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RESUMEN

El Quitosano es un polisacérido natural biodegradable y que no es toxico. Se obtiene
de la desacetilacion del polisacarido, quitina. EI Quitosano ha sido ampliamente reportado
como un material biocompatible, hemostatico, mucoadhesivo, impulsa la absorcion de
numerosos compuestos bioldgicos y presenta actividad antimicrobiana, entre otras
propiedades. Todas estas cualidades hacen que sea un material interesante para utilizarlo
en laregeneracion de tejidos como dermis, epidermis, cornea, etc. El objetivo del presente
trabajo fue el desarrollo de matrices porosas poliméricas fabricadas a partir de materiales
compuestos de quitosano, entrecruzada con polietilenglicol (PEG) de diferente espesor
(de 2, 3y 5 mm y ultrafinas) y la evaluacion de su biocompatibilidad mediante el empleo
de diferentes modelos in vitro, fibroblastos obtenidos de una lipectomia abdominal y células
madre mesenquimales (CMM) derivadas de gelatina de Wharton. Los resultados
confirman la biocompatibilidad (adhesion y proliferacion celular) con ambos modelos
celulares. En conclusién, las membranas desarrolladas pueden ser empleadas como
andamios biocompatibles en la fabricacion de sustitutos dermo-epidérmicos y otras

potenciales aplicaciones.

Palabras clave: Membranas de quitosano; Ingenieria de tejidos; Modelos in vitro y
Biocompatibilidad.

ABSTRACT

Chitosan is a natural polysaccharide that is biodegradable and is not toxic. Is obtained
from the deacetylation of the polysaccharide, chitin. Chitosan has been widely reported
as a biocompatible, haemostatic, mucoadhesive material, promotes the absorption of
numerous biological compounds and presents antimicrobial activity, among other
properties. All these qualities make it an interesting material to be used in the regeneration
of tissues such as dermis, epidermis, cornea, etc. The objective of the present work was
the development of polymeric porous matrices, manufactured from chitosan composites,
crosslinked with polyethylene glycol (PEG) of different thickness (2, 3 and 5 mm and
ultrafine) and the evaluation of its biocompatibility by using of different in vitro models
like fibroblasts obtained from an abdominal lipectomy and mesenchymal stem cells

(CMM) derived from Wharton's gelatin. The results confirm the biocompatibility
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(adhesion and cell proliferation) with both cellular models. In conclusion, the developed
membranes can be used as biocompatible scaffolds in the manufacture of dermo-

epidermal substitutes and other potential applications.

Keywords: Chitosan membranes; Tissue engineering; In vitro models and

Biocompatibility.
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INTRODUCCION

La ingenieria tisular es un campo interdisciplinario que aplica los principios de la
biologia y de la ingenieria para el desarrollo de sustitutos bioldgicos que restauren,
mantengan y mejoren la funcion tisular basandose en el uso combinado de tres elementos:
biomateriales, células y andamios para reparar tejidos lesionados o enfermos [1]. En los
ultimos afios, el quitosano ha surgido como un material de gran interés para diferentes
desarrollos en el area de ingenieria de tejidos [2][3]. Este es un polimero natural que se
obtiene a partir de la desacetilacion de la quitina, que es uno de los biopolimeros mas
abundantes en la naturaleza y forma parte de la estructura de soporte de numerosos
organismos vivos [2]. El Quitosano es un polisacarido lineal compuesto de cadenas
aleatoriamente distribuidas de -(1-4) D- glucosalina (unidades deacetiladas) y N-acetil-

d-glucosamina (unidad acetilada) [4].

El grado o porcentaje de deacetilacion (DA) del quitosano esta en el rango de 60-100
% Yy se puede determinar por espectroscopia de resonancia magnética nuclear (NMR). El
grupo amino del Quitosano tiene un valor pKa cercano a los 6,5 y por esta razon, el
quitosano posee una ligera carga positiva, por lo que es soluble en medios acidos o en
soluciones neutras con dependencia de carga del pH y del valor %DA; es decir, el
quitosano es un material bioadhesivo que puede unirse negativamente a las superficies de
cargas negativas tales como las membranas mucosas. Es por ello que debido a esta
propiedad, el quitosano permite el trasporte de compuestos quimicos, comportandose
como un dosificador de los mismos, a través de las superficies epiteliales y que ademas
de ser biocompatible, es biodegradable ya que puede ser hidrolizado por lisozimas

presentes en los fluidos corporales [4] [5] [6].

Los hidrogeles a base de quitosano, pueden presentar poros que permiten a las células
distribuirse adecuadamente y puedan proliferar, mas aln, cuando se combina con
hidrogeles de fibrina cuyos microporos permite la comunicacion de factores de nutricion
y de crecimiento entre las dos capas [7]. Adicionalmente los hidrogeles de quitosano son
biomateriales que por sus propiedades mecanicas y elasticas se amoldan a cualquier tipo

de superficie y ello los convierte en un material con amplias aplicaciones potenciales.

