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Resumen

Los andamios a base de colagena (CLG) y acido hialurénico (AH) son un recurso valioso y
ampliamente utilizado en la ingenieria de tejidos blandos. Sin embargo, en la literatura se reportan
pocos trabajos en los que se utilicen en conjunto dichos polimeros para promover la regeneracion
tisular, pese a que estos materiales se encuentran ampliamente distribuidos en la matriz
extracelular (MEC) de diversos organismos. En este sentido, en el presente trabajo se extrajo
CLG de las escamas de huachinango (Lutjanus campechanus). Posteriormente, ésta junto con
AH comercial se emplearon como materia prima para elaborar un andamio electrohilado, el cual
fue sometido a un entrecruzamiento con glutaraldehido (GTA) con el fin de mejorar sus

propiedades fisicoquimicas, y evaluar su potencial aplicacion en la ingenieria tisular.

La extraccidon de CLG se llevo a cabo mediante una hidrdlisis enzimatica en un medio acido. La
proteina obtenida se caracterizé fisicoquimicamente mediante la espectroscopia FTIR-ATR,
calorimetria diferencial de barrido (DSC) y analisis termogravimétrico (TGA). Adicionalmente, se

realizaron analisis proteicos mediante la técnica de Bradford y electroforesis SDS-PAGE.

Los andamios de CLG extraida y AH se fabricaron mediante electrohilado y posteriormente fueron
entrecruzados con vapores de GTA durante 1 h. Los andamios obtenidos se caracterizaron de
manera fisicoquimica a través de la microscopia 6ptica (MO), espectroscopia FTIR-ATR, DSC,

TGA y ensayo de ninhidrina.

Mediante los resultados de la espectroscopia FTIR-ATR y la electroforesis SDS-PAGE, se pudo
corroborar que la CLG obtenida durante el proceso de extracciéon empleado, es una variedad de
CLG tipo I. Por otro lado, gracias al DSC se observé que esta proteina cuenta con una
temperatura de desnaturalizacién cercana a 80 °C, mientras que el TGA arrojo la presencia de 2

procesos piroliticos de degradacion y una masa residual de 26.5%.

Con respecto a los andamios, se encontré que el tratamiento entrecruzante genera cambios en
la estructura quimica, a la vez que otorga estabilidad térmica. Esto se determiné con los
resultados obtenidos del FTIR-ATR y del TGA. Por otro lado, la presencia del AH incrementa el
diametro de fibra, asi como el porcentaje de entrecruzamiento. Sin embargo, no modifica las
propiedades térmicas del andamio ya que éste cuenta con una temperatura de desnaturalizacion
superior a la temperatura fisioldgica. Debido a todo esto, estos andamios tienen una potencial

aplicacion en la ingenieria tisular.



Abstract

Scaffolds made of collagen (CLG and hyaluronic acid (AH) are a valuable resource which have
been widely used in soft tissue engineering. However, there are few researches where both
polymers are used together to promote tissue regeneration, even though these materials are
widely distributed in the extracellular matrix (MEC) of diverse organisms. In the present work, CLG
was extracted from red snapper’s (Lutjanus campechanus) scales. Subsequently, it was used
along with commercial hyaluronic acid (AH) as raw material to elaborate an electrospun scaffold,
which was exposed to a crosslinking treatment with glutaraldehyde (GTA) in order to improve its

physicochemical properties, so its potential application in tissue engineering could be evaluated.

CLG extraction was carried out with an enzymatic hydrolysis in an acidic environment. The
resultant protein was characterized with physicochemical techniques such as FTIR-ATR
spectroscopy, differential scanning calorimetry (DSC) and thermogravimetric analysis (TGA).
Additionally, protein analysis was conducted through protein quantification with Bradford method
and SDS-PAGE electrophoresis.

Scaffolds from red snapper’'s CLG and commercial AH were made with electrospinning technique
and then, were successfully crosslinked with GTA vapor for 1 h. These structures were
characterized using optical microscopy (MO), FTIR-ATR spectroscopy, DSC, TGA and ninhidryn

assay.

Based on the results of FTIR-ATR spectroscopy and SDS-PAGE electrophoresis, it was confirmed
that the CLG obtained during the proposed extraction process is a form of CLG type I. In addition,
DSC highlight that this protein has a denaturation temperature closed to 80 °C, while TGA exhibits

the presence of two pyrolytic degradation processes.

In respect of the scaffolds, it was found that the crosslinking treatment causes changes in the
chemical structure, while simultaneously gives thermal stability. This was determined by the
results obtained from FTIR-ATR and TGA. On the other hand, AH addition increases fiber
diameter and crosslinking percentage. However, this polymer does not modify the scaffold thermal
properties because it has a denaturation temperature above the physiological temperature.

Consequently, these scaffolds have a potential application for tissue engineering.

XI



Introduccién
En la actualidad, la ingenieria tisular representa una alternativa prometedora en la reconstruccion
de organos y tejidos, ya que es una disciplina que se enfoca en disefiar estructuras bioldgicas
funcionales para sustituir, reparar o regenerar tejidos y 6rganos danados tales como cartilago,
hueso, valvulas cardiacas, nervios, musculo y la piel, entre otros [1, 2], todo ello a través de la
aplicacion de tres elementos basicos, también conocidos como la triada de la ingenieria de tejidos:

las células, las moléculas bioactivas y los andamios [3, 4].

En el campo de la ingenieria de tejidos, se han utilizado componentes como la colagena (CLG) y
el acido hialurénico (AH), los cuales destacan por sus propiedades fisicoquimicas, por su
participacion en la formacion de distintas estructuras de la matriz extracelular (MEC), asi como
por sus propiedades viscoelasticas, alta capacidad de retencién de agua, biocompatibilidad y

biodegradabilidad, lo cual les permite tener funciones biolégicas unicas [5-7].

En la literatura se han reportado distintas técnicas para elaborar andamios a base de CLG y AH
[5, 8, 9]. Entre ellas destaca el electrohilado, debido a que es un método de fabricacién que ha
demostrado ser eficaz para producir andamios con dimensiones macroscopicas controladas [10,
11]. No obstante, las estructuras producidas mediante CLG y AH carecen de las propiedades
mecanicas adecuadas para el cultivo y proliferacion celular. Por consiguiente, para optimizar
dichas propiedades es necesario el uso de agentes quimicos conocidos como entrecruzantes,
entre los que destacan el hidrocloruro de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida, mejor
conocido como EDC [12] y el glutaraldehido (GTA) [13]. EI GTA es un entrecruzante comun para
la CLG y el AH, capaz de modificar los grupos laterales de ambos polimeros para volverlos

reactivos [14] y asi mejorar su estabilidad y resistencia a la humedad ambiental.

Bajo este panorama, el presente trabajo se enfoca en producir estructuras entrecruzadas de CLG
marina/AH utilizando la técnica de electrohilado, para posteriormente emplearlas como andamios

con posible aplicacion en la ingenieria tisular.



Capitulo 1. Antecedentes

1.1. Ingenieria tisular

La ingenieria tisular, comunmente denominada ingenieria de tejidos, es un campo
interdisciplinario que utiliza los principios de la ingenieria y de las ciencias biolégicas para
desarrollar sustitutos biolégicos que restauren, mantengan o mejoren la funcién tisular [15]. El
objetivo principal de esta disciplina es generar construcciones in vitro de tejido vivo que sean

morfoldgica y funcionalmente similares al tejido nativo [16].

Los pilares fundamentales de la ingenieria tisular, también conocidos como la triada de la
ingenieria de tejidos (Figura 1.4) son las células, las moléculas bioactivas y los andamios. Estos
elementos se utilizan en conjunto para elaborar productos, tales como 6rganos y tejidos para

mejorar la salud y calidad de vida humanas [3].

Sin embargo, los andamios pueden tener diversas aplicaciones, por lo que es imprescindible
tomar en cuenta la relevancia fisiolégica en cada caso, es decir, la caracteristica correspondiente

al funcionamiento biolégico normal o sano de un tejido [16].

Células
troncales y
progenitoras Biomateriales
Senales Factores ; sintéticos
R J Andamios _ )
Factores de bioquimicos g Biomateriales
crecimiento | p naturales
>, Lk
Ingenieria
tisular

Figura 1.1. Triada de la ingenieria tisular [17].

1.2. Andamios
Para poder regenerar un tejido o restaurar las funciones de éste, es necesario un andamio, el
cual es definido como un biomaterial tridimensional, poroso y sélido que actia como una matriz

temporal para la proliferacién celular [18].

Para que un andamio sea apto para ingenieria de tejidos debe cumplir con algunos de los criterios

siguientes [19]:



e La superficie debe permitir la adhesion celular y la retencion de las funciones de células

diferenciadas. De la misma forma, debe promover el crecimiento celular.

¢ El andamio debe ser biocompatible, es decir, ni el material del que esta hecho ni sus

productos de degradacién deben provocar inflamacion o toxicidad.
e El andamio debe ser biodegradable y eventualmente absorbido.

¢ El andamio debe poseer una porosidad capaz de permitir la adhesién celular e iniciar la
regeneracion de la MEC. La estructura del poro debe permitir una distribucion espacial

celular a través del andamio para facilitar la formacion homogénea de tejido.

o El material debe tener propiedades mecanicas similares a las del tejido objetivo.

1.3. Colagena

En el cuerpo humano se encuentran diversas proteinas como la fibrina, la miosina y la actina, las
cuales poseen diversas funciones bioldgicas. De entre ellas, destacan las colagenas (CLGs),
también conocida como colagenos, por encontrarse entre las macromoléculas mas complejas.
Esta clase de proteinas constituye el principal componente de la MEC y, en los mamiferos, las
CLGs representan aproximadamente el 30% de las proteinas; por lo tanto, son la estructura

proteica mas abundante en esta clase de organismos [20, 21].

