H&E de los muñones bronquiales tras 7 días de la cirugía de los grupos de implante: 
Control (A), Matriz simple (B), e Injerto tisular completo (C). 

A los 14 días de la cirugía, se analizó una cicatriz colágena en el grupo control 
(Figura 66. A), que fue ocupada por gran cantidad de componente celular en MS 
(Figura 66. B) y también por gran cantidad de vasos en el ITC (Figura 66. C). 
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Figura 66: H&E de los muñones bronquiales tras 14 días de la cirugía de los grupos de implante: 
Control (A), Matriz simple (B), e Injerto tisular completo (C). 

En el día 21 postimplante, el aspecto del grupo control  (Figura 67. A) y matriz 
simple (Figura 67. B) resultó muy similar con una cicatriz rica en colágeno y de 
aspecto más eosinófilo, mientras que en el grupo del injerto tisular completo, se 
detectó la presencia de gran cantidad de vasos sanguíneos y mayor cantidad de 
componente celular (Figura 67. C), diferencias que se mantuvieron tras 28 días 
(Figura 68). 

 

 

 

 

 

Figura 67: H&E de los muñones bronquiales tras 21 días de la cirugía de los grupos de implante: 
Control (A), Matriz simple (B), e Injerto tisular completo (C). 

 

 

 

 

 

Figura 68: H&E de los muñones bronquiales tras 28 días de la cirugía de los grupos de implante: 
Control (A), Matriz simple (B), e Injerto tisular completo (C). 
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4. 6. c. Análisis de la revascularización y el grado de maduración vascular  

Las técnicas de inmunohistoquímica son muy útiles para valorar la cantidad de 
neovasos maduros en los diferentes grupos de estudio, algunos marcadores como el 
CD31 y el factor VIII simplemente detectan la presencia de células endoteliales, 
mientras que otros, como la actina, se unen selectivamente a los pericitos y el 
músculo liso presentes en la pared de los capilares maduros. Con las tinciones de 
H&E se detectó la presencia de una vascularización creciente en los animales del 
grupo de injerto tisular completo, cuya maduración se verificó mediante 
marcación con actina. 

Al comparar el día 28 de estudio, se apreció la presencia de algunos vasos en el 
grupo control y en el de matriz simple (Figura 69. A y B), anecdóticos comparados 
con los resultados obtenidos en el injerto tisular completo, donde la presencia de 
vasos sanguíneos maduros fue claramente notoria y representativa con respecto a 
los grupos anteriores (Figura 69. C). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 69: Inmunohistoquímica de actina de músculo liso de los muñones bronquiales tras 28 días 
de la cirugía de los grupos de implante: Control (A), Matriz simple (B), e Injerto tisular completo 
(C). 

En el grupo ITC la proliferación vascular tras 3 días fue débil (Figura 70. A), no 
obstante, a los 14 días el aumento de vasos maduros fue muy marcado (Figura 70. 
B), para, a los 28 días, seguir en aumento pero de forma más gradual (Figura 70. 
C). 
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Figura 70: Inmunohistoquímica de actina de músculo liso de los muñones bronquiales del grupo 
Injerto Tisular Completo (ITC) tras 3 (A), 14 (B), y 28 (C) días de la cirugía. 

4. 6. d. Estudios microbiológicos  

La siguiente tabla (Tabla 23) muestra el crecimiento bacteriano existente en la 
zona del muñón bronquial en todos los animales de estudio del experimento. 
Destacó la existencia de microorganismos característicos de las vías respiratorias en 
todos los animales del estudio, con independencia del grupo de implante al que 
pertenecían.  

La diversidad bacteriana se centró en bacterias gram positivas y negativas, 
que se identificaron según morfología y tinción de Gram, y en ocasiones las 
pruebas complementarias ayudaron a identificar el género bacteriano al que 
pertenecían. 

 Gram Morfología 
Pruebas 

complementarias 
Identificación 

C3-D3 Positivas 
Negativas 

Cocos en cadenas 
Bacilos 

Catalasa – 
 

Streptococcus 
Enterobacterias 

C1-D7 Negativas Bacilos  Enterobacterias 

C4-D14 
Positivas 

Negativas 
Cocos en racimos 

Bacilos 
Catalasa +, Coagulasa – 

 
Staphylococcus sp 
Enterobacterias 

C2-D21 Positivas Cocos en racimos Catalasa +, Coagulasa - Staphylococcus sp 

C5-D28 Positivas Cocos en racimos Catalasa +, Coagulasa + 
Staphylococcus 

aureus 

MS3-D3 Positivas Cocos en racimos Catalasa +, Coagulasa - Staphylococcus sp 

MS6-D3 Negativas Bacilos  Enterobacterias 

MS4-D7 Positivas Cocos en racimos Catalasa +, Coagulasa - Staphylococcus sp 

MS10-D7 Positivas Cocos en racimos Catalasa +, Coagulasa - Staphylococcus sp 

MS1-D14 Positivas 
Negativas 

Cocos en racimos 
Bacilos 

Catalasa +, Coagulasa – 
 

Staphylococcus sp 
Enterobacterias 

MS7-D14 Negativas Bacilos  Enterobacterias 

MS2-D21 Positivas Cocos en racimos Catalasa +, Coagulasa - Staphylococcus sp 

MS9-D21 Positivas 
Bacilos, forma de 

bastón  Bacillus 

MS5-D28 
Positivas 

Negativas 
Cocos en racimos 

Bacilos 
Catalasa +, Coagulasa - 

 
Staphylococcus sp 
Enterobacterias 

MS8-D28 Positivas Cocos en racimos Catalasa +, Coagulasa - Staphylococcus sp 

Estudios microbiológicos de los muñones bronquiales I 
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Tabla 23: Resultados microbiológicos e identificación del microorganismo de los 35 animales de 
estudio, pertenecientes a los grupos de implante control (C), matriz simple (MS) e injerto tisular 
completo (ITC). 

