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Resumen

Los polimeros naturales, como el colageno y el quitosano, presentan caracteristicas fisicas,
quimicas y biologicas que los hacen buenos candidatos para usarlos como soportes
analogos de matriz extracelular, con potenciales aplicaciones en la ingenieria de tejidos.
En el presente trabajo se evaluaron membranas biopoliméricas de colageno y quitosano de
material considerado tradicionalmente de desecho en la industria pesquera, para el cultivo
de fibroblastos dérmicos. Se emplearon matrices de 100% colageno, 100% quitosano y
colageno:quitosano en proporciones 8:2, 2:8, 6:4 y 4:6, obtenidos a partir fuentes alternativas
(cascara de camarodn vy piel de tilapia). El principal reto para el empleo de estos materiales en
aplicaciones biomédicas es su esterilizacion, para lo cual se evaluaron diferentes métodos,
incluyendo tratamientos quimicos (etanol, antibiéticos y acetona) y fisicos (rayos X, radiacion
UVC). El unico procedimiento que permitid la desinfeccion efectiva sin comprometer la
integridad de los biomateriales fue la incubacion con antibidticos y antimicéticos durante 48
horas. Ademas, se confirmd la adhesion y proliferacion celular sobre las membranas. Estos
resultados demostraron el potencial biomédico de estos materiales.
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Abstract

Natural polymers such as collagen and chitosan possess physical, chemical and biological
characteristics that make them good candidates as extracellular matrix scaffolds with potential
applications in Tissue Engineering. In the present work, collagen and chitosan biopolymer
membranes made from waste material, were evaluated for dermal fibroblasts cell culture. Several
membrane compositions were analyzed, including 100% collagen, 100% chitosan, 8:2, 2:8, 6:4,
4:6 collagen-chitosan, obtained from alternative sources (shrimp shells and fish scales). Given
that sterilization is one of the main challenges for using materials and devices in biomedicine,
we evaluated different methods to achieve this, including chemical (ethanol, antibiotics and
acetone) and physical (X-rays, UVC irradiation) treatments. Antibiotic and antifungal immersion
for 48 hours was the only procedure that allowed complete sterilization without compromising
the integrity of the membranes. Also, we were able to confirm cellular adhesion and proliferation
on the membranes. These results demonstrate the potential of these materials to be used as
scaffolds in Tissue Engineering applications.
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Introduccion

La matriz extracelular de los tejidos animales esta constituida por un entrelazado de
heteropolisacaridos y proteinas fibrosas, que sostienen a las células para que se mantengan
juntas y proveen de vias porosas para la difusion de nutrientes y oxigeno a las células
individuales (Nelson y Cox, 2005). La reconstruccion de 6rganos y tejidos humanos in vitro
requiere reconstruir la estructura de la matriz extracelular natural; en este sentido, diversos
biopolimeros de origen natural o sintético han demostrado que pueden servir como soportes
bidimensionales o tridimensionales para el cultivo celular (Han et al.,, 2010), promoviendo la
adhesion, el crecimiento y la diferenciacion (Zhong, Zhang y Lim, 2010). Los polimeros naturales
como el colageno y el quitosano han sido ampliamente utilizados como andamios aplicados en
la ingenieria de tejidos: Integrar®, Regen Menaflex®, Ologen® (Jana et al., 2012; Parenteau et
al.,, 2010 y Van Essen et al, 2013).

El colageno es una proteina fibrosa secretada por las células en los tejidos conectivos (Nelson 'y
Cox, 2005). Ademas, es uno de los principales componentes estructurales del hueso, el cartilago
y la piel (Chen et al., 2009) y se le considera uno de los biomateriales mas prometedores para
el desarrollo de aplicaciones biomédicas en ingenieria de tejidos, especialmente para la
reconstruccion de piel, debido su excelente biocompatibilidad y degradabilidad, asi como por
su baja antigenicidad y abundante disponibilidad en mamiferos (Han et al., 2010).