Estructuralmente hablando, la CLG es un polimero semicristalino [22] que consiste en una
estructura terciaria, en la cual, tres hebras paralelas de polipéptidos en posicion levogira, se
enrollan entre si para formar una triple hélice dextrégira. La unidad repetitiva de este polimero
sigue el patron X-Y-Gly, donde Gly es el aminoacido glicina, mientras que X e Y pueden ser
cualquier clase de aminoacido, comunmente prolina (Pro) e hidroxiprolina (Hyp) respectivamente

[20]. En la Figura 1.5 se presenta la estructura tipica de esta proteina.
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Figura 1.2. Estructura de la colagena [23]. En a) se muestra la estructura triple helicoidal de la
colagena. En b) se presenta la vista hacia el eje de una triple hélice con las 3 hebras mostradas
con las representaciones de modelo de espacio lleno, modelo de barras y esferas y modelo
molecular de cintas. En c) se observa un segmento de la triple hélice de la colagena, resaltando
la escalera de enlaces de hidrégeno intercadena. En d) se representa el escaloneo de las 3

cadenas mostradas en el apartado c.

Hasta la fecha, se han identificado 29 clases distintas de CLG, de las cuales, 28 se encuentran
presentes en tejidos humanos [20]. Considerando su estructura, las CLGs pueden clasificarse en:
formadoras de fibrillas, asociadas a fibrillas (FACIT, por sus siglas en inglés), filamentos
granulares, fibrillas de anclaje, formadoras de redes, redes hexagonales, multiplexinas,

membranales, entre otros [24]. En la tabla 1.2 se muestra la clasificacién antes mencionada.



Tabla 1.1. Subfamilias de la colagena [24].

Subfamilia de CLG Tipo de CLG
Colagenas formadoras de 1,10, 11, V, XL XXV, XXVI
fibrillas
Colagenas asociadas a IX, XII, XIV, XVI, XIX, XX,
fibrillas (FACITs) XX, XXl
Filamentos granulares VI
Fibrillas de anclaje Vi
Colagenas formadoras de v
redes
Redes hexagonales VIII, X
Multiplexinas XV, XVIII
Colagenas membranales X1, XVII, XX, XXV
Otros tipos de colagena XXVI, XXVIII
Las CLGs formadoras de fibrillas (tipos I, II, Ill, V 'y XI) constituyen el 90% de la CLG disponible.

En esta clase de CLG, la tropocolagena, que consiste en estructuras individuales de triple hélice,

se congrega en fibrillas, las cuales posteriormente se aglomeran para formar fibras [20, 25].

De entre los distintos tipos de CLG, destaca la CLG tipo | por ser ampliamente utilizada debido a
que es la clase de CLG mas abundante en los mamiferos, comprendiendo cerca de 7 kg de tejido
seco en el humano adulto. La estructura de este tipo de CLG esta conformada por moléculas de
tropocolagena, cada una compuesta de dos cadenas a1 y una cadena a.. Esta CLG se encuentra
presente en tejidos conectivos, tales como tendones, ligamentos y piel, asi como en la fase
organica del hueso. Aunado a esto, contribuye a la estabilidad mecanica de tejidos y érganos v,
de igual forma, resulta crucial en la hemostasia, angiogénesis y biomineralizacién 6sea [20, 21,
25].

Las CLGs destacan por presentar una biocompatibilidad excelente, ser biodegradables y

biorenovables, asi como por expresar una baja antigenicidad [25]. Dado que cuentan con una



amplia presencia en la MEC, pueden promover la formacién tisular debido a su estructura
molecular y sefales bioquimicas, por lo cual, se encuentran involucradas en funciones biolégicas
criticas tales como la morfogénesis, la reparacion tisular y el remodelamiento. Considerando lo
antes expuesto, asi como la naturaleza robusta de estas proteinas, es posible elaborar andamios
porosos con aplicaciones en la ingenieria tisular, a base de este material mediante liofilizacién,
bioimpresion 3D y electrohilado. Dichos andamios pueden modificarse o combinarse con otros
materiales y proteinas tales como quitosano, alginato y AH para la regeneracion de un tejido

especifico [20].

La CLG es principalmente obtenida de fuentes terrestres, como el ganado porcino y vacuno. Sin
embargo, éstas representan un riesgo de enfermedades transmisibles al ser humano, entre las
que destacan la encefalopatia espongiforme bovina y la influenza porcina [25]. En los ultimos
afos, las CLGs de fuentes marinas han ganado especial interés debido a que representan una
alternativa mas segura al no conocerse riesgos de transmisién patolégica al ser humano [6]. Entre

las CLGs de este tipo destacan las provenientes de peces [25], pepinos de mar [26] y medusas

[6].

Fisicoquimicamente, existen diferencias entre las CLGs marinas y terrestres; por ejemplo, las
primeras presentan una temperatura de desnaturalizaciéon inferior en comparaciéon con las
segundas Yy, por lo general, las soluciones y dispersiones producidas con éstas son menos
viscosas que las generadas con sus contrapartes terrestres. Estas diferencias estan asociadas
con alteraciones en el contenido de hidroxiprolina y/o con la hidroxilacion de la prolina presente
en las colagenas marinas. Este aminoacido se encuentra en menor cantidad en éstas que en las

colagenas terrestres [25].

1.4. Acido hialurénico

El AH es un polisacarido lineal presente en todos los vertebrados, siendo uno de los componentes
principales de tejidos conectivos y el glucosaminoglucano con mayor presencia en la MEC. De
igual manera, se halla intracelularmente y en la matriz pericelular. Este polimero se encuentra
presente en casi todos los fluidos y tejidos corporales, tales como el fluido sinovial, cordén
umbilical, humor vitreo, tendones, cartilago, paredes arteriales, valvulas cardiacas y piel, en

concentraciones y pesos moleculares variables entre cada tejido [27, 28].

Estructuralmente hablando, el AH consiste en unidades repetitivas disacaridas de N-acetil-D-
glucosamina y D-acido glucoronico, las cuales estan unidas alternadamente mediante enlaces

glucosidicos B-1,3 y B-1,4 respectivamente [29]. Cuando ambos azlcares se encuentran en



configuracién B, tanto los hidroxilos como la fraccién carboxilada y el carbdn anomérico en el
azucar adyacente se encuentran en posiciones ecuatoriales estéricamente favorables, mientras
que todos los atomos de hidrogeno ocupan las posiciones axiales menos favorables. Todo ello
hace que la estructura del AH sea energéticamente estable [27]. Dicha estructura quimica es
sustancialmente consistente, con la excepcién esporadica de residuos de glucosamina

desacetilada [29]. En la Figura 1.6 se muestra la estructura de este polisacarido.
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Figura 1.3. Estructura del acido hialurénico [28].

En condiciones fisioldgicas, este biopolimero toma la forma de aniones o sales de sodio, como el

hialuronato sédico, altamente hidrofilicos debido a la presencia de grupos carboxilados [27, 29].

El AH destaca por exhibir una buena biocompatibilidad y ser biodegradable, asi como por no
inducir efectos inflamatorios, téxicos e inmunogénicos [29]. Aunado a ello, es una pieza clave en
diversas funciones bioldgicas ya que le otorga, tanto a células como a tejidos, diversas sefales
mecanicas y quimicas [28]. Este biopolimero puede influir directamente, dependiendo del peso
molecular, en la adhesion, proliferacién, migracion y organizacién celulares, asi como en la

regulacién de la respuesta inflamatoria y la sefializacion intracelular [27].

La produccién de este polisacarido esta basada principalmente en el procesado de tejido animal
o bien, en la sintesis de bacterias, como las del género Streptococcus. A pesar de las diversas
fuentes de extraccion, este polimero es altamente biocompatible debido a que su estructura se

encuentra ampliamente preservada entre distintas especies [27].

1.5. Electrohilado
El electrohilado es una técnica simple y efectiva para fabricar fibras con una amplia gama de

diametros [30]. Este método puede ser utilizado con metales, cerdmicos, polimeros naturales o



sintéticos, asi como con polimeros cargados con cromoforos, nanoparticulas u otra clase de

agentes activos [31].

Durante el proceso de electrohilado, una solucién polimérica, sostenida por su tensién superficial
al final de un tubo capilar, interacciona con un campo eléctrico y, como consecuencia, se induce
una carga eléctrica en la superficie del liquido. Esto provoca que la gota del liquido sea
distorsionada en una estructura cénica denominada cono de Taylor. Cuando el campo eléctrico
aplicado alcanza un valor critico, las fuerzas electrostaticas (la repulsion electrostatica entre las
cargas superficiales y la fuerza coulombiana ejercida por el campo eléctrico) superan a las fuerzas
de tension superficial. Debido a esto, un chorro cargado de la solucion es expulsado de la punta
del cono de Taylor. De igual manera, se genera un azote inestable y rapido entre la punta del
capilar y el colector, por lo que el disolvente se evapora a medida que el polimero es depositado

en el colector [32, 33].

Para esta técnica, es importante considerar la velocidad de flujo (o gasto) de inyeccién, el voltaje
aplicado y la distancia aguja-colector, ya que estas variables influyen en la calidad y el diametro

de las fibras obtenidas [17]. En la Figura 1.7 se muestra un montaje tipico para el electrohilado.

Colactor

leringa Solucidén polimérica

Aguja

CJo o0

!

—t ;

Fibras
-
Voltaje l

Figura 1.4. Diagrama esquematico de un equipo de electrohilado en montaje horizontal [33].

Entre las ventajas de los andamios producidos con esta técnica se encuentran la microestructura
altamente porosa, con poros interconectados, una relaciéon de area superficial/volumen
relativamente grande y la maleabilidad para adoptar distintas formas [34]. Dichas caracteristicas
son similares a las de la MEC, por lo que estos andamios son un soporte adecuado para que las

células se adhieran, migren y proliferen [11]. Incluso, se ha demostrado que las células
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implantadas en este tipo de estructuras tienden a mantener su forma fenotipica y crecen

orientadas cuando las fibras tienen una disposicion determinada [35].

