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Tehnologii de cultivare in vitro a fibroblastelor din piele pentru
tratamentul pacientilor cu ulcere cronice
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Rezumat

Introducere. Deoarece multi factori duc la formarea ulcerelor cronice de gambd, evaluarea sistematici a pacientului impune o abordare interdisciplinara
si are drept scop determinarea patogenezei, confirmarea diagnosticului definitiv i aplicarea tratamentului optim. Unii cercetitori propun utilizarea in
tratamentul ulcerului a fibroblastelor non-senescente, cultivate in vitro. Prin donarea de celule suplimentare, eliberarea factorilor de crestere si reducerea
activitatii antiproliferative a exudatului inflamator pot fi realizate.

Material si metode. Etapele principale de cultivare a fibroblastelor in vitro sunt: prelevarea esantionului de piele, controlul serologic al donatorului,
pregatirea vaselor de culturd, separarea epidermului si dermului, cultivarea propriu-zisa, controlul bacteriologic al celulelor si aplicarea lor.

Rezultate. Densitatea finald a celulelor din cultura primara a fost de 4,5¥10* celule/cm?® S-a demonstrat ci fibroblastele dermice cultivate in vitro pot
inlocui derma si oferi factorii esentiali de crestere, stimulatori ai procesului de vindecare a ulcerelor.

Concluzii. Siguranta generald si lipsa reactiilor de respingere, combinate cu eficacitatea inaltd, incurajeazd utilizarea largd, in viitorul apropiat, a
fibroblastelor in managementul ulcerelor cronice.

Cuvinte-cheie: cultivare in vitro, fibroblaste, piele, ulcere trofice.

Introducere Material si metode

Ulcerele cronice sunt invalidizante si reduc semnificativ Procedura incepe dupa informarea pacientului si obtine-
calitatea vietii pacientilor. Ulcerele cronice ale gambei sunt rea acordului informat.
definite ca defecte la nivelul tegumentului in partile declive 1. Prelevarea esantionului de piele. Procesarea prima-
ale membrelor inferioare, cu evolutie prelungita, fara ten- ra. Biopsia este efectuatd cu respectarea conditiilor sterile.
dinta de vindecare dupa 3 luni de tratament adecvat sau Zona donatoare (axila sau partea interioard a coapsei) este
nevindecare deplini la 12 luni de ingrijiri corespunzatoare. dezinfectatd cu etanol timp de 10-15 minute. Locul biopsiei
Cele mai frecvente cauze sunt cele vasculare (venoase sau se sterge cu un tampon, imbibat in etanol de 70% cu mis-
arteriale) si neuropatice. Cauze mai putin frecvente sunt cari circulare din centru spre periferie. Aceasta procedura
tulburarile metabolice, hematologice si bolile infectioase [1, se repeta de 10 ori, de fiecare data folosind un nou tampon.
2]. Circa 0,6-3,0% din populatia cu varsta de peste 60 de Ulterior, cu dermatomul se preleveazd un fragment de piele
ani suferd de ulcere cronice, acest indice crescind la peste cu grosimea de 0,4 sau 0,6 mm si suprafata de 1,0-1,5 cm*
5% la cei cu varsta de peste 80 de ani. Prevalenta generala Esantionul prelevat se plaseaza intr-un tub conic V 50,0 ml,
in comunitate variaza de la 1,9% la 13,1% [3]. Ulcerele cro- care contine 25,0 ml de mediu nutritiv pentru cultivarea
nice rdiméan a fi o problema importantd nu numai in practica fibroblastelor. Acesta trebuie sa ajungd in laborator in mai
medicilor de profil dar, de asemenea, si in activitatea de zi putin de 48 de ore din momentul prelevirii.
cu zi a medicilor de familie si a specialistilor din diferite alte 2. Controlul serologic al donatorului. Teste serologice
domenii [4]. obligatorii: HIV, HVC, HVB, lues, HTLV. Teste serologice