El quitosano es un derivado desacetilado de la quitina, un polisacarido linear no ramificado
presente principalmente en el exoesqueleto de los crustaceos y en micelios fungicos (Howling
et al., 2001). En la ultima década ha sido ampliamente utilizado para aplicaciones en ingenieria
de tejidos debido a su biocompatibilidad, biodegradabilidad y capacidad de acelerar la
regeneracion de tejidos y la sintesis de colageno (Chen et al., 2009). Ademas, se ha reportado
que los productos de degradacion del quitosano no son toxicos ni alergénicos (Kim, Lee, Chung
y Yang, 2009). Asimismo, se ha observado que las membranas de quitosano proveen estabilidad
mecanica y flexibilidad, mayor captacion de agua y tienen propiedades bacteriostaticas y
fungistaticas (Johnen et al., 2008).

Aunque el colageno y el quitosano no existen juntos como mezcla en la naturaleza (Zamora-
Mora, Sibaja y Vega-Baudrit, 2010), se ha reportado que matrices que combinan ambos
componentes son excelentes candidatas para la reconstruccion in vitro de sustitutos de la piel,
ya que proveen mayor bioestabilidad y excelente biocompatibilidad (Han et al., 2010).

Considerando el gran potencial de los biopolimeros en la ingenieria de tejidos y la medicina
regenerativa, el Laboratorio de Ingenieria de Tejidos del Centro de Investigacion en Biotecnologia
del Instituto Tecnoldgico de Costa Rica (ITCR), en colaboraciéon con el Laboratorio de Polimeros
de la Universidad Nacional (UNA), realizé la evaluacion preliminar de un biomaterial de colageno
y quitosano, con el fin de determinar su potencial uso como andamio para el cultivo de células
epiteliales para aplicaciones terapéuticas en Costa Rica.

Metodologia

Elaboracién de las membranas

La elaboracion de las membranas se llevd a cabo empleando colageno y quitosano como
sustrato. El quitosano grado técnico se obtuvo a partir del material de desecho pesquero
de camardn camello (Heterocarpus vicarius). Este sustrato lo proporcioné el Laboratorio de
Investigacion de Polimeros de la Universidad Nacional (POLIUNA). La purificacion del quitosano
se realiz6 usando la metodologia descrita por Esquivel, Moya, Sibaja y Calvo (2004).
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El proceso de extraccion de colageno se hizo de acuerdo con la metodologia adaptada por
Zamora y colaboradores (2010), en el cual la purificacion y caracterizacion del colageno
obtenido se lleva a cabo a partir de pieles de tilapia (Oreochromis niloticus).

La posterior elaboracién y caracterizacion de las membranas de 100% m/v colageno, 100% m/v
guitosano y colageno:quitosano en proporciones 8:2, 2:8, 6:4 y 4:6, respectivamente las realizd
el POLIUNA vy se llevo a cabo de acuerdo al procedimiento descrito por Zamora-Mora, Ramos,
Sibaja y Vega-Baudrit (2012).

Pruebas de esterilizacion

Inmersion en etanol 70%. Cada tipo de membrana fue sumergido en etanol 70% (filtrado, 0,22
um). Se probaron dos tratamientos de 45 minutos y 4 horas en los que las membranas se
dejaron en agitacion constante.

Exposicion a luz UV (200-300nm). Las membranas se expusieron a luz UV (200-300nm) en un
ambiente estéril durante 8 horas (4 horas por lado) y 48 horas (24 horas por lado). Posteriormente
se mantuvieron en la oscuridad durante 12 horas.

Inmersion en antibidticos y antimicoticos. Las membranas se sumergieron en una solucion de
antibioticos y antimicoéticos (fluconazol 100 ug/ml, anfotericina B 0,3 ug/ml, vancomicina 50 pg/
ml, imipenem 96 pg/ml), disueltos en medio de cultivo, durante 16, 24, y 48 horas a 37 °C.

