Instituto Tecnoldgico de Costa Rica
Vicerrectoria de Investigacion y Extension

Informe final de Proyecto

Elaboracion de apositos bioldgicos del colageno de la dermis de tilapia
y del quitosano del exoesqueleto de camardn y evaluaciéon preliminar
de su potencial terapéutico en afecciones epidérmicas.

DOCUMENTO |

Elaborado por:

Silvana Alvarenga, M.Sc. y Miguel Rojas, Ph.D.

Marzo, 2011



Tabla de contenidos

(oY aa] o g =le [ e o 1V =Tox o LSRR 4
LU o = OO PO PP PPPPPPPP 4
Participantes €N €l PrOYECLO: .. .uiii it e e s e e s st e e e e e e nraeeaee s 4
INVestigador(a) reSPONSADIE: .......ccc it e e e nees 4
1011 g0 I T 1Yo == Lo Lo T =TS PSR 4
=T [ =T o ORI 4
La piel como 0rgano fundamental.............ueeeiiiiiiiiiiiicc e 5
Definicion de Ingenieria de TeJIdOS .....uuuuiiiiiiiiiiiiiieiee e e e e e e e e e e e e e e e e e e 5
IMPOrtancia € IMPlICACIONES..... ...t ree e e e e e e e e e aaaaaaaaeaaaeesenaan 6
Biomateriales empleados en 1as MatriCes ... 7
Problematica €N COSta RICa ....cccuiiiiiiiiie ettt ettt st e be e s b e b e e saeeeas 7
EMPIE0 A€ 125 MAtIICES ..ot re e e e e e e e e e e eaaaaaaaaeaaeeeeenan 8
Propiedades ideales de 10s sustitutos de piel. ......oeeveeeiiii oo 9
Empleo de Colageno y Quitosano como biomateriales..........cccoeeeeiiicciiiiiii e 11
(0] Y T=1 1V I ={=T o 1= = PR 12
(0] oY1 LAY o I =Ty 1= § (Tl LTSRS 12
Mantenimiento de la linea celular de fibroblastos 3T3 .......ccociiiiiiiiiiiie e 12
Amplificacion de fibroblastos .......c.iii i e e e e e e e e e e 12
Cambio de Medio de CUILIVO .....ccoiviiiiiie e s 13

(O g To] o] F =T = V- ol o] o NP PRSPPIt 13

LT o) aT=d< 1o Y T=T o] o JR PSR 13
Esterilizacion de 1as MatriCes. .....uui ittt 14
ESTEriliZacion CON FAYOS X. ..oeiiiiiiiiiiiee ettt e e ettt e e e e st te e e e e e et e e e e e e e sabaaeeaeeesnnsraeeaaeeennraneas 14

Esterilizacion con acetona de las matrices seleccionadas para el crecimiento de fibroblastos 16

Disefio y elaboracién de aros de sujecion para las membranas biopoliméricas. ...................... 17
Preparacién y esterilizacidon de las matrices biopoliméricas seleccionadas. .......ccccceevevivveeeennnns 19
Esterilizacion Anillos de SUJECION ......cciicuiiiiiee ettt e e e e aree e e e e e e nraeeas 19
Preparacién de matrices con anillos de SUJECION .......ccccccuiieieeieciiieee et 20
Verificacion de la adhesion celular a las membranas y determinacién de la viabilidad ............... 20



Verificacion de la adhesion celular a las membranas .......ccccevvvviiiiiiiiiiiiiiiiii e, 20

Tinciones con MTT, Azul Tripan y Diacetato de Fluoresceina........ccccceeeeeiieeeeeecciciieee e, 20
Incremento de la adhesion CEIUIAT ..o evviiiii e e 20
Mantenimiento de la linea celular de fibroblastos 3T3 .......ccocciieiii i e 21
Esterilizacion Mediante rayos X. ...ttt e e e e e e et e e e e e s e arra e e e e e eennes 21
Preparacién y esterilizacidn de las matrices biopoliméricas seleccionadas. .......ccccceeeevivveeeeennns 23
Verificacion de la adhesion celular a las membranas y determinacién de la viabilidad ............... 23

Aspectos en que el proyecto colaboré para el aumento de la cooperacién entre las
universidades y la conformacidn del Sistema Interuniversitario de Investigacion ...................... 29

Impacto que el proyecto alcanzé en los dmbitos cientifico, social, cultural, ambiental y
F=Tolo] o121 (oo TSP PPSPSP 30

Comentarios adicionales o recomendaciones a los investigadores del proyecto.........ccccccuuu.ee. 30

Anexo 1. Péster presentado en el Congreso Mundial de la Sociedad Internacional de Medicina
Regenerativa e Ingenieria de Tejidos en €l 2009. .........c..uviiiiiicciiiiie e e e e e e 33

Anexo 2. Folleto informativo del Laboratorio de Ingenieria de Tejidos, en sus versiones en Inglés
121 =1 o Y- [ T SRRt 34

Anexo 3. Diapositivas de la ponencia “Experiencia costarricense en el establecimiento de
cultivos primarios de piel para fines terapéuticos” en el Simposio Internacional “Traduccién
Clinica en Tecnologias de Ingenieria de Tejidos” efectuado los dias jueves 13 y sabado 14 de
Mayo en Buenos Aires, Argentina, organizado por la Unidad de Traduccién Clinica del Hospital
UNIVETSITario AUSTIAL. ...oiiiiiiiiiiieieniee ettt ettt e s te e e sbte e s stbe e e sbaeeesabbeessabeeesseaeesans 36

Anexo 4. Resultados de trabajo de graduacién de la Ing. en Biotecnologia, Silvia Castro:
“Modelos experimentales para el manejo in vitro de queratinocitos y fibroblastos humanos para
su utilizacién con una matriz con potencial en ingenieria de tejidos” realizado en el Hospital
Austral, en BUEN0S AIres, ArgENTING. ..cciiiiiiii i i e e e e e e e e e e e e e eeeaeee e e e e s e s e sssesnnnnnnsenrnnnns 41

Anexo 5. Protocolo de esterilizacion de las membranas biopoliméricas con alcohol 70% y
Lol =11 o] o 1= F PP P PR 42

Anexo 6. Evaluacidn del cultivo de fibroblastos con membranas biopoliméricas. ..........ccccunneee 43



INFORME FINAL

DOCUMENTO I

Nombre del proyecto:

Elaboracion de apoésitos biolégicos del colageno de la dermis de tilapia y del quitosano del
exoesqueleto de camardn y evaluacidon preliminar de su potencial terapéutico en afecciones
epidérmicas.

Autores:
Elaborado por M. Sc. Silvana Alvarenga (salvarenga@itcr.ac.cr). y Dr. Miguel Rojas
(mirojas@itcr.ac.cr) ITCR. Marzo de 2011

Participantes en el proyecto:

Investigador(a) responsable:

M. Sc. Maria del Rosario Sibaja B. Laboratorio de Polimeros de la Escuela de Quimica POLIUNA
UNA

Dr. Miguel Rojas Ch., Laboratorio de Ingenieria Tejidos. Centro de Investigacion en Biotecnologia.
Escuela de Biologia. ITCR

Otros investigadores:

M.Sc. Silvana Alvarenga, ITCR
Lic. Vanesa Zamora M., UNA
M.Sc. Sergio Madrigal C., UNA
Dr. José Vega B., UNA

Ing. Laura Calvo C.

M.Sc. Carolina Centeno C.

Resumen

La Ingenieria de Tejidos comprende los métodos utilizados para obtener y crecer tejidos
humanos o animales para restaurar, mejorar o sustituir 6rganos humanos dafiados. Este
proyecto constituyd un esfuerzo pionero de las universidades publicas en ingenieria de
tejidos en el pais. Se disefiaron y ensayaron biomateriales tridimensionales compuestos
a partir de colageno de la dermis de tilapia y de quitosano del exosqueleto de camaron,
para la realizaciébn de pruebas preliminares con la finalidad de demostrar su potencial
terapéutico en afecciones epidérmicas.

Las matrices extracelulares porosas fueron producidas por POLIUNA, a partir de
colageno y quitosano con la finalidad de estimular la proliferacion y diferenciacion celular,
sirvieron de base estructural para el crecimiento de la linea celular de fibroblastos 3T3.
Las membranas con proporciones de 2-8 y 6:4 C-Q, (Colageno-Quitosano), mostraron el
mayor crecimiento de fibroblastos.
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Se probaron varios protocolos de esterilizacién (antibidticos, acetona, luz ultravioleta e
irradiacién de las membranas con rayos x). La irradiaciéon fue el método mas eficiente, este
protocolo debe adaptarse segun el grosor y composicién del biomaterial. EI disefio y
confeccion de un soporte de anillos y la colocacion de las membranas en anillos de sujecion,
resulté favorable para el crecimiento celular, debido a que mantienen la membrana tensa. Se
logré optimizar la adhesién celular al colocar la membrana al liofilizador antes de colocar las
Células, para que se adhiriera al pozo. El método de tincibn mas eficiente fue el MTT,
permitié6 observar el crecimiento de fibroblastos sobre la membrana, ésta no se tifié con el
compuesto.

Palabras clave

matrices, colageno, quintina cultivo in vitro, fibroblastos, ingenieria de tejidos.

Introducciodn

La piel como 6rgano fundamental.

La piel es el 6rgano de mayor tamafio que posee el cuerpo cubriéndolo completamente,
su espesor varia de 0,5 mm en los parpados a los 4 mm en el talon, se encarga de
proteger los tejidos internos y constituye cerca del 15% del peso corporal. (Ramos et al.,
2006)

Este d6rgano cumple muchas funciones importantes como social, fisiolégica y de
proteccion. Dentro del aspecto social, indica el buen aspectos de la epidermis o del cutis,
también da un indicio de la edad; en el rasgo fisioldgico, evita la pérdida de fluidos, como
lo es el proceso de deshidratacién corporal, también permite darle forma al cuerpo.
Ademas, controla la temperatura corporal, la absorcibn de muchas sustancias y la
excrecion de otras. Por ultimo, provee una barrera biolégica al cuerpo contra los
microorganismos, hongos, bacterias, entre otros.

Debajo de la dermis se extiende una capa que esta compuesta en su mayoria de grasa y
es llamada hipodermis, ésta se adhiere firmemente a la dermis mediante fibras de
coldgeno. La hipodermis, también conocida como tejido subcutaneo, ayuda a que el
cuerpo se mantenga célido y pueda absorber impactos, como por ejemplo, golpes o
caidas.

