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RESUMEN

Métodos de entrecruzamiento quimico y fisico utilizando glutaraldehido e hidréxido
de amonio, respectivamente, fueron utilizados para entrecruzar hidrogeles de
quitosano (con dos pesos moleculares diferentes) y quitosano-colageno;
posteriormente, estos materiales fueron sometidos a un proceso de secado por
liofilizacion para obtener andamios tridimensionales (3D). Se analiz6 el efecto de los
métodos de entrecruzamiento sobre las propiedades fisicoquimicas y biolégicas de
los andamios. Los resultados indicaron que el método de entrecruzamiento juega
un papel fundamental en la morfologia, tamafio de poro promedio, distribucion del
tamano de poro, degradacién y citotoxicidad de los andamios; también se
observaron algunas diferencias en estos parametros al cambiar el peso molecular
del quitosano utilizado. En general, los andamios entrecruzados fisicamente
exhibieron morfologias mas homogéneas, con un tamarfo de poro de entre 10 um-
18 ym y mayor interconectividad en comparacion con los otros andamios; ademas
estos andamios mostraron una viabilidad del 80-90%. Los andamios sometidos a
un cambio de fase con acetona, presentaron contraccion, un tamafio de poro mas
pequefio de 5.24 ym-7.71 ym y tasas de degradacion del 30-50%. Finalmente, los
materiales entrecruzados quimicamente con glutaraldehido resultaron citotéxicos
con valores de biocompatibilida por abajo del 70% y exhibieron morfologias
heterogéneas con tamafos de poro de 10 um-40 pm. El peso molecular del
quitosano parece no afectar las propiedades de los andamios obtenidos, aunque se
observo cierto efecto en la distribucion de tamafos de poro, area superficial
especifica y absorcion de humedad. La incorporacion de colageno a los andamios
genera materiales con mayor grado de porosidad y tiende a reducir el efecto
citotoxico del glutaraldehido aumentando del 70% al 90% la viabilidad del andamio.
Los resultados obtenidos sugieren que los andamios de quitosano entrecruzados
fisicamente, con y sin colageno, resultan atractivos para ser utilizados en la

ingenieria de tejidos.



ABSTRACT

Chemical and physical crosslinking methods, using glutaraldehyde and ammonium
hydroxide respectively, were used to prepare chitosan (with two different molecular
weights) and chitosan/collagen hydrogels; these materials were then subjected-to
freeze-dried to obtain 3D porous scaffolds. The effect of crosslinking methods on the
physicochemical and biological properties of the scaffolds was studied. Results
indicated that crosslinking method plays a key role on morphology, average pore
size, pore size distribution, degradation and cytotoxicity of the scaffolds; some
differences in these properties were observed when molecular weight was varied.
Physically crosslinked scaffolds exhibited a homogeneous morphology with with a
pore size between 10 ym-18 um and greater interconnectivity in comparison to other
prepared scaffolds; also, these samples, these scaffolds showed a biocompatibility
of 80-90%. Scaffolds derived from hydrogels treated with acetone showed
shrinkage, smaller pore size a smaller pore size of 5.24 ym-7.71 pm and
degradation rates of 30-50%; Finally, the materials crosslinked chemically with
glutaraldehyde were cytotoxic with viability values below 70% and exhibited
heterogeneous morphologies with pore sizes of 10 um-40 um.. Molecular weight of
chitosan seems not affect the properties of obtained scaffolds, but pore size
distribution, specific surface area and water absorption exhibited some variations.
The addition of collagen to chitosan scaffolds yields materials with higher porosity
and tends to reduce the cytotoxic effect of GA, increasing the viability of the
scaffolding from 70% to 90%. Overall, these results suggest that the scaffolds
physically crosslinked, with and without collagen, results are very attractive materials

to use in tissue engineering



INTRODUCCION

Existen distintos materiales empleados en la elaboracion de andamios para
ingenieria de tejidos; algunos son de origen sintético y otros de origen natural,
siendo el quitosano (QS) uno de los mas importantes de este ultimo grupo. Este es
un polisacarido que comunmente es obtenido mediante la desacetilacién extensiva
de la quitina de algunos crustaceos’. EI QS es un biopolimero que puede utilizarse
en diversas aplicaciones biomédicas debido a su baja toxicidad y a sus propiedades
bioactivas (hemostatico, actividad antimicrobiana, biocompatibilidad, etc.). Ademas,
presenta disponibilidad comercial, a un costo relativamente bajo, y se ha usado
ampliamente para elaborar biomateriales en el campo farmacéutico y médico?.
Otro material que se ha utilizado para la elaboracién de soportes es el colageno
(Co) tipo I; esta es la proteina principal de la matriz extracelular de muchos tejidos
de los mamiferos®4. EI Co no presenta inmunogenicidad, es biocompatible y
biodegradable. Debido a las propiedades antes mencionadas, se ha utilizado en la
fabricacion de materiales para la liberacion de farmacos, apdsitos para ayudar a la
cicatrizacion de heridas, sellador del tejido vascular y, en la elaboracion de soportes
(andamios) para la ingenieria de tejidos®2.

Hoy en dia se han estudiado biomateriales compuestos (QS-Co) para fines
farmacéuticos y médicos. Estos se han elaborado por medio de una variedad de
técnicas como el electrohilado o liofilizado, utilizando agentes entrecruzantes para
mejorar sus propiedades mecanicas y de estabilidad quimica®'"; sin embargo,
estos agentes de entrecruzamiento afectan las propiedades biolégicas del material,
las cuales son muy importantes en las pruebas de biocompatibilidad. En algunos
estudios, se ha encontrado una mejor biocompatibilidad y viabilidad celular
(fibroblastos) en soportes fabricados por el proceso de liofilizacidon en comparacion
con el electrohilado'?. A pesar de lo anterior, durante el proceso de congelacion del
soporte se ven afectadas las cadenas del QS, formandose aglomeraciones que
reducen la disponibilidad de los grupos funcionales relacionados con la
biocompatibilidad de la molécula de QS'3. Para disminuir este efecto se han utilizado

distintos agentes entrecruzantes como el glutaraldehido, la genipina, el oxaldehido,



etc., aunque estos compuestos han sido considerados citotoxicos o presentan
biocompatibilidad desconocida’™. Es por esto que se pretende estudiar un método
alternativo de formar un gel QS-Co sin emplear compuestos quimicos citotoxicos
como agentes entrecruzantes, con la finalidad de no afectar la biocompatibilidad del
material, asi como dejar de utilizar los grupos aminos disponibles en la molécula de
QS, los cuales generalmente se ven involucrados en la reaccion de
entrecruzamiento; de esta manera, se evitaria una disminucion de la funcionalidad
de los biomateriales (QS-Co), imitando la estructura extracelular de los tejidos. Este
procedimiento utiliza hidroxido de amonio, el cual genera enredamientos fisicos en
lugar de reacciones de entrecruzamiento quimico.

En el capitulo 1 de este trabajo se describe brevemente la anatomia del tejido
epitelial y se presenta una revisidon bibliografica acerca de la importancia de los
polimeros para la ingenieria del tejido epitelial. El capitulo 2 describe detalladamente
los materiales y la metodologia utilizada para la fabricacion y caracterizacion de los
andamios fabricados. En el capitulo 3 se presenta los resultados de los analisis
fisicoquimicos y bioldgicos de los andamios poliméricos, asi como la discusion de
los mismos. Finalmente, se presentan las conclusiones a las que se llegaron con

los resultados obtenidos en este trabajo.



CAPITULO 1
MARCO TEORICO

1.1 Ingenieria de Tejidos (IT)

Esta disciplina consiste en el uso de los principios y métodos de la ingenieria, la
biologia y la bioquimica, orientados a la comprension de la estructura y la funcién
de los tejidos normales de los mamiferos, y en el consecuente desarrollo de
sustitutos biolégicos para restaurar, mantener o mejorar su funcién. En otras
palabras, la IT es el montaje tridimensional de tejidos u 6rganos vitales, mediante
un proceso que incluye células, sefales y respuestas, asi como una matriz
extracelular 1.

El concepto de IT tiene una gran variedad de aplicaciones en la medicina
regenerativa, término utilizado para definir el reemplazo, reparacién o el realce
funcional de tejidos y 6rganos.

La IT es una de las areas con mas potencial dentro de la medicina regenerativa. La
utilizacion de esta metodologia implicaria la disminucién de los problemas
relacionados como: las intervenciones costosas y dolorosas para la extraccién de
tejido en caso de los autoinjertos, la disponibilidad de donantes y las reacciones de
rechazo (en el caso de los aloinjertos), asi como el riesgo de transmisién de
enfermedades infecciosas en el caso de los xenoinjertos.

La IT se basa en la utilizacion de biomateriales denominados de tercera generacion,
es decir, aquellos materiales disefiados para interactuar con el tejido de forma
especifica, mediante estimulos a nivel celular-molecular y la interaccion de las
propiedades de bioabsorbabilidad y bioactividad dentro del mismo material,
actuando como andamios temporales en la reparacién de defectos en los tejidos.
Dentro de esta area, existen dos etapas; la primera, consiste en tomar células
especificas del paciente mediante una biopsia, para hacer crecer células sobre un

soporte poroso tridimensional bajo condiciones de cultivo in vitro; la segunda, se



basa en incorporar el soporte dentro del cuerpo del paciente (in vivo), donde el
soporte puede ser degradado con el paso del tiempo.

Una de las ventajas de la IT, es que reduce el numero intervenciones quirurgicas,
permitiendo que el paciente se recupere en un periodo de tiempo mucho mas corto.
El desarrollo de piel, hueso, cartilago, musculo, tendones, componentes
cardiovasculares, constituyentes del ojo y nervios son algunos ejemplos de érganos

y tejidos obtenidos por medio de la IT 162",

1.2 Piel: funcién y estructura

La piel es el principal érgano de proteccién que recubre parte de la superficie
exterior del cuerpo humano y uno de los érganos mas importantes del mismo, tanto
por tamafio como por sus funciones. La piel es una envoltura completa sin
interrupcion, ya que en las regiones donde se encuentran los orificios naturales del
organismo, la piel se transforma paulatinamente en una mucosa. Esta es una
barrera contra agresiones mecanicas, quimicas, compuestos toxicos, cambios de
temperatura, radiacion UV y microorganismos. Ademas, la piel es esencial para el
mantenimiento del equilibrio de fluidos corporales, actuando como barrera ante la
posible pérdida de agua, el mantenimiento del equilibrio térmico y la transmisién de
una gran cantidad de informacion externa que accede al organismo por el tacto, la
presion, la temperatura y los receptores del dolor 2223,

La extension de la piel es de alrededor de dos metros cuadrados y pesa entre 4-5
kilos; su grosor es variable, pudiendo tener menos de 0.1 milimetros en algunas
zonas de piel fina (parpados) y entre 0.5 a 4 milimetros en la mayor parte del cuerpo
o mas de 1.5 milimetros en las plantas de los pies?2.

Desde afuera hacia dentro, se distinguen tres capas de tejido (Figura 1.1), cuyo
origen embriologico es totalmente distinto, perteneciendo cada capa a una capa
embrioldgica diferente: la epidermis, la dermis y el tejido subcutaneo (hipodermis o
subcutis). Los anexos cutaneos son las glandulas sudoriparas ecrinas, las glandulas

apocrinas, el aparato pilosebaceo y las ufas.
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Figura 1.1. Corte transversal de la piel®2.

1.2.1 La epidermis

La epidermis es un epitelio plano poliestratificado queratinizado que cubre la
totalidad de la superficie corporal. Es la capa de la piel con mayor numero de células
y con una dinamica de recambio extraordinariamente grande. Presenta un espesor
variable, con un valor medio de 0.1 mm, pudiendo alcanzar espesores de 1 6 2 mm
en zonas como las plantas de los pies y las palmas de las manos. Tiene pocas
terminaciones nerviosas ya que la sensibilidad de la piel se encuentra
principalmente en la dermis. Se considera que la epidermis esta formada por
queratinocitos, debido a la capacidad de estas células de sintetizar queratina3.
Aunque los queratinocitos constituyen el 80% de las células epidérmicas, también
se encuentran otros tipos de células como los siguientes:

a) Los melanocitos, que suponen alrededor del 10% de las células epidérmicas y
que son las células encargadas de la sintesis de melanina, pigmento que da color
a la piel y proteccion frente a los rayos UV?4.

b) Las células de Langerhans, que son células provenientes de la médula 6sea,

emigradas a la piel y que forman parte del sistema inmunologico 25.



c) Las células de Merkel, son células sensoriales, situadas en el estrato basal y
contactan con terminaciones de neuronas sensoriales para transmitir informacion

de tacto?3.

1.2.2 La dermis

La dermis es la estructura de soporte de la piel que le proporciona resistencia y
elasticidad. Esta formada basicamente de tejido conectivo fibroelastico. La matriz
extracelular contiene una elevada proporcion de fibras, no muy compactadas, de
colageno (>75%), elastina y reticulina. Es un tejido vascularizado que sirve de
soporte y alimento a la epidermis. Constituye la mayor masa de la piel y su grosor
maximo es de unos 5 mm. Entre las células que comprenden esta capa estan los
fibroblastos, los macréfagos, los mastocitos o células cebadas, los linfocitos, las
células plasmaticas, los eosindfilos y los monocitos.

Los fibroblastos son los responsables de sintetizar y mantener en buen estado las
fibras; son células de forma estrellada, con largas prolongaciones. Su actividad
aumenta cuando se producen lesiones en la dermis o durante los procesos de
cicatrizacion. Los fibroblastos sintetizan y liberan los precursores del colageno,
elastina y proteoglicanos para construir la matriz extracelular?®.

La matriz extracelular es el espacio libre entre los elementos celulares y fibrosos;
esta relleno con un fluido gelatinoso en el que las células se pueden mover
libremente. Es una sustancia amorfa compuesta principalmente por proteoglicanos
(heteropolisacaridos y proteinas), que debido a su gran capacidad de absorcion de
agua, forman una materia pegajosa y gelatinosa, que no sdlo sirve como elemento
de unién entre el resto de componentes celulares y fibrosos, sino que influye en la

migracion, la cementacion y la diferenciacion celular?’.