1.6. Andamios a base de CLG y AH

Desde hace unos afios se han comenzado a fabricar andamios a base de CLG y AH, utilizando
diversos métodos, para su uso en la ingenieria de tejidos. Por ejemplo, se ha reportado la
elaboracion de andamios con CLG bovina/AH, mediante liofilizacion, para la regeneracién de
cartilago. Sin embargo, debido a la falta de interconectividad entre los poros de las estructuras
fabricadas, los condrocitos formaron agregados en lugar de dispersarse homogéneamente [8].
Otros estudios reportan andamios de CLG-AH para regenerar tejido adiposo [36], cultivar células
mesenquimales nerviosas [37] y células del nervio ciatico si se combina con policaprolactona
electrohilada [38]. Incluso, se ha comprobado que, cuando el AH se mezcla con derivados de
condroitina, pueden aplicarse en la reparacion de tejido cerebral [39]. De igual manera, se han
registrado andamios construidos con CLG y AH utilizando técnicas mas modernas. Un trabajo del
2020 reporté andamios de CLG porcina/AH hechos mediante impresion 3D, con los cuales
pudieron cultivar exitosamente células BJ, las cuales consisten en una linea celular inmortalizada
a base de fibroblastos dérmicos provenientes de tejido prepucial [9]. De especial interés resulta
un estudio donde se elaboraron andamios electrohilados a base de CLG bovina/AH, el cual
demostré que los andamios poseen la capacidad para inducir la proliferacion de fibroblastos
prepuciales. En dicho trabajo, las variables experimentales fueron el tipo de disolvente utilizado,

asi como la proporcién CLG/AH [5].



Hipétesis
Mediante el electrohilado y la incorporacion de AH a andamios de colagena marina se pueden
mejorar las propiedades fisicoquimicas del material, aumentando su grado de entrecruzamiento,

haciéndolo apto para su potencial aplicacion en la ingenieria de tejidos blandos.

Objetivos

Objetivo general
Elaborar andamios electrohilados a base de CLG marina y AH, entrecruzados con GTA, cuyas

propiedades fisicoquimicas sean adecuadas para su potencial aplicacion en la ingenieria tisular.

Objetivos especificos
1. Extraer CLG marina a partir de escamas de huachinango (Lutjanus campechanus).
2. Analizar las propiedades fisicoquimicas de la CLG extraida, utilizando las técnicas de
FTIR, DSC, TGA y electroforesis SDS-PAGE.
Fabricar andamios electrohilados a base de CLG marina y AH, entrecruzados con GTA.
4. Analizar las propiedades fisicoquimicas de los andamios CLG-AH, mediante FTIR,

microscopia optica, DSC, TGA y ensayo de ninhidrina.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1. Materiales
A continuacion, se reportan los reactivos utilizados tanto para la extraccién de CLG marina como

para la elaboraciéon de los andamios electrohilados.
e Para la extraccion de CLG marina

Durante la obtencion de CLG se utilizaron los reactivos siguientes: Hidroxido de sodio (marca JT
Baker, 98% de pureza, numero de catalogo MAC-M7708-06); EDTA tetrasodico (marca Sani);
EDTA disddico dihidratado (marca JT Baker, 99% de pureza, numero de catalogo JTB-8993-01);
acido acético (marca Sigma Aldrich, 99% de pureza, numero de catalogo A6283); pepsina (marca

Sigma Aldrich, numero de catalogo P7125); cloruro de sodio (marca Sal la fina) y agua destilada.
e Para la elaboracion de andamios electrohilados

Para fabricar los andamios electrohilados se requirié de: acido hialurénico de Streptococcus equi
(marca Sigma Aldrich, peso molecular entre 1300 kDa y 2500 kDa, numero de catalogo 53747);
1,1,1,3,3,3,-hexafluoro-2-propanol (mejor conocido como HFIP) (marca Sigma Aldrich, 99% de
pureza, numero de catalogo 105228); acido férmico (marca Sigma Aldrich, 95% de pureza,
numero de catalogo F0507); glutaraldehido (marca Sigma Aldrich, 25% m/v, numero de catalogo
G6257). De igual manera, durante la estandarizacion del proceso se utilizé 2,2,2-trifluoroetanol
(también conocido como TFE) (marca Sigma Aldrich, 99% de pureza, numero de catalogo
T63002); N,N-dimetilformamida (mejor conocida como DMF) (marca Sigma Aldrich, 99.8% de
pureza, numero de catalogo 319937); hidréxido de sodio (marca JT Baker, 98% de pureza,
numero de catdlogo MAC-M7708-06); etanol (96% de pureza); hidrocloruro de N-(-3-
dimetilaminopropil)-N-etilcarbodiimida (o EDC) (marca Sigma Aldrich, nUmero de catalogo E7750)
y N-hidroxisuccinimida (o NHS) (marca Sigma Aldrich, 98% de pureza, numero de catalogo
130672).

2.2. Extraccion de CLG marina

Se colectaron escamas de la especie Lutjanus campechanus en pescaderias y congeladoras del
municipio de Progreso, Yucatan, México. Posterior a la colecta, las muestras se congelaron para
su preservacion, previo a la extracciéon de CLG mediante una técnica modificada de hidrdlisis

enzimatica [22, 40].
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e Lavado
El primer paso del proceso fue el lavado de escamas. Para ello, las escamas (como las que se
observan en la Figura 2.1) se licuaron en una solucién de NaOH 0.1 M, a una relacién
escamas/solucion de 1:10 (m/v), durante 3 min. Después del tiempo antes mencionado, se
agitaron magnéticamente durante 48 h. Se realizaron cambios de solucion cada 24 h. En la Figura

2.2 se ilustra el proceso de licuado.

Figura 2.1. Escamas de Lutjanus campechanus.

Figura 2.2. Licuado de escamas.
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e Descalcificacion
Durante este paso se eliminaron residuos minerales hallados comunmente en las escamas,
principalmente productos de calcio como la hidroxiapatita. Esto se logré agitando
magnéticamente dicho tejido en una solucion de EDTA tetrasodico 0.5 M, a una relacion
escamas/solucion de 1:10 (m/v), por 72 h. Se realizaron cambios de solucion cada 24 h.
Posteriormente, las escamas se mantuvieron en agitacion magnética en una solucion de EDTA
disodico dihidratado 0.25 M, a una relacién escamas/solucién de 1:10 (m/v), por 48 h, con

cambios de solucion cada 24 h. Este paso se muestra en la Figura 2.3.

\

Figura 2.3. Descalcificacion de escamas.

e Hidrdlisis
El tejido recuperado del paso anterior se suspendid en una solucién de acido acético 0.5 M con
pepsina al 1% (m/v), a una relacién escamas/solucion de 1:10 (m/v) y se dejdé en agitacion
magnética durante 72 h. Posteriormente, se realizé una centrifugacion utilizando una centrifuga
marca Centurion Scientific modelo K241 a 1200 rpm y 4 °C durante 10 min. En este proceso

(ilustrado en la Figura 2.4) se conservo el sobrenadante.

Figura 2.4. Pepsinizacion.
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e Recuperacion de colagena
Para poder obtener la CLG resultante de los procedimientos anteriores, el sobrenadante obtenido
en el paso previo se precipité mediante la adicion de NaCl hasta obtener una solucion 1 M, la cual
se mantuvo en agitacién magnética durante 24 h. Pasado este tiempo, el precipitado resultante

se centrifugdé a 6000 rpm y 4 °C durante 10 min, con lo cual se obtuvieron botones de CLG, los

cuales se sometieron a un proceso de liofilizacion utilizando una liofilizadora marca Labconco
modelo FreeZone 4.5 (ver Figura 2.5) a -53 °C y 0.02 mBar durante 96 h.
L

Figura 2.5. Liofilizacion.

Una vez obtenida la CLG liofilizada, ésta se disolvié en una solucién de acido acético 0.5 My se
dializé para remover residuos de NaCl provenientes del precipitado, asi como de los telopéptidos
generados durante la pepsinizacion. El proceso de dialisis se llevé a cabo en una membrana
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marca Spectrum modelo Spectra/Por® 3 (MWCO de 3.5 kDa), utilizando como solucion dializante
agua destilada. Este paso se realizé con agitacion magnética durante 48 h a 4 °C, con cambios
de solucion dializante cada 24 h. Finalmente, la CLG dializada se liofilizé por segunda ocasion y
a las condiciones antes mencionadas para dicho proceso.

Teniendo en cuenta la CLG liofilizada obtenida después de dializar, se procedié a calcular el

porcentaje de rendimiento mediante la siguiente formula:

L masa seca de coldgena
Rendimiento (%) = 100( —— )
masa seca de escamas limpias
2.3. Caracterizacion fisicoquimica de la CLG extraida a partir de escamas de pez
Las propiedades fisicoquimicas de la CLG marina, obtenida a partir de escamas de pez, se
evaluaron mediante espectroscopia FTIR-ATR, analisis termogravimétrico (TGA) y calorimetria

diferencial de barrido (DSC).

o Espectroscopia FTIR-ATR
Se llevd a cabo una espectroscopia FTIR-ATR para identificar la estructura quimica de la CLG
obtenida. Durante la espectroscopia FTIR, se irradié a la muestra con luz infrarroja. Cuando la
frecuencia infrarroja coincidid con la frecuencia de vibracién de un enlace, se generd una
absorcion en el infrarrojo. Por consiguiente, fue posible obtener informaciéon acerca de la

estructura molecular de la CLG gracias a la luz infrarroja absorbida.

Esta espectroscopia se efectué mediante la técnica de reflexion total atenuada (ATR). En esta
variante, el espectro infrarrojo se obtiene del sustrato en contacto con elementos de reflexion

interna (IRE) como el seleniuro de zinc [41].