Definicidn de Ingenieria de Tejidos

El avance en el descubrimiento de antisépticos y antibioticos, asi como la mejora en
normas de higiene han incidido en el incremento de la expectativa de vida: La ciencia de
los biomateriales se desarroll6 en el siglo XX, como una respuesta a la necesidad de
tratar una serie de afecciones como traumatismos, quemaduras y otros desastres. En
forma paralela se produjo el desarrollo de materiales novedosos que han mejorado la
calidad de vida de los pacientes.

La ingenieria de tejidos es una nueva disciplina que tiene como objeto aprovechar los
conocimientos de la bioingenieria, la ciencia de los materiales y la biologia para el control
de procesos de regeneracion de tejidos (Monteiro y San Roméan, 2004). El cultivo de
fibroblastos dérmicos se considera un proceso de regeneracion de tejidos in vitro con el
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empleo de un soporte o matriz polimérica, porosa y biodegradable para su implantacion
en el organismo con el fin de lograr la regeneracion de piel para cicatrizacion con uso de
apositos o membranas (Ikada, 2006).

En 1981, se reportd la aplicacién del primer injerto de queratinocitos para tratar pacientes
guemados. Se aislé un pequefio segmento de piel, se hicieron crecer células in vitro del
mismo paciente (autélogas), con las que, posteriormente cubrieron la herida. Desde
entonces, el cultivo de células epidérmicas se realiza en centros de investigacion y en
empresas biomédicas de muchos paises para la produccién comercial.

Un articulo de revision presentado por Langer & Vacanti (1993) con el titulo "Ingenieria de
tejidos" ha contribuido en gran medida a la promocion de la investigacion de ingenieria de
tejidos en todo el mundo. El propésito de la investigacion en ingenieria de tejidos es muy
claro, establecer una nueva tecnologia clinica que hace posibles tratamientos para las
enfermedades dificiles de curar por métodos existentes (lkada, 2006). Los métodos que
actualmente se utilizan para obtener sistemas total o parcialmente biodegradables como
tejidos humanos o animales con el fin de restaurar, mejorar y sustituir 6rganos humanos
dafiados se denomina ingenieria de tejidos.

A pesar de que se han realizado numerosas investigaciones para generar diversos tipos
de tejido, todavia hay muchos factores criticos que inciden en la medicina regenerativa,
en las que se incluyen: la fuente de las células, la constitucion del soporte o matriz, el
cultivo de las células, el entorno del cultivo la metodologia para la produccién de la
matriz y las propiedades mecéanicas de la membrana o soporte. (lkada, 2006; Han et al.;
2010).

Treinta afos después de acufado el término: “ingenieria de tejidos”, se puede afirmar que éste
representa un nuevo concepto enfocado en la regeneracion de nuevos tejidos a partir de células
con el aporte de nuevos biomateriales y factores de crecimiento. Para la regeneracion de tejidos,
la ingenieria biomédica utiliza tres herramientas basicas: células, un soporte temporal, y factores
de crecimiento, los que no siempre se usan en forma simultanea (lkada, 2006).

Importancia e implicaciones

Los procedimientos terapéuticos generados por la ingenieria de tejidos se emplean en el
tratamiento de Ulceras, epidermdlisis bulosa, asi como en traumatismos y quemaduras de
la piel. Basicamente se cultivan los queratinocitos, que son las células mas externas de la
piel sobre una base de fibroblastos irradiados con Rayos Gamma y posteriormente se
injertan al mismo paciente para permitir cicatrizar la zona afectada. Se reporta que
probablemente los aloinjertos (autélogos) sobreviven por largo tiempo. Las células pueden
ser colocadas directamente sobre las heridas o colocadas en matrices poliméricas (Han et
al.; 2010).

Uno de los principales productos que ofrece esta rama son las matrices extracelulares
porosas en las que se lleva a cabo el crecimiento o proliferacion de células.
Posteriormente esta matriz es absorbida por el organismo (Ramirez, 2006). Esta matriz
es un material implantado en un ser vivo que debe reunir y cumplir con una serie de
factores que aseguren una buena funcion. La principal funcién del soporte es similar al rol
de la Membrana Extra Celular (ECM), que contribuye a la proliferacién, diferenciacion y
biosintesis de las células, ademas, es el lugar de regeneracion de las células. El soporte
proporciona el entorno adecuado para que las células cumplan eficazmente sus funciones.



Biomateriales empleados en las matrices

Dentro de los principales biomateriales utilizados en este tipo de productos se encuentran
algunos derivados de tejidos mamiferos, como los son la membrana amniética, dermis
acelular, submucosa intestinal; proteinas como colageno, gelatina, albumina; vy
polisacaridos como almidon, quitina y quitosano, entre otras (Kumar et al., 2003; Ramos
et al., 2006)

El colageno, es un polimero natural que contiene residuos de aminoacidos tanto basicos,
como &cidos y por lo tanto puede estar cargado positiva 0 negativamente dependiendo
del ambiente. La estructura y las caracteristicas fisicas y quimicas del coldgeno, en forma
de fibras, natural o desnaturalizado, entrecruzado o no, tiene una notable influencia sobre
la morfologia y la fisiologia de las células (Wang et al.; 2004).

El colageno es uno de los principales constituyentes de las pieles de tilapia y de la concha
de camardn, el quitosano es un compuesto que se obtiene de desprotenizar y desacetilzar
las conchas. Estos compuestos no existen juntos, como mezclas en la naturaleza, pero
las propiedades especificas de cada uno, pueden ser usadas para producir un material
que le confiere propiedades estructurales y mecanicas Unicas. Estos biomateriales
poseen propiedades especificas con gran potencial para el desarrollo de una nueva
generacién de implantes, son de bajo costo de produccidon y con su uso se da valor
agregado a desechos agroindustriales (Sionkowska et al.; 2003).

Respecto, a las relaciones adecuadas para el complejo colageno — quitosano, no se ha
encontrado alguna que satisfaga las propiedades deseadas para un adecuado soporte de
para su aplicacion en ingenieria de tejidos, por lo que, basadndose en el trabajo realizado
por Sionkowska y colaboradores (2003), quienes al realizar estudios sobre las
interacciones moleculares de la mezcla colageno-quitosano, encontraron que la relacion
80:20 y 20:80 colageno-quitosano, es la adecuada. E esta investigacion se estudid esta
relaciébn para observar su comportamiento térmico, fisico y mecanico, con el fin de
conseguir una relaciéon éptima (Sionkowska et al.; 2003).

Si los queratinocitos y fibroblastos se colocan sobre una matriz polimérica a base, por
ejemplo de colageno o quitosano, se obtiene una bicapa celular tridimensional similar a
la estructura natural. Con este apdsito se estimulan dos propiedades muy importantes
para la recuperacion del tejido efectuado, a saber la neovascularizacion y la reinervacion.
(Auger et al, 2005). Asi los pacientes que sufren afecciones epidérmicas tendrian una
recuperacion mas rapida y efectiva, lo que incidiria en mejorar su calidad de vida y en la
disminucion de costos hospitalarios

Problematica en Costa Rica

Un namero considerable de hospitalizaciones en Costa Rica, se debe a afecciones
epidérmicas, una alta proporciébn de los pacientes con padecimientos epidérmicos
corresponde a la poblacién infantil, del 2000 al 2004 se registraron mas de 1000 casos
de nifios quemados El Hospital Nacional de Nifios es el centro médico que registra la
mayor cantidad de personas atendidas con lesiones por quemaduras. (Dpto. Estadisticas
HNN, 2005).

Sin embargo, en el pais no se dispone de un material adecuado para el tratamiento de la
mayoria de pacientes con afecciones epidérmicas que facilite la verdadera re epitelizacion
y por consiguiente, se logre una recuperacion mas rapida y menos dolorosa que incida en



la calidad de vida del paciente. Disminuyendo asi los costos de recuperacion a la CCSS y
logrando que el paciente se reincorpore a las labores cotidianas en menor tiempo.

La obtencién de un soporte tridimensional para el crecimiento de tejido epitelial es una
nueva forma de potencializar los diferentes biomateriales y disponer de los mismos dentro
del &rea quirtrgica de muchos hospitales, especificamente en el departamento de injerto
de tejido epitelial. Esta es la causa primordial por la cual las diferentes instituciones
académicas se han vinculado en una constante lucha de investigacion cientifica y de esta
manera desarrollar un material compuesto que presente buenas aplicaciones biomédicas
en el area de ingenieria de tejidos. Esto también podria implicar otras ventajas, a mediano
plazo, debido a que la utilizacién de soportes biodegradables disminuye los costos de los
tejido artificiales hasta casi en un 90 %.

En una alianza estratégica el Laboratorio de Polimeros de la Universidad Nacional
(POLIUNA) y el Centro de Investigaciones biotecnoldgicas del Instituto Techologico de
Costa Rica (CIB) se avocaron a la busqueda de un biomaterial que tuviera las
propiedades adecuadas para ser utilizados como soporte 0 apésito biolégico. De esta
manera durante los Ultimos afios han desarrollado un trabajo en equipo en esta linea de
investigacion. por medio de tesis, trabajos de graduacion, y proyectos como el presente,

Resultado de estas investigaciones se han obtenido mezclas de quitosano y coldgeno con
muy buenas propiedades térmicas y mecanicas, pero de baja porosidad. Una mezcla de
colageno quitosano de 2 a 8 partes respectivamente, que potencia las propiedades
particulares de ambos biopolimeros y a su vez permite obtener un biomaterial
tridimensional.