1.2.3 El tejido subcutaneo

Esta constituido por un tejido graso y uno conjuntivo laxo de fibras mas finas que la
dermis. Este tejido esta constituido por los adipocitos, los cuales son un importante
componente de la hipodermis. El tejido fibroso separa a los adipocitos en |6bulos y
lobulillos. La cantidad de adipocitos varia segun la zona del cuerpo y también
depende de las caracteristicas personales y del dimorfismo sexual, entre otros



factores. Otra de sus funciones es la de mantener la temperatura corporal, ya que
actua como aislante. Esta proteccion térmica se debe a que la hipodermis es un
tejido muy vascularizado y los vasos sanguineos de estas zonas pierden poco calor.
También cumple un papel de proteccidon mecanica de estructuras vitales y es el
soporte de vasos sanguineos y nervios que pasan desde los tejidos subyacentes
hacia la dermis. Ademas, permite el desplazamiento-movilidad de la piel sobre los
planos profundos y también como un moldeador de la figura y fisonomia del

individuo?8.

1.3 Seleccion del material para la obtencion de andamios

La seleccién del material para la obtencion de andamios porosos 3D es de gran
importancia y en muchas ocasiones bastante compleja; la eleccion depende de la
funcionalidad del tejido a reparar. Existen muchos materiales biocompatibles
disponibles dentro de la familia de los polimeros; estos pueden modelarse con
relativa facilidad en formas geométricamente complejas y buen resultado en
numerosas aplicaciones biomédicas?®.

La IT ha evolucionado en los ultimos afios apoyandose en el desarrollo y aplicacion
clinica de una amplia gama de materiales poliméricos biodegradables, tanto de
origen natural como sintético. A pesar de que se encuentran disponibles para la
elaboracién de andamios una gran cantidad de estos polimeros, existe una marcada
tendencia en aplicar aquellos que ya han sido utilizados para aplicaciones
biomédicas bien contrastadas y cuyo uso clinico ya ha sido aprobado por la
administracion sanitaria de los paises avanzados. No obstante, la creciente
demanda de materiales y la sofisticacién de nuevos implantes biomédicos, supone
un reto para el desarrollo de sistemas poliméricos especificos en los que se
considera no solo su composicién quimica sino también aspectos morfoldgicos y
geométricos.

Esta claramente establecido que los requisitos necesarios para la seleccion de
materiales biodegradables para su uso como implantes en aplicaciones biomédicas
deben de ajustarse a las siguientes propiedades:

- No provocar ningun proceso inflamatorio crénico o toxico.

- Ser metabolizado en el organismo después de cumplir su funcion.



- Ser facilmente procesable para obtener la forma del soporte.
- Demostrar una durabilidad aceptable.
- Ser facil de esterilizar.

1.3.1 Quitosano (QS)

El QS es el principal polimero derivado de la quitina y comunmente es obtenido
mediante la desacetilacion extensiva de los grupos acetamidos de la quitina. La
quitina fue descubierta a principios del siglo XIX por Bracconot cuando estaba
trabajando con un material nitrogenado en estudios con hongos®°. La quitina es
considerada el segundo polisacarido mas abundante en la naturaleza después de
la celulosa; quimicamente estd compuesta, en su mayoria, por unidades de N-acetil-
D-glucosamina unidos por enlaces B(1-4)3'. Se considera el componente mas
abundante en la estructura esquelética de muchas especies del grupo de los
invertebrados (artropodos, moluscos, celentéreos, etc.,). Al igual que la celulosa,
proporciona soporte y defensa a los organismos que la contienen'’.

La importancia de la quitina y su riqueza en la biésfera impuls6 a profundizar en la
investigacion sobre este polisacarido. A mediados del siglo XIX Rouget descubrid
que el tratamiento térmico de la quitina con soluciones concentradas de hidroxido
de potasio (KOH) modificaban su estructura confiriéndole solubilidad en soluciones
acidas diluidas; tiempo después, este compuesto fue nombrado como quitosano por
Hooper-Seiler2.

El QS es un polisacarido formado por cadenas de 2-N-acetil-D-glucosamina y 2-D-
glucosamina unidas por enlaces ((1-4) (Figura 1.2). Este se encuentra en la
naturaleza cumpliendo funciones estructurales en hongos, principalmente del
género Zygomycetes y también en algunas microalgas como Bacillariophyceae
(diatomeas)333. A diferencia de la quitina, su caracteristica primordial es ser soluble
en medios ligeramente acidos, lo que le confiere un caracter policationico en
solucidn, propiedad poco frecuente entre los biopolimeros3334. A nivel industrial el
QS se obtiene por desacetilacion de la quitina. Generalmente se emplean
procedimientos termoalcalinos para la remocion del grupo acetilo enlazado al grupo

amido del carbono 2 (C2) en las unidades glucopiranosas que forman el polimero3°.
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Figura 1.2. Modelo de la estructura del quitosano.

1.3.1.1  Caracteristicas fisicoquimicas

La composicidon y dimension de las cadenas del QS varian de acuerdo a la materia
prima y al método de obtencién. Es por esto que el grado de acetilacion, el peso
molecular y la cristalinidad son tres parametros de alta importancia para caracterizar

una muestra de quitosano.

- Grado de acetilacion GA

Este parametro esta dado por el porcentaje de grupos N-acetilamina que quedan
unidos en la molécula de QS y esta estrechamente vinculado con sus propiedades
fisicoquimicas (conformacion de la molécula de quitosano con fuerzas ionicas
especificas, fuerza a la elongacion, resistencia, solubilidad, hinchamiento, etc.,)%.
Otra forma de expresarlo es como grado de desacetilacion (GD), que es
complementario al GA, pero refleja la proporcion de unidades de glucosamina
respecto al total de unidades en la cadena polimérica®’. Cuando ocurre la hidrdlisis
del grupo N-acetilo, su capacidad hidrofilica aumenta ya que si se encuentran en
medio acido ocurre la protonacion de los grupos aminos del QS, confiriéndole a la
molécula de QS un caracter altamente reactivo®. Esta reactividad influye en las
propiedades bioactivas como: biodegradabilidad, biocompatibilidad, su actividad
inmunoldgica y actividad antibacteriana. Este hecho es importante al momento de
seleccionar el QS adecuado para cada aplicacién. Por ejemplo, cuando se utiliza
como soporte para la inmovilizacion de células, el quitosano con un menor grado de
acetilacion es mas susceptible a una adhesion celular debido a una mayor
disponibilidad de los grupos aminos en las cadenas de quitosano. La adhesion
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también depende mucho del tipo de célula que se trabaje, por ejemplo los
queratinocitos se adhieren hasta dos veces mas que los fibroblastos'".

Dada la importancia del GA sobre las propiedades del QS, resulta necesario realizar
una determinacion precisa de este parametro. Actualmente se han desarrollado
numerosos métodos para la determinacién del GA, entre los que se encuentran: la
espectroscopia infrarroja, espectroscopia ultravioleta, espectroscopia de
resonancia magnética nuclear (RMN), potenciometria y la conductimetria. Otros
métodos incluyen el analisis quimico elemental, la termogravimetria, la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y el dicroismo circular®. Sin
embargo, la espectroscopia infrarroja es una de las técnicas mayormente utilizadas;
la metodologia consiste en correlacionar las absorbancias de dos bandas de

absorcion determinadas, con la proporcion de unidades acetiladas del QS38.

- Peso molecular (PM)

El PM de las muestras de QS es otro parametro que debe tomarse en cuenta ya
que afecta la funcionalidad, asi como su polidispersidad, la cual refleja la variabilidad
de pesos moleculares que se pueden encontrar en una muestra de quitosano. Su
determinacion se puede llevar a cabo empleando diferentes metodologias basadas
en técnicas cromatograficas, de dispersion de luz y de viscosidad*0-42,

La técnica mas utilizada para la determinacién del peso molecular del QS es la
viscosimetria capilar. La determinacién de peso molecular promedio viscosimétrico
(M) se basa en la obtencién de la viscosidad intrinseca [n]. Este valor se relaciona

con M, mediante la ecuacion de Mark-Houwink-Sakurada (MHS) (Ecuacién 1).

[n]=KM (1)

Siendo K y a, dos constantes que dependen de la naturaleza del polimero, su
relacion con el disolvente(s) utilizado(s) y la temperatura®3.
Debido a la polidispersidad del quitosano, se manejan distintos promedios

estadisticos como indices de peso molecular, por eso se comercializa QS de bajo,
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mediano o alto peso molecular®. El coeficiente de hinchamiento del QS se ve

minimizado cuando hay un descenso en el peso molecular'’.

-Patrén cristalino

La cristalinidad de la quitina ha sido investigada por largo tiempo. Los estudios por
difraccion de rayos X demostraron que la quitina, al igual que la celulosa, se
encuentra en la naturaleza formando una matriz sélida hidratada compuesta por
regiones amorfas en las que coexisten porciones cristalinas y altamente ordenadas.
Dependiendo de su origen, la estructura cristalina de la quitina se halla presente en
tres polimorfos diferentes denominados alfa (a), beta (8), y gamma (y) quitina
(Figura 1.3). Como en el caso de la quitina, el QS también es cristalino y muestra
polimorfismo, tal como se evidencia por sus patrones de difraccién de rayos X. Su
estructura es diferente de los alomorfos de la quitina y las estructuras cristalinas han
sido obtenidas de varias formas incluyendo formas anhidras e hidratadas, asi como
de varios tipos de sales. Se ha observado que la estructura cristalina depende en
alguna extensién del método utilizado en la preparacion de la muestra, ya que

presentan estructuras de diferente estabilidad y nivel de hidratacion 44.

a-quitina B-quitina »quitina

Figura 1.3. Polimorfos de la quitina en la naturaleza y ejemplos biolégicos de cada
uno de ellos. Las flechas representan la disposicion de las cadenas
poliméricas.
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1.3.1.2 Propiedades fisicoquimicas

-Solubilidad

La presencia de grupos amino en las cadenas de la molécula QS permite la
disolucién de esta macromolécula en soluciones acuosas acidas diluidas, con pH
6.0 o menor. La disolucién del quitosano se debe a la protonaciéon de los grupos
amino, lo que genera cargas a lo largo de la cadena que se repelen entre si,
favoreciendo su dispersion en el medio. De esta manera el QS puede disolverse en
acidos inorganicos diluidos como el clorhidrico, bromhidrico, fosférico, yodhidrico,
nitrico y el perclérico®.

El QS tiende a formar sales solubles con acidos organicos de bajo peso molecular,
tales como el acido acético, férmico, asi también como con acidos mono y
dicarboxilicos. En consecuencia, las cargas positivas en la cadena dominan en gran
medida el comportamiento de las soluciones de QS. Por lo tanto, es importante tener
en cuenta que el caracter polielectrolitico del quitosano influye en sus propiedades
hidrodinamicas, acido-base, conductimétricas y reoldgicas, entre otras. El caracter
catiéonico hace al QS unico entre los polimeros de origen natural, pudiendo
interaccionar con compuestos cargados negativamente tales como proteinas,
polisacaridos anidnicos, acidos grasos, acidos biliares y fosfolipidos, formando
derivados que amplian enormemente su campo de accion“®.

Entre las variables mas importantes a tener en cuenta al trabajar con soluciones de
QS se encuentran las siguientes: la naturaleza del contra-ién de la sal de quitosano,
el grado de acetilacion, el peso molecular, el pH, la fuerza idnica y la adicion de un
no-disolvente acuoso de este biopolimero; por ejemplo, la acetona. EI QS al ser una
base, forma sales con acidos y origina polielectrolitros. De esta manera, la densidad
de carga del quitosano junto con el GA son dos de los principales parametros

fisicoquimicos que influyen en la solubilidad*’-48.

-Propiedades estructurales
El QS es un biopolimero de gran interés no solo por sus propiedades fisicas y
quimicas, sino también por sus propiedades mecanicas. Se ha encontrado que, en

solucion, el QS presenta una conformacion semi-flexible, o vermiforme, esto es un
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ovilo con una rigidez considerable. Su comportamiento viscoelastico esta
influenciado por el grado de acetilacion y el estado idnico de la solucion, ademas de
la influencia de la temperatura y la concentracion del polimero. En un amplio
intervalo de concentraciones, se comporta como un fluido no-newtoniano con
adelgazamiento por deformacion; solo para concentraciones y GA muy bajos se
observa un comportamiento newtoniano.

El QS es un polisacarido que carece de propiedades termoplasticas ya que se
degrada antes de llegar a su transicion vitrea. Es por esto que en la mayoria de los
procedimientos para generar materiales estructurados a partir de quitosano,
requieren que éste se encuentre en solucién. Por otra parte, el caracter policatidnico
del QS también influye sobre la formacion de estos complejos debido a que se
pueden producir distintos tipos de interacciones fisicas o quimicas. Estas
propiedades son tomadas en cuenta en la elaboraciéon de particulas, capsulas,
peliculas, fibras, geles y estructuras porosas que dependeran en gran parte de las
caracteristicas fisicoquimicas (PM, GA, etc.) del QS utilizado.

1.3.2 Colageno

La molécula de tropocolageno es la unidad basica de las fibras de colageno que es
una triple hélice de cadenas polipeptidicas, cada una de ellas con aproximadamente
1000 residuos. Esta estructura helicoidal triple que se presenta en la Figura 1.4 (ay
b), es caracteristica del colageno. Las cadenas individuales son hélices orientadas
a la izquierda con aproximadamente 3.3 residuos/vuelta. Tres de estas cadenas se
enrollan, una alrededor de las otras, hacia la derecha, con enlaces de hidrégeno
que se extienden entre ellas.

