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ABSTRACT

de dUlceras en miembros
gueratinocitos cultivados.

inferiores con autoinjertos de

The cultivation and grafting of human keratinocytes

El cultivo de queratinocitos humanos y su preparacion
como injertos abre un horizonte muy amplio para el tratamiento

opens a wide horizon in the treatment of wounds of varied
ethiology. In this study we present the results of the treatment of

de heridas de la méas diversa etiologia. En este estudio se patients bearing leg ulcers with autologous cultured
presentan los resultados del tratamiento de pacientes portadores keratinocyte grafts.
INTRODUCCION cientes quemados, a pesar de que al- porcentajes de superficie corporal

La mejor forma de cubrir el de fecto de
piel es con piel normal. Todas las
técnicas de transplante de piel son
efectivas para a curacion de Ulceras
cronicas y pa-

gunas técnicas actualmente en uso
requieren de extensas zonas donantes
de tejido, las cuales pueden ser dolo-
rosas y de muy lenta curacién en los
ancianos, y dejan cicatrices extensas y
profundas. En pacientes con altos
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guemada es dificil encontrar areas
donantes de piel para autotransplante.
En 1979, Howard Greeni cultivd
queratinocitos humanos por y en forma
éxitosa a partir de una pequefia
muestra de piel, y éstos crecieron para
formar un epitelio estratificado ade-
cuado para ser usado como injerto.
Estos injertos han sido usados desde
1981 para cubrir guemaduras extensas
de tercer grado®®**%"% (iceras de
miembros inferiores %101121314 apiqer
— molisis ampollar®® y para cirugia
plastica’®
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APLICACIONES DE LOS
TEJIDOS DE QUERATINOCITOS
CULTIVADOS EN LA CLINICA

QUEMADURAS

El tratamiento de pacientes se-
veramente quemados es una de las
aplicaciones clinicas mas importantes
de los autoinjertos de queratinocitos.
La mayor ventaja de este método
reside en su alta eﬁcnenua a partir de
una muestra de piel del cm pueden ser
obtenidos de 1 a 2 m? de injertos
2,3,4,5,8,17,18,19,20,21,22,23,24 Por lo tanto, los
autoinjertos de queratinocitos son
Optimos para el tratamiento de
pacientes quemados con pocos sitios
donadores para injertos fenestrados. El
"prendido" del injerto (islas de epitelio
creciendo en el centro de la herida en
el momento del primer cambio de
vendaje) oscila entre el 0 al 95%, con
un promedio de 47% para pacientes
menores de 18 afios y 28% para el
restos. La primera causa de falla de los
injertos fue la infeccién, ya que éstos
son mas susceptibles a ella que los
tradicionales injertos fenestrados. La
segunda causa de falla fué Ila
hemorragia en el lecho de la herida
recientemente limpiado para recibir el
injerto. Sin embargo esto puede ser
controlado por la preparacion de las
heridas con 24 horas de anticipacion al
transplante

ULCERAS DE MIEMBROS
INFERIORES

Hefton et al’. y Brysk el al*. ya
han reportado el uso de injertos de
queratinocitos para el tratamiento de
Ulceras crénicas de miembros inferio-
res. Los mejores resultados fueron
observados en aquellas debidas a in-
suficiencia venosa, las cuales perma-
necieron curadas por espamo de 2
afios posterior al transplante Sin
embargo, el trasplante a pacientes
ancianos puede ser dificil debido al
reducido .potencial de crecimiento de
éstos  queratinocitos, los cuales
posiblemente nunca lleguen a formar
un tejido confluente estratificado®
Buscando solucionar este problema
se han trasplantado queratinocitos en
forma de

142

suspensmn celular con resultados
alentadores™. La eficiencia clinica de
esta tecnlca ha sido evaluada
estadisticamente por varios autores,
entre los cuales cuentan Leigh el al*.
quienes reportan que los injertos prac-
ticados por ellos "perdieron” en un
29%; ademas reportan un “"efecto de
borde" (crecimiento de epitelio desde
el borde de las ulceras) del44% para
una serie de 70 Ulceras injertadas.
Phillips el al.?®, reportaron que el 73%
de las Ulceras |njertadas habian curado
completamente en 8 semanas. El
tratamiento de Ulceras con injertos de
queratinocitos se ha asociado a alivio
del dolor dentro de las primeras 24
horas posteriores al trasplante, a pesar
de ser Ulceras que habian estado
presentes por décadas en estos pa-
cientes!