Esta prueba se realiz6 utilizando un espectrometro de infrarrojo marca Thermo Scientific modelo
Nicolet 8700 (mostrado en la Figura 2.6), en el intervalo de 4000 cm™ a 650 cm™, con una
resolucion de 4 cm™ y 100 barridos. La muestra analizada fue una pastilla de 3 mg de CLG

dializada vy liofilizada.
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Figura 2.6. Espectrometro de infrarrojo marca Thermo Scientific modelo Nicolet 8700.

e Analisis termogravimétrico (TGA)

El analisis termogravimétrico es una prueba que permiti6 monitorear tanto la velocidad de
degradacion de la CLG como la pérdida de masa de ésta, en funcion de la temperatura. Para ello,

se calentd la muestra a velocidad constante, hasta alcanzar una descomposicion total [42].

Esta prueba se llevd a cabo mediante un analizador termogravimétrico marca Perkin Elmer
modelo TGA 8000, mostrado en la Figura 2.7. El ensayo se realiz6 con una rampa de
calentamiento de 10 °C/min, en atmdsfera de nitrogeno, en el intervalo de 50 °C a 650 °C. La

muestra analizada consistié en 10 mg de CLG dializada y liofilizada previamente.

Figura 2.7. Analizador termogravimétrico marca Perkin EImer modelo TGA 8000.
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e Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La calorimetria diferencial de barrido es una técnica mediante la cual se midieron los efectos
calorificos asociados con transiciones de fase y reacciones quimicas, en funcion de la
temperatura, en un programa dinamico. El principio fisico de esta técnica supone la medicion del
flujo de calor a través de un material sujeto a un calentamiento o enfriamiento a una velocidad

constante, lo que permite identificar las temperaturas para transiciones térmicas [42].

Esta prueba se llevoé a cabo mediante un calorimetro diferencial de barrido marca Perkin Elmer
modelo DSC 7, representado en la Figura 2.8. El ensayo se realizé con una rampa de
calentamiento de 10 °C/min en atmésfera de nitrogeno, en el intervalo de 0 °C a 300 °C.
Posteriormente, la muestra pasoé por un proceso de enfriamiento y finalmente, se volvié a calentar
a las condiciones antes mencionadas. La muestra analizada consistiéo en 10 mg de CLG dializada

y liofilizada previamente.
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Figura 2.8. Calorimetro diferencial de barrido marca Perkin EImer modelo DSC 7.

2.4. Analisis proteicos de la CLG extraida a partir de escamas de pez
Se realizaron distintos estudios de proteina en la CLG extraida a partir de escamas de
huachinango. Esto se hizo con el fin de medir tanto el contenido proteico como el peso molecular

de la muestra.
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¢ Cuantificacién de proteina mediante la técnica de Bradford

Este analisis colorimétrico permitié determinar, de manera general, el contenido de proteina total

[43] presente en las muestras provenientes de las escamas de Lutjanus campechanus.

Durante esta técnica, la curva estandar se formo utilizando albumina de suero bovino (BSA) como
proteina de referencia, considerando 6 concentraciones que varian de 0.2 a 1.2 ug/uL de
proteina. A partir del polvo obtenido de CLG, se prepard una solucion de 1 mg/mL, de la cual se
tomaron 5 L y se completaron con agua destilada y reactivo de Bradford. Todas las muestras,

tanto de proteina estandar como de muestra de estudio, se prepararon por triplicado.

La lectura de absorbancias se realizé a 595 nm mediante un lector de placas multimodal marca
BioTek modelo Cytation 3, como el de la Figura 2.9. Una vez realizadas las lecturas; se obtuvo la
concentracion de las muestras de estudio a partir de la ecuacion de la recta generada por la

grafica.

Figura 2.9. Lector de placas multimodal marca BioTek modelo Cytation 3.
e Electroforesis

El peso molecular se determind mediante electroforesis PAGE-SDS, utilizando una camara de
electroforesis marca Bio-Rad modelo Mini-Protean 3 Cell, (mostrada en la Figura 2.10) y un
marcador de peso molecular de amplio rango marca Bio-Rad modelo Prestained SDS-PAGE
standards broad range, como ha sido previamente reportado [44, 45]. La electroforesis SDS—
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PAGE fue desarrollada usando un gel de separacion de 8% y otro concentrador del 5%. 16 ug de
proteina se mezclaron con 4 L de reactivo de Laemmli, se llevo a ebullicién durante 10 min y se
dejo enfriar a 25 °C, posteriormente, la mezcla se cargé en el gel y fue sometida a electroforesis
con voltaje constante (120 V); al término se retir6 el gel de la camara, se tifid en una solucion de
azul de comassie R-250, y finalmente se destifid con una solucion de acido acético al 10% (v/v),

metanol al 40% (v/v) y agua destilada al 50% (v/v).

Figura 2.10. Camara de electroforesis marca Bio-Rad modelo Mini Protean 3 Cell.

2.5. Fabricacion de andamios electrohilados a base de CLG marina y AH, entrecruzados
con glutaraldehido

e Preparacion y electrohilado de disoluciones a electrohilar

Se elabor6 una solucion de CLG marina y AH al 9.5% (m/v), con una relacion CLG:AH de 18:1
(m/m), utilizando como disolvente una mezcla de HFIP y acido férmico en una proporcion 9:1 (v/v)
[5]. De igual manera, como control se elaboraron andamios sin AH utilizando sélo HFIP como

solvente.

Esta solucion de CLG y AH en HFIP, se agit6 magnéticamente durante 24 h como ha sido
reportado [5]. Posterior a ese tiempo, ésta se retird del agitador magnético y se procedio a la fase

de electrohilado.

El electrohilado se realiz6 sobre un colector plano recubierto con doble capa (una de papel
aluminio y otra de parafilm). El equipo utilizado fue una maquina de electrohilado marca TONGLI
modelo TL 01 (el cual se observa en la Figura 2.11) acoplado con un regulador de flujo marca
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New Era Pump Systems modelo NE-1000 (mostrado en la Figura 2.12). La solucién elaborada

previamente fue canalizada al regulador de flujo mediante una jeringa de 10 mL.

h -

Figura 2.11. Maquina de electrohilado marca TONGLI modelo TL 01. En la parte frontal se

encuentra el regulador de voltaje, amperaje, asi como los botones de arranque y de la luz.

Figura 2.12. Regulador de flujo marca New Era Pump Systems modelo NE-1000.

e Entrecruzamiento de andamios

La estabilizacion mecanica estructural de los andamios se logré6 mediante la técnica de
entrecruzamiento quimico. Este procedimiento se realizd utilizando GTA como agente
entrecruzante [46], considerando como tiempos de exposiciéon 0 h (considerado como control) y
1h.
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Para entrecruzar los andamios por 1 h se realizaron los siguientes pasos: primero, los andamios
se colocaron en un desecador junto con un vial que contenia 10 mL de una solucién de GTA al
2.5% (v/v) en agua destilada. Posteriormente, se realiz6 un sellado al vacio en el desecador
mediante una bomba marca KNF modelo UN811 KTP y se mantuvo a una temperatura de 25 °C.
Pasado el tiempo de exposicidn, se abrid el desecador en una campana de extraccion y se retird
el vial que contenia la solucion de GTA. Luego, se tapé nuevamente el desecador y se aplicd
vacio mediante la bomba durante 30 min, todo esto para remover vapores residuales del
entrecruzante presente en los andamios. Finalmente, dichos tapetes se lavaron por goteo con

agua destilada y se dejaron secar al aire durante 18 h.

2.6. Caracterizacion fisicoquimica de los andamios electrohilados

La determinacion de las propiedades fisicoquimicas de los andamios electrohilados se llevé a
cabo mediante espectroscopia FTIR-ATR, TGA y DSC bajo las mismas condiciones descritas
anteriormente para CLG. Adicionalmente, se realizé el analisis por microscopia 6ptica para
analizar el diametro y distribucién de fibra de los andamios, y el ensayo de ninhidrina para estimar

el grado de entrecruzamiento.
e Microscopia optica

Se realizé la microscopia 6ptica sobre muestras electrohiladas para analizar la distribucion de los
agregados fibrilares, el diametro de los mismos y la ausencia de cumulos o protuberancias a nivel
estructural; todo ello con el fin de determinar si la calidad, tanto de la solucibn como del
electrohilado, era la adecuada. Este tipo de microscopia utiliza la luz visible en conjunto con un

sistema de lentes para obtener imagenes opticas magnificadas [41].

Para este analisis, primero se electrohilé sobre un portaobjetos durante 2 min. Posteriormente,
se observo la muestra con una distancia éptica de trabajo de 5.35 mm mediante un microscopio
Optico marca Labomed modelo TCM 400 acoplado a una camara digital marca Labomed modelo
iVu 5000 (este montaje se aprecia en la Figura 2.13). Dicho acoplamiento permitié fotografiar las
muestras a nivel microscopico. Las imagenes obtenidas se analizaron utilizando el software
CapturePro v2.8.8.5.
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Figura 2.13. Microscopio 6ptico marca Labomed modelo TCM 400 acoplado a una camara

digital marca Labomed modelo iVu 5000.
e Ensayo de ninhidrina

Esta caracterizacion permitié medir el grado de entrecruzamiento de los andamios. Este método
es implementado para determinar los grupos amina libres en las proteinas [47]. La técnica se
desarrollé de la siguiente manera [48]: primero se prepard una solucion etandlica de ninhidrina al
1.5% (m/v), la cual se agit6 magnéticamente hasta obtener una solucion uniforme.
Posteriormente, se colocaron en viales 5 mg de los andamios y se les afadié 1 mL de la solucién
de ninhidrina. Estos viales se calentaron en bafio maria a 80 °C durante 25 min (esto provoca
que los grupos amina libres reaccionen y tifian la solucién con una tonalidad azul/purpura).
Terminado este tiempo, se dejaron enfriar durante 1 h a 25 °C. Luego, se le anadié 8 mL de agua
destilada a la solucion obtenida. Finalmente, se midié la absorbancia a 570 nm en un lector de
placas multimodal marca BioTek modelo Cytation 3. Se hicieron 10 repeticiones para cada

muestra.