Cuando se representó el porcentaje de microorganismos existentes en la 
totalidad de los muñones bronquiales de estudio (Figura 71), se detectó que los 
géneros más frecuentes fueron Estafilococos, Estreptococos y Enterobacterias 
los cuales representaron en su conjunto el 91% de los casos, géneros tipo 
Corinebacterias, Bacilus y Enterococos, presentaron una frecuencia mucho menor. 
Al mismo tiempo, destacó la colonización conjunta por varios de estos 
microorganismos en algunos de los animales de estudio. 

 

 Gram Morfología 
Pruebas 

complementarias 
Identificación 

ITC3-D3 
Positivas 

Negativas 
Cocos en racimos 

Bacilos 
Catalasa +, Coagulasa - 

 
Staphylococcus sp 
Enterobacterias 

ITC9-D3 Negativas Bacilos  Enterobacterias 

ITC11-D3 Negativas Bacilos  Enterobacterias 

ITC12-D3 Negativas Bacilos  Enterobacterias 

ITC1-D7 Positivas Cocos en racimos Catalasa +, Coagulasa - Staphylococcus sp 

ITC7-D7 Positivas Cocos en racimos Catalasa +, Coagulasa - Staphylococcus sp 

ITC13-D7 Positivas Bacilos curvados  Corynebacterium 

ITC19-D7 
Positivas 

Negativas 
Cocos en cadenas 

Bacilos 
Catalasa – 

 
Streptococcus 

Enterobacterias 

ITC2-D14 Negativas Bacilos  Enterobacterias 

ITC6-
14D 

Positivas Cocos en racimos Catalasa +, Coagulasa - Staphylococcus sp 

ITC18-
14D 

Positivas 
Negativas 

Diplococos 
Bacilos 

 Enterococcus 
Enterobacterias 

ITC20-
14D 

Positivas Cocos en racimos Catalasa +, Coagulasa - Staphylococcus sp 

ITC4-21D Positivas Cocos en cadenas Catalasa – Streptococcus 

ITC8-21D Positivas 
Positivas 

Cocos en racimos 
Bacilos curvados 

Catalasa +, Coagulasa – 
 

Staphylococcus sp 
Corynebacterium 

ITC16-
21D 

Positivas 
Negativas 

Cocos en cadenas 
Bacilos 

Catalasa – 
 

Streptococcus 
Enterobacterias 

ITC17-
21D 

Positivas 
Negativas 

Cocos en cadenas 
Bacilos 

Catalasa – 
 

Streptococcus 
Enterobacterias 

ITC5-
28D 

Positivas Cocos en cadenas Catalasa – Streptococcus 

ITC10-
28D 

Positivas Cocos en racimos Catalasa +, Coagulasa - Staphylococcus sp 

ITC14-
28D 

Positivas 
Negativas 

Cocos en racimos 
Bacilos 

Catalasa +, Coagulasa - 
 

Staphylococcus sp 
Enterobacterias 

ITC15-
28D 

Positivas Cocos en racimos Catalasa +, Coagulasa - Staphylococcus sp 
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Evaluación de matrices de fibrina cultivadas y enriquecidas con factores de 
crecimiento en la profilaxis de la fístula broncopleural postneumonectomía. 4. Resultados 

 

Mª del Pilar de la Puente García 83 
 
 

 

41%

37%

2%

5%

13%
2%

Microorganismos de los muñones bronquiales

Estafilococos

Enterobacterias

Enterococos

Corinebacterias

Estreptococos

Bacillus

 

Figura 71: Representación del porcentaje de microorganismos existentes en los muñones bronquiales 
de los 35 animales del estudio. 
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5. DISCUSIÓN 

5. 1. Elección de la fibrina como andamiaje 

El uso de biomateriales naturales como la fibrina, representa una alternativa 
interesante, debido a que estos componentes son capaces de proporcionar una 
composición y estructura más similar a la matriz extracelular nativa donde 
residen las células, junto con la capacidad de emular ciertos estímulos, que se ejercen 
sobre las células, equivalentes a los del tejido de origen, a través de la presencia de 
proteínas y factores de crecimiento que potencian las funciones celulares. 

Cuando se utiliza la fibrina como sellador o pegamento, se requiere alta fuerza 
de tensión y adhesión, cuyas propiedades mecánicas dependen de una alta 
concentración de fibrinógeno1,140. Al aumentar la concentración de fibrinógeno, la 
fibrina resulta más compacta y rígida, de mayor turbidez, menos permeable y más 
difícil de usar18, asimismo se reduce la capacidad de crecimiento celular dentro del 
andamiaje141. Sin embargo, estas propiedades no son esenciales a la hora de elaborar 
una estructura tridimensional ideal para el cultivo celular, en la cual 
concentraciones bajas de fibrinógeno son cruciales1. 

Los andamiajes de fibrina autóloga con bajas concentraciones de fibrinógeno, 
presentaron baja resistencia mecánica, lo que implicó la necesidad de la utilización 
de una matriz de alginato rígido para conseguir suturar los andamiajes de fibrina 
in vivo, la cual no alteró los resultados del estudio, debido a que, esta matriz, no se 
encontraba directamente sobre el muñón bronquial, al mismo tiempo, este 
componente ya se utilizaba para la elaboración de las microcápsulas, el cual resultó 
totalmente biocompatible.  

Por otro lado, la posible utilización del alginato, como andamiaje para el cultivo 
celular, queda descartada debido a que el alginato no es un buen material para el 
crecimiento celular142, lo que hace frecuente la necesidad de utilizar péptidos de 
adhesión celular tipo RGD143 (Arginina-Glicina-Aspártico) que ayuden a la adhesión 
para facilitar la posterior proliferación celular, los cuales encarecerían el injerto a 
implantar. 

La composición óptima de fibrinógeno de un andamiaje de fibrina para 
favorecer la mejor proliferación celular, sería aquella de aproximadamente 5 
mg/ml1,85,144-145. Por ejemplo, en el cultivo in vitro de células estromales se comprobó 
que los andamiajes de fibrina autólogos representan un excelente andamiaje 
biológico, no obstante, las fibrinas comerciales mostraron pobre supervivencia 
celular146. 