Empleo de las matrices

Alrededor del siglo VI se dan los primeros indicios en la realizacion de injerto de piel, ya
gue cirujanos hindues estaban involucrados en este tipo de reconstrucciones. Para el
siglo XVI, el médico italiano Gaspare Tagliacozzo trajo la técnica al area de medicina
occidental; ya para el siglo XX, los injertos de piel se realizaron utilizando piel propia del
paciente o por donacién de otro individuo, aunque el 6rgano epitelial se extraia de una
zona del cuerpo en el paciente a otra sin rechazo, los injertos de un donador a un receptor
contemplaban situaciones mas drasticas de rechazo, siendo este tipo de injerto de tejido o
transplante el mas problematico. Para 1980 investigadores médicos e ingenieros
qguimicos, trabajaron en el campo de células biolégicas y fabricacion de plasticos, con el
fin de desarrollar la ingenieria de tejidos y al mismo tiempo reducir los indices de
infeccién y el rechazo. (Ramos et al., 2006)

La produccién de capas de queratinocitos, es decir, las células mas externas de la piel,
fue un primer desarrollo biotecnolégico logrado hace mas de tres décadas (en 1975), por
los cientificos Rheinwald y Green, los cuales describieron un método para el cultivo de
gueratinocitos humanos sobre una capa de fibroblastos; los desarrollos posteriores se han
enfocado a la produccion de materiales tridimensionales sustitutos de la piel, que se han
producido mediante geles, matrices extracelulares y autoensamblaje. (Calderon et al.,
2002) En el caso de geles, se ha utilizado principalmente colageno, para la regeneracion
de piel, esta proteina fibrosa compone la mayoria de los tejidos conectivos de los
mamiferos. (Liu et al., 2004)



Las matrices son una forma muy utilizada para estimular la recuperacién y crecimiento del
tejido epitelial, con ello se logran recuperar dos propiedades muy importantes como lo son
la neovascularizacion y la reinervacion. La estructura porosa tridimensional es necesaria
para que las células puedan proliferar manteniendo su morfologia y funcion celular
especifica; ejemplo de ello es el producto Apligraf®, fibroblastos (célula del tejido
conjuntivo que elabora y segrega proteinas de colageno) obtenidos de prepucio colocados
sobre una base de colageno, posteriormente se colocan los queratinocitos, obteniéndose
una bicapa celular tridimensional similar a la estructura natural. (Ramos et al., 2004,
Ramos et al.,, 2006) En el caso del autoensamblaje, se trata de que los fibroblastos
construyan su propia matriz, colocando un substrato a base de colageno o quitosano,
segun lo plantea Lie y col (2003); Chien-Yang y col (2007); Ramos y coll (2006).

Los andamios 0 soportes poliméricos son esenciales para la tecnologia en ingenieria de
tejidos, ya que éstos dirigen una variedad de procesos celulares basados sobre las
propiedades estructurales y bioquimicas de los mismos. Por lo cual deben de poseer una
serie de propiedades mecanicas y quimicas muy concretas, como por ejemplo:
conductible, para permitir la migracién de células; inducidas a permitir la proliferacion
celular; permeables, para permitir el intercambio de nutrientes; adherencia, entre muchas
otras. (Lie et al., 2003).

Las esponjas de colageno se han utilizado en la creacion de andamios pero éstas siempre
perdian su fase y tamafio por contraccion ya que la rapida degradaciéon venia por el
contacto con los fluidos corporales o en un medio de cultivo. Mas tarde se reporté que una
tela o soporte entretejido de fibra de quitina y una pelicula de quitosano podrian promover
la sanacion de heridas en la piel cuando fuese usado como vendaje. La quitina y el
guitosano son biodegradados lentamente, estas esponjas permanecian estables en fase y
tamafio durante la exposicion durante un medio de cultivo. (Jianbiao et al., 2000)

Gran nimero de investigaciones en el campo de ingenieria de tejidos se ha enfocado al |
desarrollo de estrategias apropiadas para la reparacidbn y regeneracion de tejidos
biolégicos. Los soportes poliméricos artificiales en tercera dimensién sirven como un
soporte fisico para proveer tejidos con la arquitectura apropiada para el cultivo celular in
vitro. Un desafio significativo en la produccién de soportes poliméricos tridimensionales es
el desarrollo de andamios con tamafios y forma adecuada, con una arquitectura de micro-
y macroporos, ademas de las propiedades mecénicas que estos deben poseer. Esto es
un paso crucial para promover el control de la vascularizaciébn y el crecimiento o
regeneracion de tejido. (Cao et al., 2005)

Propiedades ideales de los sustitutos de piel.

En décadas pasadas muchos sustitutos de piel como el xenograftsy allografts (piel de
cadaver humano), y autograft (piel propia del paciente) eran empleados para sanar
heridas. Por lo tanto, se comenzaron a desarrollar muchos estudios con el fin de promover
la regeneracion de tejido para mantener y recobrar la funcién de los érganos. (Ramos et
al., 2006) Idealmente todos los sustitutos biosintéticos de la piel deberian cumplir las
siguientes propiedades:

— Adhesion rapida y sostenida en el lugar de la herida

— Impermeable a bacterias exdgenas

— Emision de vapor de agua similar al de la piel normal



— La estructura de la superficie permita la emigracion de las células, la proliferacion y
en el crecimiento de nuevo de tejido

— Flexibilidad que permita la conformacion de una superficie irregular en la herida,
elasticidad que permita el movimiento de los tejidos subyacentes

— Resistencia lineal a tensiones de cizallamiento

— Prevencion de proliferacion de flora en la superficie de la herida

— Resistencia a la fuerza de traccion cuando esta es retirada

— Biodegradabilidad (importante para membranas “permanentemente” implantada)

— Bajo costo.

— Tiempo de caducidad indefinido.

— Minimos requisitos de almacenamiento.

— Tejido compatible.

— Ausencia de toxicidad local o sistémica.

Un factor crucial es la construccion de un andamio tridimensional que provee una matriz
extracelular (ECM) analoga con funciones de infiltracion y soporte fisico para guiar la
proliferacién y diferenciacion celular dentro de tejidos y Organos funcionales. Los
biomateriales empleados en la elaboracion de soportes porosos tridimensionales son
vitales para el estudio de la interaccién célula-andamio, sintesis de tejido y regeneracion
de organos. Estos actian como una estructura de soporte fisico y como un regulador de
la actividad bioldgica. (Tangsadthakun et al., 2006).

El tamafio y la estructura del poro en un soporte biodegradable pueden influir
dramaticamente el comportamiento celular, por lo que este efecto podria ser explotado en
la fabricacidn y caracterizacion de este tipo de material compuesto en ingenieria de
tejidos. Para los soportes porosos un macroporo apropiado da paso a la proliferacion
celular requiriendo muchas veces para ello tamafios de poro de 100-200 um; esponjas
microcelulares con diametros de poro de 10-100 um demuestran 6ptimos crecimientos de
fibroblastos en la regeneracion de tejidos. Tejidos fibrovasculares podrian invadir o
proliferar un soporte si los poros son grandes con aproximadamente 10 um de diametro,
con este tamafio de poro se produciria un incremento en la velocidad de proliferacion
celular, ademas el factor de porosidad total o densidad de poro también es un punto de
gran importancia en este tipo estructuras y en los casos ideales se requiere de un 90 % se
porosidad. (Cao et al., 2005)

Para cumplir las funciones de matriz, en ingenieria de tejidos, el soporte debe cumplir una serie
de requisitos. En primer lugar, debe presentar microporos interconectados, para que las células se
puedan anidar y migrar al interior, incrementando el nimero de células, ademas el sistema debe
permitir el suministro de nutrientes. Los poros deben permitir la formacién de capas de células y
el transporte de residuos. Esto es importante para la supervivencia de las células en la matriz.
Ademas, el aposito debe tener una porosidad dptima que permita la neovascularizacion vy
presentar resistencia mecanica. La cinética de absorcién del biomaterial es critica y varia segun
los tejidos a generar (lkada, 2006; Han et al.; 2010).

Para el tratamiento por ingenieria de tejidos de la piel, el soporte no tiene que permanecer mas de
un mes. Si el apoésito permanece durante mas tiempo que el deseado, el material restante puede
retardar la regeneracion de tejidos en lugar de promoverla. Esto indica que la cinética de absorcion
del material del soporte afectara profundamente la tasa de éxito de regeneracion del tejido (lkada,
2006; Han et al.; 2010).
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Empleo de Coladgeno y Quitosano como biomateriales

El colageno es un constituyente significativo de la matriz extracelular natural. Los
andamios hechos de colageno son utilizados en una variedad de aplicaciones ya que este
actia como un agente cicatrizante, ademas de poseer buenas caracteristicas mecénicas
para el uso de este material en ingenieria de tejidos. Este biomaterial ha sido utilizado
para la proliferacion celular, adhesion y crecimiento de tejido epitelial. También poseen
excelentes propiedades de biocompatibilidad y biodegradabilidad. Sin embargo, la rapida
descomposicion asi como bajo esfuerzo mecénico son el problema que limita el promover
el uso de este material. (Tangsadthakun et al., 2006)

El quitosano es utilizado ampliamente en aplicaciones biomédicas. En muchos casos la
modificacion quimica y fisica de los grupos hidroxilo y amino del quitosano tiene
aplicaciones en ingenieria de tejidos, ya que induce a los fibroblastos en la migracion y
proliferaciéon celular. En la fase inflamatoria este compuesto tiene Unicas y excelentes
propiedades cicatrizantes. Estructuras de doble capa de peliculas de quitosano han sido
desarrolladas para crear nuevas pieles artificiales, ya que la capa externa en la pelicula
podria controlar la evaporacion de los fluidos corporales y la capa interna porosas como
un andamio para la unién y crecimiento de fibroblastos. (Tangsadthakun et al., 2006)

Por la eficiencia de ambos biomateriales estos son objeto de estudio en la fabricacion de
andamios de colageno:quitosano segun sus relaciones. Dentro de las principales
caracteristicas que les amerita a estos compuestos se pueden citar las siguientes:

Con miras a mejorar los apdsitos obtenidos, se introdujo en esta linea de investigacion el
uso de agentes porégenos con el objetivo de obtener apoésitos de caracteristicas
tridimensionales, con alto contenido de poros.

Para la extraccion del colageno de la piel de tilapia se siguié la metodologia propuesta
por Nagai y Suzuki (2001), que en términos generales se basa en, remover los pigmentos
y las proteinas no colagenasa, con NaOH por vy liofilizar. EI material liofilizado se extrajo
con acido acético y el extracto se centrifugé. El residuo se re-extrajo con la misma
solucion y el extracto se centrifugd. El colageno se obtuvo por precipitacion con NacCl.

El quitosano se purificO al adicionar acido acético hasta disolver totalmente.
Posteriormente se filtr6 al vacio. Se precipitdé con NaOH se le agregd etanol y por ultimo
se hicieron lavados con agua no destilada hasta lograr pH neutro.