Cabe destacar que la intensidad del color depende de la cantidad de grupos amina libres para la
reaccion; a mayor cantidad, el color sera mas intenso. Por ende, a mayor valor de absorbancia,

menor sera el grado de entrecruzamiento de la muestra [49].

Para calcular el grado de entrecruzamiento se utilizo la siguiente férmula [48, 49]:

AbsEnt]

Grado de entrecruzamiento (%) = 100 [1 -
Absp,
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Donde Absg,,; representa la absorbancia de la muestra entrecruzada y Absy, la absorbancia de

la muestra sin entrecruzar.

Para realizar esta prueba, se consideraron 2 controles: uno correspondiente sélo al andamio de

CLG y otro para el andamio con AH, ambos sin entrecruzar.
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Capitulo 3. Resultados y Discusion

3.1. Extraccion de CLG marina

Durante el proceso de extraccion de la CLG, las escamas sufrieron distintas transformaciones

como consecuencia de los procesos aplicados.

El lavado permitié remover residuos tisulares y componentes no proteicos del tejido en cuestion.
De igual manera, el material obtenido resulté ser inodoro y blanquecino, muy distinto a las

escamas frescas y sin lavar. En la Figura 3.1 se muestra el tejido en cuestion, posterior al lavado.

Figura 3.1. Escamas lavadas.

En la Figura 3.2 se observan las escamas, posterior al proceso de descalcificacion. El tejido
obtenido presenta una consistencia masosa y aglutinante, contraria a la estructura laminar y

consistencia rigida presentes en las escamas frescas.
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Figura 3.2. Escamas descalcificadas.

En la Figura 3.3 se ilustra un botdn obtenido durante la centrifugacion a 1200 rpm a 4 °C durante

10 min. Cabe destacar que esta muestra llama la atencién ya que, a simple vista tiene la tonalidad

presente en la CLG.

Figura 3.3. Botdn obtenido en la centrifugacion a 1200 rpm.

En la Figura 3.4 se presenta el botén recuperado en la centrifugacion a 6000 rpm a 4 °C por 40
min, mientras que en la Figura 3.5 se aprecia la CLG obtenida en la liofilizacién final. De aqui se
observa que el polvo obtenido cuenta con la coloracion blanquecina, caracteristica de dicha

proteina.
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Figura 3.4. Boton obtenido durante la centrifugacion a 6000 rpm.

Figura 3.5. Colagena dializada vy liofilizada.

En la tabla 3.1 se presenta el porcentaje de rendimiento obtenido para las escamas de Lutjanus
campechanus. Se observa que, posterior al tratamiento de dialisis, el rendimiento disminuye
drasticamente. Esto puede deberse a que durante la didlisis se eliminaron particulas de NaCl y
telopéptidos formados durante la adicion de pepsina, los cuales contribuian al peso de la CLG

antes de que ésta se purificara.

Sin embargo, el rendimiento obtenido para el tejido de esta especie (1.32%) es similar al
reportado para las escamas de Hypophthalmichthys nobilis [40] y de Hypophthalmichthys molitrix
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[50], con 1.1% y 1.45%, respectivamente. A pesar de obtener un rendimiento relativamente bajo,
es posible observar que éste se encuentra en los valores esperados para esta clase de tejidos.
No obstante, la CLG obtenida en el presente trabajo es estructuralmente distinta a las CLGs
provenientes de tejidos con mejores rendimientos y, por ende, puede contar con propiedades

biolégicas distintas. Esto se vera mas a detalle en la seccién 3.2 de este documento.

Tabla 3.1. Porcentaje de rendimiento para escamas de Lutjanus campechanus.

Escamas limpias CLG antes de CLG después de didlisis
dialisis
Masa (g) 736.637 40.87 9.721
% de rendimiento - 5.55 1.32

3.2. Rendimiento y pureza de la CLG extraida a partir de escamas de pez
En esta seccion se presentan los resultados obtenidos durante la cuantificacion proteica mediante

la técnica de Bradford, asi como en la electroforesis para la CLG liofilizada previamente dializada.
e Estimacion del rendimiento en la extraccion

El calculo de la concentracion de proteina presente en las muestras de interés se realizo
interpolando en la curva estandar la diferencia entre la absorbancia de la muestra proveniente de

Lutjanus campechanus y la de la muestra blanco.

Este analisis colorimétrico permitié identificar la cantidad de proteina total presente en las
muestras provenientes de las escamas de Lutjanus campechanus, relacionando las absorbancias
de las muestras con la concentracion de proteina con la que cuentan éstas. En la Figura 3.6 se
presenta la curva patron utilizando BSA como proteina de referencia. Dicha curva presenta un
coeficiente de determinacion R? =0.9127, lo cual indica que el método es apropiado para la

cuantificacion.
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Figura 3.6. Curva patrén utilizando BSA como proteina de referencia.

Los resultados revelaron que la concentracion proteica de la muestra de estudio fue de 0.68
Mg/uL; a partir de lo cual se calculdé un rendimiento de 13.6%. Dicho valor indica la cantidad
porcentual de proteina presente en la CLG extraida mediante la metodologia propuesta. Este
resultado es similar al reportado para la CLG obtenida a partir de las escamas de Cololabis saira

[43] y Sciaenops ocellatus [51], con 15% y 4.32%, respectivamente.

La pepsina, enzima ampliamente utilizada para extraer CLG, es capaz de escindir la proteina de
sus telopéptidos. Sin embargo, en la literatura se reporta que esta digestion incompleta ocurre
debido a que las moléculas de CLG, provenientes de escamas de pez, se encuentran altamente
entrecruzadas mediante enlaces covalentes a través de una condensacion del grupo aldehido
con Lys e Hyl en la regién telopéptida [51]. Por lo tanto, como es mas complicado separar la CLG
de sus telopéptidos si ésta se extrae de escamas, se obtiene un rendimiento proteico menor al
presentado en tejidos blandos. Lo cual mejora al reprocesar las escamas no digeridas que

resultan del proceso de pepsinizacion.
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e Electroforesis

Este ensayo se realizé para determinar las estructuras terciarias presentes en la CLG extraida
de escamas de Lutjanus campechanus. De igual manera, permitié estimar los pesos moleculares
de éstas y evidenciar si el proceso utilizado para su obtencién promueve degradacién de la
proteina y si la CLG coeluye con otras proteinas no colagenicas, lo cual nos hablaria de la pureza

de la muestra.

En la Figura 3.7 se muestra el patron electroforético de la CLG obtenida a partir de las escamas
de Lutjanus campechanus. Se puede observar que esta proteina cuenta con 3 cadenas q, cada
una con un peso molecular cercano a 101 kDa. De igual manera, la muestra analizada cuenta
con unas estructuras a 125 kDa y 210 kDa. Asimismo, se nota la presencia de 2 bandas tenues
entre 101 kDa y 56.2 kDa.

210 KDa

125 KDa

101 KDa

56.2 KDa

Figura 3.7. Perfil electroforético. MP corresponde al marcador de peso molecular. En H se

encuentra la CLG proveniente de escamas de Lutjanus campechanus.

Las cadenas a pueden unirse entre si mediante entrecruzamientos intramoleculares, dando como
resultado unas estructuras denominadas B y y. Las estructuras B corresponden a dimeros de
cadenas a, mientras que las estructuras y estan conformadas por trimeros de dichas cadenas

[52]. Ambas estructuras se han encontrado en CLGs extraidas de escamas de Oreochromis
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niloticus [53], Parupeneus heptacanthus [54] y de Ophiocephalus argus [55]; asi como en CLG
de vejiga natatoria de Thunnus albacares [56]. En el caso de CLG obtenida de escamas de

Lutjianus campechanus, dichas estructuras se observaron a 125 kDa y 210 kDa, respectivamente.

Por otro lado, algunas CLGs presentan componentes intermoleculares entrecruzados entre las
cadenas a. Esto se ha observado para CLGs provenientes de escamas de Sciaenops ocellatus
[51] y de Oreochromis niloticus [52]. En la CLG extraida de escamas de Lutjanus campechanus,
estos componentes les corresponderian a las bandas tenues observadas por debajo de 101 kDa.
De igual manera, se encontré que las cadenas a1 de la CLG de huachinango mostraron pesos
moleculares inferiores a los reportados en la literatura, puesto que dicho valor se registra a 116
kDa tanto para la CLG extraida de escamas de Cololabris saira [43] como para la de piel de
Priacanthus tayenus [57]. No obstante, las cadenas a2 son similares a las obtenidas de escamas
de Parupeneus heptacanthus [54] y de Ophiocephalus argus [55], ya que en ambos casos dichas

cadenas cuentan con un peso cercano a 97 kDa.

La presencia tanto de cadenas a de bajo peso molecular como de componentes intermoleculares
puede deberse a que, durante el proceso de extraccidon enzimatica, la CLG sufrié una ligera
degradacion causada por la pepsina. Sin embargo, como la pepsina sélo actio en la regién

telopéptida, no se dand la estructura general de la CLG [58].

Otro aspecto a destacar, es la aparicién de 3 bandas cercanas a 101 kDa. Por lo general, la CLG
tipo | estd compuesta por 2 cadenas a1(l) y una a2(l). No obstante, se ha encontrado en peces
teledsteos, como Lutjianus campechanus, la existencia de una cadena a3(l), la cual cuenta con
un peso molecular muy similar al de la cadena a1(l), por lo que usualmente se traslapa con ésta
durante una electroforesis [54, 55]. Debido a todo esto, es posible inferir que la CLG obtenida de
escamas de Lutjanus campechanus corresponde a una CLG tipo I, pero conformada por el
heterotrimero a1(l)a2()a3(l), en lugar del heterotrimero conformado por 2 cadenas a1(l) y 1 a2(1),
ampliamente distribuido, lo cual debera ser confirmado mediante analisis confirmatorios, como la

secuenciacién de proteinas.