CIRUGIA PLASTICA

Las principales aplicaciones en
este campo son la cobertura de heri-
das producidas por la extirpacion de
tatuajes, nevus congénitos gigantes, y
sitios donantes de injertosfenestrados
con injertos de queratinocitos. Este tipo
de heridas, por ser estériles,
incrementan el porcentaje de "prendi-
do" de los |njertos hasta un 68%.
Gallico et al.* compararon el uso de
autoinjertos de queratinocitos con in-
jertos fenestrados en cirugia plastica,
reportando que los injertos fenestrados
"prenden” mejor (84%) que los injertos
de queratinocitos (68%). Las heridas
se contrajeron un poco mMAas con
injertos de queratinocitos que con piel
fenestrada, pero sin embargo, los re-
sultados a largo plazo demuestran que
las &reas tratadas con los primeros no
presentan las cicatrices hipertréficas
en los bordes que si se observan en
los injertos de piel fenestrada.

EPIDERMOLISIS AMPOLLAR

El tratamiento de lesiones cro-
nicas de erosion en la cara de pacien-
tes con epidermolisis ampollar fue
reportado por Carter et al. en 1987
Dichas lesiones, mejoraron en dos de
los tres pacientes tratados.
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QUERATINOCITOS DE LA
MUCOSA BUCAL

De Luca et al.?’ reportaron ha-

ber transplantado éxitosamente injer-

tos de queratinocitos para cubrir de-

fectos de la mucosa bucal.

OTRAS APLICACIONES DE LOS
INJERTOS DE QUERATINOCITOS

El tratamiento de la otorrea post
operatoria de 2 a 32 afios de duracién
causada por un defecto de Ila
reepitelizacion de las cavidades
mastoideas posterior a cirugia ha
mejorado con eI uso de autoinjertos de
queratinocitos®®. Los queratinocitos en
cultivo pueden ser modificados por
medio de la ingenieria genética para
que produzcan hormonas, las cuales
podrian ser liberadas en la circulacion
posterlormente a haber sido
transplantados Queratinocitos cul-
tivados también han sido utilizados en
la preparacion de lentes especiales los
cuales sobreviven en pauentes con
cornea vascularizada®. Auboeck et

al® propone que tamblen podrian ser
utilizados en el tratamiento de lesiones
producidas por Xeroderma Pigmentos
o.

El desarrollo de esta técnica es
un avance considerable, ya que provee
uno de los mejores materiales para
cubrir heridas. Sin embargo, la infec-
cion de las heridas recipientes, la de-
bilidad del paC|ente y la toxicidad de
los antlseptlcos son factores que
ejercen influencias negativas sobre los
injertos. La mayor desventaja que pre-
senta esta técnica cuando se usan
autoinjertos es la demora en el creci-
miento en cultivo del epitelio, la cual
oscila entre 7 dias para donantes jove-
nes hasta 5 semanas para los ancia-

2,4,5,6,9,10,12,17,33,34,35 se utilizan

nos Si

aloinjertos preparados comer-
cialmente, esta demora no ocurre. Sin
embargo, esto no es recomendable
puesto que pueden portar infecciones
desconocidas (por ej.: virus lentos).
Existe evidencia de la transmision del
citomegalovirus murino por injerto de
piel transplantado inmediatamente
después de la remocion quirdrgica del
mismo, o a través de piel



criopreservada en modelos hechos en
ratas*®

COMPORTAMIENTO DE
AUTOINJERTOS POSTERIOR AL
TRANSPLANTE

MacroscoOpicamente, los injertos
son transldcidos durante los primeros
dias, haciéndose cadavez mas visibles
a medida que se desarrolla la
queratinizacion, presentando una su-
perficie finamente arrugada. En el
transcurso de los afios™®* el defecto
dérmico subyacente es rellenado y la
apariencia se va normalizando. De
Luca et al.®, O'Connor et al.*® y Teepe
et al.*® reportan disminucién en la for-
macién de cicatrices tanto en la parte
superior como en los bordes de estos
injertos, ademés de una minima re-
traccion de la herida.
Microscopicamente se ha demostrado
que el injerto se desarrolla hasta for-
mar una epidermis completamente
estratificada e hipertréfica desde la
primera semana, con una union
dermoepidérmica aplacada™®.