El examen del modelo revela que cada tercer residuo debe encontrarse cerca del
centro de la triple hélice, y esta suele ser la glicina (Gly). Cualquier cadena lateral
distinta de Gly seria demasiado voluminosa. La formacién de las hélices individuales
del tipo colageno también resulta favorecida por la presencia de prolina o
hidroxiprolina en la molécula de tropocolageno. Un conjunto que se repite en la
secuencia es la Gly-X-Y, donde X suele ser prolina e Y, prolina o hidroxiprolina. Para
realizar adecuadamente sus multiples funciones, el colageno presenta un gran

numero de variantes genéticas en los organismos superiores*®.
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El colageno es excepcional en su extensa modificacion de prolina a hidroxiprolina.
La mayoria de los enlaces de hidrégeno entre las cadenas en la triple hélice se
establecen entre los protones de las amidas y los oxigenos del grupo carbonilo,
aunque los grupos -OH de la hidroxiprolina también parecen participar en la
estabilizacién de la estructura. Las moléculas individuales de tropocolageno se
empaquetan y forman una fibra de colageno de una manera especifica (ver Figura
1.4-c). Cada molécula tiene una longitud de aproximadamente 300 nm y se solapa
con su vecina en aproximadamente 64 nm, produciendo el aspecto caracteristico
de bandas de las fibras que aparecen en la Figura 1.4-d. Esta estructura proporciona
una resistencia notable: las fibras de colageno de los tendones tienen una
resistencia comparable a la del cable de cobre de alta resistencia*®. Existen 28 tipos

de colageno, sin embargo, se muestran en la Tabla 1.1 los mas estudiados.

1.,_f£ = ___Gly séio
Pro faci -
Gly sdlo 8y

Glu solo

'“—7—Gly sélo

Figura 1.4. Estructura del colageno®°.

Parte de la dureza del colageno se debe al entrecruzamiento de las moléculas de
tropocolageno mediante una reaccion que utiliza los grupos laterales de la lisina.
Algunos grupos laterales de la lisina se oxidan para dar lugar a derivados
aldehidicos que pueden reaccionar con otros grupos de lisina mediante una
condensacion alddlica y deshidratacién para dar lugar a un entrecruzamiento. Este
proceso sigue a lo largo de la vida y los entrecruzamientos que se acumulan hacen

que el colageno sea cada vez menos elastico y mas quebradizo®.
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Tabla 1.1. Caracteristicas de algunos colagenos®%5,

Tipo | Organizacion | Distribucion tisular Detalles estructurales
molecular
I [a1(D]2 [a (1] Dermis-Hueso- Fibrillas estriadas de 20 a a100 nm de
Tendon-Ligamentos- diametro, agrupandose para formar
Cornea fibras de colageno mayores
Il [a1(1)]3 Cartilago-Nucleo Fibras finas de 10 a 20 nm, pero en
pulposo y el humor otros microambientes pueden formar
vitreo del ojo fibrillas mas grandes, indistinguibles
morfolégicamente del colageno tipo |
1] [a1(lll)]s Tejido conjuntivo Constituyente importante de las fibras
laxo-Vasos de 50 nm que se han llamado
sanguineos-Dermis tradicionalmente fibras reticulares
\Y, [a1(IV)]2 Membrana basal- No se polimeriza en fibrillas, sino que
[a2 (IV)] Placas anclaje forma un fieltro de moléculas
orientadas al azar, asociados a
proteoglicanos y con las proteinas
estructurales, laminas y fibronectina

1.4 Elaboracion de un andamio

Uno de los procedimientos que se utilizan para la formacién de un andamio
tridimensional es primero obtener un hidrogel que presente por si mismo
propiedades estructurales; del mismo modo dichas propiedades le confieren cierta

estabilidad al gel.

1.4.1. Hidrogel

Los hidrogeles son considerados como redes tridimensionales poliméricas,
hidrofilas, capaces de absorber grandes cantidades de agua o fluidos
bioldgicos. Debido a su alto contenido de agua, porosidad y consistencia suave,
simulan el tejido vivo natural, mas que cualquier otra clase de biomateriales
sintéticos®?. Dependiendo de la naturaleza del agente entrecruzante y de las
interacciones presentes en la red del hidrogel, éstos pueden clasificarse en
hidrogeles quimicos o fisicos.

En los hidrogeles de caracter quimico se involucra la formacién de enlaces
covalentes entre las cadenas y puede lograrse empleando mondmeros
multifuncionales a bajas concentraciones o mediante el acoplamiento de radicales
generados por radiacion®3. Los entrecruzantes quimicos permiten obtener redes

permanentes en el hidrogel; en el caso del quitosano entrecruzado las redes pueden
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ser preparadas usando los grupos quimicos disponibles —OH y —NH2. Muchas
moléculas bifuncionales han sido usadas para entrecruzar quitosano, incluyendo
glutaraldehido, genipina, diglicidil éter, disocianato, diacrilatos, formaldehido entre
otros®455,

Por ejemplo, las aminas del quitosano reaccionan con compuestos carbonilicos
(como los aldehidos) por medio de una adicion nucleofilica; cuando la amina es
primaria y el producto de adicion final sufre una deshidratacion para formar un
compuesto que contiene un doble enlace carbono nitrégeno (C=N), el cual se llama
enlace imina®®. Este tipo de hidrogeles pueden ofrecer propiedades deseables pero
la biocompatibilidad de muchos entrecruzantes son desconocidas y otros han sido
considerados relativamente toxicos®.

En contraste, el entrecruzamiento fisico se debe a interacciones secundarias no
covalentes como enlaces de hidrogeno, interacciones electrostaticas, fuerzas
hidréfobas o interacciones dipolo-dipolo®®. También se puede formar mediante
complejos polielectroliticos los cuales se forman mediante la adicion de una
disolucién polimérica, que lleva incorporado un grupo anioénico en el sustituyente
lateral de la cadena principal, sobre otra disolucibn que posea grupos
potencialmente catidnicos. Este proceso provoca la formacion de enlaces idnicos
entre las cargas de signos opuestos entre el polimero y el de la disolucion®*. Estos
hidrogeles enlazados fisicamente tienen la ventaja de formar geles sin el uso de
entrecruzantes.

Las propiedades de los hidrogeles dependeran principalmente de su densidad de
entrecruzamiento y este parametro determinara la solubilidad, el porcentaje de
hinchamiento, el tamafio del poro del material, el area total superficial y la resistencia

mecanica del polimero®”.

1.4.2. Andamios Porosos 3D

Los andamios porosos tridimensionales son materiales que proporcionan a las
células el soporte necesario para su proliferacién y diferenciacion; e idealmente
deben poseer una arquitectura similar al tejido a reparar. Las células interactuan

con los andamios de manera activa en el proceso de regeneracion del tejido, lo cual
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induce la liberacién de factores de crecimiento mientras se sintetizan una propia
matriz extracelular, proporcionando un ambiente (arquitectura especifica) que sirve
como reservorio de agua, citoquinas y factores de crecimiento, etc.%®

En funcion de lo que se requiera reparar (piel) se crea un soporte o andamio, que
imite la forma de ese tejido u 6rgano y se pone en contacto con las células que van
a formar ese tejido (en nuestro caso fibroblastos) y las moléculas necesarias para
que se lleve a cabo el proceso (denominados factores de crecimiento, que son
especificos para cada tejido y activan la division de las células).

Mientras el soporte aporta consistencia al tejido a reparar, las células empiezan a
multiplicarse dentro por la accion de las sefales quimicas que favorecen su
crecimiento. En poco tiempo, la masa de las células va aumentando y llenando el
espacio libre. Las células a la vez se van organizando y adquiriendo la forma del
armazén. Estos andamios deben ser biodegradables y ser reabsorbidos una vez
que han desarrollado su funcion. Cuando llega este momento, las células del interior
del soporte entran en contacto con las del érgano in vivo regenerandolo.

Los andamios tridimensionales para la IT deben satisfacer ciertos criterios®:

1.4.2.1. Porosidad.
Debe poseer poros abiertos e interconectados, necesarios para la difusién de
nutrientes y gases, asi como para la remocion de desechos metabdlicos derivados

de la actividad celular.

1.4.2.2. Tamafo de poro

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 fabricacion y caracterizacidon de este tipo de material en la IT. Para
los soportes porosos, un macroporo apropiado da paso a la proliferacion celular
requiriendo muchas veces para ello tamanos de poro de 100-200 ym; aunque
esponjas microcelulares con diametros de poro de 10-100 ym demuestran 6ptimos

crecimientos de fibroblastos en la regeneracion de tejidos®.
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1.4.2.3. Biocompatibilidad y biofuncionalidad

Las caracteristicas mas importantes que deben presentar los biomateriales son su
biofuncionalidad y biocompatibilidad. Generalmente, la funcionalidad se cubre
satisfactoriamente con las caracteristicas que poseen los materiales utilizados. Sin
embargo, lo primordial es que un material sea compatible, es decir, que

desencadene una respuesta adecuada en el organismo.

1.4.2.3.1. Inmunogenicidad.

Es la potencia o capacidad que tiene una molécula para generar una respuesta
inmune y depende tanto de su naturaleza, como de la inherente al individuo en el
que actua (receptor). Esta puede ser de manera celular, porque se estimulan los
linfocitos T, o bien humoral, cuando ademas de estimular los linfocitos b se generan

anticuerpos®.

1.4.2.3.2. Antigenicidad.

Capacidad de producir una respuesta inmune especifica. El grado de antigenicidad
depende de la cantidad y la clase de una sustancia determinada, de la sensibilidad
del receptor al antigeno y de su capacidad de producir anticuerpos. Todo

inmunogeno es antigeno pero todo antigeno no es inmundgeno®2.

1.4.2.4. Propiedades de la superficie
Tanto las propiedades quimicas como las topograficas pueden controlar y afectar la
adhesidn y proliferacion celular; las propiedades quimicas estan relacionadas con

la habilidad de las células para adherirse al material.

1.4.2.5. Propiedades mecanicas

Los valores de las propiedades mecanicas van a depender del tejido u érgano a
reemplazar, asi como también dependera de las fuerzas mecanicas a las que se
vera expuesto el soporte. La bio-estabilidad de muchos implantes dependen de
factores como la elasticidad. Los tejidos existentes en el ser humano tienen

propiedades mecanicas que les permiten cumplir una funcién especifica®s.
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1.4.2.6. Biodegradabilidad

En la mayoria de los polimeros biodegradables, la hidrdlisis es uno de los
mecanismos de degradacion. Existen varios factores que pueden influir en la
velocidad de degradacion: el tipo de enlace quimico, el pH, la composicién de los
materiales y su caracter hidréfilo o hidréfobo. Los cambios fisicos y quimicos que
ocurren durante la degradacion de los polimeros biodegradables, asi como la
cristalizacion de los oligobmeros y los monomeros, o bien, los cambios de pH,
también pueden repercutir en la velocidad de proceso. El peso molecular es el
parametro mas ampliamente utilizado para evaluar la degradacion. La velocidad de
degradacion de los polimeros biodegradables depende de su hidrofilicidad y
accesibilidad de sus enlaces hidroliticamente inestables a los fluidos corporales.
También dependera del acceso que tengan las enzimas u otras moléculas capaces
de romper los enlaces quimicos. Por lo tanto, la higroscopicidad del material, su
morfologia, cristalinidad y peso molecular seran parametros clave en la cinética de
degradacion del polimero y en la pérdida de sus propiedades mecanicas y de peso

durante el tiempo de implantacion.

1.5 Tecnologias para obtener andamios o soportes 3D

Una gran variedad de tecnologias han sido desarrolladas para la obtencion de
andamios porosos; entre las mas utiizadas estan el Hilado y tejido de fibras,
lixiviacion de particulas, espumado con gas, extrusion, electro-hilado, secado en
condiciones supercriticas con COz2, liofilizacién, etc. Cada técnica le confiere al
andamio final caracteristicas estructurales distintivas, por lo que es importante elegir
la técnica correcta segun la aplicacion final del andamio®. La mayoria de las
técnicas de procesado convencional para producir soportes porosos, resultan poco
adecuadas para producir materiales para aplicaciones biomédicas ya que en
general utilizan aditivos como surfactante. Entre las técnicas que no utilizan aditivos
para la obtenciéon de andamios 3D para aplicaciones en la IT epitelial se tiene a la

liofilizacion.
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1.5.1 Liofilizacion

Esta técnica se basa en la utilizacion de soluciones homogéneas de un sistema
polimérico en un disolvente de punto de congelacién relativamente elevado (agua,
dioxano, etc.,). La solucién se enfria hasta temperaturas inferiores a la de
solidificacion del sistema y el disolvente se elimina por sublimacién a vacio
manteniendo el sistema congelado. La morfologia del material poroso esta
controlada por la transicion de fase que tiene lugar durante el proceso de
enfriamiento. El método es bastante sensible a variaciones como: la velocidad de
enfriamiento, o bien, concentracion del sistema polimérico®®.

La formacion de los poros esta dada por la nucleacion o formacion de cristales. El
fendmeno de cristalizacion incluye dos etapas: nucleacion o formacion del cristal y
el crecimiento del cristal.

Nucleacién: es el comienzo de la congelacién, involucra la presencia o formacién
de pequefios nucleos que son los centros de los cristales que se forman. Estos
comienzan a formarse a partir de impurezas que se encuentran en la sustancia que
se congela. Existen dos tipos de nucleacion: la homogénea y la heterogénea. La
homogénea sélo ocurre en sistemas tales como agua altamente purificada vy, la
heterogénea presenta pequefias particulas existentes en la solucion que actuan
como nucleo para comenzar la formacion de cristales. La importancia de la
nucleacion radica en el tipo de estructura de cristales que se forman, esto trae como
consecuencia la morfologia del poro®®.

La segunda etapa en la formacion de cristales es el crecimiento de éstos. Los
factores que influyen en la rapidez de crecimiento de los cristales son los siguientes:
1) La rapidez a la cual las moléculas reaccionan con la superficie de contacto.

2) La rapidez de difusion de las moléculas del liquido desde la solucién no
congelada a la superficie del cristal.

3) La rapidez a la cual se remueve el calor.