Exposicion a oxido de etileno. Las membranas se empacaron en bolsas permeables al gas (con
indicador bioguimico de esterilidad) y se esterilizaron en una camara de 6xido de etileno en un
hospital local.

Exposicion a rayos X. Los segmentos de membrana se expusieron a una dosis de rayos X
equivalente a 50 Gy en el Laboratorio de Ensayos no Destructivos de la Escuela de Ingenieria
en Materiales del ITCR.

Inmersion en alcohol 70% y acetona. Las muestras se sumergieron en alcohol 70% (filtrado, 0,22
um), durante 5 minutos. Seguidamente se sumergieron en acetona (filtrada, 0,22 um) durante
5 minutos y se lavaron dos veces con PBS. Para cada método de esterilizacion se realizaron
controles de contaminacion microbiana en Agar Papa Dextrosa (APD) y en Agar de Recuento
Estandar (ARE). Ademas, se llevaron a cabo comparaciones espectroscopicas infrarrojas de
las membranas luego de cada tratamiento (excepto la inmersion en alcohol 70% — acetona y
la exposicion a rayos X) con el fin de evaluar cambios en las caracteristicas fisico-quimicas
originales de los apositos.

Evaluacion de las membranas en las condiciones de cultivo. Se sumergié una muestra de
cada membrana en medio de cultivo celular para fibroblastos (DMEM suplementado con 10%
de suero fetal bovino (SFB), 2% glutamina [4 mM], 1% penicilina-estreptomicina [10000 u/ml
penicilina G, 10 000 ug/ml sulfato de sulfato de estreptomicina] y 1% piruvato de sodio [0.11
mg/ml], con un pH final de 7,5-7,7). Las muestras se incubaron durante una semana a 37 °C y
5% CO,. Se realizaron controles microbiologicos en ADP y ARE. Dado que el proceso para la
obtencion de las membranas implica la disolucion de los polimeros en acido acético (Zamora-
Mora et al., 2010), la acidez residual de las membranas redujo drasticamente el pH del medio
de cultivo (figura 1a), lo cual seria desfavorable para el cultivo celular. Por ello, en adelante
se realizaron tres lavados de 5 minutos con medio de cultivo a cada membrana antes de su
utilizacion para el cultivo celular.

Evaluacion de las membranas como soporte para el crecimiento de células dérmicas. Ensayos
preliminares demostraron que las membranas flotaron, se contrajeron y se plegaron sobre si
mismas en el medio de cultivo celular (figura 1a). Ademas, se ha mostrado que cuando se usan
membranas biopoliméricas como soporte para el cultivo de células dermales, la distorsion en
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los andamios puede causar cambios morfoldgicos y apoptosis en el cultivo celular, mientras
gue en membranas tensadas los fibroblastos humanos se alinean de forma mas organizada
y similar a su disposicion in vivo (Castro-Piedra, 2009). Por ello, se confeccionaron aros de
acero inoxidable que permitieron fijar y tensar espacialmente las membranas (figura 1b).
Las membranas estériles fueron prensadas entre los aros (esterilizados por calor humedo) y
se inocularon con fibroblastos murinos 3T3 (5x10* células/ml). Se utilizd el medio de cultivo
estandar para fibroblastos y las mismas condiciones de cultivo descritas anteriormente. Luego
de 48 horas, se incubd cada muestra con MTT (0.5 mg/ml en medio de cultivo) por 2 horas;
posteriormente, se removieron las membranas de los aros, se lavaron dos veces con PBS, se
colocaron sobre un plato Petri con PBS y se observaron al microscopio.
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Figura 1. Matrices biopoliméricas inmersas en medio de cultivo para fibroblastos (a) y disefio de los aros metélicos
tipo prensa como mecanismo de sujecion para las membranas biopoliméricas (b). Notese que, en ausencia de los
aros, las matrices no estan sujetas a la superficie, se encuentran flotando y presentan arrugas y dobleces.

