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Biocompatihility study of ultrathin memhbranes of chitosan as a dermal
substitute, using mesenchymal stem cells and keratinocytes
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Abstract

Introduccién y Objetivo. Existe una importante demanda mun-
dial para desarrollar sustitutos biolégicos que restauren, mantengan o
mejoren la funcién tisular, basdndose en el uso combinado de bioma-
teriales que funcionen como andamios y empleando células que in-
duzcan regeneracién para reparar los tejidos lesionados o enfermos.

El objetivo de este estudio es cultivar y caracterizar células epi-
dérmicas y mesenquimales de gelatina de Wharton sobre matrices de
quitosano ultradelgadas con la finalidad de evaluar la biocompatibi-
lidad y su potencial uso como sustitutos dérmicos.

Material y Método. Empleamos 2 modelos celulares de origen
humano previo consentimiento informado de los donantes sanos, cé-
lulas madre mesenquimales obtenidas a partir de gelatina de Whar-
ton y células epidérmicas aisladas mediante digestién con dipasa de
muestras de piel. Sembramos ambos tipos celulares en proporcion de
5.000 cel/cm? y evaluamos la adhesion celular por método cuantita-
tivo CellTiter 96® (MTS) y cualitativamente empleando marcaje con
DAPI de los ntcleos celulares.

Resultados. Logramos establecer cultivos homogéneos de ambos
tipos celulares, queratinocitos y células madre mesenquimales a par-
tir de gelatina de Wharton. Los dos tipos celulares mostraron una
apropiada adhesién celular y viabilidad, tanto por el ensayo de MTS
como por la evaluacién cualitativa con DAPI, sobre las membranas ul-
tradelgadas de quitosano.

Conclusiones. Demostramos que las membranas de quitosano
pueden emplearse como soportes apropiados para estos tipos celula-
res, los cuales podrian utilizarse como apdsitos dérmicos vivos en el
tratamiento de ulceras crénicas y quemaduras, ya que el sistema com-
bina las propiedades regenerativas y bacteriostdticas del quitosano
con el alto potencial regenerativo cutidneo que presentan tanto las cé-
lulas madre mesenquimales como las células epidérmicas.

Introduction and Objective. There is an important worldwide
demand to develop biological substitutes that restore, maintain or im-
prove tissue function based on the combined use of biomaterials that
function as scaffolds, using cells that induce regeneration, to repair
injured or diseased tissues.

Our objective is to culture and characterize the Wharton gelatin
epidermal and mesenchymal cells on ultrathin chitosan matrices in
order to evaluate the biocompatibility and its potential use as dermal
substitutes.

Methods. Two cellular models of human origin were used with
the prior informed consent of healthy donors, mesenchymal stem cells
obtained from Wharton's gelatin and epidermal cells, isolated by di-
gestion with dispase of skin samples. Both cell types planted at a rate
of 5,000 cel/cm? and cell adhesion was evaluated by the quantitative
CellTiter 96®° (MTS) method and qualitatively using the DAPI labe-
ling of the cell nuclei.

Results. Through this study, homogenous cultures of both cell
types, keratinocytes and mesenchymal stem cells were established.
The 2 cell types showed an appropriate cellular adhesion and viability
on the ultrathin membranes of chitosan, both by the MTS assay and
by the qualitative evaluation with DAPI.

Conclusions. It was demonstrated that chitosan membranes can
be used as appropriate supports for these cell types, which could be
used as living dermal dressings in the treatment of chronic ulcers and
burns, since the system combines the regenerative and bacteriostats
properties of chitosan with high cutaneous regenerative potential pre-
sented by both mesenchymal stem and epidermal cells.
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Introduccion

Existen numerosas patologias que afectan a la piel,
destacando por su frecuencia las heridas traumaticas, las
ulceras por presion y las quemaduras. Los tratamientos
actuales, basados en el uso de colgajos o injertos de piel,
estdn asociados a numerosos problemas, lo que hace ne-
cesaria la buisqueda de alternativas basadas en la elabo-
racion de productos de piel artificial humana, generados
mediante ingenieria tisular.