Todos los factores anteriores se ven afectados por uno adicional: la temperatura.
Con respecto a lo anterior, se puede afirmar que el crecimiento de cristales

disminuye a medida que la temperatura desciende®’.
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ANTECEDENTES

En las ultimas dos décadas, hemos sido testigos de la incorporacién al mercado de

muchos apositos para la regeneracion de piel, debido a que se ha demostrado que

tener un entorno humedo aumenta la rapidez de cicatrizacion. Estos soportes se

basan en el concepto de crear un ambiente éptimo para el crecimiento celular. En

la Tabla 1.2 se muestran algunos andamios para la regeneracioén de piel que se

encuentran en el mercado®s.

Tabla 1.2. Andamios para la regeneracion de piel.

Nombre Material Compainia
Integra™ Colageno/condroitin-6 Integra LifeScience
sulfato en silicona (Plainsborough, NJ)
Biobrane™ Polisiloxano, nylon y Dow Hickham/Bertek
colageno Pharmaceuticals (Sugar
Land, TX)
Alloderm™ Dermis Humano Lifecell Corporation
(Branchberg, NJ)
Epicel™ Polisiloxano Genzyme Biosurgery
(Cambridge, MA)
Myskin™ Poliacido glicolico/ Celltran Limited
poliacido lactico (University of Sheffield,
Sheffield, UK)
Apligraf™ Colageno tipo | Organogenesis (Canton,

Hyalograft 3-D™

Laserskin™
Bioseed™

Dermagraft™

Bencil hialuronato

Bencil hialuronato
Fibrina

Poliacido glicdlico

MA)

Fidia Advanced
Biopolymers (Padua,
Italy)

Fidia Advanced
Biopolymers

BioTissue Technologies
(Freiburg, Germany)
Advanced Tissue
Sciences (LaJolla, CA)

Sin embargo, las investigaciones siguen a la orden del dia para satisfacer las

necesidades del paciente y asi tener un mejor desempeno del material, como por

ejemplo:
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-Recientemente, Fernandes y col. (2011) fabricaron andamios porosos de
quitosano-colageno mediante el método de liofilizaciéon para su posible uso como
sustituto de piel. La morfologia estructural mostré heterogeneidad en el tamafio de
poro con valores de 10-300 um. Esto pudo reflejarse en los resultados de uno de
los ensayos de citotoxicidad, al no mostrar diferencias significativas entre los
andamios de QS y los de QS-Co.

-Ramos y col. (2012) elaboraron andamiajes porosos 3D a partir de quitosano-
colageno con una morfologia similar a una esponja, para aplicaciones en la IT. Estos
se obtuvieron por la técnica de liofilizacion utilizando diferentes formadores de poro
(sacarosa, glucosa y cloruro de sodio) obteniéndose diametros promedio de poro
de 226, 264 y 272 um respectivamente. Sin embargo, no se evaluaron las
propiedades bioactivas del soporte. Ademas en dicho estudio no se utilizé un
entrecruzante quimico que contribuya a tener una mejor distribucién de las cadenas
de los polimeros en la estructura del andamio’s.

-Ma y col. (2003) obtuvieron andamios porosos para la IT de la piel mediante el
proceso de liofilizacion de la mezcla de soluciones de colageno y quitosano. Se usé
GA para entrecruzar los andamios y asi mejorar su bioestabilidad, pero observaron
por microscopica de laser confocal que el GA tienen un ligero efecto sobre la
morfologia de la seccion transversal del andamio.

-Shanmugasundaram y col. (2001) disefaron un andamio de quitosano-colageno
entrecruzado con GA. Los resultados de microscopia Optica del cultivo celular
mostraron un cambio en la morfologia de las células durante el ensayo; algunas
células presentaron una morfologia redondeada lo que conducen a la muerte. Esta
muerte de células puede deberse a que se liberd algun componente tdéxico que pudo
ser minimizado con la agregacién de mas medio con suero fetal bovino. Ademas,
se percibe una proliferacién superficial y no hacia el interior del andamio en las
fotografias que presentan viabilidad celular.

-De igual modo Wang y col. (2011) desarrollaron un soporte de quitosano-colageno
y observaron agregados de QS sobre las fibras de colageno. Para disminuir este

efecto, algunos estudios han empleado agentes entrecruzantes como el

24



glutaraldehido, la genipina, el oxaldehido, etc., aunque éstos han sido considerados
parcialmente téxicos o de biocompatibilidad desconocida™.

Para disminuir el efecto citotdxico de los andamios se pretende utilizar el hidroxido
de amonio como inductor de la gelificacion de la mezcla QS-Co y, una vez obtenido
el hidrogel estable, se llevaria a liofilizar para tener un soporte poroso 3D. Los
hidrogeles obtenidos mediante este procedimiento son llamados geles fisicos ya
que la concentracidn del polimero en solucion da lugar a uniones fisicas
responsables de la formacion de una red tridimensional de las cadenas del polimero.
Las uniones fisicas son del tipo hidroéfilas e hidréfobas y llegan al equilibrio para
permitir la gelificacion. Este valor puede deberse a una disminucion de la ionizacién
del polimero (disminucion de la densidad de carga). El hecho de utilizar vapores de
NH4OH (ver ecuacién 2) hace posible una transicion sol-gel con una distribucién de
las cadenas del polimero mas uniforme y asi disminuir aglomeraciones (granulos o
agregados) de la cadena de QS (para dar una mayor exposicion de los grupos
funcionales) y no utilizar compuestos téxicos que afecten la biocompatibilidad y la
funcionalidad de los biomateriales. El exceso de hidréxido de amonio, o bien el
acetato de amonio generado durante el proceso de gelificacion de la mezcla

polimérica QS-Co, pueden eliminarse facilmente con lavados de H20.

CH3-COOH + NH4OH - CH3COONHs + H20 (2)
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JUSTIFICACION

Una de las técnicas para la elaborar andamios 3D para ingenieria de tejidos es partir
de un hidrogel y luego someter éste a un proceso de secado por congelacion’374,
De esta forma, el producto final tendra tamafos de poro con valores por arriba de
las 10 um de diametro, dimensiones apropiadas para la proliferacion de células
epiteliales.

Los hidrogeles se pueden clasificar en hidrogeles quimicos y fisicos segun su
mecanismo de entrecruzamiento. El entrecruzamiento quimico es un método
altamente versatil para producir hidrogeles, pero los agentes de entrecruzamiento
utilizados no solo pueden afectar la integridad de las sustancias que se incorporaran
al material (proteinas, células), sino que también suelen ser compuestos toxicos.
Ademas, los agentes de entrecruzamiento quimico pueden dar reacciones no
deseadas con ciertas sustancias bioactivas presentes en la matriz de hidrogel.

El efecto adverso del entrecruzamiento quimico se puede evitar con el uso de
técnicas de entrecruzamiento fisico; en éstas, la formacién del hidrogel se lleva a
cabo en ausencia de disolventes organicos y agentes de entrecruzamiento toxicos.
Los entrecruzamientos fisicos estan constituidos por cadenas enredadas, enlaces
de hidrégeno, interacciones hidrofobas, entre otras, y aunque transitorias, sus
caracteristicas pueden ser suficientes para hacer que los hidrogeles sean insolubles
en un medio acuoso’4-7®,

Los hidrogeles de quitosano quimicamente entrecruzados son mucho mas estables
que los hidrogeles entrecruzados fisicamente, ya que la gelificacion es irreversible
debido a la formacion de enlaces covalentes entre diferentes cadenas; sin embargo,
este enfoque requiere la modificacion quimica de la estructura primaria del
quitosano, lo que podria afectar sus propiedades iniciales fisicoquimicas y
bioactivas, particularmente si los grupos amino estan involucrados en la reaccion de
entrecruzamiento 77.

El glutaraldehido es un compuesto muy utilizado para generar hidrogeles de
quitosano quimicamente entrecruzados; éste reacciona con los grupos amino del

quitosano para producir enlaces imina’®. De esta manera, la concentracion de
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grupos amino libres disminuye, lo cual afectara su desempefio bioldgico ya que este
grupo es el responsable de la interaccion del quitosano con proteinas, células y
organismos vivos 7779,

Un procedimiento interesante para obtener hidrogeles entrecruzados fisicamente es
el reportado por Montembault y col., (2005) quienes prepararon materiales al poner
en contacto con una solucion de quitosano con una atmésfera de hidréxido de
amonio. Este procedimiento genera un hidrogel fisico que mantiene disponibles los
grupos amino de la estructura del quitosano y, por lo tanto, sus excelentes

propiedades bioldgicas.
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HIPOTESIS

Los soportes de quitosano-colageno obtenidos a partir de hidrogeles
entrecruzados fisicamente con hidroxido de amonio presentan una mayor
biocompatibilidad y viabilidad de fibroblastos comparado con aquellos que utilizan

glutaraldehido como entrecruzante.

OBJETIVOS

2.10Objetivo general

Estudiar el efecto de distintos métodos de entrecruzamiento sobre las propiedades

fisicoquimicas y biolégicas de un andamio de quitosano-colageno tipo I.

2.20bjetivos particulares

- Caracterizar fisicoquimicamente los QS para conocer su grado de acetilacién
y peso molecular.

- Obtener soportes de QS-Co, utilizando hidréxido de amonio como inductor
de la gelificacion, variando caracteristicas (GA y PM) del QS.

- Evaluacion de las propiedades fisicoquimicas de los andamios generados
(MEB, EDX, area superficial, FTIR, TGA, absorcion de humedad vy
degradacion in vitro).

- Evaluacion de las propiedades bioldgicas (biocompatibilidad y viabilidad de
fibroblastos L929) de los soportes de QS-Co.
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CAPITULO 2
METODOLOGIA

2.1 Materiales

En la elaboracion de los andamios se utilizé colageno tipo | (Co, piel de ternera con
catalogo No. C9791) y dos tipos de quitosano, ambos de la marca Sigma-Aldrich; el
primero, con No. de catalogo 417963, tenia un peso molecular de 192,068 (QPP) y
un grado de deacetilacion (GD) de 88 %; el segundo, con No. de catalogo 448877,
tenia un peso molecular de 223,332 (QPM) g/mol y un GD de 86 %. El peso
molecular fue determinado por viscosimetria capilar, utilizando como disolvente
acido aceético 0.3 M y acetato de sodio 0.2 M, con un pH de 4.6 a 25 °C siguiendo la
metodologia de Sionkowska y col. (2004)®' y el grado de deacetilacién determinado
por 3C RMN y FTIR segun la metodologia reportada por Heux y col. (2000)%. Para
la elaboracion de los hidrogeles se utilizé hidréxido de amonio (HA, solucion al 28
%), glutaraldehido (GA, solucién al 25 %), acido acético glacial (AA, 299.5 % de
pureza) y acetona (AC 99.5 % de pureza). En la degradacion enzimatica se utilizd
lisozima (LZ, 290 % de pureza con catalogo No. L6876) y buffer salino de fosfatos
(PBS, con catalogo No. P4417). Todos los disolventes y reactivos fueron de la
marca Sigma-Aldrich.

2.2 Caracterizacion fisicoquimica del Quitosano

2.2.1 Peso Molecular

Para determinar el peso molecular promedio viscoso (Mv) se utilizd un viscosimetro
capilar tipo Ubbelhode No. 75, equipado con un bafio termostatico controlado por
un recirculador de agua a 25.0 + 1 °C. Las muestras de quitosano se prepararon
utilizando un sistema disolvente acido acético 0.3 M y acetato de sodio 0.2 M (pH
4.5). Las concentraciones del polimero fueron 1.00 x 10-3, 8.69 x 104, 8.00 x 1074,
740 x 10 y 6.66 x 10 g/mL. La viscosidad intrinseca fue determinada
graficamente empleando la ecuacion de Huggins que relaciona la viscosidad
reducida con la concentracion, asi como la ecuacién de Kraemer y de Punto Unico

([2(msp-Inmrel)]°%/c)®. Una vez calculada la viscosidad intrinseca, ésta se utilizo
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para determinar el peso molecular promedio viscoso, Mv, a partir de la ecuacién de
Mark—Houwink—Sakurada: donde K y a son dos constantes que dependen del
sistema tampon. Los valores reportados de Ky a para el quitosano en el disolvente

utilizado fueron 7.40 x 102 dL g'y 0.76, respectivamente®.

2.2.2 Grado de acetilacion

Para determinar el grado de acetilacién del QS se realizé un estudio cuantitativo a
partir del area bajo las curvas de los espectros de infrarrojo obtenidos en un equipo
Nicolet 8700, en modo de absorbancia con un intervalo de numero de onda
comprendido entre 4000 y 650 cm, siguiendo el método propuesto por
Brugnerotto3®. Para esto se tom6 como banda caracteristica la amida Il localizada
a 1318 cm™ y como referencia la banda de grupos metilos a 1380 cm™ en la

Ecuacion 3. La desacetilacion fue calculada segun la Ecuacion 4.

Grado de N-acetilacion (%) =31.92(41318/, . }-12.2 (3)

1380

Grado de DA (%) = 100 - grado de N acetilacion (4)

Para corroborar el resultado del grado de acetilacion del QS se realizé un estudio
en un equipo de Resonancia Magnética Nuclear (RMN VARIAN de 600 MHz) a una
temperatura de 80 °C. Para la obtencion del espectro de resonancia de carbono 13
("3C RMN) del QS se disolvieron 12 mg de muestra en agua deuterada (D20) y se
agrego una gota de acido clorhidrico deuterado (DCI) para lograr su completa
disolucion. La determinacién del DA por '3C RMN se evalud a partir de las integrales
relativas de los grupos metilo, en comparacion con las integrales de los carbonos
del anillo del QS. Ademas, se afirma que si se considera el pico del carbonilo se
puede tener un error de +4 %, por ello es mas preciso considerar unicamente la
integracion de las sefales del grupo metilo. Segun Heux y col. (2000) el grado de
acetilacion es determinado entre la intensidad de la resonancia del carbono del
grupo metilo (licH3) y la suma de todas las intensidades de resonancia de los
carbonos del anillo glucosidico (licn1+ lica + lica + ljcq + Ijcs) + I[ce)) con la siguiente

expresion (Ecuacion 5)82,
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o 100 X I[CH3 ]
GA(%) =(TrericaecaTecasiicsrcer) (0-10) (5)
6

2.3 Obtenciéon de andamios 3D

Se prepard una solucion de quitosano al 3 % (p/p) en acido acético al 0.3 M. En
todos los casos, la muestra se disolvio a temperatura ambiente con agitacion
constante por 24 h; posteriormente las soluciones se dejaron reposar a temperatura

ambiente hasta la desaparicion de burbujas visibles.