Elaboracion del biomaterial en POLIUNA

Para la elaboracion del copolimero se disolvieron el colageno y el quitosano en acido
acético, hasta obtener una mezcla homogénea con diferentes relaciones. Se agité a
temperatura hasta obtener una mezcla homogénea. Esta mezcla se colocé en un molde
de teflon hasta secarlos para obtener la pelicula. Finalmente se procedio a liofilizarla. Una
vez obtenida esta pelicula se esterilizé por varios métodos: irradiacién con luz ultravioleta
de 240 nm, sin inmersién por 12 horas en etanol al 95% y exposicion al éxido de etileno.
Después de este proceso, se colocaron fibroblastos humanos obtenidos de biopsia de
descarte y se procedi6é a evaluar la respuesta al material de soporte

En este trabajo se desarrollaron soportes tridimensionales a partir de colageno/quitosano
en diferentes proporciones, con porosidad adecuada para aumentar la superficie de
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crecimiento celular de fibroblastos, que pueden ser utlizados como materiales
compuestos biodegradables en ingenieria de tejidos

Objetivos general y especificos

Objetivo general

Disefiar y ensayar biomateriales tridimensionales compuestos a partir de colageno de la
dermis de tilapia y de quitosano del exosqueleto de camarédn, para la realizacion de
pruebas preliminares que demuestren su potencial terapéutico en afecciones epidérmicas.

Objetivos especificos

1. Elaborar nuevos biomateriales tridimensionales, como apositos biolégicos, para el
crecimiento celular de fibroblastos humanos utilizando quitosano y colageno
provenientes de las actividades pesqueras y acuicola, proponiendo una nueva
metodologia de entrecruzamiento quimico.

2. Evaluar las matrices poliméricas tridimensionales como soporte para el crecimiento
de células epidérmicas

3. Realizar pruebas preliminares para probar la antigenicidad del biomaterial

Materiales y métodos

Mantenimiento de la linea celular de fibroblastos 3T3

Amplificacion de fibroblastos

Cuando los cultivos alcanzaron el 70% de confluencia, se levantaron y subcultivaron
las células y se sembrd el contenido en dos frascos para amplificar. Se extrajo
cuidadosamente todo el medio del frasco de cultivo y se descartd. Se agrego tripsina
0,05%-EDTA 0,2% al frasco de cultivo y se coloc6 en la incubadora se incubaron a
37°C y 5% CO,, por varios minutos hasta que se verific6 en el microscopio invertido el
desprendimiento de las células. Se agregd 5ml de medio DMEM con 10% de SFB. Se
agitd suavemente para inactivar la tripsina. Se transfiri6 la suspensiéon celular a un
tubo de centrifuga y se centrifug6é a 1200 rpm 3 minutos. Se re suspendié el pellet en
2-3ml de DMEM (dependiendo de la cantidad de pellet) al 10% SFB. Se realiz6 el
conteo celular, con el empleo de una camara Neubauer. Se tomé una alicuota de 10 pl
de la suspensién celular y se mezclé con el mismo volumen de azul tripan al 4%. De
esa mezcla, se tomaron 10 ul y se dispensaron en una camara de Neubauer. Se
contaron las células vivas y las células muertas en los cuatro cuadrantes esquineros.
Posteriormente se realizé el siguiente calculo:

N° de células/ml = (N° de células contadas / 4) x 2 x 10*
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Se dispuso de una concentracion de al menos 1 millébn de células/ml, para congelar
(Iml) para su uso en ensayos posteriores y las restantes se sembraron para
amplificar el cultivo.

Cambio de medio de cultivo

El cambio de medio en los cultivos de fibroblastos se realiz6 cada 2 o 3 dias. Con
una pipeta de 10ml, se extrajo cuidadosamente todo el medio de cultivo del frasco y
se descart6. Seguidamente se agreg6é medio de cultivo DMEM con 10% SFB y 1% de
Estreptomicina y Penicilina al frasco con las células. Finalmente, se colocé en la
incubadora de CO, con la tapa ligeramente abierta. El procedimiento se realizd
rapidamente, ya que las células se empiezan a deshidratar y morir. El volumen de
medio de cultivo que contenian los frascos fue el siguiente:

7ml en los frascos T25
24ml en los frascos T75
32ml en los frascos T150

Criopreservacion

Se dispensé en el criovial, el medio DMEM con 30% SFB, sin antibiéticos en 900yl
conteniendo las células (1 millén células/ml), previamente resuspendidas en medio de
congelamiento.

Seguidamente se coloco el criovial en una cama de hielo y con una micro pipeta se
agregaron 100ul de DMSO, lentamente, gota a gota. El criovial se agit6 suavemente
y se incubd por 20 minutos en la cama de hielo. Se coloc6 a -20°C por 2 horas, y
posteriormente a -70° C toda la noche. Posteriormente se transfiri6 al tanque de
almacenamiento de Nitrdgeno liquido.

Descongelamiento

Se selecciond un criovial con células 3T3 en un pasaje bajo. Se descongelaron las
células de este criovial en camara de flujo laminar, en un frasco T25, colocando 9ml
de medio DMEM completo al 20% de SFB. Esto se realizo de la siguiente manera: se
sacO el criovial del tanque de congelamiento y se coloc6 en un beaker con hielo
picado durante unos minutos hasta que se observé el descongelamiento parcial,
luego el criovial se sumergié rapidamente en agua a 37°C, sin descongelar
completamente. Posteriormente dentro de la camara, se removié el contenido del
criovial pipeteando un par de veces. Seguidamente se dispensoO el contenido del
criovial en el frasco de cultivo preparado con medio e inmediatamente se colocé en la
incubadora, se incubaron a 37°C y 5% CO, con la tapa ligeramente abierta. Todo el
proceso se realiz6 rapidamente ya que contenia DMSO, que es téxico para las
células. Este reactivo se lavé con los cambios de medio de cultivo.
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Esterilizacion de las matrices

Esterilizacion con rayos X.

Originalmente se planed proporcionar una dosis de 50 KGy para la esterilizacion de
las membranas, pero el equipo de rayos X de la Escuela de Ciencia e Ingenieria de
los Materiales del ITCR no tiene la capacidad para suministrar esa dosis, por lo cual
se procedi6 a trabajar con 50 Gy (0.05KGy), una medida que puede ser letal a sub-
letal para la mayoria de los organismos vivos, sin embargo, esto se compenso
modificando las condiciones de distancia desde la fuente de irradiacion y tiempo de
exposicion, de manera que considerando la altura de los platos Petri, asi como la
dosis requerida, la estudiante Diana Michelle Lépez calculd las dos condiciones de
tiempo y distancia de exposiciébn que se utilizaron: 0.4m y 0.2m de distancia de
exposicion por 80 y 20 minutos respectivamente.

Ademas, las membranas fueron colocadas en platos Petri de plastico sellados con
parafim en secciones cuadradas de alrededor de 2.5cm? A continuacion, se incluye
un extracto de la practica dirigida de esta estudiante.

1. Conversiones para los calculos

KGy

50 Gy X ————
1000 Gy

= 0.05 KGy

100 Rad = 1 Gy_5000 Rad = 50 Gy

2. Intensidad del equipo a 250 KV

) Radwm3 . .
Intensidad = 2.0 =22 (Intensidad maxima recomendada)
mAxmin

Para realizar los siguientes calculos, se suponen todas las distancias las exposicion,
considerando que la distancia maxima sea de 0.4 m y la minima de 0.2 m, todas ubicadas a

partir del centro del tubo de cobalto al nivel del suelo.

Se realizo el andlisis de cuatro condiciones, donde por la similitud de los datos, solo

se seleccionaron dos tipos.
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Total de dosis requerida (Tiempo de exposicidon)

Calculo de exposicion, condicion 3
50 Gy — 5000 Rad

5 Rad * m2 & ma 1 625 Rad
—— X5MAX——— = 625 — 1
mA = min (0.4m)? min 5000 Rad X —— = 80.00min

0.4 m, Distancia de exposicion
K::p Condiciones de trabajo del equipo

r

5mA - 240

Calculo de exposicion, condicién 4

Total de dosis requerida (Tiempo de exposicion)

Rad »m2 1
bt i R VY =P I — -
Rad * m2 1 Rad 50 Gy — 5000 Rad
m ° 5000 Rad X —— = 20.00min
250 7

— X——5=25 :
mA * min (0.2m) min

5mA — 240 K::p, Condiciones de trabajo del equipo

Cuadro 1. Condiciones de esterilizacion por rayos X.

Condicion Condiciones de trabajo Drstanr.:u:f 'de Tiempo de exposicion
exposicién
3 5 mA -240 kvp/V 0.4m 20 min
4 5 mA -240 kvp/V 0.2m 20 min

Fuente: (Lopez, 2010). Practica dirigida “Disefio y confeccién de un mecanismo de

sujecion para membranas biopoliméricas”
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Cuadro 2: Muestras tratadas con rayos X*.

Peliculas Cantidad de
Biopoliméricas muestras

8-2C-Q 4
2-8 C-Q 4
4-6 C-Q 2
0-10 C-Q, 3

Grupo

Grupo A

6-4 C-Q
Grupo B 4-6 C-Q
8-2C-Q

* El grupo A se diferencia del B en el sentido que el grupo B consiste en membranas
elaboradas mediante la técnica de entrecruzado. Fuente: (L6pez, 2010).

Evaluacién del tratamiento con rayos X

La presencia o ausencia de microorganismos en las membranas irradiadas fue
determinada segun el siguiente protocolo:

1. Utilizando pinzas vy tijeras estériles y trabajando en camara de flujo laminar, se
cortaron delgados fragmentos de 3 de los 4 bordes de las membranas tratadas
con rayos X, extrayendo 6 fragmentos de cada membrana.

2. Cada fragmento fue inoculado en placas multipozo de 6 pozos mediante la técnica
de vertido, agregando 3-4 ml de agar papa dextrosa para evaluar la presencia de
hongos y levaduras, o 3-4ml de agar de recuento estandar para evaluar la
presencia de bacterias y levaduras. Estos dos medios de cultivo permiten evaluar
la presencia general de contaminantes microbianos ambientales.

3. Se realizaron tres repeticiones para cada membrana en cada medio de cultivo.

4. La presencia o ausencia de microorganismos se evaluo a los 5 dias y a 1 semana.

Esterilizacion con acetona de las matrices seleccionadas para el crecimiento de
fibroblastos

Se trabajo preferiblemente con las matrices 2:8,8:2, 6:4 y 4:6 (coldgeno: quitosano
respectivamente), que mostraron buenos resultados en ensayos anteriores. Se
cortaron un fragmentos cuadrados de membrana que se ajustaban a las dimensiones
del anillo de sujecion, procurando que los segmentos fueran ligeramente de mayor
tamafo para que el ajuste no fuera muy forzado. Luego se esterilizaron en la camara
de flujo laminar, de la siguiente manera: se sumergio el fragmento de membrana 5
minutos en acetona previamente esterilizada por filtracién utilizando un filtro de jeringa
(0,22 pm), inmediatamente, se sumergié el fragmento 5 minutos en etanol 70%,
previamente esterilizado por filtracién (0,22 um) y se hicieron dos lavados con PBS
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estéril. Finalmente, se incubaron en DMEM completo (10% SFB) se incubaron a 37°C
y 5% CO,, durante 5 minutos para rehidratar.

