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Abstract— The allograft from fascia lata has reconstructive capacity. It allows revascularization since the surrounding vessels
of the receiving scaffold and induces migration, proliferation, and adhesion of the cellular components of granulation tissue for
integration to receiving tissue. Fascia lata grafts are used in various medical branches (traumatology and orthopedics,
neurosurgery, ophthalmology, urogynecology and aesthetic medicine). These grafts are obtained by different processes and are
preserved by different methods according to the manufacturer. The aim of this work was to obtain, at the Tissue Bank in
Laboratorio de Hemoderivados de la Universidad Nacional de Cérdoba, an allograft from decellularized cadaveric human fascia
lata (freeze dried) and to evaluate cytotoxicity, microstructure, and collagen content. The results showed that through obtaining
and processing methods used here, we obtained an allograft with its histological structure preserved and no evidence of cytotoxicity.
Likewise, collagen content was not affected by decellularizing procedure.
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Resumen— El aloinjerto de fascia lata posee capacidad reconstructiva, pues permite la revascularizacion a partir de los vasos
circundantes del lecho receptor e induce fenémenos de migracion, multiplicacién y adhesion de los componentes celulares del tejido
de granulacion presentando integracion con el tejido receptor. Los injertos de fascia lata son utilizados en diversas especialidades
médicas (traumatologia y ortopedia, neurocirugia, oftalmologia, uroginecologia y en medicina estética) y aquellos disponibles se
obtienen por diferentes procesos y se conservan por diferentes métodos de acuerdo al fabricante. El objetivo de este trabajo fue
obtener, en el Banco de Tejidos del Laboratorio de Hemoderivados de la Universidad Nacional de Cérdoba, un aloinjerto de fascia
lata cadavérica humana descelularizada desecada (freeze dried) y evaluar la citotoxicidad, la microestructura y el contenido de
colageno. Los resultados mostraron que el método de obtencién y procesamiento utilizado permitié obtener un aloinjerto con su
estructura histolégica conservada y sin evidencia de citotoxicidad. Asimismo, el contenido de colageno no se vio afectado por el
procesamiento.
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I. INTRODUCCION El aloinjerto de fascia lata posee capacidad reconstructiva,
pues permite la revascularizacion a partir de los vasos
circundantes del lecho receptor e induce fenémenos de
migracién, multiplicacion y adhesion de los componentes
celulares del tejido de granulacion presentando integracion
con el tejido receptor [3]. Los riesgos de infeccion y de
respuesta inmunolégica son minimos [1].

Actualmente, los implantes de fascia lata son utilizados en
diversas especialidades médicas; en traumatologia y
ortopedia para reconstrucciones ligamentosas [8], en
neurocirugia para reconstrucciones de duramadre [9], en
oftalmologia para el tratamiento de ptosis palpebral [10] y
para reconstrucciones del piso orbital [4][11], en
uroginecologia para el tratamiento de incontinencia urinaria
[12], en abdominoplastias para el tratamiento de defectos de
la pared abdominal [13] y en medicina estética para aumento
de tejido blando [14].

En odontologia, es utilizada como una variante de la
membrana de colageno para el tratamiento de regeneracion

La fascia lata es la parte mas externa de la aponeurosis del
muslo y se extiende del hueso coxal a la tibia. Se trata de una
membrana resistente que posee elasticidad, flexibilidad y
memoria [1]. Es un tejido aplanado delgado, carnoso en su
sector proximal que se hace tendinoso en el sector distal.
Posee caracteristicas biomecéanicas, bioquimicas e
histol6gicas similares a las del tendén [2]. El sector
tendinoso plano se utiliza como implante alogénico. El
aloinjerto de fascia lata de origen cadavérico es un material
reabsorbible y biocompatible que es bien tolerado por el
lecho receptor y no requiere un segundo acto quirdrgico para
ser retirado [3][4]. Es un tejido relativamente acelular,
permitiendo el uso del aloinjerto de fascia lata sin la
necesidad de coincidir donante y receptor. Consiste en fibras
de colageno tipo | con escasos fibroblastos interpuestos y
pequefios vasos. Los haces de colageno se disponen de
manera densa y longitudinal en capas superpuestas
aportandole gran resistencia mecanica al tejido [5][6][7].
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tisular y 6sea guiadas [3]. La membrana actlla como barrera
fisica manteniendo el espacio e impidiendo el crecimiento
del tejido epitelial y conectivo gingival hacia la base del
defecto permitiendo Unicamente la proliferacion de células
pluripotenciales del ligamento periodontal para lograr una
correcta restauracion del tejido 6seo y de insercién [15]. Los
aloinjertos de fascia lata cadavérica disponibles se obtienen
por diferentes procesos y se conservan por diferentes
métodos de acuerdo al fabricante.