COMPORTAMIENTO DE
ALOINJERTOS POSTERIOR AL
TRANSPLANTE

En los primeros tiempos de
alotranspiantes de queratinocitos cul-
tivados se asumié que estos no serian
rechazados*®*! o por lo menos no por
largos periodos®’. Actualmente se
conoce que los aloinjertos no se
mantienen permanentemente in situ
desde la primera semana, sino que
son reemplazados por queratinocitos
del recipiente®®**3** | os aloinjertos de
queratinocitos actian como una
cobertura temporal, la cual estimula a
los propios queratinocitos a crecer y
reepitelizar desde los apéndices
cutaneos y los bordes de la heri-
dal1,19,26. Posiblemente la secrecion
de proteinas de la membrana basa) y
de la matriz extracelular por los injertos
facilita la migracion de las propias
células epidérmicas*®>*® Por otra parte,
los queratinocitos en cultivo y en los
injertos  sintetizan  factores  de
crecimiento, los cuales son responsa-
bles de acelerada curacion de las he-

ridas*’®

migracion de
queratinocitos®®, angiogénesis®, di-
ferenciacion 'y  produccion de
fibronectina®"®? Por dltimo, los injertos
de queratinocitos actlan como una
barrera mecanica, previniendo la

deshidratacion de la herida®
MATERIALES Y METODOS

2 pacientes con Ulceras crénicas
de  miembros inferiores  fueron
transplantados con autoinjertos de
queratinocitos cultivados. La primera
paciente con una historia clinica de
Ulcerapost-trombosis en miembro in-
ferior de un afo de evolucién y trata-
miento conservador sin mejoria. La
segunda paciente con una historia cli-
nica de insuficiencia arteriovenosa,
tiroiditis de Hashimoto y didbetes
mellitus, con una Ulcera de miembro
inferior de 5 afios de evolucion y trata-
miento conservador sin mejoria.

Se requirié de 1 muestra de piel
de 1 cm? la cual se tomé del tercio
superior del muslo en cada uno de los
pacientes tratados. Se sembraron 6
cultivos primarios con las células epi-
dérmicas obtenidas de cada una de las
muestras de piel arriba mencionadas,
las cuales fueron procesadas en una
camara de flujo vertical, estéril. La piel
fue lavada en PBS vy la epidermis fue
separada mecanicamente. Las células
epidérmicas se  obtuvieron  por
tripsinizacién. Dichas células fueron
contadas y posteriormente sembradas
a una densidad de 2,61 x 10% por cm?
en los platos de cultivo conteniendo las
células 3T3 irradiadas en medio de
cultivo para queratinocitos (KGM).

SUSPENSION DE
QUERATINOCITOS PARA
TRANSPLANTE

Los cultivos fueron incubados
con tripsina al 0,25% y EDTA al 0,2%
1:1 para obtener una suspension de
células aisladas. Esta suspensién con-
centrada de queratinocitos se aplica
directamente sobre el lecho de la Ulce-
ra en forma estéril y en el quiréfano,
cubriéndose posteriormente con gasa
vaselinada estéril y vendaje de com-
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presion ligera por 3 a 5 dias. Posterior-
mente, los cambios de vendaje se ha-
cen en dias alternos.

PREPARACION DEL INJERTO DE
QUERATINOCITOS

Cultivos confluentes de
queratinocitos fueron incubados por 20
a 30 minutos con 20 ml de Dispasa 11.
Se coloca gasa vaselinada estéril
sobre el injerto y se transporta capa
basa) hacia arriba nadando en medio
sin suero hasta el sitio de transplante.

RESULTADOS

MORFOLOGIA DE LOS CULTIVOS

Los queratinocitos humanos
obtenidos luego de latripsinizacion de
las muestras de piel se fijaron al fondo
de las botellas de cultivo tapizadas con
células 3T3 luego de 3 a 4 dias. Los
queratinocitos eran facilmente
identificables por la formacién de
desmosomas entre las células, y la
forma cuboidal que éstos adoptan en
cultivo.