Pentru a oferi o tactica corectd de tratament pentru fi- suplimentare: grup sanguin ABO, Rh-rezus, citomegalovi-
ecare pacient in parte, planul de management ideal trebuie rus, toxoplasma, Ebstein-Barr, West Nile NAT Virus.
sd implice o abordare timpurie strategicd coordonatd, baza- 3. Obtinerea matricelor din gelatina pentru cultivarea
ta pe evaluarea etiologiei si a fiziopatologiei bolii [5]. Acest celulelor in vitro. Pentru atasarea optima a celulelor, se re-
lucru nu este intotdeauna posibil. Pentru aceste cazuri greu comanda acoperirea vaselor de cultura, in care vor fi cultiva-
vindecabile exista noi optiuni de tratament cu utilizarea ke- te celulele, cu solutie de gelatina 0,1%. Lucrand in hotd cu
ratinocitelor si/sau fibroblastelor autologice/alogenice culti- flux laminar, cu respectarea tehnicilor aseptice, se adauga in
vate in vitro, aplicarea factorilor de crestere si substituentilor flacoane solutie, cate 1,0 ml per 10 cm?* de suprafatd a vasului.
biologici de piele. 4. Separarea epidermului si dermului. Metoda meca-

Obiectivul acestui studiu a fost: (1) Descrierea metodolo- nica. Acestd metoda este rapidd, simpla, si are putine deza-
giei de cultivare a fibroblastelor pentru tratamentul pacienti- vantaje, cu exceptia faptului ca necesita un fragment mare de
lor cu ulcere cronice si (2) Oferirea unei prezentari generale a tesut. Pielea se intinde manual pe o suprafatd usor convexa
datelor curente privind principalele efecte si avantaje ale tra- si se fixeazd cu pioneze. Cu o lama de ras sau bisturiu, la
tamentului ulcerului cronic cu fibroblaste cultivate in vitro. unul din capete, se indepérteaza epiderma de derma, apoi
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epiderma eliberata se prinde cu o pensa si se desprinde usor
intr-un strat continuu.

5. Pregitirea mediului pentru cultivarea fibroblaste-
lor. Caracteristica generala. Pentru cultivarea celulelor
este utilizat HiFibroXLTM Fibroblast Expansion Medium,
suplimentat cu un amestec de antibiotice si antimicotice.
HiFibroXLTM Fibroblast Expansion Medium contine un
mediu de baza (partea A) si un supliment de crestere a fibro-
blastelor (partea B). Partea A este formatd din sdruri anorga-
nice, organice, aminoacizi, vitamine si bicarbonat de sodiu si
este lipsitd de proteine, hormoni, antibiotice si antimicotice.
Partea B este formatd din factori de crestere si nutrientii ne-
cesari pentru cresterea fibroblastelor. Amestecul de antibio-
tic - antimicotice constd din Penicilina (100 U/ml), Strepto-
micina (0,01g/ml) si Amfotericind B (0,25ug/ml).

6. Cultivarea fibroblastelor. Fragmentul de piele este
taiat cu un bisturiu steril in 3-4 fragmente mai mici (1,0-
1,5 mm?), apoi fragmentele de tesut sunt plasate in vasele
de cultura pregitite anterior. Se adauga cu atentie 0,5 ml de
mediu nutritiv si, ulterior, vasele se transferd in incubator
la 37° Celsius, 5% CO,, pentru minimum 3 zile. La a tre-
ia zi, se adauga cu atentie mediu suplimentar (cate 1,0 ml
in cazul, in care celulele incep sa se inmulteascd si doar 0,5
ml de mediu in cazul, in care celulele inca nu sunt pregatite
pentru a impiedica detasarea bucitilor de piele). Cand vasul
este complet umplut cu fibroblaste, celulele trebuie transfe-
rate intr-un vas mai mare (0,5 ml tripsind + 9,5 ml mediu).
Cand si acesta este complet umplut, o jumdtate din celule pot

fi crioconservate, iar cealaltd jumdtate a celulelor se plasea-
z3 intr-un vas nou pentru cultivare ulterioara (acest pas se
repetd de cteva ori, pAnd cand nu se obtin, cel putin, patru
pasaje diferite.