El Laboratorio de Hemoderivados de la Universidad
Nacional de Cdrdoba cuenta desde el afio 2003 con una
planta procesadora de tejidos biologicos; en particular, tejido
musculo esquelético y osteoarticular. Cuenta con la
habilitacion del Instituto Nacional Central Unico
Coordinador de Ablacién e implantes (INCUCAL), el Ente
Coordinador de Ablacion e Implante de Cordoba
(ECoDAIC) y la  Administracibn  Nacional de
Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT).
Como todo banco de tejidos, tiene a su cargo la procuracion,
procesamiento, preservacién y distribucion de tejido
humano, donado por personas vivas o fallecidas, con el
propdsito de hacerlo viable y seguro para ser implantado en
seres humanos. La donacion es un acto voluntario y altruista
y los destinatarios son personas que necesitan los tejidos
donados para mejorar su salud y calidad de vida. El banco de
tejidos no tiene fines de lucro sino que recupera los costos
operativos requeridos para garantizar su funcionamiento y el
procesamiento de los tejidos. El objetivo primordial del
banco es garantizar la calidad del tejido a implantar en todas
sus etapas y asegurar a los pacientes su accesibilidad para el
uso terapéutico. Se aplican estrictos procedimientos y
controles que aseguran la trazabilidad y seguridad del tejido
desde su procuracion hasta su utilizacion clinica como
aloinjerto. En la actualidad, el banco procura y procesa
productos derivados del hueso humano, para uso terapéutico
en odontologia y traumatologia.

El objetivo de este trabajo fue obtener, en el Banco de
Tejidos del Laboratorio de Hemoderivados (UNC), un
aloinjerto de fascia lata cadavérica humana descelularizada
desecada (freeze dried) y evaluar la citotoxicidad segun la
Norma 1SO 19993:5 [16], analizar la microestructura por
microscopia o6ptica y cuantificar el contenido total de
colageno.

Il. MATERIALES Y METODOS

Preparacion de los aloinjertos de Fascia lata

La fascia lata fue procurada de donantes que cumplieron
con criterios de inclusion de donante seleccionado
establecido por normativa INCUCAI.

Los aloinjertos de fascia lata humana utilizados en este
trabajo se obtuvieron por diferentes métodos de
procesamiento que incluyen limpieza mecéanica (para
eliminar los tejidos indeseables, principalmente tejido
adiposo), métodos fisicos (congelacién/descongelacion) y:
1) un proceso de lavado y purificacion (fascia lata control,
cFL) con diferentes solventes organicos (acetona y alcohol
etilico) y enjuague final con solucion fisiolégica calidad
inyectable) y 2) un proceso de descelularizacion (fascia lata
descelularizada, dFL) con diferentes solventes orgéanicos
(peréxido de hidrégeno, acetona y alcohol etilico) vy
soluciones salinas descelularizantes a concentraciones
adecuadas, estériles y libres de endotoxinas, y enjuague final
con solucidn fisiolégica calidad inyectable.

Los aloinjertos obtenidos fueron desecados por vacio
(freeze-dried) hasta alcanzar una humedad residual menor al
6%. Posteriormente se envasaron asépticamente, se
esterilizaron por radiacion gamma a 25.000 Gy y se
almacenaron a temperatura ambiente.

Todas las operaciones (limpieza, cortes especializados,
lavados y envasados asépticos) fueron realizadas en areas
limpias y calificadas, aplicando técnicas de manipulacién y
envasado en asepsia, bajo cumplimiento de las buenas
practicas de fabricacion y control.

Evaluacion de la citotoxicidad

Se utilizé la linea celular Vero CCL81. La misma se
cultivdo en Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
(Gibco, Invitrogen, Auckland, NZ) suplementado con 10%
de suero fetal bovino (PAA, Pasching, Austria), 4 mM de L-
Glutamina (Gibco, Invitrogen, Auckland, NZ), 4 mM de
Piruvato de Sodio (Sigma, St Louis, USA) y 10.000
unidades/mL de penicilina-10.000 pg/mL de estreptomicina,
a 37°C en atmosfera himeda con 5% de CO,. El medio de
cultivo se renové cada 3 dias.