Resultados y discusion

Evaluacion de los métodos de esterilizacion. La esterilizacion de las membranas biopoliméricas
es fundamental para su uso en aplicaciones biomédicas. En este estudio (Cuadro 1), algunos
de los métodos utilizados resultaron poco efectivos, ya que solo disminuyeron la carga
microbiana, mientras que otros resultaron demasiado agresivos, afectando la integridad fisica y
quimica de la matriz, Io que podria impedir la posterior adhesién y proliferacion celular. A nivel
macroscopico, se observd que los métodos de esterilizacion no alteraron significativamente la
estructura de las membranas, a excepcion de la esterilizacién con 6xido de etileno.

Etanol 70%. Después del tratamiento, las membranas se tornaron fragiles y quebradizas, lo
que podria deberse al efecto deshidratante del etanol. El nivel de fragilidad observado fue
proporcional al porcentaje de colageno presente en la membrana. Por otro lado, a pesar de
reducir la carga microbiana (datos no mostrados), no se obtuvo esterilizacion total de ninguna
de las membranas con este método, ya que se detectaron contaminantes en todos los controles
microbiolégicos. Sin embargo, se ha reportado que una combinacién alcohol-acetona o un
mayor tiempo de incubacion (24 horas) presentan mayor capacidad de desinfeccion (Han et
al., 2010), tal y como se discute mas adelante.

Luz UV (200-300nm). La luz UV forma radicales libres que oxidan las moléculas bioldgicas,
rompe los enlaces dobles en proteinas causando su desnaturalizacion y genera la formacion
de dimeros de timina en el ADN. Lo anterior puede generar mutaciones que lleven a la
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transformacion de las células de forma que comprometan su viabilidad (Boyce y Flanders, 1964).
Ambos tiempos de incubacion (8 y 48 horas) redujeron considerablemente la carga microbiana.
Sin embargo, ninguno de los tratamientos logré eliminar los contaminantes fungicos. Ademas, el
potencial dafio oxidativo a las proteinas que componen la membrana, asi como la incapacidad
de este tratamiento para esterilizar efectivamente, fueron criterios para descartar este método
de esterilizacion.

Cuadro 1. Determinacion de la presencia de contaminacion microbiana presente en matrices de colageno:quitosano
sometidas a diferentes tratamientos de desinfeccion

Tratamiento 190 % 100% Quitosano 6:4 C-Q 4.6 C-Q 8:2 C-Q 2:8 C-Q
Colageno
APD ARE APD ARE | APD | ARE | APD | ARE | APD | ARE | APD | ARE
45 min + + + + + + + + + + + +
Alcohol
70%
4 h + + + + + + + + + + + +
8h + + + + + + + + + + + +
Luz UV
48 h 1* 1* & 0* & 0* & 0* &* 0 & 0*
16 h - - - - - - + + - - - +
AB/AM 24 h - - + - - - - - - - - -
48 h - - - - - - - - - - - -
OE - - - - - - - - - - - - -
Rayos X | 50 Gy NR NR + - + + + + + + + -
Alcohol | Acetona + NR + NR + NR + NR + NR + NR

APD: agar papa dextrosa, ARE: agar de recuento estandar, OE: 6xido de etileno,NR: no se realizé, AB: antibiéticos,
AM: antimicéticos, C: colageno, Q: quitosano, + indica presencia de contaminantes (incontable), * expresado en
UFC (unidades formadoras de colonias).

Antibidticos y antimicoticos. El Unico tratamiento que logrd esterilizar todas las muestras
evaluadas fue la exposicion a una mezcla de antibiéticos y antimicéticos por 48 horas. Aunque
este tratamiento demostrd ser efectivo para la esterilizacion de las membranas, es laborioso y
costoso. Ademas, implica el riesgo de crear bacterias resistentes a antibiéticos o enmascarar
la presencia de microorganismos de baja tasa de replicacion.