Hasta el momento se han disefiado distintos tipos de
piel artificial, incluyendo coberturas cutdneas sintéticas y
bioldgicas, aunque ninguno de ellos ha logrado reprodu-
cir fielmente la estructura y las funciones de la piel hu-
mana nativa.!) Por un lado, las coberturas dérmicas
sintéticas consisten en biomateriales no reabsorbibles y
exentos de células vivas, que se pueden utilizar como cu-
biertas temporales o como agentes inductores de la repa-
racion tisular guiada. Estos tejidos artificiales e inertes
poseen muy poca actividad bioldgica, por lo que no pue-
den ser empleados en lesiones profundas o extensas.®
Por otro, las coberturas bioldgicas consisten en la utili-
zacién de piel humana artificial en la que existen células
vivas y matrices extracelulares que tratan de reproducir la
estructura de la piel humana normal, y que pueden pro-
mover la regeneracion de la piel sin los inconvenientes
que acarrea el uso de los autotransplantes y con mayores
probabilidades de éxito.

El objetivo del presente trabajo es estandarizar una
metodologia que permita aislar y amplificar queratinoci-
tos a partir de muestras de piel de donantes adultos sanos,
asi como también células madre mesenquimales deriva-
das de gelatina de Wharton, y validar la biocompatibili-
dad de las membranas ultrafinas de quitosano para su uso
potencial como sustitutos dérmicos.

Material y método

Poblacion y muestra

Células mesenquimales a partir de gelatina de
Wharton. Los cordones umbilicales fueron recolectados
en quiréfano durante las cesdreas programadas realiza-
das por el Servicio de Obstetricia del Hospital Carlos J.
Bello (Caracas, Venezuela) a partir de gestantes a tér-
mino. En condiciones asépticas y en un recipiente refri-
gerado, se colocaron en medio Dulbecco’s Modified
Eagle (DMEM) complementados con penicilina/estrep-
tomicina y anfotericina, como medio de transporte, para
ser procesados en el Laboratorio de Bioingenieria de Te-
jidos-USB de la Universidad Simén Bolivar de Caracas,
tal y como describimos mas adelante.

Células epidérmicas humanas. Obtenidas a partir de
muestras de piel de pacientes sometidos a procedimien-
tos reconstructivos y donadas para la presente investiga-
cién, previa autorizacion mediante consentimiento
informado. Se recolectaron en recipientes estériles y se
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mantuvieron en ambiente himedo empleando gasas im-
pregnadas con solucidn salina; fueron refrigeradas du-
rante su transporte al Laboratorio de Bioingenieria de
Tejidos.
Aislamiento y cultivo de los tipos celulares

Aislamiento y cultivo de células madre mesenqui-
males a partir de Gelatina de Wharton. Seguimos el pro-
cedimiento descrito por Rojas y col.®) que describimos
de forma breve. Después de cada nacimiento, se sec-
ciond, bajo estrictas normas de asepsia y antisepsia, un
fragmento de 5 a 10 cm del cordén umbilical. En el la-
boratorio se realiz6 un corte transversal sobre la muestra
de cordon umbilical y se procedi6 a retirar los vasos san-
guineos y restos de sangre, haciendo 3 lavados con solu-
cion tamponada (buffer) de fosfato salino. El tejido fue
seccionado en fragmentos de 2 mm? y posteriormente co-
locado en las placas de cultivo, a fin de obtener las célu-
las por migracién. Los explantes se cultivaron en medio
modified Eagle (alfa-MEM, Gibco®, Waltham, Thermo
Fisher Scientific MA, EE.UU.) complementado con
suero fetal bovino (SFB) al 5%, en incubadora con am-
biente de humedad de 98%, temperatura de 37°C y 5%
de CO?. El medio de cultivo se cambi6 cada 3-4 dias
hasta obtener el cultivo primario mediante la migracién
de las células, y posteriormente se amplificé hasta lograr
un total de 3-4.10° células para ser empleado en los estu-
dios de biocompatibilidad, tal y como describimos mas
adelante. Estas células mesenquimales se caracterizaron
para evaluar su potencial de diferenciacion osteogénico
siguiendo el método descrito previamente por Noris-Sua-
rez 'y col.®