Disefio y elaboracién de aros de sujecion para las membranas biopoliméricas.

Luego de diversos ensayos para observar el comportamiento de las membranas
biopoliméricas, bajo las condiciones de cultivo celular in vitro requeridas, se encontré que
las membranas se enrollaban sobre si mismas, flotaban y se arrugaban en el medio de
cultivo. Esto es indeseable ya que dificulta el cultivo de las células sobre las mismas,
como se observa en la Fig.1.

Figura 1. Matrices biopoliméricas inmersas en medio de cultivo para fibroblastos.
C: colageno, Q: quitosano. Nétese que las matrices no estan sujetas a la superficie, se
encuentran flotando y presentan arrugas y dobleces.

Por otro lado, el trabajo de graduacion de la Ing. en Biotecnologia, Silvia Castro:
“Modelos experimentales para el manejo in vitro de queratinocitos y fibroblastos humanos
para su utilizacion con una matriz con potencial en ingenieria de tejidos” realizado en el
Hospital Austral, en Buenos Aires, Argentina (Anexo 4) determind que las membranas
deben estar tensadas para la adecuada adhesion y proliferacion celular. Debido a esto, se
disefid el sistema de sujecidbn mostrado en la figura 2 para ajustar las membranas a
manera de prensa dentro de los platos de cultivo de 6 pozos. La idea original fue
propuesta por la Ing. Silvia Castro, y el disefio de los aros fue elaborado por la Ing. Laura
Calvo.
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L
Figura 2. Disefio de los aros metalicos tipo prensa como mecanismo de
sujecion paralas membranas biopoliméricas.

Como parte de la practica dirigida de la estudiante de Ingenieria de los Materiales del
ITCR Diana Michelle Lépez, se afind el disefio en término de los materiales a utilizar
(arandelas de acero inoxidable) y se elaboraron los aros metélicos para la sujecion de las
membranas con diferentes grosores, mostrados a continuacion. De estas cinco variantes,
se eligié el aro nimero 3, dado que sus dimensiones fueron las que aportaron el mejor
ajuste con las membranas. Se utilizé una calidad de acero especial de manera que los
aros pudieran ser autoclavados para su esterilizacion, y asi ser utilizados y reutilizados en
cultivo celular.
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Cuadro 3: Dimensiones de los anillos confeccionados

Nimero de | Aro de mayor diagmetro | Aro de menor diagmetro | Luz entre

Aniflo Externo {mmy) Interno fmm) aros (mm)
Ancho 19 Ancho 23
Espesor 25 Espesor 2.4
1 04
Digm. Inter 301 Digm. inter 25.5

Diam. Exter 341 Diam. Exter 29.7

Ancho 19 Ancho 2
Espesor 24 Espesor 19

2 09
Diam. Inter 30 Digm. inter 25.7

Diam. Exter 333 Diam. Exter 29.1

Ancho 19 Ancho 22
Espesor 24 Espesor 2.5
3 07
Diam. Inter 30.2 Diam. inter 25.2
Diam. Exter 339 Digm. Exter 29.5
Ancho 19 Ancho 23
Espesor 24 Espesor 14
4 06
Diamn. Inter 301 Diam. inter 254

Diam. Exter 339 Diam. Exter 29.5

Ancho 19 Ancho 18
Espesor 24 Espesor 17

5 o7
Diam. Inter 304 Diam. inter 26.2

Diam. Exter 339 Diam. Exter 29.7

Fuente: (Lopez, 2010).

Preparacion y esterilizacion de las matrices biopoliméricas seleccionadas.
Esterilizacion Anillos de sujecion

Los anillos disponibles para la sujecion de las membranas se esterilizaron en autoclave. Para
evitar su oxidacion, se lavaron previamente de la siguiente manera:

a. Se enjuagaron brevemente con cloro al 1%(v/v).

b. Se lavaron con esponja suave con jabdn neutro (no enzimatico).
c. Se sumergieron en alcohol al 70%.

d. Se lavaron 3 veces con agua destilada.

e. Se secaron y se autoclavaron, empacando por separado el anillo inferior y el anillo
superior para permitir la esterilizacion de la zona de traslape.

Al finalizar los ensayos, los anillos se lavaron inmediatamente para evitar que
permanecieran himedos o sucios.
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Preparacion de matrices con anillos de sujecion

Se tomo6 un fragmento de la membrana previamente esterilizado y se prensé entre el anillo
pequefio y el anillo grande, teniendo cuidado de no romper ni rasgar la membrana.
Seguidamente se recortd con tijeras estériles, los bordes sobrantes de membrana.

Una vez sujeta la misma, el anillo con la membrana se introdujeron dentro del pozo de una
placa multipozo de 6 pozos. Con cuidado de manipular todo el sistema de sujecion, las
membranas y el frasco se manejaron con sumo cuidado para mantener la asepsia de las
membranas.

Verificacion de la adhesién celular a las membranas y determinacién de la viabilidad
Verificacion de la adhesion celular a las membranas

Se realizaron observaciones periddicas de las células, con el empleo del microscopio invertido
para determinar la confluencia, y estudiar la morfologia celular asi como la presencia de
posibles contaminantes. Se realizaron pruebas con hisopados en ACC (agar de conteo
completo) y APD (agar papa dextrosa) para descartar contaminacion por levaduras, mohos y
bacterias.

Se realizaron cambios de medio cada 8 horas, durante 48 horas. En cada cambio de medio se
determind el niamero de células vivas y muertas presentes en el medio de cultivo que se
extrae de las muestras.

Tinciones con MTT, Azul Tripan y Diacetato de Fluoresceina

A las 48 horas de incubacién, se realizd una tincibn con MTT para verificar las células
adheridas a la membrana.

Se preparé adicionando 50mg del reactivo (Sigma) en 1ml de PBS, esto se colocé en
agitacion por 2 horas para que este se disolviera. Se cubrié con papel aluminio ya que es
fotosensible y se guardd en refrigeracion a 4°C.

Se dispensaron 10ul de MTT por cada 100 ul de medio que habia en el pozo. Se colocaron en
la incubadora de CO:2 aproximadamente por 3 a 4 horas. Se observaron al microscopio
invertido las células tefiidas de morado que se adhirieron a la membrana.

Con el mismo tiempo de incubacién se realiz6 una tincidon con Azul Tripadn para verificar la
adhesion celular, utilizando una solucion al 0.04% en proporcion 1:1 con medio existente en
los pozos de las placas de cultivo que colocaron por 3 a 4 horas en la incubadora de CO:. El
Ultimo método de tincion utilizado fue con Diacetato de Fluoresceina (1mg/ml), realizado en
iguales proporciones y tiempo que el método anterior.

Incremento de la adhesion celular

Se emplearon distintas técnicas para mejorar la adhesion celular. Por un lado, dado que las
membranas no son porosas, se hicieron agujeros en la membrana con una aguja 22Gx1 para
mejorar la aireacion. Ademas, para promover la adhesion las membranas al fondo del pozo de
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cultivo, se sumergié cada membrana en SFB durante 5 minutos y se colocaron en el fondo del
pozo y se sometieron a 2 minutos de liofilizacién a -45°C y 0,036 Torr.

Antes de determinar la presencia de fibroblastos sobre las membranas, éstas se lavaron con
PBS para eliminar las células no adheridas y se transfirieron a placas Petri nuevas.

Resultados y Discusion.

Mantenimiento de lalinea celular de fibroblastos 3T3

Los protocolos de cultivo, subcultivo, crioconservacion y descongelamiento mostraron ser
efectivos para suministrar el nimero de fibroblastos que se requerian para los ensayos.
Asimismo las células presentaban caracteristicas morfolégicas normales tipicas.

Se utilizaron células a partir del pasaje 13, pues el crecimiento fue mucho mas rapido y mejor
lo que redundd en una disminucién en la cantidad de células utilizadas para obtener adhesion
y proliferacion celular.

Fig. 3. Crecimiento de fibroblastos a los 2 dias de del pasaje. A) Pasaje 4, B) Pasaje 9, C)

Pasaje 17.

Esterilizacion mediante rayos X.

Tal y como se describié en el informe previo (2008), la esterilizacién de las matrices es
fundamental para la obtencién de cultivos celulares asépticos. Algunos de los métodos de
esterilizacion empleados resultaron poco efectivos, obteniendo contaminacién remanente
(Unicamente reduccién de la carga microbiana) y otros muy agresivos, afectaron la
integridad de las membranas o la adherencia y crecimiento de los fibroblastos.
Comparaciones espectroscopicas infrarrojas (FT-IR) realizadas en POLIUNA,
demostraron que todos los métodos de esterilizacion utilizados e incluso la exposicion de
las matrices a condiciones rutinarias de cultivo, incidian en la estructura fisica y quimica
de las matrices a diferentes niveles. Sin embargo, también se observé que los métodos de
esterilizacion no alteraron significativamente la estructura macroscépica de las matrices.

Con base en esta informacion, se concluye que cualquier método de esterilizacién tendra
efectos fisicos y quimicos sobre las matrices, de manera que se dispuso continuar
trabajando con los métodos de esterilizacidbn que presentaban ventajas en términos de
costo, tiempo y disponibilidad, como lo son la exposicion a alcohol 70% y a Oxido de
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etileno, asi como la irradiacion con rayos X. Durante el | semestre del 2010, se
estandarizaron las condiciones de esterilizacion mediante rayos X (Lépez, 2010).
Mediante este trabajo, se trataron membranas en todas sus proporciones
colageno:quitosano (excepto 100% colageno) utilizando una dosis de 50Gy bajo dos
condiciones: 0.4m de distancia de exposicion con 80 minutos de exposicion, y 0.2m de
distancia de exposicion con 20 minutos de exposicion. Se obtuvo un 56% de éxito en
términos de esterilizacion (Cuadro 5), se observé que el 100% de membranas
esterilizadas presentaban en su composicion mayor presencia de coladgeno que de
quitosano, por lo que son mas delgadas en comparacion a las demas matrices. Esto se
podria explicar porque los rayos X, penetran mas facilmente la membrana, por el menor
grosor de la membrana. Ademas, la contaminacion en la mayoria de los casos implico la
proliferacién de hongos y no de bacterias, por lo que se considera la dosis utilizada afect6
mas a las bacterias que a los hongos.