3.3 Propiedades fisicoquimicas de la CLG extraida a partir de escamas de pez
A continuacion, se presentan los resultados obtenidos en las pruebas de FTIR-ATR, TGAy DSC,

para la CLG obtenida de escamas de pez.

o Espectroscopia FTIR-ATR
En la Figura 3.8 se presenta el espectro infrarrojo de la CLG obtenida de las escamas de Lutjanus

campechanus. Sus picos principales se muestran en la tabla 3.2.
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Figura 3.8. Espectro infrarrojo de colagena obtenida de escamas de Lutjanus campechanus.

Tabla 3.2. Tipos de enlace, picos reportados en la literatura y picos experimentales en el

espectro infrarrojo de la colagena obtenida de escamas [40, 59, 60].

Pico experimental (cm™)

Pico reportado en la

literatura (cm™)

Tipo de enlace

3281 3310-3270 Estiramiento N-H (banda amida A)
3065 3100-3030 Estiramiento N-H (banda amida B)
2937 2935-2925 Estiramiento asimétrico de C-H
1631 1660-1630 Estiramiento C = O (banda amida 1)
1540 1550-1535 Estiramiento C-N y Flexion N-H

(banda amida II)
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1449 1460-1440 Flexion C-H

1237 1320-1220 Estiramiento C-N y Deformacion N-H
(banda amida IlI)

1080 1060 Estiramiento C-O

Los picos de la CLG obtenida a partir de escamas de Lutjanus campechanus se asemeja a los
picos caracteristicos para CLGs y sus equivalentes desnaturalizados, reportados en la literatura
[40, 59, 60].

Los enlaces peptidicos presentan ciertas bandas caracteristicas en el espectro de absorcion, las
cuales se denominan amida A, B, |, II, I, IV, V, VI y VII [61]. En el caso concreto de las bandas
caracteristicas denominadas amidas |, Il y lll; se encuentran asociadas a la configuracion de la
CLG. El estiramiento C=0, relacionado con la banda amida | y encontrado entre 1700 cm™" y 1600
cm™, es un marcador sensible de la estructura secundaria del péptido. Por otro lado, el
estiramiento C-N y la flexién N-H, ligados a la banda amida Il y hallados entre 1600 cm™" y 1550
cm™, sugieren la existencia de enlaces de hidrégeno; mientras que el estiramiento C-N y la
deformacion N-H, relacionados con la banda amida Ill y ubicados entre 1320 cm™ y 1220 cm™,

indican que posiblemente se mantuvo intacta la triple hélice, caracteristica de esta proteina [40].

e Analisis termogravimétrico (TGA)

Este estudio se llevd a cabo para identificar los procesos degradativos y las temperaturas
maximas en donde ocurren estos fendmenos. En la Figura 3.9 se presenta el termograma, tanto
de la pérdida de masa (TGA) (en color negro), como el de la primera derivada (DTGA), en color
azul, de la muestra. Esta ultima curva se grafico para identificar de mejor manera las temperaturas
de interés. En la tabla 3.3 se muestran dichas temperaturas y el porcentaje de masa perdida

durante cada proceso.
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En esta prueba se encontré que la CLG marina se degrada en dos pasos; el primero de ellos

tiene un maximo a 64 °C y corresponde a una pérdida del 7%, relacionada a la pérdida del agua

absorbida durante el proceso de obtencion [22].

En el siguiente proceso degradativo, el cual presenta un valor maximo a 339 °C, ocurre una

pérdida del 66.5%. Este fendmeno es atribuido principalmente a la pérdida tanto de la estructura

de la CLG como de aminodacidos presentes en ésta (metionina, tirosina, arginina, lisina, serina,

treonina, entre otros). Debido a esto, se generan moléculas de bajo peso molecular, tales como

H20, NHs, CO2, H2S y SO2[22].

Tabla 3.3. Procesos degradativos de la CLG extraida de escamas de Lutjanus campechanus.

Temperatura maxima (°C)

Masa perdida (%)

Proceso de degradacién asociado

64

7

Pérdida de agua

339

66.5

Pérdida estructural y de aminoacidos
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A 650 °C, se observa que existe un 26.5% de la masa original. Sin embargo, dicho remanente
proviene de la carbonizacion de la muestra. Este resultado es similar al reportado para andamios
elaborados mediante CLG de organismo marinos como la medusa [6].

e Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Esta prueba permitié identificar los procesos endotérmicos y exotérmicos que ocurren en la

proteina de interés. En la Figura 3.10 se observa el termograma DSC para la CLG obtenida en
este trabajo.
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Figura 3.10. Termograma de DSC de la colagena obtenida de escamas de Lutjanus

campechanus.

En la figura 3.10 se observa que el experimento se realizé con una corrida de calentamiento,
seguida por un enfriamiento y, posteriormente, una segunda corrida de calentamiento. En la
primera de ellas, la CLG presentd un pico endotérmico a 79.5 °C, el cual corresponde a la
temperatura de desnaturalizacion de la CLG hidratada nativa. A pesar de que no se observa otro

pico endotérmico, de acuerdo con la literatura también se presenta una temperatura de transicion
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asociada a la evaporacion de agua residual, unida a la CLG mediante puentes de hidrégeno [62].
En el caso de esta muestra, es posible que este fendmeno esté traslapado con el proceso de
desnaturalizacion a 79.5 °C. Durante dicho fendmeno ocurre la gelatinizacion de la CLG, la cual
es causada por diversos cambios conformacionales relacionados con la ruptura de
entrecruzamientos presentes a nivel intermolecular, como la glucosilacion no enzimatica de

residuos de lisina e hidroxilisina; y a escala intramolecular como los puentes disulfuro [62].

Se sabe que los puentes de hidrégeno inter e intramoleculares, asi como el agua unida mediante
dichos enlaces son responsables de la estabilidad de la estructura triple helicoidal presente en la
CLG, por lo que los cambios parciales en la estructura secundaria de esta proteina son
precedidos tanto por la ruptura de dichos enlaces durante el calentamiento como por la
consecuente liberacién de agua [63].

En la segunda corrida de calentamiento, este pico endotérmico no se forma, ya que la estructura
de la proteina se encuentra escindida debido al primer proceso térmico [22]. Esto comprueba que

la transicidn de CLG a gelatina es un proceso irreversible [64].

3.4. Fabricacion de andamios electrohilados a base de CLG marina y AH, entrecruzados
con glutaraldehido

e Preparacion y electrohilado de disoluciones de CLG-AH

Para la estandarizacion del electrohilado, primero se probaron con distintos sistemas de solventes
(ver Anexo A). Se encontrd que el adecuado para preparar una solucion de CLG marina y AH al
9.5% (ml/v), con relacién CLG:AH de 18:1, es el conformado por HFIP y &cido férmico [5]. Sin
embargo, a diferencia de lo mencionado en la literatura (relacion HFIP/acido férmico de 7:3), la

mezcla de HFIP/acido formico fue de 9:1 (v/v).

Debido a que en investigaciones previas se reporta que el HFIP es un solvente idoneo para CLG
[65, 66], se prepard una solucion de CLG al 9% en HFIP. Esto se hizo para ver el efecto que tiene

la ausencia del AH.

Es importante mencionar que, ademas de estandarizar la solucién a electrohilar, también fue
necesario hacerlo con los parametros de electrohilado (ver Anexo B). Para ello, se probaron las
condiciones reportadas en investigaciones previas (velocidad de flujo igual a 2.54 ml/h, voltaje a
23 kV, distancia de trabajo de 10 cm) [5]. Sin embargo, no se lograba generar adecuadamente

un andamio en el colector plano. Esto pudo deberse a las condiciones ambientales al momento
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de electrohilar, ya que la humedad afecta las condiciones de electrohilado como ha sido reportado
por Bhardwaj [33].

Después de experimentar con los distintos parametros de electrohilado, se pudo obtener un

andamio fibroso con los parametros que se muestran en la tabla 3.4.

Tabla 3.4. Parametros de electrohilado durante la elaboracion de andamios a base de CLG

marina y AH.

Voltaje (kV) | Velocidad de flujo (mL/h) | Distancia de trabajo (cm) | Diametro interno de la
aguja (mm)
21.45 0.3 13 1.15

Para el caso de la CLG, se encontrd que es posible generar fibras electrohiladas, relativamente
homogéneas y libres de cumulos o “perlas” entre las fibras, con los parametros que se reportan
en la tabla 3.5.

Tabla 3.5. Parametros de electrohilado durante la elaboracion de andamios a base de CLG

marina.

Voltaje (kV) | Velocidad de flujo (mL/h) | Distancia de trabajo (cm) | Diametro interno de la
aguja (mm)
20 0.2 15 0.90

En la Figura 3.11 se muestran tanto la estructura macroscépica de un andamio electrohilado a
base de CLG marina y AH (andamio CLG-AH), como la correspondiente para el andamio de CLG
electrohilada (andamio CLG). En ambos casos, se aprecian estructuras de aproximadamente 9
cm? (3 cm x 3 cm), las cuales presentan una coloracion blanquecina, la cual dista del tono de la
solucion a electrohilar. Esto puede deberse a que durante el electrohilado se genera una fuerza
cortante, la cual ordena las cadenas del polimero pasando asi, a un estado de solidificacién

debido a la rapida evaporacion del solvente [32].

No obstante, el andamio obtenido exclusivamente de CLG presenta una textura fibrosa, mientras

que el elaborado con CLG y AH cuenta con una superficie mas lisa.
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Figura 3.11. Estructura macroscopica de los andamios electrohilados. (A) andamio CLG-AH. (B)
andamio CLG.

e Entrecruzamiento de andamios

Para el entrecruzamiento se considerd una inmersion en EDC-NHS 5 mM (ver Anexo C) o bien,
un tratamiento entrecruzante con vapor de GTA al 2.5% (m/v), siendo este ultimo el que permitid
reforzar los andamios sin que éstos pierdan la consistencia adecuada para el tejido de interés.
Durante este proceso se observé un cambio de coloracién, tanto en los andamios que contienen
AH como en aquellos que no. Se observo que, en ambos casos, el tono blanquecino y opaco se
tornd en un color amarillo ocre. Esto esta relacionado con la formacién de enlaces imina entre los

grupos carboxilo del GTA y los grupos amina presentes en la CLG y el AH [67].