La clave de una fibrina autóloga con concentraciones bajas de fibrinógeno, radica 
en que no se emplean técnicas de concentración de fibrinógeno como la 
crioprecipitación u otros métodos químicos. Simplemente se obtiene sangre autóloga, 
se centrifuga para separar el plasma (en el cual las concentraciones fisiológicas son 2-
4 mg/ml25) y se congela a -40°C hasta su uso1.  
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La utilización de cloruro cálcico en la elaboración del andamiaje de fibrina, 

ayuda a que la gelificación sea más rápida147, y el ácido tranexámico a la 
estabilización del gel formado. La no utilización de trombina, radica en diversos 
estudios que han descrito que los valores de trombina no afectan a una mejor 
proliferación celular54,148. Por tanto, se trabaja con fibrinas más naturales y no 
modificadas (se mantiene la propia naturaleza de la fibrina, con sus concentraciones 
fisiológicas), cuyos métodos de elaboración son más sencillos y baratos1.  

Nuestro andamiaje de fibrina autólogo es barato (coste de 1 ml de fibrina de 
casa comercial 500€ aproximadamente, sin embargo a nosotros preparar 100 ml de 
fibrina autóloga nos cuesta 400€, es decir 4 €/ml), fácil de fabricar, natural 
(concentraciones de fibrinógeno fisiológicas), altamente disponible y autólogo, por 
tanto totalmente biocompatible y sin riesgos de transmisión vírica. Otra ventaja de 
esta técnica de elaboración, se basa en la multitud de moléculas presentes en el 
plasma sanguíneo, que pueden favorecer la adhesión celular, como la 
fibronectina149 o el propio fibrinógeno150, o promover la proliferación fibroblástica 
y, estimular y acelerar la reparación tisular, como los factores de crecimiento 
(TGF-β, bFGF, EGF (Factor de crecimiento epidérmico), VEGF,…), las plaquetas, las 
citoquinas y enzimas24,60,144,148,151-152. 

La estructura tridimensional del andamiaje de fibrina autólogo, está formada 
por una red de poros interconectados, a través de los cuales las células migran, se 
multiplican y se propagan por el andamiaje; la cual facilita la difusión de nutrientes y 
productos de desechos; y ayuda a la promoción y desarrollo de vascularización2. El 
fibrinógeno es el factor más importante que define la estructura del poro153. Una 
concentración baja de fibrinógeno (concentraciones fisiológicas) proporciona una 
matriz apropiada para el crecimiento, migración y diferenciación celular, la 
cual se caracteriza por presentar una red de fibras delgadas que conforman una 
densa estructura85,144,154. 

Los andamiajes de fibrina resultan, por tanto, excelentes para los experimentos 
de ingeniería tisular, debido a que promueven la regeneración y angiogénesis144, 
representan una matriz apropiada para el crecimiento y diferenciación celular45, 
y, debido a su morfología porosa, son aptos como sistema de liberación tanto de 
células44, como de factores de crecimiento como VEGF42-43 y bFGF155.  Pudiéndo en 
líneas futuras de investigación eliminarse el alginato para la microencapsulación de 
los factores de crecimiento, y utilizar únicamente fibrina autóloga, ya que existen 
zonas de unión específicas en el fibrinógeno y la fibrina, tanto para VEGF156 como 
para bFGF157. 

Por tanto, la capacidad de elaborar un andamiaje de fibrina autóloga con 
concentraciones de fibrinógeno bajas, puede aumentar el uso de la fibrina como 
andamiaje apto para el cultivo celular, e indirectamente se incrementará su uso 
en múltiples áreas de la ingeniería de tejidos, aumentando las ya conocidas 
aplicaciones como sellador o pegamento (incompatibles con el crecimiento celular). 
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5. 2. Elección del tipo celular de estudio 

Los estudios de células dérmicas en el cerdo, son poco frecuentes y se basan en 
el aislamiento a partir de piel fetal y no de la dermis de adultos. El hallazgo de células 
madre mesenquimales en la dermis del cerdo, hasta la fecha, no se había producido, 
por tanto se presenta la oportunidad de trabajar con MSCs en un modelo animal 
muy cercano al humano.  

Las células de la dermis del cerdo aisladas, mostraron una típica estructura en 
huso, y con buena proliferación tras su cultivo en superficies plásticas. Dichas células 
expresaron marcadores celulares del linaje mesenquimal como CD90 (Tirosina-1) o 
CD29 (Integrina β1).   

La búsqueda de antígenos de superficie específicos para el cerdo resultó una 
tarea complicada, ya que los criterios para la definición de MSCs se basan en células 
humanas, y marcadores como el CD105 o CD73 (positivos más del 95%) no presentan 
clones válidos para el cerdo. Aun así, fue posible descartar la presencia de marcadores 
específicos de células endoteliales (CD31) y hematopoyéticas (CD45 y CD14), 
descartándose la contaminación cruzada del cultivo. 

A partir de una pequeña biopsia de dermis, se pudo obtener cantidad suficiente 
de células (alrededor de 700 células/mg tejido), que tras un primer pase en cultivo in 
vitro en superficies plásticas cuadruplicaban su número, lo que permitió trabajar con 
números celulares elevados de pase 1P, en el cual se realizaron todos los estudios. 
Asimismo, las tasas de expansión celular en las que cada célula se divide dos veces 
por pase, se mantenían en al menos 10 pases, lo que presenta a las células de la 
dermis como un tipo celular altamente proliferativo, ideal para estudios de 
terapia celular e ingeniería tisular. 

Las células de la dermis, representaron una fuente celular interesante, debido a 
que de una pequeña biopsia de piel, la cual no causa una lesión grave, se pudo 
obtener in vitro gran cantidad de células debido a su fácil expansión en cultivo; y 
además, se trata de un tipo celular que sintetiza gran cantidad de matriz 
extracelular82 en respuesta a diversas señales, lo cual puede favorecer el proceso de 
maduración de vasos neoformados, a través de una respuesta angiogénica positiva. 