Cuadro 5: Evaluacion microbiologica de los tratamientos con rayos X.

Réplicas
Composicion | Condicion | Grupo | Muestra ACC APD
10Q
8-2 C-Q
8-2 C-Q
8-2 C-Q
4-6 C-Q
2-8 C-Q
2-8 C-Q
10Q
6-4 C-Q
4-6 C-Q
8-2 CQ
8-2 CQ
2-8 C-Q
4-6 C-Q
8-2 CQ + + + + + +
100 3 X - - - - - -

Fuente: Laboratoric de tefidos del Centro de Investigacion de Biotecnalogia, Instituto tecnclogico de Costa Rica
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(-): ausencia de microorganismos, (+): presencia de microorganismos.

Elaboracién de los aros de sujecion

Tal y como se puede observar en la figura 3, el aro 3 mantiene la membrana tensa y sin
arrugas y fue el Unico fabricado en el cual no se observé desgarre de las membranas
tanto al prensarlas inicialmente como al desprenderlas. Debido a esto, se fabricaron 6
aros con estas dimensiones para realizar cultivo celular sobre las membranas tensadas
en los mismos. Ademas, otra ventaja de los aros es que pueden ser faciimente
esterilizados en autoclave.

22



0 ymmayy

s

Figura 4. Evaluacion de la eficacia de los aros de sujecién para mantener tensas las
membranas bajo las condiciones de cultivo in vitro. La numeracion 1, 2 y 3 se refiere
a las dimensiones de los aros segun el cuadro 4.

En la figura 5 se muestra la apariencia final de los aros fabricados por Diana

Michelle Lopez.
o o1l
e

Figura 5. Apariencia final de los aros de sujecion fabricados.

Preparacion y esterilizacion de las matrices biopoliméricas seleccionadas.

La efectividad de los aros para mantener las membranas tensadas se comprobé
manteniendo membranas en cultivo durante dos semanas prensadas con el aro nimero 3,
durante este tiempo no se observo la presencia de arrugas ni pérdida de la integridad
estructural de la membrana, ni contaminacion fingica ni bacteriana.

Verificacion de la adhesion celular alas membranas y determinacion de la viabilidad

Los resultados de estos ensayos demuestran que los fibroblastos crecieron normalmente
(en comparacién con ensayos en los cuales no habia matrices adheridas a los frascos de
cultivo), sin diferencias observables entre los ensayos inoculados con fibroblastos 3T3 y
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fibroblastos humanos, lo que indica que las matrices no tuvieron efectos citotéxicos sobre
las células. Sin embargo, se observé que las células presentan mayor crecimiento sobre
la superficie de los pozos de cultivo, y que ademas al parecer “chocan” con los bordes de
las matrices, siendo que el “escaldn” entre la superficie expuesta de la matriz y el fondo
del plato de cultivo se recubre con fibroblastos (Figs 6y 7).

Fibroblastos
46C-Q

Fig. 6. Fibroblastos inoculados sobre una matriz biopolimérica. Las flechas de linea continua
indican fibroblastos, mientras que las flechas de linea punteada indican el borde limitrofe donde termina la
membrana, siendo que la seccion mas opaca corresponde a la matriz y la seccibn mas oscura
corresponde a la superficie del plato de cultivo. Nétese la presencia de fibroblastos individuales (B) que

parecen estar creciendo sobre o bajo la matriz. Nétese también la alta confluencia celular, alrededor de
85% (A).

Se observo después de que luego de 8 horas de realizado el cultivo sobre las membranas,
las células no adheridas no se adheriran mas tarde. Asi, si se sembraron 50 mil células en
total, y a las 8 horas se contaron 25 mil células en suspension, quiere decir que se adhirié un
50% del indculo inicial.

Por otro lado, para verificar la superficie a la cual se observaron adheridos los fibroblastos, se
ubicaron fibroblastos que parecian adheridos la matriz biopolimérica. La matriz fue
desprendida y se esperaba que los fibroblastos se desprendieran con ella, pero se observo
que los fibroblastos crecieron por debajo de la matriz sobre la superficie del plato de cultivo
(Fig.7), de manera que no se encontrd adhesion a la matriz en ninguno de los ensayos (Fig.8).
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Fibroblastos
46C-Q

Fig. 7. Fibroblastos inoculados sobre una matriz biopolimérica. Las regiones opacas
corresponden a la superficie de la matriz biopolimérica, mientras que las regiones claras es la superficie
del plato de cultivo. Nétese la region de “choque” de los fibroblastos con el borde de la matriz.

(200X)

Fig. 8.  Fibroblastos inoculados sobre una matriz biopolimérica antes y después de

remover la matriz del plato de cultivo. Las flechas blancas indican el borde la matriz (opaca). Las flechas
negras indican fibroblastos individuales que parecian adheridos a la matriz. Sin embargo, tal y como se observa en las
imagenes de la derecha, al remover la matriz del plato de cultivo, las células se mantienen adheridas al plato de cultivo

y no a la matriz.

Se observé crecimiento celular en todas las membranas utilizadas (Fig.9), con mayor
densidad de células en la membrana 2-8 C-Q, ya que se logré obtener mas del 50% de

confluencia.
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Fig. 9. Fibroblastos adheridos a matrices 4:6 (A), 6:4 (B) y 2:8 (C) colageno:quitosano
teflidas con MTT luego de ser inoculadas con fibroblastos 3T3 sobre su superficie e

incubadas durante 48 horas. Se puede afirmar que las células estan adheridas a la matriz por su morfologia
fusiforme, la cual adquieren so6lo al adherirse a un sustrato. Ademas, su coloracién morada indica que estan
metabdlicamente activas, dado que redujeron el MTT (100x).

Inicialmente se dificulté verificar la adhesion celular, ya que las membranas son muy opacas,
lo que impidié observar la presencia o ausencia de células sobre las mismas. Se utilizaron
dos métodos de tincién para este efecto, el azul tripdn y el diacetato de fluoresceina (DFA).
Sin embargo, el azul tripan tifid las membranas biopoliméricas en su totalidad, y el DFA
produjo una fluorescencia del quitosano, e impidié detectar la presencia de células. Para
resolver este problema, se estandarizd el protocolo de tincion utilizando MTT, un reactivo
especifico para deteccién de la actividad metabdlica celular.

A las 48 horas de estar en contacto las matrices biopoliméricas con los fibroblastos el medio
de cultivo se torné amarillo, denotando un pH mas acido, y en algunos pozos se presentaron
burbujas debajo de la membrana sin embargo no se observé ninguna contaminacién. Esto se
debi6 probablemente a la adhesidn y crecimiento de fibroblastos en la superficie inferior del
pozo, lo que produjo una alta concentracion de CO,, que acidificé el medio de cultivo, por lo
gue se hicieron poros en la membrana con una aguja 22Gx1, para incrementar el intercambio
de gases.

Se logro el crecimiento celular en la membrana 2-8 C-Q 4, Z, A. Se determiné que se
requieren 200,000 células para lograr detectar la presencia de fibroblastos en la membrana.
A las 2 semanas de estar incubando las membranas la mayoria estaban disueltas en el medio,
las Unicas que permanecieron intactas fueron: la 4-6 C-Q 3, x, zy la 2-8 C-Q 4, Z, A. (Fig. 10).

Para comprobar la presencia de fibroblastos en la membrana se realizaron ensayos de
tincion con MTT, los cuales se compararon con resultados obtenidos con azul tripan y
diacetato de fluoresceina.
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El empleo del FDA fue descartado en los ensayos debido a que el espesor de membrana no
permitié la visualizacién de las células al microscopio de fluorescencia, ademéas tifié el
quitosano, (Fig. 7). por otro lado al tefiir con azul tripan, se colored la membrana en conjunto
con las células lo que no permitié distinguir los fibroblastos.

El MTT es una forma de tincién eficiente ya que a diferencia de los otros métodos de tincion
utilizados, el MTT demostré ser mas eficiente, probablemente porque este para generar color
debe ser absorbido y metabolizado por la célula. En el interior de la células el MTT ingresa en
la mitocondria donde es oxidada en formazan lo que le genera un color azul- violeta; lo que
permite observar los fibroblastos y por la misma razén, la membrana no se tifie.

Fig. 10. Membrana de quitosano tefiida con FDA. Se observa la fluorescencia de la
membrana en contraste con el medio oscuro.

Con la aplicacién del MTT se logré observar las células tefiidas y no asi la membrana, y
esto se pudo comprobar al comparar los resultados con los controles (FIG 11).
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Fig. 11. Control positivo (A) de fibroblastos 3T3 en monocapa tefiidos con MTT y control
negativo (B) de membrana 6:4 tefiida con MTT pero sin haber sido inoculada con fibroblastos.
Las imagenes muestran que las células se tifien pero la membrana no.

CONSIDERACIONES FINALES

1. El desarrollo in vivo de las células epiteliales, tanto su diferenciacion como su
multiplicacion, dependen de complejas interacciones con la matriz extracelular, asi
como de diferentes estimulos procedentes de los fibroblastos y sus productos. Para
disefiar un sustituto de piel el primer paso fue establecer un sistema in vitro en el cual
las células cultivadas puedan crecer en matrices biodegradables, las cuales proveen
sefiales fisicas y quimicas que ayudan a controlar la correcta formacion espacial-
temporal del tejido in vivo.

2. Larazon por la que se llevan a cabo las pruebas con las matrices biopoliméricas es
gue en general, las células cultivadas son dependientes de anclaje, es decir necesitan
adherirse a un sustrato para poder sobrevivir. Estos sustratos pueden ser recipientes
especiales para el cultivo de tejidos, que pueden estar recubiertos con componentes
de la membrana extracelular para aumentar sus propiedades de adhesion y
proporcionar otras sefiales necesarias para el crecimiento y diferenciacion.

3. Los procedimientos de aislamiento y siembra inicial de los fibroblastos son clave para
un buen desarrollo in vitro, por lo cual se debe de ser muy especifico al brindarle las
mejores condiciones respectivas, con el fin de lograr una buena confluencia.
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4. Los fibroblastos, requieren un periodo de adaptacion a las condiciones de cultivo (fase
lag), una vez superado este periodo, su expansion y mantenimiento in vitro se hace de
una manera facil, sin grandes requerimientos y es posible lograr una buena
amplificacién de los mismos.