En la Figura 3.12 se presentan los andamios entrecruzados a 1 h. En la imagen se puede observar
que los andamios presentan cierta deformacion con respecto a los presentados en la Figura 3.11,
los cuales no estuvieron en contacto con el agente entrecruzante. Este cambio morfoldgico es
consecuencia del lavado con agua destilada en los andamios después del entrecruzamiento. De
igual manera, los que fueron sometidos al tratamiento entrecruzante muestran cambios en su
tamafo, ya que posterior a todo el tratamiento, los andamios tuvieron aproximadamente 4 de su

area original.
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Figura 3.12. Andamios sometidos a un tratamiento entrecruzante con GTA durante 1 h y
lavados con agua destilada. (A) andamio CLG-AH-GTA. (B) andamio CLG-GTA.

Asimismo, se pudo observar que el entrecruzamiento no ocurrié uniformemente en los andamios,
ya que el tono amarillento es mas intenso en el borde del andamio y en algunas rugosidades en
comparacion con el centro. Esto pudo deberse a las caracteristicas superficiales del montaje
empleado para colocar los andamios durante el tratamiento entrecruzante, ya que éstas pudieron
haber hecho que el vapor de GTA no se distribuyera homogéneamente en el andamio
electrohilado. Otro punto a destacar es que el andamio con AH presenta una apariencia casi

translucida posterior al contacto con el agua destilada.

3.5. Propiedades fisicoquimicas de los andamios entrecruzados

e Microestructura

Mediante microscopia éptica en campo claro se determiné la calidad cualitativa tanto de los
electrohilados como de las soluciones utilizadas para éstos, ya que puso de manifiesto la
estructura micrométrica de los agregados fibrilares. En la Figura 3.13 se reporta la microestructura
observada durante el electrohilado bajo las condiciones mencionadas en la seccién 3.4. La
fotografia fue tomada con una distancia optica de trabajo de 5.35 mm utilizando el software
CapturePro v2.8.8.5.
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Figura 3.13. Agregados fibrilares electrohilados. (A) andamio CLG-AH. (B) andamio CLG. Las

perlas presentes en el andamio CLG-AH se encuentran encerradas y marcadas con flechas.

Como se puede observar en las imagenes anteriores, la presencia del AH en la solucion a
electrohilar genera cumulos o perlas entre las fibras. Esto puede deberse a que fue necesario
recurrir a una mezcla de solventes para poder electrohilar CLG y AH. En la literatura se menciona
que la CLG es soluble en HFIP, mientras que el AH lo es en el acido férmico, lo cual se corroboré
experimentalmente. Se probaron varias proporciones de solventes y se utilizé la que generé
menos perlas en la microestructura. Posiblemente aun haya que modificar la proporcion de HFIP
y acido formico para obtener mejores resultados o bien, estas perlas sean producto de la
humedad ambiental al momento de electrohilar. Cabe destacar que, en otros trabajos usando
sistemas de solventes similares, no se reportan fotografias inmediatas al electrohilado, por lo que
se desconoce si existe la presencia de cimulos entre las fibras. En la literatura se reporta que es
posible electrohilar CLG y AH mediante un sistema simultaneo de doble fuente, obteniendo fibras
sin perlas [68].

Se puede apreciar algunos cumulos en el electrohilado de sélo CLG, pero éstos desaparecen a

medida que el tejido se vuelve mas denso.

Adicionalmente, se realizaron mediciones para determinar el diametro promedio de las fibras para

ambas muestras. Estos resultados se muestran en la Figura 3.14.
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Figura 3.14. Relacién entre los diametros promedio de las fibras electrohiladas y el tipo de
solucion utilizada. Las lineas sobre las barras representan el error tipico en cada muestra
(n=15).

Se encontré que el diametro de los agregados fibrilares de CLG-AH mide, en promedio, 2.650 *
0.639 um. Por otro lado, los agregados fibrilares formados exclusivamente de CLG cuentan con
un diametro promedio de 2.391 + 0.338 um. Asimismo, se hallé6 que no existe diferencia
significativa entre el promedio de ambas muestras, considerando una prueba t de Student para

muestras independientes y varianzas desiguales, con un nivel de significancia de 0.05.

De los resultados anteriores se puede inferir que la formacién de los cumulos entre las fibras no
influye en la variacion del diametro promedio de los agregados fibrilares, a pesar de que el
andamio CLG-AH cuente tanto con un error como con una desviacion estandar mayores que el

andamio compuesto por solo CLG.
e Estructura quimica de los andamios

El FTIR-ATR permitié identificar quimicamente la estructura de los andamios electrohilados y, de
igual manera, verificar si se generaron nuevos enlaces quimicos debido a la adicion del AH y/o al
tratamiento entrecruzante. En la Figura 3.15 se presenta el espectro infrarrojo de los andamios

electrohilados. Sus picos principales se muestran en la tabla 3.6.
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Figura 3.15. Espectro infrarrojo de los andamios electrohilados. (A) andamio CLG. (B) andamio
CLG-AH. (C) andamio CLG-GTA. (D) andamio CLG-AH-GTA.

Tabla 3.6. Tipos de enlace, picos reportados en la literatura y picos experimentales en el

espectro infrarrojo de los andamios electrohilados [40, 60, 69, 70].

Pico CLG Pico CLG- Pico CLG- Pico CLG- | Pico segun Tipo de enlace
(cm™) GTA (cm™) | AH (cm™) AH-GTA referencia
(cm™) (cm™)
3279 3274 3298 3277 3310-3270 Estiramiento N-H (banda
amida A)
3085 3094 3082 3064 3100-3030 Estiramiento N-H (banda
amida B)
2928 2930 2923 2924 2935-2925 | Estiramiento asimétrico C-H
2881 2883 2851 2855 2870-2850 Estiramiento simétrico C-H
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1639 1629 1644 1627 1660-1630 Estiramiento C=0 (banda
amida I)
1540 1529 1540 1541 1550-1535 Estiramiento C-N y Flexion
N-H (banda amida II)
1453 1456 1455 1453 1460-1440 Flexion C-H
1408 1406 1408 1405 1391-1375 | Deformacién simétrica C-Hs
1335 1336 1338 1337 1340-1310 Meneo C-H:
Estiramiento C-N y
1284 1237 1285, 1243 1237 1320-1220 deformacion N-H (banda
amida Ill)
1181, 1154 1154 1182, 1155 1152 1170 Flexién asimétrica C-O-C
1080, 1100 1079 1081, 1100 1077 1082-1075 Vibracién C-O de grupos
hidroxilo
1027 1022 1030 1023 1038-1022 Estiramiento C-N (para
amina primaria)

Se observa que en todos los andamios se tiene la presencia de las bandas caracteristicas de la
CLG. De acuerdo a la Figura 3.15, se observa que no hay cambios significativos entre los
andamios sin y con AH, salvo un ligero corrimiento en los picos relacionados al estiramiento C=0
(banda amida |) y al estiramiento C-N y deformacion N-H (banda amida IIl). Esto puede deberse
a la interaccién entre los grupos amina de la CLG vy los grupos aldehido del AH [13]. De igual
manera, se puede notar que en el andamio de solo CLG se aprecia que la banda caracteristica
que corresponde al estiramiento C=0 (banda amida |) reduce su tamafo después del
entrecruzamiento, incrementandose asi, la banda caracteristica asociada al estiramiento N-H
(banda amida A). Un fendmeno similar ocurre entre los andamios CLG-AH y CLG-AH-GTA. Esto
es un indicio de que la estructura secundaria del polimero esta perdiendo libertad de movimiento

debido al entrecruzamiento.

Por otra parte, la reaccidon de entrecruzamiento entre la CLG y el AH con el GTA tiene lugar
mediante la formacién de enlaces covalentes imina por medio de una reaccion de Schiff, entre
los grupos amina de la CLG y el AH con los grupos aldehido del entrecruzante. Este pico se
reporta entre 1590 cm™ y 1690 cm™ [67, 71]. En el caso del andamio CLG-GTA, no se aprecia un
cambio significativo en dicho intervalo, lo cual podria der un indicio de un traslape con la banda

caracteristica de la amida | a 1629 cm™. En cuanto al andamio CLG-AH-GTA, éste presenta un
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ligero pico a 1714 cm™ (sefialado con la flecha roja en la Figura 3.15) que podria estar atribuido
a dicho enlace. En ambos casos, se sugiere el uso de una técnica mas sensible, como la

resonancia magnética nuclear del proton (*H-RMN), para confirmar el entrecruzamiento.
e Propiedades térmicas del andamio

El TGA permiti6 determinar los procesos de degradacién térmica, con sus respectivas
temperaturas maximas, que experimentan los andamios electrohilados. En la Figura 3.16 se
presenta el termograma tanto de la pérdida de masa (TGA) (en color negro), como el de la primera
derivada (DTGA), en color azul, de los andamios elaborados. Este ultimo grafico sirvié para

determinar las temperaturas maximas de cada proceso degradativo.
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Figura 3.16. TGA y DTGA de los andamios electrohilados. (A) andamio CLG. (B) andamio CLG-
AH. (C) andamio CLG-GTA. (D) andamio CLG-AH-GTA.
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En la tabla 3.7 se muestran dichas temperaturas para cada andamio. Adicionalmente, la tabla 3.8

expresa el porcentaje de masa perdida de los andamios durante los procesos de degradacion.

Tabla 3.7. Temperaturas maximas de degradacion para los andamios.