El objetivo del presente trabajo es la estandarizacion de las condiciones en la

fabricacion de hidrogeles de quitosano, de espesor variable y demostrar su
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biocompatibilidad usando como modelo in vitro, cultivos de fibroblastos y de CMM
aisladas a partir de gelatina de Wharton.
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MATERIAL Y METODO

Obtencion de hidrogeles de quitosano/PEG de 2, 3y 5 mm de espesor

Para la fabricaron de los hidrogeles, se disolvid el quitosano en una solucion de &cido
acético grado analitico al 2% y a 90°C. Una vez disuelto se agregd polietilenglicol (PEG)
como agente entrecruzante. Las laminas se prepararon colocando las mezclas entre dos
vidrios planos colocados con separadores de diversos grosores (2, 3 y 5mm). Una vez
solidificadas, se realizaron 2 lavados con 1M NaOH, y esta solucién se lavé con tampon
fosfato salino pH 7,4 (PBS, por sus siglas en ingles). Los hidrogeles obtenidos se secaron
empleando dos condiciones diferentes: 1) en estufa convencional a 40°C por 6 horas y, 2)

liofilizados (secado en frio) por 24h.

Obtencidn de laminas ultrafinas de hidrogeles de quitosano/PEG

En un matraz de vidrio se colocé 1,5% (w/v) de quitosano >75% desacetilado (Sigma
Aldrich® C3646), 0,5% (w/v) de agarosa y 15,6 mM de polietilenglicol 400 (PEG-400)
y acido acético grado analitico al 2% (v/v). La mezcla se mantuvo en agitacion constante
(200 rpm) a temperatura ambiente, por 24 h. Para la obtencidn de las ldminas ultrafinas,
la solucion se vertio en placas Petri de 100 x 15 mm de didmetro (aproximadamente 8 ml
en cada una) y posteriormente, se dejaron secar en una estufa convencional a 50°C por
24 h. Una vez secas se neutralizaron con 5% NaOH, incubando por 2h a temperatura
ambiente, y a continuacién se realizaron lavados extensos con agua destilada y se retiro
la 1dmina de la placa. Las membranas ultrafinas obtenidas se conservaron en etanol al

70% hasta su uso.

Aislamiento y cultivo de fibroblastos humanos

Las muestras de piel humana, procedente de lipectomias abdominales en cirugia
plastica, fueron cedidas a la investigacion, con consentimiento informado de los pacientes

del Hospital Militar Dr. Carlos Arvelo en Caracas, Venezuela. Las muestras, en el
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hospital, fueron cuidadosamente colocadas en los medios especiales para su transporte al
Laboratorio de Bioingenieria de Tejidos de la Universidad Simon Bolivar de Venezuela.
En el laboratorio, dentro de la campana de flujo laminar, se le realizaron varios lavados a
la muestra con PBS estéril y se diseccionaron, separando y retirando la hipodermis de la
dermis. Las muestras de la dermis se cortaron en fragmentos de 3-4 mm? y se colocaron
sobre la placa de cultivo. Los fragmentos se mantuvieron en cultivo con medio DMEM
suplementado con 20% de suero fetal bovino (SFB). Luego de obtener los cultivos
primarios se realizaron subcultivos (no mas de 3-5 pasajes). Los cultivos obtenidos se

emplearon para la evaluacion de biocompatibilidad de las membranas de quitosano.

Células madre mesenquimales (CMM) a partir de gelatina de Wharton: Aislamiento
y cultivo

Las muestras de cordon umbilical de un recién nacido fueron donadas por las madres
previa autorizacion (consentimiento informado). Una vez transportadas las muestras al
Laboratorio de Bioingenieria de Tejidos de la Universidad Simén Bolivar de Venezuela,
se disecciono el cordon umbilical, retirandose la vena y las arterias de la estructura, a fin
de evitar contaminacion de los cultivos por células de tipo endotelial. El resto del material
se cortd en fragmentos de 3 a 4 mm?, los cuales se cultivaron con medio aMEM
suplementado con 10% SFB. Las células se empezaron a observar al cabo del 6to-7mo
dia de cultivo y una vez alcanzada el 70% de confluencia, se realizaron subcultivos. Los
cultivos obtenidos se emplearon para la evaluacion de biocompatibilidad de las

membranas de quitosano.

Diferenciacién de las CMM a linaje osteogénico.