2.3.1 QS-HA

Se vertié 1.5 g de solucion de QS en vasos de precipitado de 10 mL. Después, en
un vaso precipitado de 100 mL se puso hidréxido de amonio y ambos vasos fueron
colocados en un recipiente cerrado herméticamente. La reticulacion fisica
(gelificacién) se indujo simplemente por la difusion de amoniaco gaseoso en una
atmdsfera controlada durante 24 h, segun lo propuesto por Montembault y col.
(2005)%°. Después, los hidrogeles se lavaron con agua destilada para eliminar el
exceso de NH4OH vy el acetato de amonio (CH3COONHa4) generado, hasta alcanzar

un pH 7 en al agua destilada.

2.3.2 QS-AC

Los hidrogeles CS-AH se sometieron a un cambio de fase fluida pasando la muestra
a través de una serie de concentraciones de agua/acetona decreciente (80/20,
50/50, 20/80,0/100) y luego inversamente acetona/agua (80/20, 50/50, 20/80, 0/100)
durante una hora por gradiente de concentracion. Esto se hizo ya que esta
documentado que las cadenas de quitosano sufren un reordenamiento, dentro de la
red formada, a una configuracién mas estable como resultado de la interaccion con

la acetona’“.
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2.3.3 QS-GA
Los hidrogeles de la seccion 2.3.1. se indujeron a entrecruzamiento quimico, donde
se sumergieron los materiales en una solucién acuosa de glutaraldehido al 0.1 %

por 24 h. Después se lavaron con agua destilada para eliminar los restos de GA

2.3.4 QS-Co-AH, QS-Co-AC y QS-Co-GA

Los hidrogeles de quitosano-colageno (QS-Co), se prepararon dispersando Co (2
% en peso) en acido acético 0.1 M (bajo agitacion constante por 24 h a temperatura
ambiente) y luego agregando a esta suspension una solucion de QS (3 % en peso).
Se empled una proporciéon 80/20 (p/p) (solucion de quitosano/suspension de
colageno).

La suspension resultante se llevo al tratamiento con hidroxido de amonio, con el
cambio de fase fluida de acetona y con el de glutaraldehido para generar los
hidrogeles que contiene colageno.

Para obtener los andamios 3D, se secaron los hidrogeles (resumidos en la tabla 2.1)
en una liofilizadora LABCONCO modelo 4.5 FreeZone a -53°C, a una presion de
0.016 mBar durante 48 h.

Tabla 2.1. Diferentes tipos de entrecruzamientos utilizados en la obtencion
de los andamios 3D

CODIGO l DESCRIPCION
QS-HA Hidrogel de quitosano fisicamente entrecruzado por medio
de hidroxido de amonio.
QS-AC Hidrogel de quitosano tratado con acetona.
QS-GA Hidrogel de quitosano entrecruzado con Glutaraldehido
QS-Co-HA Hidrogel de colageno/quitosano reticulado fisicamente por
medio de hidréxido de amonio.
QS-Co-AC Hidrogel de colageno/quitosano tratado con acetona.
QS-Co-GA Hidrogel de colageno/quitosano entrecruzado con

Glutaraldehido
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2.4 Caracterizacion fisicoquimica de andamios 3D

2.4.1 Microscopia electronica de barrido (MEB)

La morfologia de la superficie de los andamios se observdé mediante Microscopia
Electronica de Barrido (MEB) utilizando un JEOL 6360LV a 20-25 kV. Las muestras
se montaron sobre una cinta de aluminio y se recubrieron con oro utilizando un LLC
modelo Desk Il a alto vacio. Las micrografias también se utilizaron para medir el

diametro aparente de los poros con un software Image Pro Plus.

2.4.2 Mapeo de Nitrégeno por analisis EDX

El microanalisis se realiz6 mediante Espectrometria de dispersion de energia de
rayos X (EDX) utilizando un sistema Oxford Inca Energy 200 acoplado a un
Microscopio Electrénico de Barrido JEOL 6360 LV, a 20 kV durante 20 min, para
cada analisis. El mapeo EDX para nitrdgeno se realizé para observar la distribucion

de este elemento que esta contenido tanto en el colageno como en el quitosano.

2.4.3 Area superficial

Se llevaron a cabo experimentos de adsorcion de nitrégeno a 77 K para determinar
el area superficial especifica de los andamios, utilizando un equipo NOVA 2200e de
Quentachome Instruments. Las muestras se desgasificaron durante 6 horas, a 95
°C, antes de las mediciones con la finalidad de eliminar el aire y la humedad
presente en las muestras. El modelo de Brunauer-Emmett-Teller (BET) 8 se aplico
para ajustar las isotermas y calcular el area de superficie especifica de los

andamios.

2.4.4 Estructura (FTIR)

Los espectros de infrarrojo de los andamios se obtuvieron usando un equipo Thermo
Scientific Nicolet 8700; se utilizo la técnica de reflectancia total atenuada (ATR por
sus siglas en inglés) utilizando un cristal de germanio. Las muestras se analizaron

en el intervalo de 4000-650 cm™' con una resolucién de 4 cm™' y 100 barridos.
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2.4.5 Analisis termogravimétrico
El analisis termogravimétrico se realiz6 en un equipo Perkin Elmer TGA-7, en
atmosfera de nitrégeno. 7 mg de las muestras se analizaron de 50 °C a 600 °C con

una tasa de calentamiento de 10 °C/min.

2.4.6 Absorcién de humedad

Los especimenes de cada tipo de andamio se secaron a presion reducida durante
2 dias. Posteriormente, los andamios se almacenaron bajo dos porcentajes de
humedad relativa (H. R.): 50 £+ 1% y 91 + 1%, usando nitrato de magnesio
hexahidratado y sulfato de sodio decahidratado, respectivamente. Se tomé la masa
de cada una de las muestras al inicio del estudio y hasta que éstas alcanzaron el
equilibrio. El porcentaje de absorciéon de humedad (A. H.) esta dado por la Ecuacion
6:

me—

mo
— ) 100 (6)

A=

Donde moes la masa de la muestra al inicio de la exposicion a la humedad y m; es
la masa de la muestra después de un tiempo t en horas. Se reportd el promedio y

la desviacion estandar de un triplicado por cada andamio.

2.4.7 Degradacion In vitro

La degradacién in vitro de los andamios se estudié a 37 °C en buffer salino de
fosfatos (PBS, pH 7.4) que contenia 1.5 mg/mL de lisozima’®. Esta concentracion
fue elegida ya que es la misma que se reporta para el suero humano®-8’. La solucién
de lisozima se cambié diariamente para asegurar la actividad enzimatica®. Se
colocaron andamios con una masa aproximada de 7 mg en viales que contenian 1
mL de solucion de lisozima y se incubaron durante 28 dias. Después de 7, 14, 21y
28 dias, las muestras se retiraron del medio y se enjuagaron con agua destilada.
Luego, los andamios se secaron (liofilizaron) durante 24 h y se pesaron. La
degradacion se expres6 como peérdida de masa de los andamios mediante la

Ecuacion 7.
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Pérdida de masa (%) = (

Donde mi es el peso inicial del andamio y mres el peso del andamio después de la

degradacion.
2.5 Evaluacién de las propiedades bioactivas de los andamios 3D

2.5.1 Esterilizacion de muestras

Las muestras se esterilizaron mediante exposicion a rayos UV, durante 20 min (para
cada lado del andamio), utilizando una campana de flujo laminar (LABGARD, clase
Il, tipo A2 de NUAIRE®).

2.5.2 Biocompatibilidad

La prueba de citotoxicidad se evalué mediante métodos directos e indirectos de
acuerdo a la norma internacional 1ISO10993-5%. Se cultivaron fibroblastos de ratén
L929 en medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640), suplementado con 10
% de suero fetal bovino (SFB), L- glutamina (2mM), penicilina (200 IU/mL),
estreptomicina (100 pg/mL), 2-mercaptoetanol (5x10-5 M) y 2.5 mg/L de anfotericina
B. El cultivo se coloco en cajas de cultivo de 25 cm? (Corning Inc., Cell BIND, NY,
EE.UU.) y se incubo en una atmosfera del 5% con CO2 a 37 °C para el método

indirecto y directo.

2.5.21 Método indirecto

Los fibroblastos se sembraron por triplicado en placas de 48 pozos (Corning Inc.) a
una densidad de 1 x 10* células/pozo y se incubaron como se describid
anteriormente. El medio de cultivo se reemplazé con 1 mL de extracto obtenido de
35+ mg de peso de andamios incubados por un tiempo de 24 h en una atmdsfera
del 5% con CO2 a 37 °C con el mismo medio®. La viabilidad celular se determind
mediante el método de exclusion del colorante Azul de Tripan y el ensayo

espectrofotometrico MTT (Bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolio).
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25.2.2 Método directo

Las células de fibroblastos se cultivaron por triplicado en contacto con los andamios,
en placas de 48 pozos, a una densidad de 1 x 10* células/pozo y se incubaron
durante 24 h; los pozos que contenian solo la suspension de fibroblastos, es decir,
sin andamios, se utilizaron a la misma densidad como control. La viabilidad de las
células se determiné después de 24 h de incubacion mediante el recuento de células
utilizando la exclusion del colorante azul de tripan y el ensayo MTT.

Después de que los fibroblastos alcanzaron una confluencia del 80 %, se separaron
mediante digestién enzimatica con 500 uL de tripsina durante 15 min y se recogieron
con PBS. Posteriormente, se centrifugaron durante 5 min a 3000 rpm (Centrifuge
5424, Eppendorf), el sobrenadante se descarté y las células se re-suspendieron en
100 uL de SFB. Se homogeneizd una mezcla de suspension celular y solucién de
azul tripan (1/1 del volumen de cada una) y se conté en un hemocitometro (Hausser
Scientific, 0.100 mm, EE. UU.), utilizando un microscopio 6ptico (Zeiss Axio Vert.
A1). Sdlo se contaron las células que estaban en las cuatro zonas del
hemocitometro. EI nimero de células por mililitro se determind usando las

Ecuaciones 8 y 9.

Células/mL= Recuento promedio por cuadro xfactor de dilucién x 10* (8)

Células totales= Células/mL x volumen total original de suspension celular (9)

Donde 10%es el factor de correlacion del hemocitometro, cuyo volumen es 1Tmm x 1

mm y 0.1 mm de profundidad.

El ensayo de MTT se realiz6 siguiendo la metodologia reportada por Zhang y col.
(2008). En resumen, se agregaron a las células 100 pL de la solucion madre de
MTT 2 mM (1/10 del volumen del medio de cultivo) y la suspension resultante se
incubo en una atmésfera del 5% con COz2 a 37 °C durante 4 h. Posteriormente, se
afiadié dimetilsulfoxido (DMSO) 1/10 con respecto al volumen del medio. La

absorbancia se leyo a 540 nm en un espectrofotdmetro de microplacas BIO-RAD
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Modelo 550. Se tomé una suspensién celular en medio de cultivo RPMI 1640 como
control positivo mientras que una suspensién celular con 50 uL de DMSO se utilizd

como control negativo, ya que este reactivo es un agente toxico para la célula.

2.5.3 Proliferacion Celular

La proliferacién de las células y su localizacion en el andamio se determiné
mediante microscopia confocal y de fluorescencia. Las células se colocaron en
placas a una concentracion celular de 0.5x10* células/pozo junto con el andamio.
Después, se incub6 en una atmésfera del 5% con CO2 a 37 °C durante 14 dias (se
cambi6 el medio cada 48 h para eliminar compuestos téxicos que se producen en
un cultivo celular). Luego del periodo de incubacion, se retird el medio y las células
se fijaron con formaldehido al 3.7 % en PBS, se permeabilizaron adicionalmente
con Triton X-100 al 0.2 % en PBS durante 15 minutos. Posteriormente, las células
se tifieron con DAPI (en inglés, 4',6-diamidino-2-fenilindol dihidrocloruro, Sigma-
Aldrich, ID 28718903), el cual es un fluorocromo que tifie las secuencias de ADN
nuclear de color azul mediante su union a los pares de bases adenina-timina lo que
permite visualizar el material nuclear a través del ADN. Las microplacas se

montaron en un microscopio de epifluorescencia invertida (Leica DMi8).

2.6 Andlisis Estadistico

Los datos se expresaron como la media * desviacion estandar. El analisis
estadistico se realizé mediante un analisis de varianza de una via (ANOVA) seguido
de una prueba de Tukey. Un valor de p<0.05 fue considerado estadisticamente

significativo.
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CAPITULO 3
RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Caracterizacion fisicoquimica del QS

3.1.1 Peso Molecular

Los resultados obtenidos en la aplicacion de la técnica de viscosimetria capilar para
la determinacion de la masa molecular de los dos tipos de quitosano: QPP y QPM,
se muestran en la Tabla 3.1 y 3.2, respectivamente. En las mismas se resumen los
tiempos de elucién (t) para las diluciones del biopolimero en el sistema de
disolventes seleccionados, a 25°C. Estos tiempos son el promedio de 3 mediciones.
Los parametros viscosimétricos calculados, a partir de estos resultados, se pueden
observar en la Tabla 3.3 y 3.4 (QPP y QPM respectivamente).

Tabla 3.1. Tiempos de elucién para las disoluciones de QPP.