5. Otro tipo de cultivo adherente es el cultivo organotipico que consiste en cultivar las
células en un ambiente tridimensional (0 una membrana extracelular artificial) a
diferencia de las placas de cultivo bidimensionales. Este tipo de cultivo 3D es
bioquimica y fisiolégicamente similar al tejido vivo. Sin embargo, la eleccion del
andamio a utilizar presenta dificultades técnicas importantes.

CONCLUSIONES

1. Al comparar los diferentes métodos de esterilizacion (solucion de antibiéticos, acetona,
luz ultravioleta y otros) el mas eficiente fue la irradiacién de las membranas con rayos
X, aunque este protocolo varia segun el grosor y composicién de los biomateriales.

2. Las membranas 2-8 y 6:4 C-Q, mostraron el mayor crecimiento de fibroblastos. En
conjunto con el nuevo soporte de anillos y el método de colocacion de la membrana se
logré optimizar la adhesion celular al colocar la membrana al liofilizador antes de
colocar las células, para que se adhiriera al pozo.

3. El uso de los anillos sujetadores resulta favorable dado que mantienen la tension de la
membrana y con esto mejoran el ensamblaje de los elementos del citoesqueleto para
el adecuado crecimiento de las células sobre las membranas

4. El método de tincion mas eficiente fue el que utiliza MTT, ya que permitié observar el
crecimiento de fibroblastos en la membrana, debido a que ésta no se tifid con el
compuesto. Por Ultimo, la tincién con MTT se prefiere antes que los otros métodos de
tinciones utilizados debido a que el MTT demostré ser mas especifico al tedir las
células y no las membranas, probablemente porque éste, para generar color, debe ser
absorbido y metabolizado por la célula.

Aportes y alcances:

Aspectos en que el proyecto colaboré para el aumento de la cooperacion entre las
universidades y la conformacion del Sistema Interuniversitario de Investigacion

Dado que el proyecto de investigacion fue ejecutado en forma complementaria entre dos
laboratorios de investigacion del sistema nacional de educacidn superior estatal, esto
permiti6 potenciar las fortalezas de cada uno, permitiendo la ejecucion de acciones
conjuntas que de no ser de esta manera no se podrian llevar a cabo. La
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interdisciplinariedad desarrollada en este proyecto fortalecié la formacién académica de
los estudiantes a nivel de la interaccion profesional y la adquisicion de conocimientos,
permitiéndoles trabajar en grupos de investigacibn donde cada participante es tan
importante como el otro y mejorando la vision interdisciplinaria de estos futuros
profesionales, lo cual sera de gran beneficio para el desarrollo del pais. Por otro lado, la
vinculacién estratégica establecida entre los sectores pesquero y salud, permitio
establecer un punto de partida para que las universidades, especialmente los laboratorios
involucrados en el proyecto, se fortalezcan académicamente en el desarrollo de
investigacion aplicada. De esta manera, se establece que la cooperacién interuniversitaria
es no solo utilitaria para el desarrollo cientifico, sino que también es factible y necesaria
para el despegue de la investigacion aplicada y el desarrollo intelectual y practico de la
ciencia en Costa Rica.

Impacto que el proyecto alcanz6 en los ambitos cientifico, social, cultural, ambiental y

econdémico

Cuadro 6: IMPACTO DEL PROYECTO EN DIVERSOS AMBITOS.

AMBITO IMPACTOS
Cientifico - Obtencién de un nuevo biomaterial.
- Practica de protocolos de cultivo de células epidérmicas en Costa
Rica.
- Espacio para trabajos de graduacién de estudiantes de grado y
postgrado.

- Potenciacion de las cualidades académicas y cientificas de los
laboratorios de la UNA y el ITCR patrticipantes.

- Intercambio dindmico de conocimientos entre los laboratorios
participantes.

Social - Establecimiento de contacto interdisciplinario entre la UNA y el
ITCR.
- Vinculacién con el sector productivo pesquero y el sector salud.
Cultural - Divulgacién del proyecto de la experiencia cientifica al sector

publico nacional, resaltandolo no s6lo como un proceso de
innovacion de nuevos materiales de utilidad en biomedicina, sino
como una base para fomentar el desarrollo cientifico en esta &rea en
el pais.

Ambiental - Aprovechamiento de desechos acuaticos que representan
actualmente en nuestro pais un gran problema ambiental.

Comentarios adicionales o recomendaciones a los investigadores del proyecto

Este proyecto ha permitido complementar el trabajo de dos grupos de investigadores lo ha
conllevado que la investigacion pueda proseguir, pues las caracteristicas fisico-quimicas
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de las membranas deban ser mejoradas a fin de poder soportar el crecimiento de las
células. Adicionalmente se esta trabajando en el método de esterilizacion de las mismas
gue no afecte las caracteristicas antes sefialadas.
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ANEXOS

Anexo 1. P6ster presentado en el Congreso Mundial de la Sociedad Internacional de

Medicina Regenerativa e Ingenieria de Tejidos en el 2009.
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Anexo 2. Folleto informativo del Laboratorio de Ingenieria de Tejidos, en sus versiones en

Inglés y Espafiol.

Centro de Investlgaclon en Blotecnologia
Contrapartes y e E

CONTACTO

Escuela de Blologia

Financiamiento Instituto Tecnoléglco de Costa Rica
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Contrapartes Académlicas y Técnlcas

Centro de Investigacion en Biotecnologia, ITCR
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L io de Cil ética, Hospital i | de Nifios
Dpto. de Dermatologia, Hospital San Juan de Dios
Unidad de Quemados, Hospital San Juan de Dios
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Dpto. de Dermatologia, Hospital México
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Tel. (506) 2550-2474
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generador de nitrégeno liquido. Implementacion y produccion  Investigacion en Biologia
> de Biopolimeros Molecular y Celular

&  Personal permanente de 5 investigadores
2 profesionales capacitados en Ing. de
| # = Tejidos y 7-8 estudiantes asistentes o

tesiarios.

Validacién molecular del
protocol de cultivo in
vitro de queratinocitos
humanos para optimizar
su produccién con fines

Desarrollo de matrices
biopoliméricas a partir del
colageno de la piel de tilapia y
del quitosano del exoesqueleto
de camaron y su evaluacion

Banco de Tejidos

Establecimiento de los
procedimientos para la
produccion y el manejo de

“La Ingenieria de Tejidos podra una matriz dérmica acelular

mejorar la calidad de vida y la
| A salud en Costa Rica”

0 &

preliminar como un
biomaterial con potencial para
la Ingenieria de Tejidos.

> Ny %

ot v N 9

terapéuticos en Costa
Rica.

radioesterilizada como base
para la creacion de un Banco
de Tejidos en Costa Rica.

O '
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Counterparts and
Financing

The following represent the inter-institutional and inter-
disciplinary team that collaborates with LAINTEC

Academical and technical counterparts

Biotechnology Research Center, ITCR

Dermatology Department, Hospital Nacional de Nifios
Burn Unit,Hospital Nacional de Nifios

Cyte ics L y, Hospital ional de Nifios
Dermatology Department, Hospital San Juan de Dios
Burn Unit, Hospital San Juan de Dios

Radiotherapy Department, Hospital San Juan de Dios
Dermatology Department, Hospital México

Polymers Research Laboratory, Chemistry Faculty, UNA

NSO NACERAL

Projects Funding Sources

International Atomic Energy Agency (IAEA)

Caja Costarricense del Seguro Social (CCSS)
Pfizer Scientific Institute

Fondo Estatal para la Educacién Superior (FEES)
Instituto Tecnolégico de Costa Rica (ITCR)
Universidad Nacional (UNA)

“Application of the
= principles and methods
— of engineering toward
the development of
biological substitutes”

Crit. Rev. Oral Biol. Med. 9(3):333-334 (1998)

=
b2 Tissue Engineering
-
Two aseptic and fully equipped
" laboratories

Al
\ One laboratory for media preparation and
storage at different subzero temperatures

Access to cryopreservation with
controlled descending temperature
systems and liquid nitrogen generator

A permanent staff of 5 trained
; professional researchers and 7-8
- L internship students
2

There are no other similar
approaches in Central America

“Tissue Engineering will
A, improve the health status and

/ ///l quality of life in Costa Rica”

N N0 a2

Contact Information

Technological Institute of Costa Rica

Cartago, Costa Rica
Central America

Tissue Engineering
Laboratory
Tel. (506) 2550-2474

Fax. (506) 2550-2700
E-mail: mirojas@iter.ac.cr

Biology Faculty

%) Tel. (506) 2550-2285
S CIB,) rax. (506) 2550-2479
oot/ E-mail: biologia@itcr.ac.cr

Projects

Human skin
cells in vitro
production

Optimization of the
human skin cells in vitro
production system to treat
patients with diverse
epidermal affections in
Costa Rica

Biopolymers production
and implementation

Biological matrixes
development from tilapia
skin collagen and shrimp
exoskeleton chitosan and its
preliminary evaluation as a
potential biomaterial with a

tissue engineering in Costa Rica
application

- DN\ ot PO

-~ o b oAy @ e °f - —

Molecular and Cellular
Biology Research

Molecular validation of a
human keratinocytes in
vitro culture protocol in
order to optimize their
production with a
therapeutic application

Biotechnology Research Center
Biology Faculty
Technological Institute of Costa Rica

g
~

Tissue
Engineering _
Laboratory /-

\\ w

Tissue Banking

Procedures establishment
for the production and
handling of a radiation-
sterilized acellular dermal
matrix as a basis for the

creation of a Tissue Bank in
Costa Rica
B\ ' r \3
CF T CORR A \
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Anexo 3. Diapositivas de la ponencia “Experiencia costarricense en el establecimiento de
cultivos primarios de piel para fines terapéuticos” en el Simposio Internacional “Traduccién
Clinica en Tecnologias de Ingenieria de Tejidos” efectuado los dias jueves 13 y sabado 14

de Mayo en Buenos Aires, Argentina, organizado por la Unidad de Traduccién Clinica del
Hospital Universitario Austral.

Costa Rica’s experience in
the establishment of
primary skin cells cultures

for therapeutic approaches

& Centeno-Cerdas C., Calvo-Castro L., @
TEC

Alvarenga S., Guerrero M. y Rojas M.