Para la digestión de las células de la dermis, se ha seguido el protocolo de 
Morimoto158 de forma optimizada, al utilizarse una única enzima, en vez de la 
combinación de dispasa y colagenasa. Todo ello gracias a la extracción del tejido 
dérmico y no de la capa de piel completa, se pudo ahorrar la digestión enzimática 
con dispasa que permite separar las células de la dermis y de la epidermis, 
abaratándose el proceso y acortándose el tiempo de digestión del tejido.  
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En cuanto a la técnica quirúrgica de cierre de heridas la utilización de grapas en el 

cerdo queda totalmente desaconsejada, ya que éstos se rascaban contra las jaulas, 
infectándose las heridas, por tanto, siempre deben utilizarse suturas con puntos sueltos 
para evitar así posibles daños en el animal. 

La capacidad proliferativa de las células de la dermis porcina en el interior de 
los andamiajes de las fibrinas autólogas fue muy buena, ya que en apenas dos 
semanas la población celular incrementó en 100 veces, obteniéndose en un corto 
periodo de tiempo un gran número celular (para el mismo tiempo en superficies 
plásticas la población incrementaba en aproximadamente 20 veces). 

Tras 28 días en cultivo, las células migraron a la superficie y formaron una 
monocapa, signo ya descrito en andamiajes de fibrina con baja concentración de 
fibrinógeno por Catelas145, estos resultados podrían deberse al gradiente de oxígeno y 
nutrientes generado al añadirse el medio de cultivo sobre la superficie del gel, por 
tanto, deberían considerarse condiciones de cultivo en perfusión en posteriores 
estudios. 

Los cultivos tridimensionales en los andamiajes de fibrina presentaron buena 
adhesión celular, una excelente codistribución de células y microcáspsulas, junto 
con un cambio morfológico de nuestro tipo celular, en cultivos en superficie, las 
células de dermis presentaron morfología fusiforme típicamente fibroblástica, sin 
embargo en los andamiajes de fibrina, las células crecieron en volumen, aumentando 
sus prolongaciones, siendo éstas aun más alargadas. Además, los cultivos en 
andamiajes se pueden mantener hasta casi un mes, frente a periodos de 2 semanas 
en superficies plásticas.  

El uso de células de naturaleza fibroblástica (morfología fusiforme, tamaño 
cercano a 26 µm, con síntesis de matriz celular normal y niveles de proliferación 
normales)159 en estudios experimentales en tráquea160-161, abre las puertas del uso de 
células no respiratorias en la regeneración pulmonar.  

El uso de células epiteliales de tráquea, fibroblastos pulmonares y células de 
naturaleza condrocítica162, presentan una amplia experiencia al ser células presentes 
en la vía aérea, por tanto con menor probabilidad de rechazo, no obstante, debido a 
las complicaciones de obtención de estos tipos celulares de naturaleza autóloga, se 
amplía el uso de otros tipos celulares, fue Kobayashi163-164 quien propuso la utilización 
de fibroblastos heterotópicos para terapias regenerativas de epitelio traqueal, 
obteniendo buenos resultados en su propósito. 

Las células de la dermis de cerdo representan por tanto un atractivo tipo celular 
para la ingeniería de tejidos y la medicina regenerativa gracias a su fácil 
aislamiento y manejo, accesibilidad y abundancia, junto a los buenos ratios 
proliferativos, tanto para cultivos sobre superficies plásticas, como en andamiajes de 
fibrina. 
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En los estudios de diferenciación in vitro de diversos tipos celulares, la composición 

de los medios de cultivo representa un factor crítico165. Por otro lado aunque la 
diferenciación celular en monocapa está bien descrita, para su implante, las células 
deben ser subcultivadas. El subcultivo implica la disociación celular hasta generar una 
suspensión de células individualizadas que pueden perder sus propiedades de 
diferenciación. Por tanto, para comprobar la existencia de diferenciación en el interior 
de una estructura tridimensional implantable, prescindiendo del inconveniente de 
subcultivar, se han utilizado los andamiajes de fibrina. 

El andamiaje de fibrina autólogo se utiliza por tanto como nicho celular, siendo la 
matriz de fibrina la que proporciona la estructura tridimensional necesaria para la 
adhesión, proliferación y diferenciación celular. Los andamiajes de fibrina ya han 
sido utilizados previamente para la diferenciación de células madre embrionarias166, y 
células estromales humanas146, no obstante, poco se sabe sobre el potencial de 
diferenciación de las células de la dermis en el interior de los andamiajes de fibrina. 

La diferenciación adipogénica, se obtiene con facilidad en cultivos en monocapa, 
pocos investigadores han intentado diferenciar usando estructuras tridimensionales167. 
El uso de andamiajes en la diferenciación osteogénica es más frecuente ya que se 
requiere una estructura como soporte para la formación del hueso168-169. Por último, 
en la diferenciación condrogénica se utiliza el sistema de cultivo en pellet, debido a 
la necesidad de una estructura que ayude a la formación de cartílago170-172.  

Ohgushi, ya utilizó una superficie cerámica artificial para el cultivo de células que 
se diferenciaron hacia un linaje mesenquimal, y posteriormente dicha estructura fue 
implantada para el tratamiento de casos de osteoartritis con buenos resultados173, en 
este caso la novedad radica en el uso de un elemento natural, biocompatible y 
autólogo para la elaboración de la estructura tridimensional a cultivar. 

En  nuestro estudio tras 14 días de cultivo, se obtuvieron buenos resultados de 
diferenciación adipogénica y osteogénica en superficies plásticas, sin embargo, tras 21 
días los pellets de diferenciación condrogénica mostraron focos de necrosis celular, lo 
que los presenta como un método no reproducible ni fiable. Transcurrido un mes se 
obtuvo diferenciación en el interior de los andamiajes de fibrina autólogos, las 
células diferenciadas hacia adipocitos presentaron vacuolas lipídicas intracelulares 
rojas; las células diferenciadas hacia el linaje osteogénico evidenciaron mineralización 
con depósitos de calcio, cambio de morfología celular y presencia de marcadores 
osteogénicos, como la osteopontina y osteocalcina; y finalmente las células 
diferenciadas hacia condrocitos se localizaron en lagunas ricas en mucopolisacáridos y 
colágeno tipo II. 