Aislamiento y cultivo de queratinocitos. Una vez que
las muestras de piel se recibieron en el Laboratorio de
Bioingenieria de Tejidos, se lavaron intensamente en con-
diciones asépticas con tampon fosfato salino pH 7.4
(PBS) y se diseccionaron retirando y separando la hipo-
dermis de la dermis por tratamiento de digestién con dis-
pasa, siguiendo el protocolo descrito por Rojas y col.®)
Los explantes dérmicos, fragmentos de 3-4 mm?, se cul-
tivaron empleando medio KSFM/MEM (Gibco®), suple-
mentado con factor de crecimiento epidérmico (EGF),
extracto de pituitaria e insulina. Las muestras se coloca-
ron sobre la placa y se cultivaron con medio DMEM su-
plementado con 20% de SFB, hasta lograr los cultivos
primarios por migracién. Posteriormente, se realizaron
subcultivos para amplificar el nimero de células cui-
dando no superar los 6 a 8 pasajes. Mediante este proce-
dimiento se realizé la obtencién de queratinocitos por
migracién. Los cultivos se emplearon para la evaluacién
de biocompatibilidad de las membranas de quitosano.

Preparacion de geles de quitosano ultradelgados. Se¢
empled una mezcla de quitosano, agarosa y polietilen-
glicol 400 (PEG-400), diluida en 4cido acético (grado
analitico) al 2%, la cual se mantuvo en agitacién cons-
tante a temperatura ambiente, durante 24 horas. Para la
obtencidn de las ldminas, se vertid esta solucion en pla-
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cas de Petri y se dejd secar en estufa convencional a 50°C
durante 24 horas. Una vez seca, se neutralizé con NaOH
5%, incubando durante 2 horas a temperatura ambiente,
y posteriormente se realizaron lavados extensos con agua
destilada. Las membranas ultradelgadas obtenidas se con-
servaron en etanol al 70%.

Evaluacion de biocompatibilidad de membranas de
quitosano. Las células epidérmicas y mesenquimales ais-
ladas se sembraron en proporcién de 5.000 cel/cm?, tanto
en la placa de cultivo (control) como sobre membranas de
quitosano. Se incubaron durante 48 horas y se determi-
naron las células adheridas, cuantitativamente, emple-
ando el kit comercial CellTiter 96R® (MTS) (Promega
Corporation, WI, EE.UU.) y de forma cualitativa, em-
pleando la tincién fluorescente del nicleo con DAPI
(4',6-Diamidino-2-phenylindole dihydrochloride) (Ultra-
Cruz® Aqueous Mounting Medium with DAPI, Santa
Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg, Alemania).

Para analizar los cultivos empleando microscopia
electronica de barrido, sequimos el método descrito por
Romero y col.® Las muestras se fijaron con 2.5% v/v de
glutaraldehido, incubando durante 1 hora a 4°C. Poste-
riormente se incubaron durante 24 horas con PBS, se-
guido de 2 rédpidos lavados de 5 minutos cada uno
también con PBS, y finalizando con 3 lavados de 5 mi-
nutos con agua destilada para eliminar el exceso de
sales. Finalmente, las muestras fueron deshidratadas
con lavados secuenciales con alcohol y recubiertas con
grafito. El analisis se llevd a cabo empleando un mi-
croscopio electrénico de barrido Inspect F50® (Fei
Company, Japon).

RESULTADOS

1. Obtencion de células madre mesenquimales. En
la Figura 1 presentamos las micrografias correspondien-
tes a las células madre mesenquimales derivadas de la
gelatina de Wharton; se caracterizan por presentar una
morfologia fibroblastoide, aspecto fusiforme y abundante
citoplasma.”

2. Diferenciacion de células madre mesenquimales.
Tras la obtencion de cultivos de células madre mesenqui-
males, se establecié un subcultivo tal y como hemos ex-
plicado en la seccién de Material y Método. En la Figura
2 mostramos la micrograffa obtenida de los cultivos tra-
tados con la tincién de rojo de alizarina, reactivo que se
enlaza con las moléculas de calcio depositado en la matriz
extracelular que previamente ha formado el cultivo.