Oxido de etileno. Aunque este tratamiento también fue efectivo para esterilizar completamente
las membranas, estas se observaron fragiles y oscurecidas, lo que sugiere que sufrieron
oxidacion relevante, lo cual es esperable ya que este gas basa su efectividad precisamente en
una alta capacidad oxidativa de las moléculas bioldgicas. En efecto, como se observa en los
resultados de espectroscopia infrarroja, este tratamiento fue el que causd mayores alteraciones
en la composicion quimica de las membranas (figura 2). El dafio a la estructura quimica de
las membranas descarta este procedimiento, ya que es deseable alterar lo menos posible su
composicion original.

Exposicion a rayos X. Los ensayos de control microbiolégico para la evaluacion de la esterilidad
indicaron que este método de esterilizacion no fue efectivo, ya que se presentd contaminacion
variable. Esto puede deberse a que la dosis de irradiacion empleada fue relativamente baja,
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por lo que se recomienda repetir estas pruebas utilizando la dosis de esterilizacion internacional
estandar adoptada por la OIEA (25 kGy) para la esterilizacion de productos médicos, la cual
provee un nivel de aseguramiento de la esterilidad (SAL, por sus siglas en inglés) de 10 (Lobo
Gajuwala, 2003). Sin embargo, esta dosis de irradiacion no es alcanzable con el equipo de
rayos X disponible en el ITCR, ya que esta equipado con una fuente de baja intensidad.

Inmersion en alcohol 70% y acetona. Este ensayo de esterilizacion fue efectivo para reducir
significativamente la carga microbiana. No se observaron contaminantes fungicos en la primera
semana de evaluacion de los controles microbioldgicos; sin embargo, todas las muestras
incubadas en agar papa dextrosa mostraron contaminantes a las 2 semanas de incubacion.
Ademas, estas muestras también fueron evaluadas mediante incubaciéon en caldo tioglicolato,
y No se encontré turbidez luego de una semana de incubacion a 37 °C.

Alteraciones fisico-quimicas de las membranas ante los diferentes métodos de esterilizacion.
En las membranas de 100% colageno y 100% quitosano, conforme aumentd el tiempo de
exposicion a los antibidticos, ocurrié mayor alteracion quimica de las membranas (figura 2). Los
otros tratamientos evaluados también causaron alteraciones, principalmente el 6xido de etileno.
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Figura 2. Espectro infrarrojo (derecha) de colageno obtenido de piel de tilapia (Oreochromis niloticus) y quitosano
obtenido de cascara de camarén (Heterocarpus vicarius). Se muestra el % de tramitancia vs. la banda de absorcion
(cm™). A la izquierda, se muestra una membrana de quitosano 100% y una membrna de colageno 100% sometidas

a diversos procesos de esterilizacion. Los resultados para el quitosano en antibiéticos y antimicoéticos (AB/AM) y
para el colageno con los otros tratamientos fueron (UV: irradiacion ultravioleta, DMEM: control no tratado y mantenido
en medio de cultivo, OE: 6xido de etileno) muy similares y no se muestran. Fuente: Laboratorio de Polimeros, UNA.
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Los resultados de espectrometria infrarroja fueron similares en las matrices compuestas por
6:4 colageno-quitosano y 4:6 colageno-quitosano (datos no mostrados); no obstante, estas
modificaciones fueron menos drésticas en comparacion con la membrana 100% colageno.
Lo anterior también se reflej¢ en los analisis de las matrices 8:2 colageno-quitosano, lo cual
confirma que estos dos polimeros mezclados en las diferentes proporciones presentan mayor
estabilidad que de forma individual (figura 3). Ademas, se observé que a mayor proporcion de
colageno y menor cantidad de quitosano, ocurrieron menores variaciones (Fig. 4). Lo anterior
sugiere que la estabilidad quimica de las membranas evaluadas durante su esterilizacion y
en condiciones de almacenamiento fue directamente proporcional a la cantidad de colageno
presente en la membrana.
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Figura 3. Comparacion espectroscoépica infrarroja (FITR) para una pelicula de 8:2 colageno-quitosano (C:Q),
sometida a diversos procesos de esterilizacion, mostrados en diferentes colores. Se muestra el % de tramitancia vs.
la banda de absorcion (cm-1). Fuente: Laboratorio de Polimeros, UNA. UV: irradiacion ultravioleta, DMEM: control no