Posteriormente, éstos formaron
colonias originadas a partir de una sola
célula, penetraron entre células 3T3
adyacentes desplazandolas, formando
un borde elevado alrededor de las
colonias debido a la mayor capacidad
de adhesién de los queratinocitos.
Estos Ultimos, luego de estar fijos
comenzaron a estratificarse, eviden-
ciandose esto por la pérdida de los
limites celulares y el engrosamiento
del centro de la colonia. Normalmente,
las colonias crecen hasta formar un
epitelio que se extiende por el fondo de
la botella de cultivo. Sin embargo, los
gueratinocitos mostraron crecimiento
retardado, con colonias pequefias, de
bordes irregulares, muy estratificadas,
y algunos cultivos no alcanzaron nunca
la confluencia. En cultivos secundarios,
las colonias fueron visibles a partir de
las 24 horas posteriores al subcultivo.
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PACIENTES TRANSPLANTADOS

En ambas pacientes tratadas
con autoinjerto de queratinocitos
cultivados fue exitoso el método, con
diferentes grados de respuesta en
cada una.

La primera pacientes,
femenina de 58 afios de edad, con
historia clinica de insuficiencia
venosa a consecuencia de una
trombosis venosa posttraumatica.
Present6 una  Ulcera  medial
supramaleolar que media 5 x 7 cm
(Fig. 1) la cual no mejoré con trata-
miento convencional aplicado
durante un afio ni luego de tres
meses de hospitalizacion. Dicha
paciente recibio tres transplantes en
un lapso de 15 dias tanto en forma
de epitelio como de suspensioén los
cuales cubrieron completamente el
area de la ulcera.

Luego de 1 semana
del dltimo transplante, se evidencié u
n 85% de "prencido” del injerto. Fue
dada de alta y asisti6 a controles
ambulatorios. EI 90% de la Ulcera
cur6 en un mes. Es evidente la
homogeneidad de la cicatrizacion en
la periferia de la Ulcera, en la cual no
se observa hipertrofia cicatricial (Fig.
2)

La segunda paciente,
femenina de 72 afios con historia
clinica de tiroiditis de Hashimoto y 5
afos de insuficiencia arteriovenosa
con una Ulcerasupramaleolar que
media 14x 17 cm ycircundaba
eltercio inferior de la region tibia)
(Fig. 3). Recibi6 en cuatro
oportunidades transplante de
queratinocitos, tanto en forma de
epitelio como en forma de
suspension. A pesar de infecciones
repetidas del lecho ulceroso y un
fondo de osteomielitis del tercio
inferior de la tibia, el diametro de la
Ulcera decreci6 a 10 x 9 cm luego de
45 dias del dltimo transplante (Fig. 4)

DISCUSION

MORFOLOGIADE LOS
QUERATINOCITOS

Los queratinocitos que crecie-

ron de los homogeneizados de piel
preservaron todas las caracteristicas
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descritas con anterioridad
25,33,54,55,56,57,58,59,60,61 ,62,63

En cultivos de queratinocitos destinados
a la preparacion de injertos, es importante
que las colonias  se expandan
horizontalmente para alcanzar la
confluencia antes de que se

acentuela estratificacion (cierto gra-
do de estratificacion siempre existe).
Sin  embargo, colonias que se
estratifiquen intensamente durante la
fase proliferativapueden abortar y los
cultivos nunca alcanzan la confluen-
cia®’. El aumento de tamafio de los
gueratinocitos en una colonia es un

Fig. 1

Ulcera medial supramaleolar en una paciente de 58 afios antes del injerto
de queratinocitos.

Fig. 2

La misma paciente un mes posterior al transplante
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Fig. 3
Ulcera supramaleolar en una paciente de 72 afios antes del injerto de queratinocitos

Fig. 4
La misma paciente 20 dias después del ultimo transplante

signo de estratificacion, el cual se
opone a la multiplicacion de las células
y la expansion horizontal de Ia
colonias®*®*®® Por el contrario, co-
lonias compuestas predominantemente
de células pequefias y homogéneas
presentan la rata mayor de crecimiento
y multiplicacion, y estos cultivos

alcanzan la confluencia mas rapido®.

Luego de alcanzarla confluen-
cia, las colonias dejan de expandirse
horizontalmente para acentuar su
estratificacion, lo que les confiere la
similitud con la epidermis humana, lo
cual es necesario para la integridad
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del injerto. Sin embargo, los
queratinocitos de donantes ancianos,
pocas veces alcanzan la confluencia,
ya gue sus colonias estan compuestas
predominantemente de paraclonos y
meroclonos®, y es necesario en estos
casos transplantar los queratinocitos
en forma de suspension.