$4,5 million per year
per hospital

ACCIDENTSS" iz =

GENETIC
DISEASE
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4 research
projects

5 Researchers

2 clean rooms

1general area

>4

Tissue Engineering Laboratory

Research Projects

Human skin
cells in vitro
production

Molecular
evaluation of
keratinocytes

in vitro culture

Biopolymers
production and
implementation

Tissue Banking
establishmentin
Costa Rica

Human skin cells in vitro production

“Optimization of the human skin cells in vitro production system @ (@?)
T’

to treat patients with diverse epidermal affections in Costa Rica”

‘smooth muscle

Establishment

Consolidation

Optimization

IAEA
A e
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uman skin cells in vitro p o

Feeder layer irradiation

Minimal risk for humans

Universities
—

15-20-25-30 Gy 12and 22 culture Autologoustransplant

K+F (human)

K+F (human)

10days

Clinical re
\ Growing concern
@ Clinical research for the ethical
“boom” in CR r\/ issues implied

International \ ‘.\gk

collaborations r/ \\
\’ and laws are | approach

zzs::rscﬂie:ce‘ WA Legalframe now required
P/’/ establishment :

CostaRica’s
Health Law (1973)

Enllawe Haleinlki'g

Regulations | A different

¥

Not good enough
for today’s needs

Epidemiological \
studies

Lack of reglamentation
Lack of training
Lack of money
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Sterilization

el

70% ethanol immersion
UV light exposure
Antibioticimmersion
UV light + antibiotics
Ethylene oxide
70% ethanol + acetone

Cell culture assays

Skin cells Patients
treatment

“Biological matrixes development from tilapia skin collagen and @
shrimp exoskeleton chitosan and its preliminary evaluationas a
potential biomaterial with a tissue engineering application”

* Non pyrogenic, non immunogenic

* Non toxic

* Noncarcinogen

* Should be metabolized by the organism

* Durability and availability

* Chemically, physically and biologically stable
* Easily manufactured

* Cellculture compatible

Tilapia Shrimp
Oreochromis niloticus Tilapia skin Heterocarpus vicarius Shrimp shell

Raw material
characterization

Colageno Tipo |
” Biopolymers
characterization
Denaturalization temperature Molecular weight
Infrared analysis Deacetylation level
Thermo gravimetric analysis Denaturalization temperature
l Thermogravimetric and infrared analysis

Colageno 100% Biocomposites
elaboration
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Conclusions
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Anexo 4. Resultados de trabajo de graduacién de la Ing. en Biotecnhologia, Silvia Castro:
“Modelos experimentales para el manejo in vitro de queratinocitos y fibroblastos humanos
para su utilizacién con una matriz con potencial en ingenieria de tejidos” realizado en el
Hospital Austral, en Buenos Aires, Argentina.

A Efecto de la tensidon de la membrana

MEMBRANA SIN TENSAR NUCLEOS MEMBRANA TENSADA

Imagenes Silvia
Castro, Ing.

Tincién de nucleos de fibroblastos
en la membranasin tensar

Tinciéon de nucleos de fibroblastos
en la membrana tensada

Efecto de la tension de la membrana
MEMBRANA SIN TENSAR CITOESQUELETO MEMBRANA TENSADA

Tincion del citoesqueleto de fibroblastos Tincion del citoesqueleto de fibroblastos
en la membrana sin tensar enla membrana tensada

Alineacién de los
fibroblastos sobre Imagenes Silvia Castro, Ing.
MatriStem®

1enwvy
\Swvny

Figura 3. efecto de la tension de la membrana sobre la morfologia celular.

En la figura 3 se muestra el efecto de la tensién de las membranas sobre la proliferaciéon y
fisiologia celular. En el panel A. se compara la morfologia nuclear de células inoculadas
sobre membranas tensas y no tensadas, mediante una tincién fluorescente de los nucleos
con ioduro de propidio. Nétese la condensacién de la cromatina (compactacion del
nucleo), lo cual es un indicio de que las células se encuentran en una fase pre-apoptoética
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(muerte celular programada). En el panel B. se compara la morfologia del citoesqueleto
de células inoculadas sobre membranas tensas y no tensadas, mediante una tincion
fluorescente de las fibras de actina con faloidina. Se puede observar claramente la
desorganizacion de las fibras de actina, indicador de estrés y de un estado pre-apoptético.

Anexo 5. Protocolo de esterilizacion de las membranas biopoliméricas con alcohol 70% y

acetona.

Cortar fragmentos de membrana de aproximadamente 1cm?.

b. En camara de flujo laminar, sumergir cada fragmento 5 minutos en acetona
previamente esterilizada por filtracion (filtro de jeringa, acetato de celulosa, 0.22
Hm).

c. Inmediatamente, sumergir cada fragmento 5 minutos en etanol 70% previamente
esterilizado por filtracion (filtro de jeringa, acetato de celulosa, 0.22 uym).

d. Lavar dos veces con PBS estéril.

e. Incubar en DMEM completo (10% SFB) durante 5 minutos para rehidratar.

f. Descontaminar con alcohol 70% un desecador de vidrio y colocarlo durante 10
minutos en la camara de flujo laminar con la tapa abierta.

g. Colocar el fragmento de membrana rehidratado completamente estirado en la
superficie de un pozo de una placa multipozo (6 pozos). Colocar la placa multipozo
con la tapa cerrada en el desecador y conectar a una bomba de vacio durante 2
— 3 horas, hasta que se observe la membrana completamente seca.

h. Incubar la placa multipozo con la membrana durante 2-3 horas a 37°C, 5%CO,,
90% humedad.

1. Inoculacién de las membranas con fibroblastos humanos o fibroblastos 3T3
(Mus musculus).

a. Colocar sobre la membrana un inéculo de células a estudiar de 2,5x10°
células/cm?, para un volumen méaximo de 3 ml en medio de cultvo DMEM
completo (10% SFB).

b. Incubar a 37°C, 5%CO,, 90% humedad. Realizar cambios de medio cada 2-3 dias.

42



Anexo 6. Evaluacion del cultivo de fibroblastos con membranas biopoliméricas.
(Tomado del Informe Técnico ITCR-UNA Il Semestre 2009)

a. Adhesion de las células al biomaterial. En pruebas preliminares, se cortaron
fragmentos de alrededor de 3 cm de didmetro de las matrices (esterilizadas con
anitbiéticos y antimicoticos) en todas sus variantes (100% colageno, 100% quitosano,
2:8, 8:2, 6:4 y 4:6 colageno-quitosano); los fragmentos se colocaron en los pozos de
placas multipozo estériles (6 pozos) y se recubrieron con 3 ml de DMEM al 10% suero
fetal bovino (SFB). Las muestras se incubaron a 37°C y 5% CO, en una incubadora y
se valoro el estado de las membranas a través del tiempo. En pruebas subsecuentes,
fragmentos de la matriz 4:6 colageno-quitosano de alrededor de 1,5 cm? fueron
esterilizados con alcohol 70% y acetona tal como se indicé previamente. Los
fragmentos fueron rehidratados por inmersion en DMEM al 10% SFB durante 5
minutos y colocados humedecidos y estirados sobre la superficie de placas multipozo
estériles de 6 pozos. Con la tapa cerrada, fueron colocados dentro de un desecador
de vidrio conectado a una bomba de vacio. Las muestras se incubaron de esta
manera durante 2-4 horas, con lo cual se extrajo todo el aire dentro del desecador y
se logro la adhesion de las matrices a la superficie de los platos multipozo.
Seguidamente, se inocularon 50.000 fibroblastos por pozo en medio de cultivo DMEM
al 20% de suero fetal bovino (SFB). Se incub6 a 37°C y 5% CO, en una incubadora.
En algunos ensayos se utilizé un indculo de fibroblastos murinos 3T3, mientras que
en otros ensayos se utilizd un inéculo de fibroblatos humanos obtenidos de un cultivo
primario de una muestra donada por un colaborador anénimo.

b. Tasa de crecimiento, proliferacién celular y confluencia. Se monitored el crecimiento y
proliferacidn celular de los fibroblastos inoculados sobre las matrices adheridas a las
placas multipozo con base en la observacion de la confluencia a lo largo del tiempo,
donde se evalla el porcentaje de superficie cubierta por las células (fibroblastos) y la
densidad celular. Al alcanzar aproximadamente un 70-80% de confluencia, con una
pinza estéril se desprendieron las matrices de los pozos y se observé al microscopio
de luz.

Los resultados de estos ensayos demuestran que los fibroblastos crecen de manera
normal (en comparacién con ensayos en los cuales no habian matrices adheridas a los
frascos de cultivo), sin diferencias observables entre los ensayos inoculados con
fibroblastos 3T3 y fibroblastos humanos, lo que indica que las matrices no tienen efectos
citotoxicos sobre las células. Sin embargo, se observé que las células presentan
preferencia al crecimiento sobre la superficie de plastico de los platos de cultivos, y que
ademas al parecer “chocan” con los bordes de las matrices, siendo que el “escalén” entre
la superficie expuesta de la matriz y el fondo del plato de cultivo se recubre con
fibroblastos.
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Fibroblastos
(100X) 4:6C-Q

Fibroblastos inoculados sobre una matriz biopolimérica. Las flechas de linea
continua indican fibroblastos, mientras que las flechas de linea punteada indican el
borde limitrofe donde termina la membrana, siendo que la seccibn mas opaca
corresponde a la matriz y la secciébn mas oscura corresponde a la superficie del plato
de cultivo. Nétese la presencia de fibroblastos individuales (B) que parecen estar
creciendo sobre o bajo la matriz. Notese también la alta confluencia celular, alrededor

de 85% (A).

Fibroblastos
(200X) 46C-Q (200X)

Fibroblastos inoculados sobre una matriz biopolimérica. Las regiones opacas
corresponden a la superficie de la matriz biopolimérica, mientras que las regiones
claras es la superficie del plato de cultivo. Nétese la regidon de “choque” de los
fibroblastos con el borde de la matriz.
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Por otro lado, para verificar la superficie a la cual se observaron adheridos los
fibroblastos, se ubicaron fibroblastos que parecian adheridos la matriz biopolimérica. La
matriz fue desprendida y se esperaba que los fibroblastos se desprendieran con ella, pero
se observo que los fibroblastos crecieron por debajo de la matriz sobre la superficie del
plato de cultivo, de manera que no se encontrdé adhesion a la matriz en ninguno de los
ensayos.

(200X)

Fibroblastos inoculados sobre una matriz biopolimérica antes y después de remover la
matriz del plato de cultivo. Las flechas blancas indican el borde la matriz (opaca). Las flechas
negras indican fibroblastos individuales que parecian adheridos a la matriz. Sin embargo, tal y
como se observa en las imagenes de la derecha, al remover la matriz del plato de cultivo, las
células se mantienen adheridas al plato de cultivo y no a la matriz.
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