En definitiva, los andamiajes de fibrina autólogos representan, hoy en día, una 
estructura apta y aconsejable para el crecimiento y diferenciación celular, que 
posteriormente puede ser implantada en terapias regenerativas o ensayos de 
ingeniería tisular.  
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Además, se ha demostrado la diferenciación in vitro de las células de la dermis 

porcina hacia linajes mesenquimales adipogénicos, osteogénicos y condrogénicos, con 
métodos tradicionales de diferenciación como son las superficies plásticas y los 
pellets, y en andamiajes de fibrina autólogos. 

El cultivo de células en el interior de un andamiaje, requiere la utilización de 
nuevos métodos de medición de viabilidad celular, para ello, el ensayo de viabilidad 
AlamarBlue® es un método cuantitativo fiable, sencillo y rápido. Existen multitud de 
ensayos para medir proliferación celular, desde el uso de radioisótopos o moléculas 
marcadas radioactivamente ([3H]timidina o [125I] iododeoxiuridina, compuestos de 
tetrazolio que son reducidos a formazan por enzimas mitocondriales (MTT, XTT, MTS), 
incorporación de BrdU, marcaje con compuestos específicos de ADN fluorescentes, o 
ATP bioluminiscente. Aun así, todos estos métodos requieren el uso de productos 
tóxicos o radioactivos.  

El AlamarBlue es un método no tóxico que permite medir viabilidad celular sobre 
las células sin producirles daño alguno. Para cada línea celular se deben determinar 
los parámetros experimentales, debido a las propiedades metabólicas únicas que 
cada línea celular presenta174.  

Gracias a esta técnica resulta posible medir proliferación y viabilidad celular a 
células que posteriormente serán implantadas en un paciente. Los diversos estudios en 
los cuales se han realizado ensayos con AlamarBlue, consisten en cultivos celulares 
sobre superficies plásticas175, sobre andamiajes tridimensionales176-177, sobre tejido178, o 
en células encapsuladas179.  

Sin embargo, hoy en día los cultivos de ingeniería tisular se realizan con células 
crecidas en el interior de andamiajes tridimensionales, y el AlamarBlue se presenta 
como un candidato idóneo para la medición de viabilidad celular de cultivos 
tridimensionales180-183. Los estudios realizados permitieron estimar que la incubación 
del AlamarBlue en fibrina requería 6 horas, es decir, dos horas más que en cultivos en 
superficie, para que el producto penetrara y llegara de forma óptima a las células 
crecidas en el interior del andamiaje tridimensional. 

En conclusión, el desarrollo de esta técnica de medición cuantitativa aplicada a 
los andamiajes de fibrina, resulta fiable (los resultados de proliferación de la digestión 
de matrices coincide con los del Alamarblue, p<0´05), y es interesante para futuros 
estudios, permitiendo medir de forma sencilla y rápida el número de células viables 
crecidas en el interior de un andamiaje en cualquier momento del estudio.  

5. 3. Valoración del efecto de los factores de crecimiento 

Entre los principales factores de riesgo en la formación de una fístula 
broncopleural postneumonectomía (FBPN) encontramos la realización de una 
devascularizacion extensa del muñón bronquial121,127. En estos casos particulares, 
una práctica ampliamente aceptada es la de reforzar la sutura bronquial con tejido  
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vascularizado (por ejemplo, la almohadilla de grasa pericárdica, los músculos 
intercostales o la vena ácigos) para favorecer la revascularización. Sin embargo, este 
proceso requiere varias semanas de desarrollo, por lo que existe un riesgo de deterioro 
de la cicatrización bronquial durante este período de tiempo. De ahí que se haya 
buscado la creación de un injerto avascular que sea capaz de producir la 
revascularización de la zona. 

Los factores de crecimiento son fundamentales en la promoción de 
vascularización y regeneración tisular en cualquier estudio de ingeniería tisular. La 
angiogénesis es un proceso complejo y no bien conocido, en el que interactúan 
múltiples moléculas; factores promotores e inhibidores de la angiogénesis, células y 
proteínas reguladoras184; los cuales ayudan a la correcta difusión de nutrientes, 
oxígeno y partículas de desecho.  

Un único factor de crecimiento, no es capaz de generar una respuesta angiogéncia 
suficiente para la formación de una red capilar madura y funcional, no obstante, la 
utilización combinada de varios factores de crecimiento que son liberados en distintos 
tiempos quirúrgicos, ayuda a una completa respuesta angiogénica95. En la 
angiogénesis existe una primera fase dependiente de VEGF en la cual se forman 
los nuevos vasos, pero para la remodelación, estabilización y maduración de los 
vasos inmaduros se requieren otras señales en una segunda fase más tardía87.  

Entre las factores que ejercen una respuesta promotora en dicha segunda etapa 
de la angiogénesis, el bFGF es capaz de estimular la sobreexpresión de los 
receptores de VEGF para promover la maduración de estos nuevos vasos; asimismo, 
ejerce un efecto mitogénico sobre las células, favoreciendo una mayor proliferación 
celular que ayude a una mejor y más eficaz cicatrización de la zona de estudio. 

La evaluación del efecto de dichos factores de crecimiento, se centra en sus efectos 
in vitro e in vivo, cuya valoración cuantitativa es compleja, por lo que se realizaron 
mediciones cualitativas que permitieran discriminar diferencias entre grupos. 

El efecto mitogénico del factor de crecimiento microencapsulado bFGF, se 
evidenció tras 14 días en cultivo in vitro, a través del mayor aumento celular en 
los andamiajes con factor (FCF) con respecto a andamiajes sin factor (FC), lo cual se 
demostró con los ensayos de proliferación (digestiones de las matrices), viabilidad 
celular (ensayo AlamarBlue) y la mayor expresión de Ki-67 (indicador del estado 
proliferativo).  