Se evalué la citotoxicidad de los aloinjertos de fascia lata
descelularizada y no descelularizada, mediante ensayo
colorimétrico de MTT que permite valorar la viabilidad y
cuantificar la proliferacion celular. El ensayo se realiz6 de
acuerdo a lo recomendado por la norma ISO 10993:5,
utilizando diferentes extractos de las muestras seglin la
norma I1SO 10993-12 [17]. Condiciones de extraccion: 1,25
cm? de cada tipo de aloinjerto/ml de DMEM se incubaron a
37°C durante 72 horas. A continuacidn, se retiraron los
aloinjertos y se obtuvieron los extractos al 100% después de
la adicién de SFB (10% v/v). Adicionalmente, se prepararon
extractos al 25, 50 y 75% por dilucion en DMEM
suplementado. Las células se sembraron en pocillos a una
densidad de 10.000 células/pocillo y se cultivaron en las
condiciones descritas arriba por 24 horas. Luego, el medio
fue retirado y se agregd 50 pl de cada extracto a los
respectivos pocillos. Después de 24 horas se retiraron los
extractos y se lavaron las células con buffer fosfato salino.
Por ultimo, se adicioné 50 ul de MTT (1 mg/ml) a cada
pocillo y luego de 90 minutos los cristales de formazan
formados se disolvieron en alcohol isopropilico y la
absorbancia se cuantifico a 595 nm en un lector de
microplacas (Multiskan Spectrum, Thermo Sientific). Como
control negativo de citotoxicidad se utilizo polietileno de alta
densidad (PEHD 30 micrones, condiciones de extraccion: 6
cm?/ml de DMEM) y como control positivo una solucion de
fenol al 0,2% en buffer fosfato salino. Todas las muestras se
analizaron por triplicado.

Evaluacion histolégica de los aloinjertos de Fascia lata
obtenidos

La efectividad de la descelularizacion fue evaluada a
través de tincidn histologica con Hematoxilina—Eosina. Los
aloinjertos de fascia lata humana fueron rehidratados por 20
min en solucién fisiologica estéril, deshidratados en
concentraciones crecientes de alcohol y montadas en un taco
de parafina para su corte en micrétomo y posterior tincion.

Determinacién del contenido total de colageno

El contenido total de proteinas fue determinado usando el
método de Komsa-Penkova et al. (1996) [18]. Doscientos pl
de colageno se incubd con 180 pl de una solucion acuosa de
0.4% tartrato de sodio-potasio, 10% Na,COs y NaOH 0,5M,
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y 20ul de una solucion acuosa de 2% tartrato de sodio-
potasio, 3% Cu,S04.5H,0 y NaOH 0,1M a 55°C durante 20
min. Una vez a temperatura ambiente, la muestra se agregd
600 pl del reactivo Folin-Ciocalteu en agua (1:15), se
agitaron los tubos y se incubaron a 55°C durante 10 min. Las
muestras de colageno se ensayaron por triplicado y se
cuantificaron por espectrofotometria a 650 nm. Como
standard se usé Coléageno tipo I (Sigma St Louis, USA). La
cuantificacién de colageno se realizado por el método de
Sirius red en una placa de 96 pocillos (Kliment et al. 2011)
[19], usando colageno tipo I (Sigma St Louis, USA) como
standard. Doscientos pul de la muestra en agua
destilada/pocillo se le afiadié 150 pl de 0,1% reactivo de
tincion Sirius red (Direct Red 80, Sigma St Louis, USA) se
incubo 1 h a temperatura ambiente. Posterior al protocolo de
tincién Las muestras de cada pocillo fueron leidas en un
lector de microplacas Multiskan Spectrum (Thermo
Scientific) a 550 nm.

Los datos experimentales de viabilidad celular fueron
expresados como la media aritmética + ESM. Un valor de p
< 0,05 sera considerado una diferencia significativa en todos
los casos.

I1l. RESULTADOS

Se realizd el ensayo de MTT como una medida de
viabilidad y proliferacion celular de células Vero crecidas en
presencia de extractos de los seis tipos de aloinjertos de
fascia lata obtenidos. Los valores de densidad 6ptica (DO)
medidos en los pocillos correlacionan con la viabilidad y
proliferacion celular en los diferentes extractos.
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Figura 1. Ensayo de viabilidad celular a) aloinjerto sin descelularizar y
b) descelurarizado. Proliferacion celular en diferentes concentraciones de
extractos de aloinjertos de fascia lata (25%, 50%, 75%, 100%) obtenidos.
Barras representan media aritmética £+ ESM. n= 3. *significativamente
diferente del Control positivo, p < 0,001

La Fig. 1 muestra los resultados del ensayo de MTT como
una medida de viabilidad y proliferacién celular de células
Vero crecidas en presencia de cuatro diferentes extractos de
aloinjertos de fascia lata. Los valores de densidad dptica
medidos en los pocillos correlacionan con la viabilidad y
proliferacion celular en los diferentes extractos.