En este caso, el tratamiento con el medio de diferen-
ciacién osteogénico se prolongé durante 21 dias para ga-
rantizar la diferenciacién de las células mesenquimales
hacia el linaje de osteoblastos. Tal y como se observa en
la Figura 2, no solo se puede detallar una morfologia ce-
lular generalizada con aspectos de osteocitos, sino que se
aprecian los nédulos de mineralizacién.

3. Obtencion de células epidérmicas (queratinoci-
tos). Una vez establecidos los cultivos que presentaban

www.ciplaslatin.com

empleando células madre mesenquimales y queratinocitos

Fig. 1. Micrografias obtenidas mediante microscopia éptica convencional
correspondientes a los cultivos de células madre mesenquimales obtenidas
a partir de la gelatina de Wharton. Las células presentan una morfologia fi-
broblastoide y refringente, caracteristica de estos cultivos.

Fig. 2. Micrografia obtenida por microscopia convencional correspondiente
a los depositos de cristales de calcio formados en el proceso de biomine-
ralizacién propios de los osteoblastos. Los nédulos se observan como pun-
tos o malla de color rojo, producto de la tincion con rojo alizarina (aumento;
derecha 10X, izquierda, 40X).

Fig. 3. Micrografias obtenidas por microscopia convencional correspon-
dientes a los cultivos de queratinocitos. Destaca la organizacién tipo mo-
saico caracteristica de las células epiteliales en cultivos 2D.

Fig. 4. Membranas deshidratadas ultradelgadas de quitosano.

una morfologia epiteliode (Fig. 3) con una organizacién
tipo mosaico en la que las células se caracterizan por pre-
sentar un gran citoplasma, niicleo oval y figuras mitoti-
cas propias de los queratinocitos; las células crecieron
formando colonias que alcanzaron confluencia entre los
dias 9°y 12°de cultivo, alinedndose para formar una mo-
nocapa continua y unica.

Para todos los ensayos, utilizamos células que no su-
peraron el pasaje 8 (Fig. 3).

4. Fabricacion de membranas de quitosano. Obtu-
vimos membranas ultradelgadas de quitosano a través del
método descrito, las cuales mostramos en la Figura 4.

Cirugia Plastica Ibero-Latinoamericana - ol. 44 - N° 1 de 2018
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Fig. 5. Micrografias de cultivo de 48 horas de queratinocitos humanos. A la
izquierda, microscopia 6ptica convencional: la flecha senala estructuras
tipo “bolsillo” en las superficies de la membrana (aumento 10X), A la dere-
cha, microscopia de fluorescencia con DAPI: la flecha sefala colonias ce-
lulares que coinciden con esas estructuras tipo bolsillo (aumento, 10X).
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Fig. 6. Micrografias de cultivo de 48 horas de células madre mesenquima-
les derivadas de gelatina de Wharton. A la izquierda, microscopia o6ptica
convencional: las flechas sefialan estructuras tipo “bolsillo” en las superfi-
cies de la membrana (aumento 10X), A la derecha, microscopia de fluores-
cencia con DAPI: la flecha senala colonias celulares que coinciden con esas
estructuras tipo bolsillo (aumento, 10X).
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Fig. 7. Micrografia de células madre mesenquimales obtenida por micros-
copia electronica de barrido segiin metodologia descrita en el texto del ar-
ticulo. Observamos la distribucién de abundantes células adheridas a la
superficie de las membranas, donde resalta la presencia de estructuras que
sobresalen en ella (Micromarca de 200 pm).

5. Evaluacion de la biocompatibilidad de los culti-
vos celulares sobre las membranas de quitosano. Al de-
terminar la adhesion / proliferacion de queratinocitos a las
48 horas de cultivo sobre las membranas empleando el kit
CellTiter 96R®, encontramos una adhesién aceptable de
las células epidérmicas, tanto en el cultivo control como
sobre la matriz de quitosano (resultados no mostrados).