Disoluciéon Concentracion (g/mL) Tiempo de elucion Desviacion estandar
1 1.00 x 103 21(3.)32 0.77
2 8.69 x 10+ 195.88 0.08
3 8.00 x 10+ 187.67 0.13
4 7.40x10* 180.32 0.05
5 6.66 x 10 172.30 0.09
Disolvente - 107.19 0.73

Tabla 3.2. Tiempos de elucién para las disoluciones de QPM.

Disolucion | Concentracion (g/mL) Tiempo de elucion Desviacion estandar
1 1.00 x 103 22(;)54 0.12
2 8.69 x 10+ 208.85 0.11
3 8.00 x 10+ 198.86 0.72
4 7.40 x 10 190.22 0.09
5 6.66 x 10 180.56 0.36
Disolvente - 107.19 0.73
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Tabla 3.3. Parametros viscosimétrico del QPP a 25°C en acido acético
0.3 mol/L y acetato de sodio 0.2 mol/L.
Parametros viscosimétricos

n splc Ln n relic | Pto Gnico [n]
Disolucién | nrel | nsp | (dllg) | Lnnrel | (dLig) (dLlg) | (dLig)
1 1.96 0.96 962.03 0.67 673.98 759.01

1.82 0.82 951.53 0.60 693.35 770.62
1.75 0.75 938.46 0.56 700.06 771.99 767.24
1.68 0.68 921.02 0.52 702.18 768.71
1.60 0.60 911.90 0.47 712.57 773.68

abhwWwN

Tabla 3.4. Parametros viscosimétrico del QPM, a 25°C en acido acético
0.3 mol/L y acetato de sodio 0.2 mol/L.

Parametros viscosimétricos
n splc Ln n relic | Pto Gnico [n]

Disolucién | nrel 1 Sp (dL/g) Ln nrel (dL/g) (dL/g) (dL/g)

1 2.13 1.13 1132.00 0.75 757.06 865.95

2 1.94 0.94 1090.68 0.66 767.08 862.74

3 1.85 0.85 | 1068.86 0.61 772.41 860.88 860.42

4 1.77 0.77 1045.71 0.57 774.33 856.00

5 1.68 0.68 1026.72 0.52 782.20 856.51

Se observo una disminucién de la viscosidad reducida (n sp/c) para los dos tipos de
quitosano a medida que la concentracion del polimero disminuye. Lo anterior indica
que se cumple la expresién de Huggins para el polimero en estudio con las
condiciones de trabajo utilizadas. En cambio, la viscosidad inherente (Ln n rel/c)
muestra un incremento para los dos tipos de QS a medida que la concentracion del
polimero disminuye, cumpliéndose la ecuacidn de Kraemer. También la viscosidad
obtenida por la expresion del punto unico se mantiene muy similar en las distintas
concentraciones. Segun las ecuaciones de Huggins y Kraemer la viscosidad
intrinseca es el valor de las viscosidades reducida e inherente, extrapoladas a una
concentracion cero. Para ver el comportamiento se construyé el grafico de
viscosidad reducida (n sp/c), inherente (Ln n rel/c) y punto Gnico [2(nsp-Innrel)]®%/c

en funcion de la concentracion para QPP y QPM (Figura 3.1 y 3.2 respectivamente).
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Figura 3.1. Representacién de Huggins, Kraemer y Punto unico, a 25°C en acido
acético 0.3 mol/L y acetato de sodio 0.2 mol/L para QPP.
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Figura 3.2. Representacién de Huggins, Kraemer y Punto unico, a 25°C en acido
acético 0.3 mol/L y acetato de sodio 0.2 mol/L para QPM.

A partir de la ordenada en el origen de la linea recta obtenida, se determiné la
viscosidad intrinseca, [n]=767.2440 y 860.4224 mlL/g para QPP y QPM
respectivamente. La viscosidad intrinseca mide el volumen especifico efectivo de
un polimero aislado. Su valor depende del tamarno y forma de la molécula (soluto),
asi como de su interaccidén con el disolvente y temperatura de trabajo. Para un

sistema polimero-disolvente a una temperatura determinada, la expresion de Mark-
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Houwink-Sakurada puede utilizarse para determinar el peso molecular promedio
viscoso de un polimero. Para el quitosano en el sistema de disolventes: 0.3 mol/L
acido aceético-0.2 mol/L acetato de sodio a 25°C se utilizé la Ecuacién 10:

Mv = (o=

Hay que mencionar que las constantes K (dL/g) y a reportadas en la literatura no

1/0.76
7.40x 10~ 2) / (10)

tienen valores unicos como los tendria otro polimero para un sistema polimero-
disolvente-temperatura dados, ya que se ha comprobado que la composicion del
QS en términos de proporcion de las unidades N-acetiladas en sus cadenas, influye
en su comportamiento reoldgico en solucidn y, por lo tanto, en los valores Ky a para
un mismo sistema quitosano-disolvente-temperatura. Por lo que en el presente
trabajo se utilizaron los valores reportados por Rinaudo y col. (1999).

El peso molecular calculado para los quitosanos QPP y QPM fueron de 192,068.37
y 223,332.54 g-mol' respectivamente. Estos valores son similares con los

determinados previamente por Costa y col. (2015).

3.1.2 Grado de acetilacion

Para determinar el GA de los quitosanos se realizé un estudio cuantitativo a partir
de las areas bajo las curvas de los espectros de infrarrojo (Figura 3.3) para QPP y
QPM con uso de la Ecuacidén 3. Se tomé la banda caracteristica de la amida Il (1318
cm’) y la de los grupos metilos (1380 cm™') como referencia y, se calculd la

desacetilacion segun la Ecuacion 4.
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Figura 3.3. Espectros de FTIR de quitosanos QPP y QPM.
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Los porcentajes de N-acetilacion y de desacetilacion calculados para el QPP son:
GA (%) =31.92(0-3%/, 5, ) -12.2 = 12.209%
GD (%) = 87.79%
Los porcentajes de N-acetilacion y de desacetilacion calculados para el QPM son:
GA (%) = 31.92(0-36/, 3,) -12.2 = 15.280%
GD (%) = 84.72%
Para corroborar el GA obtenido por FTIR, se realizé un estudio por '*C RMN donde
el espectro muestra las sefales de los carbonos a analizar (Figura 3.4). Dichas
senales aparecen en los siguientes valores de desplazamiento quimico (ppm) tanto
para QPP y QPM. § =97.3 (C1), 76.1 (C4), 75.6 (C5), 69.8 (C3), 59.9 (C6), 55.6 (C2)
y 22,03 (CH3).
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Figura 3.4. Espectros de 13C RMN de A) QPM y B) QPP.
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Los porcentajes de N-acetilacion y desacetilacion calculados para el QPP son:

100 X [ 1.64]

GA(%) =( [0.53]+ [1.94]

+[1.00]+[1.42]+[1.66]+[1.92

6
GD (%) = 88.38%

7)(0.10)= 11.61%

Los porcentajes de N-acetilacion y desacetilacion calculados para el QPM son:

100 X [ 1.73]

GA(%) =([0.55]+ [1.51]

+[1.00]+[1.57]+[1.62]+[1.89

6

GD (%) = 87.24%

7)(0.10)= 12.75%

Los resultados anteriores y los obtenidos por FTIR son presentados en la Tabla 3.5;

como se puede apreciar, los valores de GD de los quitosanos utilizados en este

trabajo se encuentran en el intervalo reportado por la empresa comercial Sigma-

Aldrich y también caen dentro del intervalo de valores reportados por Brugnerotto y

col. (2001) para quitosanos que son extraidos de caparazones de crustaceos. La

diferencia de los resultados entre las dos técnicas fue de un 0.5 % y 2.5 % para el

QPP y QPM, respectivamente. Lo anterior esta dentro del porcentaje de error de los

procedimientos utilizados para su medicion.

Tabla 3.5. Porcentajes de N-acetilacion y de desacetilacion calculados para

QPP y QPM por técnicas de ATR-FTIR y '3C RMN.
QUITOSANO
Técnica QPP QPM
ATR-FTIR GA=12.20 GD=87.69 GA=15.28 GD=84.7
13C RMN GA=11.61 GD=88.38 GA=12.75 GD=87.25
Promedio: GA=12 GD=88 GA=14  GD=86

3.20btencion de andamios 3D

3.2.1 Aspecto fisico de los hidrogeles

Tanto los hidrogeles preparados, como los andamios liofilizados (con y sin

colageno) mostraron un color blanco lechoso, excepto los entrecruzados con

glutaraldehido, que mostraron un color amarillo o color marfil. Curiosamente, los
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hidrogeles entrecruzados fisicamente fueron solubles en una solucién acuosa de
acido acético, mientras que los hidrogeles entrecruzados quimicamente fueron
insolubles en esta solucidn. Este hecho era esperado ya que el entrecruzamiento
fisico genera un hidrogel reversible, mientras que el entrecruzamiento quimico
produce hidrogeles permanentes’®. En todos los casos el hidrogel podia ser
manipulado con espatula sin que se presentara rompimiento alguno.

Los andamios tridimensionales (Figura 3.5) fueron obtenidos cuando se elimino el
agua del hidrogel mediante la técnica de liofilizacion. Los hidrogeles presentaron
dimensiones de 4.8 £ 0.2mm de altura x 20.2 £ 0.1mm de diametro (J) antes de
someterlos al proceso de secado. Después del proceso de liofilizado se obtuvieron
andamios 3D con dimensiones de 4.7 + 0.2mm de altura x 20.1 £ 0.1mm de J; es
decir, no se observaron diferencias significativas. Los valores anteriores fueron
obtenidos para los distintos tratamientos, tanto para el quitosano QPP y QPM. Asi,
se concluye que la técnica de obtencion de andamios 3D era adecuada para los
sistemas de trabajo ya que no se observo un colapso significativo en la estructura.

Figura 3.5. Hidrogeles de quitosano (parte superior) y andamios 3D (parte inferior)
para HA, AC y GA.
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3.2.2 Morfologia

Las Figuras 3.6 y 3.7 muestran las micrografias MEB de los andamios de quitosano
QPP a 500x y 2500x, respectivamente. También se presentan las micrografias a
500x y 2500x para los andamios de quitosano QPM, en las Figuras 3.8 y 3.9
respectivamente. Las muestras que contienen colageno se presentan en la fila
inferior de las figuras, mientras que las preparadas sin esta proteina se muestran
en la fila superior. Para todos los casos, las micrografias fueron obtenidas de cortes
transversales en cada uno de los materiales de estudio. En la figura 3.6 se puede
observar que el material QPP-HA presenta no solo una morfologia homogénea sino
también exhibe una buena interconectividad entre los poros del material. En
contraste, el andamio QPP-AC muestra una morfologia heterogénea. En el caso del
andamio QPP-GA es aun mas claro la estructura heterogénea. También se pude
observar que los materiales sin Co presentan un tamafo de poro mas pequeno
comparado con los materiales que si presentan esta proteina. Lo anterior se debe
a que el colageno presente en la red tridimensional del andamio induce reacomodos
de las fibras del quitosano, propiciando una estructura con poros de mayor
dimension. Esto es mas evidente en la Figura 3.7, ya que las micrografias estan a
una mayor resolucion (2500x).

Los andamios QPP-HA presentan poros interconectados que seria beneficioso para
la IT. Del mismo modo, el andamio QPP-AC muestra poros interconectados que se
observan en la figura (ver circulo azul). Por el contrario, cuando se utilizd
glutaraldehido como agente entrecruzante, el andamio QPP-GA presenta baja
interconectividad en la morfologia.

La figura 3.7 muestra que los materiales que contienen Co exhiben una estructura
heterogénea, con presencia de poros grandes, aunque la muestra QPP-Co-AH
mantuvo un cierto grado de homogeneidad en su estructura. Esto indica que las
fibras de colageno tienen una fuerte influencia en la morfologia de los andamios, ya
que induce reordenamientos de las cadenas poliméricas de quitosano generando
estructuras tridimensionales con poros mas grandes. También se puede apreciar la
presencia de zonas densas (flecha roja) de lo que parece ser quitosano, mientras

que, por el contrario, las fibrillas de colageno no se distinguen claramente.
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Figura 3.6. Micrografias de MEB de andamios QPP obtenidos a una magnificacién
de 500x.

Figura 3.7. Micrografias de MEB de andamios QPP obtenidos a una magnificacion
de 2500x. Circulo azul: poros interconectados; Flecha Roja: Zona densa.

En la Figura 3.8 y 3.9 se puede observar que los materiales del quitosano QPM-HA
exhiben una morfologia homogénea con mayor porosidad e interconectividad. En
contraste, las micrografias MEB para la muestra de QPM-AC mostraron una
morfologia heterogénea, que incluye zonas porosas (circulo verde) y no porosas

(flechas verdes). Es probable que las areas no porosas, es decir, las superficies
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lisas se deban a los poros cerrados producidos por la contraccién de la estructura
del hidrogel como se vera mas adelante. Finalmente, aunque el andamio QPM-GA
también tenia una alta porosidad, su morfologia no fue homogénea.

Por otro lado, la adicion de colageno al quitosano dio como resultado, materiales
con una morfologia muy diferente; en general, se observaron poros grandes y una
estructura heterogénea, aunque la muestra de QPM-Co-AH mantuvo un cierto
grado de homogeneidad en su estructura. Esto indica que las fibras de colageno
tienen una fuerte influencia en la morfologia de los andamios. También se puede
apreciar que hay algunas estructuras densas (laminas) de lo que parece ser
quitosano (flechas rojas), comportamiento muy similar al quitosano QPP, mientras
que las fibrillas de colageno no se distinguen claramente (Figura 3.10, corresponde

a micrografias de la morfologia del colageno). La presencia de este tipo de

estructuras densas fue menor en el andamio de QPM y QPP/Co con HA y AC.
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Figura 3.8. Micrografias de MEB de andamios QPM obtenidos a una

magnificacion de 500x. Flecha verde: zona no porosa; circulo verde: zona
porosa, flechas rojas: estructura densa.
QPM-HA  RERRE ASEER  QPM-AC 5

Figura 3.9. Micrografias de MEB de andamios QPM obtenidos a una
magnificacion de 2500x. Flecha verde: zona no porosa.