7. Control bacteriologic al esantioanelor de celule.

8. Aplicarea celulelor la nivelul ulcerului. Existd diferi-
te metode de transfer si aplicare a celulelor pe locul ulceru-
lui: injectare, aplicare directd, grafting, sisteme de pulveriza-
re; dar, din pécate, niciunul dintre ele nu satisface pe deplin
cerintele clinicienilor.

Rezultate

Densitatea celulelor in cultura primara la a 24-a zi de
cultivare a fost 4,5*10* celule/cm? (fig. 1). Daca comparam
caracteristicile fibroblastelor prelevate de la nivelul unui ul-
cer trofic (ulcer-fb) cu fibroblastele normale (normal-fb),
putem observa doud diferente majore: (1) normal-fb se re-
plicd mai rapid decét rana-fb; si (2), caracteristicile morfo-
logice ale ulcer-fb diferd de caracteristicile morfologice ale
normal-fb. Normal-fb sunt compacte si conice, cu nucleu
bine definit. Ulcer-fb sunt mai mari i au o forma poligo-
nald, cu nucleu neomogen [6]. In concluzie, s-a demonstrat
ca ulcer-fb prolifereazd intr-un ritm mai lent si morfologic
diferd de normal-fb. Aceste trasaturi sunt tipice pentru ce-
lulele senescente.

Fibroblastele dermice, cultivate in vitro, sunt concepute
pentru a inlocui derma si pentru a oferi factorii esentiali de

Fig. 1. Cultura primara: a - ziua a 10-a (1,0*10* celuld/cm?), b - ziua a 14-a (2,5*10* celuld/cm?),
¢ - ziua a 19-a (3,0%10* celula/cm?), d - ziua a 24-a (4,5%10* celula/cm?).
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crestere, stimulatori ai procesului de vindecare a ulcerelor.
Fibroblastele vii, nonsenescent sunt capabile sa colonizeze
patul leziunii si persista in situ, timp de citeva saptamani.
Ele secreta o serie de citokine si factori de crestere, incluzand
factorul de crestere derivat din plachete, factori de crestere
asemdnadtori cu insulina I si IT, heparin-ligand factor de cres-
tere epidermic, factorul de crestere endotelial vascular, cei
de transformare a si b, factorul de crestere a keratinocitelor.
Este cunoscut faptul, cé factorii de crestere stimuleazd activi-
tatea fibroblastelor, sinteza tesutului de granulatie, formarea
matricei extracelulare, angiogeneza si maturizarea celulelor
pielii. Fibroblastele produc, de asemenea, proteine cum ar fi
colagenul de tip I si ITI, fibronectina si tenascina, precum si
glicozaminoglicanii, care leagi factorii de crestere si intensi-
fica activitatea acestora [7, 8].

Concluzii

Tactica de tratament a ulcerelor cronice, in ultimele de-
cenii, nu s-a schimbat in mod semnificativ si necesitatea ela-
bordrii unor noi strategii terapeutice este justificata. Fibro-
blastele cultivate in vitro sunt eficiente, bine tolerate si pot fi
utilizate in tratamentul ulcerelor greu vindecabile de diversa
origine (venoase, de presiune, diabetice). Studiile retrospec-
tive, efectuate in diferite centre stiintifice, au demonstrat ca
la pacientii tratati cu celule cultivate, defectul tegumentar
se inchide semnificativ mai repede decét la pacientii tratati
conform metodelor clasice [9]. Astfel, Kirsner si colab. au
obtinut rezultate bune in vindecarea ulcerelor venoase prin
aplicarea produselor, care contin keratinocite si fibroblaste
alogenice la o doza optima de 0,5710° celule/ml la fiecare 14
zile [10]. Siguranta generala si lipsa reactiilor de respingere,
combinate cu eficacitatea inaltd, incurajeazd utilizarea larga
in viitorul apropiat a fibroblastelor in managementul ulcere-
lor cronice [11, 12].
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