A fin de corroborar la adhesion de las mismas sobre la
membrana, realizamos el marcaje con DAPI (Fig. 5B),
lo que permitid observar los nicleos celulares y la distri-
bucion de las células que se habian adherido a la super-
ficie de las membranas de quitosano, encontrando que las
células mantenian una distribucion de colonias similar a
la observada en los controles. Asi mismo, y mediante mi-
croscopia dptica convencional, fue posible observar es-
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tructuras tipo “bolsillo” sobre las membranas, donde las
c€lulas parecen distribuirse de forma mas concentrada,
formando colonias (Fig. 5).

En cuanto al porcentaje de células madre mesenqui-
males adheridas a las 24 y 48 horas de cultivo sobre las
membranas de quitosano, encontramos que tanto el por-
centaje de células adheridas a la placa de cultivo (con-
trol) como sobre las membranas de quitosano, no
mostraban diferencias significativas (resultados no mos-
trados). Estos resultados se corresponden con los obser-
vados al evaluar los cultivos con DAPI (Fig. 6).

Mientras que la microscopia electrénica de barrido
obtenida para estos cultivos (Fig. 7) permite observar con
mads precision las estructuras que se presentan en la su-
perficie de las membranas que hemos denominado “bol-
sillo” por ser estructuras que se encuentran en relieve, y
donde las células parecen crecer con més facilidad.

Discusion

Tras los resultados obtenidos en la presente investi-
gacioén podemos afirmar que, tal y como sefialan Sesha-
reddy, Troyer y Weiss® la gelatina de Wharton cons-
tituye una fuente aceptable y eficaz de células madre me-
senquimales para uso como objeto de estudio in vitro. Por
otra parte, existen diversos estudios que promueven el
uso de queratinocitos aut6logos cultivados® y que de-
muestran una mayor supervivencia de los pacientes tra-
tados con ellos frente a los pacientes sometidos a auto-
injertos. Sin embargo, el cultivo de células aut6logas re-
quiere al menos 20 dias tras la biopsia de piel para poder
disponer de los apdsitos vivos; y muchas veces, ese pe-
riodo resulta ser un periodo critico para los pacientes,
como cuando se trata de grandes quemados.

El poder disponer de células madre mesenquimales
derivadas de gelatina de Wharton hace que su uso para el
desarrollo de piel artificial para el tratamiento de pacien-
tes con quemaduras extensas sea un prometedor, ya que
proporciona disponibilidad inmediata si estas células se
mantienen disponibles en el banco de tejidos y pueden
usarse como tratamiento alogénico, sin mayores compli-
caciones, debido a que ha sido ampliamente demostrado
que estas células presentan poco o ningtin rechazo inmu-
nolégico y ademds actdan como agentes inmunomodu-
ladores 11D

En el presente trabajo demostramos que es suficiente
una muestra de cerca de 4 cm de longitud de cordén um-
bilical para obtener una cantidad significativa de células
mesenquimales. Asi mismo, una muestra de 1 cm? de piel
resulta material suficiente para lograr el aislamiento y
posterior expansion de los cultivos de queratinocitos, sin
que estos pierdan su caracteristicas morfoldgicas.'? Tam-
bién que estas membranas resultan lo suficientemente
biocompatibles como para que estos tipos celulares pue-
dan adherirse a ellas, utilizando esta matriz como anda-
mio o soporte del sustituto dérmico, lo que despierta un
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gran interés por las potenciales aplicaciones clinicas que
se pueden llevar a cabo en el desarrollo completo de sus-
titutos dermo-epidérmicos.314

Da Silva y col.'» ademas sefialan que las células de la
gelatina de Wharton representan el componente princi-
pal de la matriz extracelular del cordén umbilical y son
células madre multipotenciales capaces de expresar mar-
cadores de células madre mesenquimales de médula 6sea
(BM-MSC); también realzan las bondades de las mismas
en cuanto a su facil obtencién y manipulacion a la hora
de ser utilizadas in vitro.