Cuando los cultivos de las CMM alcanzaron el 70% de confluencia se realizaron los
procesos para la diferenciacion de las CMM en osteoblastos; para lo cual, los cultivos se
trataron con medio osteogenico (medio DMEM, 10% de SFB, 0,1uM dexametasona, 0,2
mM é&cido ascorbico y 10 mM B-glicerolfosfato). EI medio se cambio cada 3-4 dias por
21 dias de cultivo. Se evalud la diferenciacion de los cultivos midiendo la actividad de

fosfatasa alcalina en el medio de cultivo a diferentes periodos de tiempo y la formacién
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de nddulos de mineralizacion al culminar el tratamiento siguiendo los protocolos

descritos por Noris-Suarez [7].

Prueba de absorcion de agua de los hidrogeles ultra finos de quitosano/PEG

Para esta prueba se utilizaron 20 discos de 1,4 cm de diametro, los cuales fueron
previamente secados en una estufa a 50°C por 24h; luego se sumergieron en agua
desionizada por 24 h. Para evaluar el porcentaje de absorcion de agua (AA) por cada uno
de los discos de quitosano/PEG, se determind la masa seca inicial (Mi) y la masa himeda

final (Mf) por 24h, mediante la siguiente formula (1):

%AA = [Mf —Mi]=+[Mi=100] 1)

Determinacion de la Curva de hinchamiento del hidrogel Quitosano/PEG de 2, 3y
5 mm de espesor

Las propiedades de absorcion de agua de los hidrogeles de Quitosano de 2, 3y 5 mm
se evaluaron a temperatura ambiente (22°C) y en tres medios de hidratacion: a) Agua
Destilada, b) PBS y c) Medio de cultivo DMEM. Se cortaron por triplicado discos de
5mm de diametro del hidrogel seco (xerogeles) y se colocaron en el medio de hidratacién,
pesandolos antes de la hidratacion y durante la misma en una balanza analitica de
precision = 0,0001 gr, cada 10 minutos durante las primeras 2 horas, y luego
periddicamente hasta alcanzar el equilibrio en el que la variacion de peso era < 1% entre

un periodo de tiempo y el siguiente.

El porcentaje de hinchamiento fue calculado con la siguiente formula (2), en base a la

media correspondiente a la determinacion por triplicado en cada caso [8]:

9% H :Mxloo 2
Ps



Fabricacion de Apdsito Tisular Cutdaneo: Membranas Ultrafinas y Biocompatibles de Quitosano
9
Donde: % H: porcentaje de hinchamiento; Ps: peso inicial del hidrogel y Ph: peso del

hidrogel hidratado en los diferentes tiempos.

Evaluacion de biocompatibilidad

La biocompatibilidad de los hidrogeles de quitosano fue evaluada determinando la
viabilidad celular en cultivos expuestos por 48h a un medio de cultivo previamente
condicionado con las membranas fabricadas de quitosano. En estos cultivos se cuantifico
el nimero de células metabolicamente activas mediante el kit comercial CellTiter 96R

(MTS) (Promega®), siguiendo las instrucciones del comerciante.

La morfologia de las células adheridas sobre las matrices se evalu6 mediante
microscopia Optica convencional, y empleando marcaje de actina, proteina del
citoesqueleto, mediante el uso de faloidina-FITC y también se utilizé el marcador nuclear
fluorescente, DAPI, que se une a regiones enriquecidas en adenina y timina en las

secuencias de ADN.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El método de aislamiento de células y establecimiento de los cultivos primarios, tanto de
fibroblastos como de las CMM, a partir de muestras humanas fue exitoso, pudiendo
lograrse luego la amplificacion del numero de células mediante el subcultivo. Ambos

tipos celulares muestran morfologia fibroblastoide (figura 1)

Figura 1. Micrografia del Cultivo de CMM y Fibroblastos a partir
de explantes de gelatina de Wharton y de tejido mamario,
respectivamente, obtenidas por microscopia optica convencional
(10X, 20X, 40X). A-D: CMM.- Obtencion por migracion: A) 5 dias
de cultivo, B) 30% de confluencia (13 dias de cultivo), C) 70% de
confluencia (16 dias de cultivo), D) 100% de confluencia (24 dias de
cultivo). E-F: Fibroblastos.- Obtencién por migracion: E) 6 dias de

cultivoy F) 70% de confluencia (20 dias de cultivo).

Para demostrar el potencial de diferenciacion de las CMM, fueron tratadas con medio
osteogénico y a los 21 dias de tratamiento se evidencia, en los cultivos, la formacion de

nodulos de mineralizacion, revelados mediante la tincion de rojo de alizarina (figura 2).
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Figura 2. Tratamiento de diferenciacion de las CMM con
medio osteogénico (micrografia del cultivo obtenida por
microscopia Optica convencional). A) Cultivo a los 8 dias; B) a
los 21 dias de cultivo. Se observa el nddulo de mineralizacion

tefiido con rojo de alizarina,

Algunos materiales convencionales como las gasas utilizadas en los vendajes de heridas
generalmente obstaculizan el proceso de cicatrizacion de la herida cuando absorben los
exudados de la misma [9]; por lo que en este trabajo se pudo obtener un biomaterial que
puede absorber liquidos, mantener la humedad lo cual protegeria a las heridas de la

desecacion, de la invasion microbiana.