tratado y mantenido en medio de cultivo, OE: éxido de etileno.

Evaluacion de las matrices poliméricas como soporte para el crecimiento de células dérmicas.
Luego de un periodo de 24-36 horas de incubacion en condiciones de cultivo celular, se observo
que las matrices 100% colageno se disolvieron por completo en el medio de cultivo para
fibroblastos. Por lo tanto, en estas nuevas condiciones se observd una relacion proporcional
entre la cantidad de quitosano presente y la estabilidad estructural de la membrana. Por
ejemplo, las membranas 8:2 colageno:quitosano se rompieron en trozos y presentaron desgarres
luego de una semana bajo las condiciones de cultivo celular. Por otro lado, al ser colocadas
en una solucion acuosa, las matrices presentaron la tendencia a hidratarse, a plegarse sobre
si mismas, flotar y contraerse. Esto dificultd la inoculacion de células de manera homogénea
sobre las matrices y la observacion al microscopio para el seguimiento del crecimiento celular
sobre las membranas. Sin embargo, con el uso de los aros metalicos tipo prensa, esta situacion
mejord y permitio la adhesion y proliferacion de los fibroblastos en las membranas 6:4, 4.6 y
2:8 colageno:quitosano, de tal forma que los fibroblastos crecieron de manera normal sobre la
membrana, lo que indica que las matrices y los aros no tuvieron efectos citotdoxicos observables
sobre las células (figura 5). Esto concuerda con experimentos reportados por otros autores que
han utilizado andamios de quitosano recubiertos con colageno, en los que el quitosano provee
el soporte estructural y el colageno favorece la adhesion celular (Chen et al., 2009).
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Figura 4. Comparacion espectroscopica infrarroja (FITR) membranas de 6:4, 4.6 y 2:8 colageno:quitosano (C:Q),
sometidas a diversos tiempos de esterilizacion (16, 24 y 48 h) ante una solucién de antibidticos y antimicéticos. Se
muestra el % de tramitancia vs. la banda de absorcién (cm-1). Fuente: Laboratorio de Polimeros, UNA.

Figura 5. Membranas de 6:4, 4:6 y 2:8 colageno:quitosano inoculadas con fibroblastos 3T3 (100x) tefliidos con MTT
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luego de 48 horas de incubacion. EI MTT tifie de color morado Unicamente las células metabdlicamente viables.

Conclusiones

Los métodos de esterilizacion utilizados no resultan por completo satisfactorios desde una
perspectiva de costo-efectividad. Los ensayos realizados para evaluar la adhesion de
fibroblastos a los andamios de colageno y quitosano indicaron que las células requieren
soportes con cierta tension para que no se vean afectados aspectos de su fisiologia como la
organizacion del citoesqueleto. No obstante, bajo las condiciones evaluadas, se observd que
la presencia de las membranas no interfiere con el crecimiento y la proliferacion celular, lo cual
sugiere que las membranas no son citotoxicas. Por otro lado, la proporcion colageno:quitosano
es un factor importante a considerar en la preparacion de estos apositos, puesto que influye
tanto en la estabilidad de la membrana como en la adhesion celular. Ademas, es imperativo
estandarizar el protocolo de esterilizacion y optimizar el mecanismo de sujecion adecuado para
la tension de las matrices.
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