Además, bFGF provocó cambios en el estado de las células, debido a la detección 
de una disminución en la expresión de actina, acompañada de una evidente menor 
producción de fibras colágenas tras 14 días de cultivo, signos que definieron la no 
diferenciación de las células hacia miofibroblastos al encontrarse en un ambiente rico 
en bFGF185-186.  
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En la comprobación del efecto mitogénico de bFGF en el modelo in vivo, las 

imágenes de H&E, corroboraron una mayor presencia celular en el grupo de injerto 
tisular completo, frente a los grupos matriz simple y control sobre todo tras 7 y 14 
días. 

Que los efectos del factor de crecimiento fibroblástico básico se apreciaran tras 14 
días, es importante debido a que éste tiempo de estudio, representa un punto crítico 
desde un punto de vista clínico, debido a que es el momento en el cual suceden los 
procesos de reparación tisular, cuando la formación de tejidos de granulación 
comienza y cuando la respuesta de inflamación aguda pasa a ser crónica1.  

Por otro lado, bFGF ejerció una doble función in vivo no sólo mitogénica, sino 
también ayudando a la remodelación de los vasos, comprobándose en el grupo 
injerto tisular completo (ITC) la presencia de gran cantidad de vasos maduros y 
funcionales tras 28 días, con respecto a los grupos matriz simple (MS) y control (C) 
con una presencia bastante escasa de vasos maduros; y todo ello debido a la 
liberación secuencial de bFGF una vez los vasos han sido formados, estimulando la 
maduración de los mismos mediante la proliferación de pericitos y deposición de 
matriz extracelular95. 

La valoración del efecto de VEGF fue estudiada únicamente en el modelo in vivo, 
ya que in vitro no resultó viable validar su efectividad,  permitiendo encontrar 
diferencias entre grupos en la formación de vasos (mediante activación, proliferación, 
migración y adhesión en el foco lesional de células endoteliales). En los animales del 
grupo injerto tisular completo (ITC) se evidenciaron tras 3 días yemas vasculares, 
que, tras 2 – 3 semanas formaron abundantes vasos sanguíneos, si se comparaban 
con los grupos matriz simple (MS) y control (C), que presentaron pocos vasos.  

Por último, se intentó comprobar la actividad biológica in vivo de ambos 
factores de crecimiento, detectada a través de la expresión de los receptores para 
VEGF y bFGF, a través de técnicas inmunohistoquímicas, pero existió un gran ruido 
de fondo, que impedía realizar una cuantificación por densitometría, aparentemente 
debido a que el alginato bloqueaba los receptores de ambas moléculas. 

Quedaría pendiente hacer un estudio más exhaustivo de todos los componentes 
presentes en el injerto tisular completo (ITC), ya que debería validarse por separado 
el efecto de cada factor, para controlar la cantidad mínima necesaria para generar 
una respuesta suficiente, y si la respuesta incrementa positivamente con cambios en 
las concentraciones de uso.  

Por tanto se debería evaluar el efecto real de las células por separado y el de la 
combinación de células con cada uno de los factores, para no sólo validar el efecto 
global del injerto tisular completo, sino detectar el efecto de cada componente por 
separado y su aplicación de dos en dos, para encontrar posibles interferencias o 
sinergias que queden enmascaradas en el estudio global. 
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La comprobación definitiva del desarrollo de una revascularización bronquial 

completa (red capilar completamente madura y funcional sobre el bronquio) 
requeriría de un mayor tiempo de evolución, por lo que su verificación histológica 
resulta inviable dentro de los límites de estabulación del modelo animal porcino. En 
definitiva, el injerto tisular completo (ITC) ejerce una acción revascularizadora en 
comparación con el implante de una matriz simple o de la mera sutura bronquial, a 
través de la generación de capilares funcionales y maduros en un injerto inicialmente 
avascular. 

5. 4. Evaluación del modelo animal 

La selección del modelo animal porcino, se basó en el intento de buscar un modelo 
animal fiable de neumonectomía, que permitiera extraer conclusiones acerca de la 
revascularización bronquial en resección pulmonar. El implante de un biomaterial 
implica la realización de una herida en un órgano o tejido. Dicha herida y la 
consiguiente perturbación de los mecanismos homeostáticos, provocan una cascada 
celular de curación de la herida. La respuesta de la herida depende de múltiples 
factores como: su extensión, las interacciones con el material implantado, la formación 
de una matriz provisional, la extensión de la necrosis celular y de la respuesta 
inflamatoria; factores que afectarán a la formación de los tejidos de granulación, a 
las posibles reacciones de cuerpo extraño y a la fibrosis16. 

El cerdo resultó un modelo adecuado de neumonectomía y devascularización 
del muñón bronquial a pesar de que existieron algunas complicaciones en un tercio 
de los casos, aunque no modificaron en absoluto la evolución del proyecto, se deben 
tener en cuenta. La colonización bacteriana en la vía aérea del cerdo es frecuente y 
más abundante que en el humano, las tasas de colonización bacteriana 
encontradas en el interior de los muñones bronquiales fueron del 100%. La infección 
postoperatoria en la vía aérea es un factor de riesgo por su efecto deletéreo sobre la 
cicatrización, lo cual deberá tenerse en cuenta en futuros estudios. 

La presencia de una cicatriz consolidada rica en fibras colágenas, en el grupo 
experimental injerto tisular completo, y la ausencia de rasgos de necrosis o isquemia 
de la zona de implante, permite una buena cicatrización del margen bronquial, que 
ayudará a la regeneración del epitelio bronquial. 

5. 5. Perspectivas futuras 

Un paso más en este estudio consistiría en intentar conseguir la regeneración del 
epitelio bronquial. La regeneración del epitelio podría ser importante ya que, el 
epitelio proporciona una barrera física, que regula las funciones metabólicas de la vía 
aérea y participa en el transporte de iones y fluidos, lo que ayudaría a la obtención 
de un proceso de ingeniería tisular más completo. 
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Diversos estudios en tráquea, han conseguido regenerar in vitro el epitelio 

traqueal, para ello se requiere una separación física en el co-cultivo de dos tipos 
celulares, las células epiteliales y células fibroblásticas o mesenquimales. Las 
estrategias de cultivo son diversas, desde el uso de inserts de cultivo187, membrana 
amniótica188, o andamiajes tridimensionales de colágeno163-164.  