Figura 3.10. Micrografias MEB de fibras de colageno a una magnificacion de 500x
(A) y 2500x (B).

3.2.3 Mapeo de Nitrégeno por analisis EDX

Para poder ver como esta la distribucién del QS y el Co en la estructura 3D de los
andamios, se realizé un microanalisis elemental y los resultados obtenidos en el
QPP y QPM son presentados en las Figuras 3.11 y 3.12, respectivamente; las
muestras que contienen colageno se presentan en la fila inferior de las figuras,
mientras que las que se prepararon sin esta proteina se exhiben en la fila superior.

El elemento de estudio fue el Nitrégeno (representado por puntos en color rojo en
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las micrografias) ya que este elemento no solo esta formando parte del grupo —NH:2
de la molécula del quitosano, sino que también forma parte de la estructura del
colageno, por lo que nos servira para ver la distribucion de estos compuestos en el
andamio.

En las figuras de QPP y QPM se observéo que el nitrogeno se distribuye
uniformemente en los andamios sin colageno, mientras que en las muestras que lo
contienen, se detectaron areas ricas en nitrégeno y zonas oscuras (huecos). Esta
distribucion desigual refleja claramente la presencia de poros grandes en los ultimos

materiales.

QPP-HA QPP-AC QPP-GA
QPP-Co-HA QPP-Co-AC QPP-Co-GA

Figura 3.11. Mapeo de nitrégeno MEB-EDX para muestras de QPP que contienen
colageno (fila inferior) y sin colageno (fila superior).
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. QPM-HA I QPM-AC QPM-GA
I QPM-Co-HA I QPM-Co-AC . QPM-Co-GA

Figura 3.12. Mapeo de nitrdgeno MEB-EDX para muestras de QPM que contienen
colageno (fila inferior) y sin colageno (fila superior).

3.2.4 Distribucion de tamano de poro y area superficial

Las Figuras 3.13 y 3.14 muestran la distribucion del tamafio de poros obtenidos para
los andamios con quitosano QPP y QPM respectivamente; en las filas inferiores se
presentan los materiales que contienen colageno, mientras que las preparadas sin
esta proteina se presentan en la fila superior. En general, se observo que todas las
muestras exhiben una distribuciéon unimodal, sin la apariciéon de picos adicionales
relacionados con distribuciones adicionales con poros grandes o pequenos. A pesar
de lo anterior, las distribuciones para los andamios elaborados con el QPP no fueron
simétricas ya que hubo presencia de sesgos.

Para los materiales hechos con QPM, las muestras sin Co mostraron una
distribucion sesgada hacia la derecha, mientras que las que contienen colageno
tienden a ser una distribucion normal mas simétrica. El tamano de poro promedio
obtenido (Tabla 3.6) en los andamios fue similar al reportado por otros autores®3%94.
Los resultados también indican que el método de obtencion de los materiales parece
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desempenar un papel importante en el tamano de los poros de los andamios. Tanto
para QPP y QPM, los andamios derivados de hidrogeles tratados con acetona
mostraron tamafio de poros mas pequenos (5.24 umy 7.71 ym respectivamente) y
una distribucion mas estrecha que las obtenidas a partir de hidrogeles tratados con
HA y GA. Santos-Lopez y col. (2017) sefalaron que este hecho podria estar
relacionado con un reordenamiento de las cadenas de quitosano durante el
reemplazo de la fase liquida, esto con el fin de producir una estructura mas estable.
Las reorganizaciones se deben a la contraccion de la estructura del hidrogel, como
lo ha informado Quignard y col. (2008) para disolventes como el etanol.

También se sefiala que los andamios de quitosano (QPP y QPM) con colageno
presentaron tamafos de poros promedios mas alto y distribuciones de tamarno de
poro mas amplias que las exhibidas para las muestras sin colageno. Esto se puede
explicar si se considera que las fibras de colageno interfieren durante la formacion
de la estructura del hidrogel, lo que conduce a una distribucion de poros mas
amplia'®. Del mismo modo, los andamios QPP muestran tamarios de poro promedio
menor que los materiales con QPM, lo cual podria estar relacionado a que el QPP
presenta menor peso molecular, lo que propicia un mejor arreglo estructural.

Si se toman de manera conjunta todos los resultados, se puede mencionar que los
andamios de quitosano QPP y QPM presentan distribuciones de tamano de poro

muy cercanos a las dimensiones a las lineas celulares.
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Figura 3.13. Distribuciones de tamanos de poro de los andamios 3D obtenidos por
liofilizacién de hidrogeles de quitosano QPP.

Frecuencia

QPM-HA QPM-AC QPM-GA
307 1 30 1
_ 25 1 25
S 20 A S 20 - __
c c —
S 15 1 S 15 1
8 8
i 10 - i 10 1 -
5 1 57
T —l_! —TTTT 0 — 0 !_ _! —TTTT
2 10 18 26 34 42 2 10 18 26 34 42 2 10 18 26 34 42
Tamafio de poro (um) Tamaiio de poro (um) Tamafio de poro (um)
QPM-Co-HA QPM-Co-AC QPM-Co-GA
30 1 30 1
25 25
§ 20 § 20
$ 15 1 815 1
8 8
i 10 w 10
51 51
T 0 0 1 I I O
2 10 18 26 34 42 2 10 18 26 34 42 2 10 18 26 34 42

Tamaio de poro (um)

Tamaiio de poro (um)

Tamaiio de poro (um)

Figura 3.14. Distribuciones de tamanos de poro de los andamios 3D obtenidos por
liofilizacidn de hidrogeles de quitosano QPM.
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El area superficial especifica (Sset) de los andamios se muestran en la Tabla 3.6.
Las Seer de los andamios obtenidos fueron en general, mayores a los valores
reportados para otros hidrogeles a base de quitosano, que fueron secados por
liofilizacién. Por ejemplo Kuo y col. (2006) reportaron un area superficial de 10, 15
y 20 m?/g para matrices liofilizadas de QS con un pre-congelamiento de -4, -20 vy -
80 °C respectivamente, previo al proceso de liofilizacion; otros estudios encontraron
areas superficiales de 2 m?/g para andamios de CS congelados a -80 °C%. Esta
diferencia podria deberse a que nuestros hidrogeles no se sometieron a un proceso
de congelacién previo, sino que se colocaron directamente en el sistema de
enfriamiento incluido en el equipo de liofilizacion. De esta manera, los hidrogeles se
sometieron a procesos de congelacion rapida lo que permite una mejor
conservacion de la estructura fina del gel, segun lo informado por Quignard y col.,
(2008). En este sentido, es bien sabido que una congelacion previa antes de la
liofilizacion mejora las caracteristicas morfolégicas y de composicion local de los
cristales de hielo, pero también debe considerarse que una congelacion mas rapida
(producida por la reduccion de la presion) produce una velocidad de nucleacién mas
rapida de hielo, dando lugar a cristales mas pequefios®. Esto podria explicar los
valores mas altos de Sget en los andamios de QS obtenidos en este trabajo.

Una clasificacion de las isotermas de adsorcion y desorcién de Nitrogeno ha sido
propuesta por la IUPAC®-10" y con base a dicha clasificacidon, los andamios
elaborados en este trabajo (sin y con colageno) para QPP y QPM muestran una
isoterma tipo V, tanto en el estudio de adsorcién y desorcion de Nitrégeno (ver
Figuras 3.15 y 3.16 para QPP-QPM sin colageno y QPP-QPM con colageno
respectivamente). Algunos autores documentan isotermas de Tipo IV para los
aerogeles de QS'%84; sin embargo, en nuestro caso, la curva de adsorcion no mostrd
una parte concava a presiones relativas bajas P/Po. Ademas de esto, se sabe que
las isotermas tipo IV y V presentan un fendmeno de histéresis (se produce cuando
la curva de desorcion no sigue la misma trayectoria de la curva de adsorcion) la cual
también ha sido clasificada por la IUPAC.

Debido a que los andamios de quitosano mostraron isoterma tipo V, se analizé la

forma del bucle de histéresis obteniendo una histéresis tipo Hs para todas las
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muestras. En este sentido, las curvas de desorcidén de los andamios de quitosano

siguieron una trayectoria muy cercana a las mostradas por las curvas de adsorcion,

excepto la muestra QPM-GA. También se puede observar que las muestras QPM

exhiben isotermas con una mayor histéresis comparadas con QPP; esto se

relaciona con el quitosano utilizado.

Tabla 3.6. Area superficial (Seer) y promedio del tamafio de poro (Tpmes) de

los andamios-3D.

Material Seet (M?/g) Tp (um) *
QPP-HA 10645+ 4 6.38 £ 2.79
QPP-AC 48.62 + 2 5.24 + 1.66
QPP-GA 27.14 £ 1 6.95 £ 3.05
QPP-Co-HA 81.01 3 8.66 = 1.65
QPP-Co-AC 2542 +2 8.02+1.76
QPP-Co-GA 71533 7.87 274
QPM-HA 39.88 £ 2 12.73 £ 2.68
QPM-AC 4477 £ 2 7.71 241
QPM-GA 16.27 £ 1 13.02 £3.72
QPM-Co-HA 15.99 + 1 30.06 £6.95
QPM-Co-AC 17.81 £ 1 16.40 £ 4.11
QPM-Co-GA 15.01 £1 29.67 £ 6.67

*Valor promedio de 50 mediciones.
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Figura 3.15. Isotermas BET de adsorcion y desorcion de Nitrogeno de andamios
sin colageno para los quitosanos QPP y QPM.
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Figura 3.16. Isotermas BET de adsorcion y desorcion de Nitrégeno de andamios
con colageno para los quitosanos QPP y QPM.
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3.2.5 Estructura (FTIR)

Las Figuras 3.17 y 3.18 presentan los espectros de infrarrojo de los andamios de
quitosano QPP y QPM, respectivamente. En los incisos A, se muestran los
materiales sin colageno y en los incisos B, los tratamientos con Co. Como se puede
ver en la figura 3.17-A y 3.18-A (quitosanos QPP y QPM, respectivamente), todos
los espectros fueron similares entre si, mostrando las bandas caracteristicas de
absorcion de este polimero; en el intervalo de nimero de onda de 3500-3300 cm™,
se observdé una banda amplia e intensa, asignandose a las vibraciones de
estiramiento O-H y N-H. Ademas, se observaron bandas a 1653 cm-', que se asocia
con el estiramiento C=0 de la amida | y, a 1580 cm-" relacionada con la deformacion
de la amida 1184102103 También se detectaron picos en 2923 cm™ y 2880 cm™,
asociados a los grupos metileno vy, finalmente, en el intervalo de 1200-1000 cm™,
sefales caracteristicas de su estructura de sacarido'%,

Monteiro y col., (1999), asi como Beppu y col., (2007) informaron que la reaccion de
entrecruzamiento entre el GA y los grupos amino del quitosano produce una banda
de absorcion a 1655 cm™' que pertenece al enlace imina (N = C) formado durante la
reaccion {Hoffman y col., (2009) postularon su ubicaciéon en 1635 cm'}. En cualquier
caso, esta banda se solaparia con las de 1653 cm™' obtenida en el espectro del QS
sin entrecruzar, por lo que la reaccion de entrecruzamiento no podria demostrarse
completamente. Sin embargo, la banda de 1580 cm™' se desplazé a 1565 cm™ en la
muestra de QPM-GA (ver recuadro Figura 3.18-A) y en QPP-GA (ver recuadro
Figura 3.17-A) la banda se hace mas ancha, lo que podria estar asociado con los
enlaces del grupo etileno de la estructura quimica de GA como lo sugieren Beppu y
col., (2007) y Monteiro y col., (1999).

Los espectros de los andamios con Co (Figuras 3.17-B y 3.18-B) fueron similares a
los que no contienen esta proteina, aunque se observaron diferencias sutiles
principalmente en el intervalo de nimero de onda de 1700-1550 cm-".

El espectro de colageno mostrd una banda ancha centrada en 3322 cm™', que viene
de la vibracion de estiramiento del enlace N-H y una banda intensa a 1655 cm™', con

un hombro a 1633 cm, que se originan de la vibracién del estiramiento C=0 de la
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absorcion de la amida I. Un pico a 1545 cm-! también fue detectado y atribuido tanto

a la vibracion de flexibn N-H como a la vibracidon del estiramiento C-N&1.108,

La banda de absorcién a 1580 cm™', mostrada por el espectro FTIR de los andamios

de quitosano (ver resultados 3.17-A y 3.17-B) se desplazd hacia numeros de onda

mas bajos en los andamios de quitosano/colageno (QPP-Co y QPM-Co) en

direccion de una banda exhibida por el espectro IR del colageno a 1545 cm™'. Este

hecho confirma no solo la existencia de colageno en los andamios sino también la

interaccién entre el QS y el Co.

También se puede observar que la relacion entre la intensidad de las bandas a 3372
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La Figura 3.19 presenta los analisis TGA para las muestras de quitosano (QPP y
QPM) y colageno en estado puro, asi como para todos los andamios preparados en
este trabajo. Se puede apreciar que el colageno tiene una estabilidad térmica inferior
al quitosano.

Los andamios de QPP y QPM entrecruzados fisicamente (HA) y tratados con
acetona (AC) no exhibieron cambios relevantes en la temperatura de
descomposicion con respecto a las muestras de QS en estado puro, ya que en los
dos tratamientos no generaron cambios en la estructura quimica del quitosano. Sin
embargo, en los andamios de quitosano tratados con GA (tanto QPP como QPM)
se observo que la temperatura de descomposicion es menor respecto de aquellos

que no fueron entrecruzados por este método.

En contraste, los andamios de quitosano (QPP o QPM) que contienen colageno
presentan una estabilidad térmica mayor, en comparacién con la temperatura de
descomposicion de los elementos constituyentes del material, ya que la Td de los
andamios de QS-Co oscila los 320 °C, mientras que la del quitosano es 309°C y la
del colageno es 200°C. Esta conducta es similar a la obtenida por

Shanmugasundaram y col. (2001), donde observan que una red semi-
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Se midié la absorcion de agua bajo condiciones controladas de humedad relativa
(H. R.). Se realizaron dos experimentos; en el primero, la humedad relativa fue del

50 £ 1 % y en el segundo caso fue del 91 + 1 %.