Los estudios in vitro concer-
nientes al comportamiento bioldgico de
gueratinocitos humanos se han llevado
acabo principalmente en muestras de
piel de prepucio, los cuales han
demostrado que crecen mejor en cul-
tivo. Sin embargo, para autoinjertos
aplicados clinicamente, la piel puede
ser obtenida de otros sitios del cuerpo,
tales como cara interna del muslo.

CRECIMIENTO DE
QUERATINOCITOS DE
DONANTES ANCIANOS

Los queratinocitos cultivados en
este estudiofueron provenientes de
donantes ancianos, por lo cual mos-
traron unatendencia a bajos indices de
crecimiento, estratificacion temprana y
formacion de colonias de meroclonos y
paraclonos, las  cuales nunca
alcanzaban confluencia. Para
transplantar queratinocitos autélogos a
estos pacientes, fue necesario pre-
parar suspensiones muy densas a
partir de los cultivos que pudieran ser
aplicados directamente sobre el lecho
de las Ulceras.

PACIENTES TRANSPLATADOS

Los resultados preliminares
fueron alentadores, ya que una de las
pacientes que recibieron dicha sus-
pensién mostré una cicatrizacion ra-
pida de la Ulcera, mientras que la se-
gunda paciente, a pesar de repetidas
infecciones del lecho de la Ulcera,
mostré una disminucion del didmetro
de la misma.

La aplicacion de injertos de
gueratinocitos autélogos en suspen-
sién ahorra tiempo en el tratamiento de
pacientes ancianos cuyos cultivos
probablemente nunca alcanzaran la
confluencia.
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INFECCION DEL LECHO
ULCEROSO Y APLICACION DE
INJERTOS DE QUERATINOCITOS

De acuerdo con reportes pre-
vios>1323435 155 injertos  de
queratinocitos son muy susceptibles a
la infeccién del lecho de las heridas, la
cual dificulta que dichos injertos "pren-
dan". Ademas, el cubrir una herida
infectada con un injerto empapado en
medio de cultivo por 3 a 5 dias agrava
la infeccion y esta contraindicado. Es-
tas razones explican la limitada mejo-
ria presentada por la segunda paciente
transplantada, la cual presentaba in-
feccién del lecho ulceroso.

CONCLUSIONES

TRANSPLANTE DE
QUERATINOCITOS PARA
ULCERAS DE MIEMBROS

INFERIORES

El ndmero de pacientes estu-
diados es muy pequefio para estable-
cer conclusiones, pero basados en
éxitos reportados anteriormente y a los
resultados alentadores  obtenidos,
merece la pena continuar con este
tema de investigacion.

CRECIMIENTO Y TRANSPLANTE
DE QUERATINOCITOS
PROVENIENTES DE
DONANTES ANCIANOS

Los queratinocitos provenientes
de donantes ancianos que no crezcan
hasta la confluencia pueden ser
transplantados en forma de una sus-
pensién densa, con buenos resultados.
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NOTA DE DUELO

En el mes de septiembre de 1993, murié tragicamente en Sao Paulo Brasil, el
eminente dermatologo Raymundo Martins de Castro, conocido por los venezolanos cuando
asistio como conferencista Martin Vegas en la reunion de la Sociedad Venezolana de
Dermatologia que se realizé en Mérida, alli dictd 2 conferencias magistrales que son
recordadas por la forma clara, amena y de una gran actualidad.

El profesor Raymundo era una persona alegre, sencilla y comprensiva en su trato y
mantenia una conversacion fluida, basada en su gran cultura humanistica y dermatoldgica;
hablaba muy bien el castellano. No creo que alguien pueda olvidar su conferencia sobre las
enfermedades dermatolégicas en algunos animales, por lo original e interesante de dicha
exposicion. Se distingui6 a nivel Brasilero y mundial por el estudio de Ila
Paracoccidiodomicosis y el Pénfigo. Trabajo en el Hospital Das Clinicas hasta hace pocos
afos y luego fue Jefe de Servicio en el Hospital Paulista en Sao Paulo Brasil. Deja esposa
y 5 hijos, dos de ellos médicos, uno es dermatologo.

En Venezuela hay varios alumnos que se formaron, quienes no olvidaran su sencillez,
su comprensién y su sabiduria; ademas deja muchos amigos que lo recordaremos siempre.

Paz a sus restos.

Dr. Antonio José Rondén Lugo.
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