Kobayashi, describió que los fibroblastos ejercen efectos estimulantes en la 
migración, proliferación, y diferenciación de células epiteliales, lo que ayuda a la 
regeneración epitelial163; Le Visage, propuso la necesidad de interacciones entre 
células epiteliales y mesenquimales para la reconstrucción del epitelio, pero cultivados 
con una cierta separación física187; y Goto, relató la no necesidad de factores exógenos 
en la reconstrucción epitelial, debido a que células de naturaleza fibroblástica 
secretan factores de crecimiento moduladores de la proliferación y diferenciación de 
células epiteliales188. 

La utilización de andamiajes de fibrina autólogos, en los cuales se cultivan en el 
interior células de la dermis (fibroblastos con fenotipo mesenquimal) y células 
epiteliales en su superficie, podría representar una estructura apropiada para 
proporcionar la separación física necesaria que permita las interacciones celulares 
entre los dos tipos celulares, todo ello para conseguir la regeneración epitelial de la 
zona de estudio. 

Sería interesante probar otras técnicas de cultivo, como los cultivos en perfusión a 
través de la utilización de biorreactores189, que aseguren una óptima distribución de 
los nutrientes y el oxígeno a todas las células del interior de los andamiajes 
tridimensionales. 

Igualmente como ya se ha descrito previamente, deberían estudiarse los efectos 
individuales de cada componente del injerto tisular completo (fibrina, células, 
bFGF y VEGF) en el modelo in vivo, para determinar el efecto real individual y su 
contribución en el estudio global, junto con el intento de utilizar la fibrina como 
sistema liberador de bFGF155, para prescindir de la utilización del alginato, el cual 
aun siendo biocompatible no es un producto autólogo como la fibrina. Y en esta línea 
deberían buscarse métodos que permitan encontrar un punto intermedio entre la 
suturabilidad del injerto y la óptima concentración de fibrinógeno para el cultivo 
celular, para que no sea necesaria la matriz de alginato rígida. 

Finalmente, los buenos resultados obtenidos en la formación de una red capilar 
madura a partir de un injerto totalmente avascular, abre las puertas de su utilización 
en el tratamiento de otras patologías en las que la revascularización sea clave 
para la resolución del proceso.  
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6. CONCLUSIONES 
 

La nueva técnica de elaboración de andamiajes de fibrina, con 
concentraciones fisiológicas de fibrinógeno, es sencilla y reproducible, la 
cual influye en la biología de las células permitiendo una óptima 
adhesión, proliferación y diferenciación celular en el interior del 
andamiaje tridimensional. 

Los andamiajes de fibrina autóloga representan una estructura porosa, 
implantable, biocompatible y apta para la ingeniería tisular y las 
terapias regenerativas, suponiendo una alternativa a las fibrinas 
comerciales. 

Las células de la dermis porcina presentaron fenotipo de célula madre 
mesenquimal, hasta ahora no descrito, lo que las presenta como una 
fuente celular interesante de MSCs, fácilmente accesible, abundante, 
altamente proliferativa y con la capacidad de diferenciar in vitro hacia 
osteoblastos, condrocitos y adipocitos, tanto en superficies plásticas como 
en el interior de andamiajes tridimensionales de fibrina. 

El novedoso ensayo del AlamarBlue resultó un método fiable, sencillo y 
rápido para la medición de proliferación, citotoxicidad y viabilidad de 
células crecidas en el interior de andamiajes de fibrina. 

La neovascularización producida por la liberación temporal del factor de 
crecimiento endotelial vascular (VEGF) y el factor de crecimiento 
fibroblástico básico (bFGF),  dio lugar a la formación de  vasos maduros. 

La composición del injerto tisular completo (ITC) resulta idónea para 
favorecer la revascularización tisular. Las células madre mesenquimales 
de dermis, además de ayudar en la cicatrización, sintetizan gran 
cantidad de matriz extracelular necesaria en la maduración vascular. La 
fibrina promueve la vascularización gracias a la presencia de moléculas 
estimuladoras de la reparación tisular en el plasma. Y finalmente, los 
factores de crecimiento actúan como señales inductoras de la 
angiogénesis. 

El injerto tisular completo (ITC) es un producto biocompatible y autólogo 
que, siendo inicialmente avascular, es capaz de inducir el desarrollo de 
una red capilar madura y funcional, además de promover una 
cicatrización consolidada, factores necesarios para impedir las 
complicaciones derivadas de una isquemia por devascularización. 
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8. ANEXOS 
Listado de material 

Producto Casa Comercial Referencia 
 

Ácido Ascórbico Biomedia A-4544 

Ácido Tranexámico 
(Amchafibrin® 500mg) 

Rottapharm 936708.4 

Agua destilada 1L Braun 387875 

Agujas 0,9mmx25mm BD Microlance 304827 

AlamarBlue® AbDSerotec BUF012B 

Alcohol isopropílico Sigma Aldrich I9030 

Alcohol 96° Noriega 321471.1 

Alginato sódico Sigma Aldrich W201502 

Amphotericina β Sigma Aldrich A9528 

Atropina Braun - 

Asas de siembra Copan 8177CS10H 

Azul Alcián 8GX Sigma Aldrich A3157 

Azul Tripán 0,4% Sigma Aldrich T8154 

Bond Polymer Refine 
detection® 

Visio BioSystem DS9800 

Betadine Mundipharma - 

Bupivacaina Richmond VetPharma - 

BSA PAA K41-001 

Cámara Neubauer Paul Marienfield GMBH & Co - 

Cassete histología Deltalab 554143 

Catalasa Sigma Aldrich CAT-100 

Cloruro Cálcico Braun 635656 

Cloruro Cálcico Scharlau CA01951000 

Cobactan® Intervet 
SAGARPA:Q-0273-
127 

Colagenasa tipo I Sigma Aldrich C0130 

Colistimetato 1MUI GES 838185.2 

Criovial 1ml Nunc 366656 

Cubreobjetos 24x60mm Menzel-Glaser AC1575 

Desinpov Dismedical 170-201 

Dexametasona Sigma Aldrich D4902 

DMEM PAA E15-005 

DMSO Sigma Aldrich D2650 

Dormicum® (Midazolam) Rochefarma - 

Durogesic® (parche 
transdérmico fentanilo) 