En nuestro trabajo corroboramos que las células
madre mesenquimales derivadas de la gelatina de Whar-
ton se pueden obtener por migracidon y que las mismas
mantienen su multipotencialidad,"*'® lo que las convierte
en un interesante modelo para estudiar la biocompatibi-
lidad de diferentes biomateriales. Su uso nos permitié de-
mostrar que, efectivamente, las membranas de quitosano
sintetizadas resultan biocompatibles; y que la combina-
cion de estas células madre con este tipo de andamios po-
dria emplearse en el tratamiento de dlceras y quema-
duras,'” entre otras afecciones a la piel

Asi mismo, pudimos demostrar que es posible obtener
ambos tipos celulares con procedimientos relativamente
sencillos de aislamiento y cultivo, y que dichas células
son capaces de adherirse y proliferar sobre membranas
de quitosano ultradelgadas, pudiendo proponerse este sis-
tema como idéneo para la fabricacion de sustitutos dér-
micos con células vivas. Estos resultados fueron similares
a los obtenidos por Tchemtchoua y col.,"* quienes plan-
tean el desarrollo de apdsitos 3-D de quitosano que per-
mitirfan acortar el tiempo de curacién de las heridas de la
piel gracias a la estimulacién de la migracién, invasioén y
proliferacion de las células cutdneas residentes

En 2012, Alexaki y col,'® realizaron un estudio com-
parativo entre las células mesenquimales como soporte
para el crecimiento de queratinocitos in vitro (en cultivo
en monocapa y en los modelos 3D, en cultivos de célu-
las de epidérmicas) e in vivo, empleando modelos de ci-
catrizacién de heridas en ratones, y como control los
soportes cultivados con fibroblastos dérmicos. Conclu-
yeron que las células mesenquimales inducen la reepite-
lizacion de forma mads eficiente que los fibroblastos
dérmicos, induciendo proliferacién de queratinocitos a
través del ciclo celular. Yanas y col."'” también sostienen
que la migracién y homeostasis epidérmica estan regula-
das por la influencia de las células mesenquimales, y que
las mismas puedan implantarse mediante el uso de los
andamios fabricados con quitosano, lo que permite pro-
poner un sistema novedoso para el tratamiento de las he-
ridas cutaneas de dificil resolucion; resulta asi un sistema
que combina las propiedades mecénicas, como son las
membranas ultrafinas de quitosano con sus propiedades
bacteriostéticas, y en el que las células mesenquimales
pueden cultivarse apropiadamente para ser empleadas
como sustitutos dérmicos vivos que promuevan la rege-
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empleando células madre mesenquimales y queratinocitos

neracion de la piel, reduzcan la formacion de cicatrices y
los tiempos de cierre de las heridas.

Conclusiones

Con el presente trabajo evidenciamos que las [dminas
ultradelgadas de quitosano constituyen un excelente an-
damio (scaffold) para el desarrollo de sustituto dérmicos
vivos, autélogos, si se emplean queratinocitos del propio
paciente, o alogénico si se desarrollan con el uso de cé-
lulas madre mesenquimales derivadas de gelatina de
Wharton. Demostramos la no toxicidad de este sistema
de membranas ultrafinas que promueven la adhesion y el
crecimiento tanto de las células epidérmicas como de las
mesenquimales, siendo un sistema que podria prevenir el
dejar marcas en la piel por su estructura superficial ma-
croscopica, ademds de presentar una importante resis-
tencia mecdnica y al mismo tiempo flexibilidad; todo ello
permite que sea una propuesta interesante, basada en in-
genieria de tejidos, para futuros desarrollos con aplica-
ciones clinicas de importancia en el abordaje de la
cicatrizacién de las heridas cutdneas.

Logramos la obtencién de cultivos homogéneos, tanto
de células mesenquimales como epidérmicas, en el La-
boratorio de Bioingenieria de Tejidos-USB de la Univer-
sidad Simén Bolivar de Caracas (Venezuela). Tras el
cultivo de ambos tipos celulares durante la evaluacion de
la adhesion celular, evidenciamos una importante viabi-
lidad de los mismos sobre las membranas de quitosano,
lo que nos lleva a pensar que la Ingenieria de Tejidos estd
cada vez mds cerca de ofrecer una amplia gama de posi-
bilidades de aplicaciones clinicas en el drea de la salud,
especificamente en el desarrollo de sustitutos dermo-epi-
dérmicos que permitan optimizar el tratamiento de los
pacientes con defectos cutdneos.
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