Los resultados de las pruebas de hinchamiento de los hidrogeles de espesor 2 y 3 mm se
muestran en la figura 3. Tanto en las muestras secadas en estufa como en aquellas
liofilizadas, en contacto con el agua, el hidrogel de 2 mm alcanza un 900 % de
hinchamiento para luego descender gradualmente, estabilizandose alrededor del 700%.
Cuando los hidrogeles se sometieron al proceso de hinchamiento en medios con un alto
contenido de sales (PBS y DMEM) se pudo observar que el grado de hinchamiento llega
a valores menores de 450 % en los primeros 40 minutos, para luego descender hasta
300% al alcanzar la estabilidad del peso en un tiempo cercano a los 80 minutos. Lo cual
es indicativo de que los geles alcanzan su equivalencia fisica y quimica, aumentando
considerablemente su peso. En ambas condiciones de secado y/o de espesor, el

comportamiento de hinchamiento es relativamente similar.
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Figura 3. Determinacion de la Curva de hinchamiento de
hidrogeles de diverso espesor. A.1-2) 2 mm de espesor, en agua
destilada, B.1-2) 2 mm en PBS. C.1-2) 2 mm en medio DMEM,
Panel D.1-2) 3 mm en PBS. E.1-2) 3mm en DMEM.

Por otra parte, la prueba de hinchamiento de las membranas ultrafinas fue cercana al 60
% en agua (resultados no mostrados). Por lo tanto, estos resultados nos confirman, lo que
indican otros autores, que el entrecruzamiento con PEG, intensifica este comportamiento,

donde el agua es absorbida osmoticamente por la membrana [10].

Finalmente, logramos obtener una lamina de hidrogel flexible, en el que pueden adherirse
y proliferar células (en nuestro ensayo, fibroblastos y células madre mesenquimales de la
gelatina de Wharton), lo que indica que también puede mantener la actividad de los
factores de crecimiento; por lo que las posibles aplicaciones de nuestro material serian

biomateriales para el vendaje de heridas. En la figura 4 se muestra una fotografia de las
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membranas ultrafinas obtenidas con el procedimiento descrito en la seccion de

metodologias.

<
X50  500pm 0016 02/AGO/12 25kV X500 50pm 0040 02/AGO/12 25kV X10,000 1pm 0034 02/AGO/12

Figura 4. Xerogeles de quitosano/PEG ultrafinas. - B4-B6 Imagenes
tomadas por el microscépio electronico de barrido: B5, vista lateral, B6,

corte transversal.

Los ensayos de biocompatibilidad empleando medio condicionado tanto de los hidrogeles
de 2, 3y 5 mm, como de los ultrafinos demostraron que las células presentaron diferencias
en cuanto a proliferacidn, respecto a los controles (resultados no mostrados). Por ello,
como se muestra en la figura 5, se decidié cultivar las células sobre las membranas
ultrafinas empleando dos condiciones: cultivos sobre geles de fibrina usando los
hidrogeles como andamios y directamente sobre las membranas ultrafinas. En las dos
condiciones fue posible demostrar que las células se encuentran adheridas sobre
superficies del material y muestran su apariencia fibroblastoide caracteristica indicativo

de su biocompatibilidad con las matrices desarrolladas.
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Figura 5. Biocompatibilidad de las membranas ultrafinas de
guitosano empleando fibroblastos y CMM. A) y B) micrografias de
fluorescencia de células mesenquimales sobre geles de fibrina usando
hidrogeles ultrafinos de quitosano como andamio, a las 48 horas y 14 dias
de cultivo, respectivamente. C) y D) membranas ultrafinas sin y con
fibroblastos tratados con faloidina-FITC, respectivamente; los fibroblastos
fueron cultivados sobre las membranas ultrafinas de quitosano por 15 dias.
E) y F) membranas ultrafinas con CMM tratados con faloidina-FITC y
DAPI, donde se destaca la distribucion de las células en un bolsillo del

material.
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CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos se puede concluir que se estandarizaron los protocolos
para el aislamiento y cultivo de fibroblastos humanos a partir de explantes de piel y de
CMM, a partir de la gelatina de Wharton, empleando el método de migracién en ambos
casos. Demostrandose ademas que las CMM presentan potencial osteogénico. Igualmente
se logré la fabricacion de membranas de quitosano, de espesor entre 2 y 5 mm, y
ultrafinas, las cuales son biocompatibles y permiten el cultivo de las células promoviendo
su proliferacion. Estos biomateriales, asi fabricados pueden emplearse, entre otras
aplicaciones para el desarrollo de sustitutos dermo-epidérmico.
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