Janssen-Cilag - 

DPX Sigma Aldrich 44581 

Eosina Merck 1024392500 

Eppendorf 2ml Labbox PCRP-020-500 

Eppendorf 1,5ml Labbox PCRP-015-500 

Eppendorf 0,5ml Labbox PCRP-005-1K0 

Etanol 96°  Panreac 121085.1211 

Etanol Absoluto Panreac 121086.1211 

Etanol Absoluto Merck 1009836025 

Falcon 15ml Labbox CTGP-E15-050 
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Producto Casa Comercial Referencia 
 

Falcon 50ml Labbox CTGP-E50-050 

bFGF Sigma Aldrich F0291 

Filtros 1L: 0,22µm Millipore SCGPU10RE 

Filtros 500ml: 0,22µm Millipore SCGPU05RE 

Filtros 250ml: 0,22µm Millipore SCGPU02RE 

Filtros 150ml: 0,22µm Millipore SCGPU01RE 

Filtros 50ml: 0,22µm Millipore SCGP00525 

Filtros jeringa 33mm: 
0,22µm 

Millipore SLGP033RS 

Formaldehido 4% Panreac 252931.1211 

Formaldehido Merck 104001 

Frascos T-25 BD Falcon 353108 

Frascos T-75 BD Falcon 353135 

Frascos T-175 BD Falcon 353112 

Furacin®  Seid - 

β- Glicerolfosfato Sigma Aldrich G9891 

L-Glutamina (200mM)  PAA M11-004 

Glutaraldehido Sigma Aldrich G5882 

Gram (Kit de tinción) Sigma Aldrich HT90A-1KT 

HAM´S F12 PAA E15-016 

Hematoxilina Merck 1051752500 

Hematoxilina Gill nº 2 Sigma Aldrich GHS216 

Hisopos AMIES Copan 108C.USE 

Histofix  Panreac 256462 

Hojas bisturí Nº 10 Braun BB510 

Hojas bisturí Nº 22 Braun BB522 

Imalgene® (Ketamina) Merial Imalgene® 1000 

Indometacina Sigma Aldrich I7378 

Insulina  Sigma Aldrich I9278 

Isobutilmetaxantina Sigma Aldrich I7018 

Isoflo® (Isofuorano) Dr.Esteve - 

Jeringa 10ml Braun 4606108V 

Jeringa 50ml Tyco 1100-660305 

Metanol 98% Sigma Aldrich 534013 

Midazolam (Dormicum®) Rochefarma - 

Mr. Frosty Nalgene C1562 

Nuclear Fast Red Sigma Aldrich N3020 

Oil-Red-O Sigma Aldrich O0625 

Orceína IHC-NovoUltra IW3018 

Parafilm Pechiney PM-966 

Parafina (Histosec 
Pastillas) 

Merck 1151619025 

Pastorex-Staph Plus (Test 
Coagulasa) 

Biorad 56356 

PBS (1X) PAA H15-002 

PBS Sigma Aldrich P3813 

Penicilina/Estreptomicina 
100X 

PAA P11-010 

Pipeta serológica 1ml BD Falcon 357520 
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Producto Casa Comercial Referencia 
 

Pipeta serológica 5ml BD Falcon 357543 

Pipeta serológica 10ml BD Falcon 357551 

Pipeta serológica 25ml BD Falcon 357525 

Placa Columbia Agar 
Sangre 5% 

DIFCO 770418 

Placa Columbia CNA Agar 
Sangre 5% 

DIFCO 770228 

Placa MacConkey Agar DIFCO 770267 

Placas multipocillo 6 BD Falcon 353046 

Placas multipocillo 12 BD Falcon 353043 

Placas multipocillo 24 BD Falcon 353047 

Placas multipocillo 48 BD Falcon 353078 

Placas multipocillo 96 BD Falcon 353072 

Placas multipocillo 96 sin 
tapa 

Nunc 256510 

Placas Petri 96mm Deltalab 200200 

Portaobjetos Leica Microsystem - 

Povidona Iodada 10% Yodicura 0191809 

Propanodiol Sigma Aldrich 13,436-8 

Propofol® (Propovet) Abbot - 

Puntas 0,5-10µl sin filtro Labbox TIPP-011-1K0 

Puntas 2-200µl sin filtro Labbox TIPP-200-1K0 

Puntas 100-1000µl sin 
filtro 

Labbox TIPP-1K1-1K0 

Puntas 0,5-10µl con filtro Eppendorf 0030 000 811 

Puntas 2-200µl con filtro Cmb Bioline 871422LB 

Puntas 100-1000µl con 
filtro 

Biopointe  361-4050 

Rodamina B isotiocianato Sigma Aldrich R1755 

Rojo Alizarina Sigma Aldrich A5533 

Seda 0 Lorca Marin 55483 

Soltrim Almofarma 656754.8 

Suero Bovino Fetal Linus S01805 

Suero Fisiológico 10ml Braun 641860.4 

Suero Fisiológico 250ml Braun 3570380 

ThinPrep® Cytyt Corporation 70303-001 

Tioglicolato MAIM 2063 

TGF-β Sigma Aldrich L3408 

Tissue-Tek OCT® Sakura 4583 

Tracrium® Wellcome Farmacéutica - 

Tricómico de Masson Bio-Optica 04-011802 

Tripsina/EDTA 0,05/0,02% PAA L11-003 

Tris -buffer Sigma Aldrich 93374 

Trobamicina 1mg/ml Braun 600551 

Tubos de sangre 9NC BD Vacutainer 367704 

T-61 Intervet - 

Urinocultivos Soria Genlab FRM100EU 

Vancomicina Normon 618694.7 

Vicryl 4/0 (Ác poliglicólico) Ethicon VCP496 
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Producto Casa Comercial Referencia 
 

Von -Kossa Polysciences Inc 24633-1 

VEGF Sigma Aldrich V7259 

Xilol Merck 8187549025 
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