En la Fig.1a) se observan los porcentajes de viabilidad
celular obtenidos para las diferentes concentraciones del
extracto de los aloinjertos obtenidos mediante ambos tipos
de procesamiento luego de la exposicion de las células a
dichos extractos durante 24 horas. Los porcentajes de
viabilidad celular obtenidos para las células cultivadas en los
extractos son semejantes al obtenido para el control negativo
y mayor al 70%, limite establecido por norma 1SO 10993:5.

En la Fig. 1b) se observan los porcentajes de viabilidad
celular obtenidos para las diferentes concentraciones del
extracto de los aloinjertos descelularizados obtenidos luego
de la exposicion de las células a dichos extractos durante 24
horas. Estos porcentajes son similares al obtenido para el
control negativo. En ambos casos no se observo viabilidad
celular en pocillos conteniendo fenol 0,2%.

Analisis histolégico

Las micrografias del aloinjerto descelularizado luego de la
tincion con Hematoxicilina-Eosina muestra la ausencia total
de ndcleos y citoplasma en comparacion con el aloinjerto
control sin descelularizar. En las mismas micrografias
también se observa una arquitectura bien conservada y con
las fibras sin cambios en su orientacion y completamente
libre de grasa celular (Fig.2).
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Fig. 2: Microscopia optica de tincion de H&E, aumento 40 x. La
micrografia superior a) muestra el tejido control con la presencia de nucleos
celulares evidenciado por el colorante bésico y los citoplasmas expuestos
por la presencia de eosina. La micrografia inferior corresponde al aloinjerto
descelularizado sin nicleos y citoplasmas celulares (las fotos son
representativas de una serie experimentos, n = 3).
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En ambas muestras de aloinjerto de fascia lata se
cuantificé el contenido de proteina y colageno presente
mediante técnicas colorimétricas a fin de caracterizar el
producto obtenido. Se realizé una curva de calibracién con
el testigo de colageno para conocer el rango de
concentraciones en las que la concentracion de proteinay la
absorbancia mantienen una relacion lineal. Una vez
conocido el rango de trabajo (concentraciones entre 0,11 y
0,46 mg/ml), se realiz6 una regresion lineal para obtener el
coeficiente de extincién. La cantidad total de proteina por
miligramo de muestra fue superior al 90%, con un error del
5% indicando que la composicion del material purificado
consistié mayormente de proteinas. Asimismo, el porcentaje
de colageno sobre el contenido total de proteina fue superior
al 95%, que indica que la mayoria del aloinjerto luego del
procedimiento de obtencion y procesamiento esta compuesto
por colageno tipo |

1V. DISCUSION

Los resultados muestran que el método de procesamiento
para obtencion de aloinjerto de fascia lata cadavérica
humana desecada y descelularizada fue correcto. En el
ensayo de citotoxicidad de la muestra de aloinjerto
descelularizado, la viabilidad celular fue, en ambos procesos,
superior al 70% acorde con lo recomendado por la Norma
10993:5 para la ausencia de potencialidad citotéxica (Fig.1).
Asimismo, el analisis microscopico revela una estructura
tridimensional conservada, con fibras de colageno
preservadas sin presencia de citoplasma y nicleos celulares
en el aloinjerto descelularizado (Fig. 2). El contenido de
colageno mostré6 una concentracion elevada dentro del
contenido total de proteinas, corroborando la obtencién de
un producto con alto grado de pureza y sin dafios provocados
durante el procedimiento de descelularizacién.

Estos resultados hacen promisoria la utilizacion de este
aloinjerto  reduciendo las respuestas antigénicas e
inflamatorias generadas por los injertos no descelularizados.

V. CONCLUSIONES

El aloinjerto de fascia lata cadavérica humana obtenido
por el presente procedimiento de descelularizacién no
presenta signos de citotoxicidad, mantiene el contenido
adecuado de colageno y no evidencia presencia celular lo que
lo hace muy promisorio para ser desarrollado como un
producto médico del Banco de Tejidos del Laboratorio de
Hemoderivados de la Universidad Nacional de Cordoba.
Como proyecciones futuras se propone continuar con la
caracterizacion de la ultraarquitectura del tejido y los
ensayos in vivo de biocompatibilidad.
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