Durante el experimento a 50 % de H. R. (Figura 3.20), la absorcion en los andamios
resulté de 6-13 % para QPP y de 6-10 % para QPM. En contraste, cuando los
materiales se expusieron a 91 % de H. R. (Figura 3.21), se obtuvieron absorciones
en el intervalo de 40-50 % tanto para el QPP y QPM. Por lo que se demuestra que
el quitosano presenta caracter hidrofilo y tendra gran capacidad de absorcidon de
H20 y/o medio de crecimiento durante los ensayos de proliferacién celular. En
ambos experimentos, QPP-HA mostré mayor Absorcion de humedad, lo cual puede
relacionarse con la disponibilidad del grupo amino en la molécula del QS, haciéndolo
mas hidrofilo; en contraste, en los andamios en donde el grupo amino reacciono6 con

el agente entrecruzante, la absorcién del material disminuyo.
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Figura 3.20. Porcentaje de absorcion de humedad del 50 + 1 % de andamios 3D:
A) QPP y B) QPM

Los ensayos de absorcion llevados a cabo en los andamios de quitosano QPM, a

50+ 1 %y 91+ 1 % de humedad relativa, no mostraron la tendencia exhibida por

los andamios hechos de QPP. Esto podria deberse a que el QPM es de mayor peso

molecular y los grupos hidrofilicos prefieren interaccionar entre ellos que con el

agua. También, este comportamiento puede estar relacionado con las zonas

hidrofilas de dos mezclas de polimeros en un andamio, donde las zonas hidrofilicas

ya fueron ocupadas por moléculas de agua '%.
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3.2.8 Degradacion in vitro

La degradacién del QS ha sido estudiada en un sin numero de investigaciones in
vitro™®110.111 " Sin embargo, las condiciones utilizadas en dichos estudios son
aceleradas, debido a condiciones como una alta concentracién de lisozima, o bien
un pH acido (normalmente por debajo de pH 6.2, que es donde se observa la
actividad maxima de lisozima). En contraste, en nuestro estudio se utilizd una
concentracion de lisozima similar a la encontrada en el suero del cuerpo humano
(1.5 pg/mL), un pH fisiolégico de 7.4 y, una temperatura de 37 °C, para tratar de
simular una degradacion in vivo’. Fue interesante observar que las muestras de
QPP y QPM (Figura 3.22), que fueron entrecruzadas con glutaraldehido fueron las
que mostraron las menores pérdidas de masa, por lo que resultaron mas estables.
Por otro lado, los materiales hechos de QPP y QPM, tratados con acetona,
presentaron la mayor degradacion (sin diferencias significativas); a pesar de lo
anterior, QPM-AC present6 una mayor pérdida de masa que QPP-AC. Esto puede
ser debido a que el QPM presenta ligeramente un mayor grado de acetilaciéon que
el QPP. Freier y col., (2005) estudiaron la degradacion de materiales con QS y
sugirieron que la falta de residuos consecutivos de N-acetil glucosamina (que
contienen principalmente 3-4 o mas unidades acetiladas) podria afectar la
degradacion de andamios de quitosano. Liu y col., (2012) prepararon un andamio
poroso de colageno/quitosano para IT de piel y estudiaron su degradacién
obteniendo resultados similares a los nuestros.

En contraste, los andamios de quitosano que contienen colageno siempre
mostraron mayores pérdidas de masa que los que no tenian esta proteina. Huang
y col., (2005) senalaron que la presencia de otro polimero afectaria el

comportamiento de degradacién de los andamios de quitosano.
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Figura 3.22. Pérdida de masa progresiva de los andamios con A) QPP y B) QPM
después del almacenamiento en PBS a 37 °C con 1.5 ug/mL de lisozima. Los
datos que se observan son el valor promedio % la desviacion estandar (n=3).

3.3Evaluacion de las propiedades bioldgicas

3.3.1 Biocompatibilidad

Existen muchos métodos para evaluar el efecto citotoxico de los biomateriales sobre
células cultivadas. Generalmente, estos métodos llevan a cabo un monitoreo de
alteraciones no especificas de la actividad celular basica, en organelos como las
mitocondrias, o la integridad de la membrana plasmatica, entre otras.''s.
Independientemente del ensayo elegido, un material se considera no citotoxico
cuando produce resultados de viabilidad celular por encima del 70 %®. Los
resultados de las pruebas de citotoxicidad para los andamios de QPP (con y sin
colageno) en el ensayo azul de tripan y la viabilidad en MTT para el método de
contacto indirecto se muestran en la Figura 3.23; mientras que para el método de
contacto directo se observa en la Figura 3.24. Del mismo modo, se presentan los
resultados para los andamios de quitosano QPM (con y sin colageno) para contacto
indirecto en la Figura 3.25, y para contacto directo en la Figura 3.26.

Se puede observar que para el método de contacto indirecto, los andamios hechos
con los quitosanos QPP y QPM no fueron citotoxicos, a excepcion de las muestras
que contenian glutaraldehido (QPP-GA y QPM-GA), los cuales mostraron una caida
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de la viabilidad celular a valores de 60% y 50%, respectivamente. En primera
instancia, esto era esperado ya que es bien sabido que el glutaraldehido residual
es la razén principal de la citotoxicidad de los andamios quimicamente
entrecruzados®>'13.114 De manera interesante, todos los andamios que contenian
colageno fueron no citotdxicos, incluidos aquellos andamios entrecruzados
quimicamente (QPP-Co-GA y QPM-Co-GA) ya que éstos alcanzaron el valor
minimo para ser considerado no citotéxico (un valor de viabilidad del 70%). Estudios
previos reportan que el colageno podria aumentar la citocompatibilidad de los
andamios de quitosano®®, por lo tanto, los resultados obtenidos confirman que la
adicion de colageno a los andamios de quitosano mejora su rendimiento biologico.
También resultaron valores muy similares en el método de contacto directo a partir
de extractos (Figura 3.24 y 3.26).

Viabilidad (%)
Viabilidad (%)

Azul de tripan Ensayo MTT

Figura 3.23. Biocompatibilidad de andamios 3D de QPP con fibroblastos L929 por
contacto indirecto. Azul de tripan y ensayo MTT. CN: control negativo
(DMSO), CP: control positivo (Medio RPMI 1640), *p< 0.05, prueba de Tukey.
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Figura 3.24. Biocompatibilidad de andamios 3D de QPP con fibroblastos L929 por
contacto directo. Azul de tripan y ensayo MTT. CN: control negativo (DMSO),
CP: control positivo (Medio RPMI 1640), *p< 0.05, prueba de Tukey.
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Figura 3.25. Biocompatibilidad de andamios 3D de QPM con fibroblastos L929 por
contacto indirecto. Azul de tripan y ensayo MTT. CN: control negativo
(DMSO), CP: control positivo (Medio RPMI 1640), *p< 0.05, prueba de Tukey.
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Figura 3.26. Biocompatibilidad de andamios 3D de QPM con fibroblastos L929 por
contacto directo. Azul de tripan y ensayo MTT. CN: control negativo (DMSO),
CP: control positivo (Medio RPMI 1640), *p< 0.05, prueba de Tukey.

3.3.2 Proliferacion fibroblastos L929 sobre andamios

La proliferacion que presentaron las células L929 sobre los andamios
tridimensionales se observd después de 14 dias de cultivo mediante microscopia
de epifluorescencia a 20X a una longitud de onda de 460-490 nm. Los nucleos de
las células fueron tefiidos con DAPI (azul). Las imagenes de las Figuras 3.27 y 3.28
permiten observar el nucleo, y por ende a las células L929, sobre los andamios de
QPP y QPM, respectivamente. Los nucleos de las células en los andamios 3D
exhiben una forma esférica en las distintas micrografias. En las micrografias de los
andamios de quitosano QPP-HA, QPP-AC y QPP-Co-HA, se puede apreciar que
las células se encuentran formando parte de conglomerados; ademas, se puede
observar que las células se extendieron hacia el interior del andamio debido a que
a que en distintos planos se enfocaban otras células. En contraste, en la micrografia
del tratamiento QPP-Co-GA se observan muy pocas células, lo que indica baja tasa
de proliferacién sobre este tipo de sustrato, tal y como se ha observado en otros
estudios'>116, Por otra parte, los andamios con tratamiento de QPP-GA, presentan
buena proliferacion alrededor del andamio, pero no dentro, ni superficialmente (ya
que las células cuando se observaban en el microscopio se veian en un solo plano

y cuando habia proliferacion hacia dentro del andamio se percibian células en
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distintos planos), se concluye que no hay migracion hacia dentro del material. En la
micrografia del material QPP-Co-HA es importante destacar las aglomeraciones
que se observan, ya que estas conformaciones son adoptadas por algunos
fibroblastos de manera normal, y han sido reportadas en otras investigaciones,

sobre todo en aquellas en las que se utilizan andamios hechos con polimeros

naturales como el colageno'"’.

QPP-HA

QPP-Co-HA

QPP-Co-AC QPP-Co-GA

Figura 3.27. Micrografias de microscopia epifluorescencia (20X) del cultivo de
células L929 sobre andamios 3D de QPP a los 14 dias

En los andamios de quitosano QPM (figura 3.28) se observdé menor proliferaciéon
celular; esto se pudo deber al tipo de quitosano que se utilizé en la elaboracion del
andamio 3D, donde este QPM es de mayor peso molecular y presenta menos
reactividad para interaccionar con la linea celular. Esto pudiera ser a que se
propician las interacciones entre los grupos funcionales de la estructura de la
molécula del quitosano, disminuyendo su reactividad para entrar en contacto con
los fibroblastos. Asi mismo, se observd que los andamios QPM-HA y QPM-AC
presentaron mejor proliferacion en el interior de los andamios en comparacién con
los que fueron entrecruzados con GA; lo anterior se pudo notar aun en los materiales
que contenian colageno.

De acuerdo a las pruebas de proliferaciéon celular, estos andamios mostraron una

buena capacidad de adhesion celular. Por lo tanto, los andamios de las mezclas
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hechas a partir de quitosano (QPP) y colageno presentaron proliferacion celular, a

excepcion de aquellos en los que se utilizd GA como tratamiento en su elaboracion.

QPM-GA

QPM-Co-HA QPM-Co-AC QPM-Co-GA

\

Figura 3.28. Micrografias de microscopia epifluorescencia (20X) del cultivo de
células L929 sobre andamios 3D de QPM a los 14 dias.
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CONCLUSIONES

Se obtuvieron andamios 3D de QS y QS-Co entrecruzados por métodos fisicos y
quimicos. Las micrografias de MEB de los andamios mostraron materiales con
poros constituidos por redes interconectadas de los componentes de los materiales,
a excepcion de los tratados con GA donde se observd aglomeraciones en la
morfologia tridimensional del andamio. De igual modo se obtuvieron andamios con
valores de area superficial superior a las reportadas por otros autores para
materiales obtenidos por liofilizacion. Esto propicia materiales de quitosano-
colageno con mayor funcionalidad en la estructura del material, que estara
disponible para ser aprovechado en la viabilidad celular. En contraste, los materiales
tratados con GA presentaron agregados de QS en la estructura del andamio, lo que
disminuy6 el area superficial. Esto fue comprobado por el mapeo elemental del
nitrégeno donde se ven cumulos de sefiales de Nitrogeno. Asi mismo, se confirmo
por FTIR la nula formaciéon de un nuevo enlace en materiales con QPP y QPM
cuando eran utilizados los métodos fisicos, lo que indica que se conservan los
grupos funcionales amino del quitosano. También se analizé la estabilidad térmica
de los andamios y se observé que QPP-Co-HA tuvo una mayor estabilidad que el
QPM-Co-HA debido al empaquetamiento estructural de las moléculas de QS; esto
ultimo esta relacionado con el menor peso molecular exhibido por el QPP, asi como
un mayor grado de acetilacion. Ademas, se puede ver que los andamios que
tuvieron un tratamiento con GA presentan una menor estabilidad térmica que con
aquellos que no se les dio dicho tratamiento.

Las pruebas biolégicas demostraron que los andamios 3D con QPP y QPM no son
citotoxicos para las células L929 a excepcidon de los que se entrecruzaron con GA.
Cuando se agreg6 colageno a los andamios, los materiales generados presentaron
niveles de viabilidad mayores a los encontrados para los andamios sin colageno;
esto se obtuvo incluso en los andamios entrecruzados con GA, los cuales llegaron
al limite del 70% de viabilidad, por lo que dejaron de ser citotoxicos. El analisis de

proliferacion celular en los materiales confirmé la inocuidad de los materiales,
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permitiendo la proliferacién celular, lo que sugiere que los andamios a base de QS-

Co son buenos candidatos para ser usados en ingenieria de tejidos de piel.
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RECOMENDACIONES

Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion indican que los andamios
elaborados a base de la mezcla de quitosano y colageno poseen caracteristicas
fisicas y de biocompatibilidad aptas para su aplicacion en ingenieria de tejidos. Sin

embargo, para futuras investigaciones se recomienda lo siguiente:

e Trabajar con otro tipo de células, como los queratinocitos para conocer la
viabilidad y proliferacion de éstas en el andamio.

e Ensayo de citometria de flujo para conocer si los materiales inducen a
apoptosis y por ende los bajos niveles de viabilidad y proliferacion celular.

e Establecer una metodologia viable para implantar el andamio en ratas
normales y con alguna patologia, por ejemplo diabetes para saber su efecto
de degradacion in vivo, ademas de conocer su biocompatibilidad ante alguna
respuesta inmune.

e Utilizar un factor de crecimiento de fibroblastos para aumentar el indice de
actividad mitotica y sintesis de ADN facilitando la proliferacion de varias
células precursoras, que formen tejido fibroso, de unién y de soporte antes
de ser implantado en ratas.
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