Tipo de andamio Proceso
CLG CLG-GTA | CLG-AH | CLG-AH-GTA degradativo
Temperatura .
_ 69 66 63 59 Pérdida de agua
maxima (°C)
209 - 212 - Pérdida estructural
325 327 330 319 y de aminoacidos

Tabla 3.8. Porcentaje de pérdida de masa para los andamios.

Tipo de andamio Proceso
CLG CLG-GTA | CLG-AH | CLG-AH-GTA degradativo
Masa perdida —
(%) 9 13 10 11 Pérdida de agua
’ 8 - 9 - Pérdida estructural
58 59.2 54 .4 64 y de aminoacidos

De la Figura 3.16 puede observase que no hay cambios significativos debido a la adicion de AH
en el andamio electrohilado de CLG, ya que ambas muestras presentan como primer fenémeno
de degradacioén, la pérdida de agua absorbida fisicamente [22, 72]. Este fendbmeno tiene su
temperatura maxima a 69 °C para el andamio de CLG, mientras que en su variante con AH es a
63 °C, con pérdidas de masa de 9% y 10%, respectivamente. De aqui, se puede apreciar que el
andamio con AH ligeramente contiene mayor cantidad de agua obtenida del medioambiente. Esto
esta relacionado a la alta capacidad hidrofilica que tiene este polimero. El siguiente proceso
degradativo que tiene lugar, ocurre por la pérdida estructural y de aminoacidos generando con
ello, moléculas volatiles de bajo peso molecular [22, 73]. Este fendmeno ocurre en 2 procesos
térmicos, tanto en el andamio de CLG como en el de CLG-AH, teniendo mayores temperaturas
maximas en el andamio CLG-AH. Sin embargo, el andamio de s6lo CLG es mas sensible a esta
degradacion térmica, ya que durante este proceso pierde un 66% de masa, mientras que en el

andamio de CLG-AH esta pérdida corresponde al 63.4% de la masa original.

Por otra parte, se observa que el andamio de CLG adquiere cierta estabilidad térmica cuando se
entrecruza con GTA, aunque el andamio entrecruzado pareciera contener mayor cantidad de

agua del medioambiente, perdiendo ésta a una menor temperatura maxima que su contraparte
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sin entrecruzar. Sin embargo, la pérdida estructural y de aminoacidos ocurre en un solo paso, a
mayor temperatura maxima y se reduce en menor cantidad la masa original durante este
fendmeno térmico de degradacién, puesto que se pierde 59.2%, comparado con el 66% del
andamio de so6lo CLG.

Un fenémeno similar ocurre entre los andamios CLG-AH y CLG-AH-GTA, ya que éste ultimo
retiene mas agua absorbida fisicamente que el andamio CLG-AH, mientras que la pierde a una
temperatura maxima menor. De igual manera se aprecia que, con el entrecruzamiento, la pérdida
estructural se reduce a un paso. Sin embargo, este ultimo proceso de degradacion ocurre con
una menor temperatura maxima y una pérdida de masa ligeramente mayor que en los andamios
sin entrecruzar, puesto que el andamio CLG-AH pierde 63.4% de la masa original a un maximo
de 330 °C, mientras que el andamio CLG-AH-GTA tiene una pérdida del 64% de la masa original
a un maximo de 319 °C.

Una vez terminados todos los procesos piroliticos, todos los andamios conservaron entre un 25%

y 27.8% de la masa original. Estos remanentes son resultado de la carbonizacion de las muestras.

Por otro lado, el DSC permitié identificar los procesos endotérmicos y exotérmicos que influyen
en la estructura de los andamios electrohilados. En la Figura 3.17 se observa el termograma DSC

para los andamios electrohilados. En esta grafica solo se muestra el primer calentamiento.

Cabe destacar que se corrié un segundo calentamiento para los andamios entrecruzados. En la

Figura 3.18 se presenta el termograma DSC completo para dichos andamios.
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Figura 3.17. Termograma de DSC para los andamios electrohilados. (A) andamio CLG. (B)
andamio CLG-AH. (C) andamio CLG-GTA. (D) andamio CLG-AH-GTA. El gréfico solo presenta

los primeros calentamientos.

En la figura anterior se observa que entre el andamio de sélo CLG y el andamio CLG-AH no
existen grandes diferencias, ya que ambos andamios cuentan un pico endotérmico alrededor de
80 °C, el cual esta ligado a la temperatura de desnaturalizacion de una CLG hidratada. Este
proceso involucra la gelatinizacién de la CLG debido a cambios conformacionales relacionados
con la ruptura de entrecruzamientos inter e intramoleculares [62]. Adicionalmente, se observa que
ambas muestras presentan un pico adicional, el cual esta relacionado con un fenémeno complejo
de modificacion térmica mediante el cual, primero se evapora agua residual, unida al polimero
mediante puentes de hidréogeno; y luego, se generan cambios conformacionales en la CLG, los
cuales la llevan de una estructura triple helicoidal a una conformacion de ovillo estadistico [62,
63].
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Por otro lado, comparando el andamio CLG con su contraparte entrecruzada, se puede notar que
no hay gran diferencia en la temperatura de desnaturalizacion ya que, en el primero, este evento
ocurre a 82 °C, mientras que en el andamio CLG-GTA se presenta a 80 °C. En la literatura se
menciona que la temperatura de desnaturalizacion depende mas del contenido de agua presente
en la muestra que del grado de entrecruzamiento de ésta [63]. Sin embargo, mientras el andamio
CLG cuenta sélo con un pico relacionado a cambios conformacionales en la estructura molecular,
el andamio CLG-GTA cuenta con 3 eventos térmicos relacionados a dicho evento. Cabe destacar
que el andamio entrecruzado cuenta con estos cambios conformacionales a menores

temperaturas.

Comparando los andamios CLG-AH y CLG-AH-GTA, se puede notar que ambas muestras
cuentan con una temperatura de desnaturalizacion alrededor de 80 °C. No obstante, aunque en
ambas muestras se distingue un cambio conformacional, se aprecia que en el andamio CLG-AH
éste se presenta a 293 °C, mientras que en su version entrecruzada este fendmeno ocurre a 221
°C.
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Figura 3.18. Termograma de DSC para los andamios entrecruzados. (A) andamio CLG-GTA.

(B) andamio CLG-AH-GTA. El gréfico incluye el segundo calentamiento (en color rojo).

47



En las graficas anteriores, se observa que ningun pico endotérmico se forma en el segundo

calentamiento ya que el primer proceso térmico escinde la estructura de la proteina [22].

e indice de entrecruzamiento del andamio
El indice de entrecruzamiento se determiné mediante el ensayo de ninhidrina. En la Figura 3.19
se presenta la solucién de ninhidrina sin reaccionar, la cual adquirié una tonalidad violeta azulada
al entrar en contacto con los andamios (ver Figura 3.20). Esto indica que en todas las muestras

se encontraron grupos amina libres capaces de reaccionar con la ninhidrina.

Figura 3.19. Solucién de ninhidrina.

Figura 3.20. indice de entrecruzamiento por ensayo de ninhidrina de los andamios. Viales con la
solucion de ninhidrina posterior a la reaccion con los grupos amina libres de los andamios
electrohilados. H1, andamio CLG. H2, andamio CLG-GTA. H6, andamio CLG-AH. H8, andamio
CLG-AH-GTA.

En la tabla 3.9 se presentan las 10 lecturas de absorbancia a 570 nm para todas las soluciones
de ninhidrina, después de reaccionar con los grupos amina libres de los andamios sin entrecruzar

y entrecruzados con GTA.
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Tabla 3.9. Absorbancia a 570 nm de las muestras durante el ensayo de ninhidrina.

entrecruzamiento (%)

Repeticiones CLG CLG-GTA CLG-AH CLG-AH-GTA

1 0.216 0.204 0.388 0.252

2 0.227 0.204 0.388 0.265

3 0.243 0.205 0.379 0.268

4 0.255 0.205 0.391 0.274

5 0.221 0.208 0.385 0.333

6 0.225 0.216 0.38 0.348

7 0.219 0.21 0.397 0.338

8 0.218 0.208 0.394 0.349

9 0.220 0.206 0.398 0.353

10 0.219 0.203 0.385 0.352
Promedio 0.2263 0.2069 0.3885 0.3132
Desviacion estandar 0.0127 0.0039 0.0066 0.0425
Grado de - 8.572 - 19.382

Se observa que ambas clases de andamios electrohilados presentan entrecruzamiento al estar
en contacto con el GTA por 1 h. Sin embargo, el andamio CLG-AH-GTA cuenta con un grado de
entrecruzamiento superior al 19%, mientras que el andamio CLG-GTA tiene uno de 8.57%. Esto
puede deberse a que, el andamio CLG-AH cuente con mayor disponibilidad de grupos amina

libres (proporcionados por el AH) capaces de reaccionar con el GTA durante el tratamiento

entrecruzante.

De igual forma, se hallé que si existe diferencia significativa entre las absorbancias promedio de

todas las muestras, considerando un analisis de varianza (ANOVA) de un factor, con un nivel de

significancia de 0.05.
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Conclusiones

Se extrajo CLG a partir de las escamas de huachinango (Lutjanus campechanus) teniendo un
rendimiento de extraccion del 1.32% con un contenido proteico del 13.6%, que corresponde a
CLG tipo I, como lo indico el FTIR-ATR y la electroforesis, aunque posiblemente con la
conformacion heterotrimérica a1(l)a2(l)a3(l), distinta a la variante comunmente estudiada.
Adicionalmente, los analisis térmicos mostraron que la CLG obtenida, exhibe una temperatura de
desnaturalizacion a 79.5 °C; y una degradacién térmica con 2 procesos piroliticos, después de

los cuales queda un residuo del 26.5% de la masa original.

Respecto al electrohilado, las mejores condiciones para obtener los andamios de CLG fueron un
gasto de 0.2 mL/h, un voltaje de 20 kV y una distancia de trabajo de 15 cm utilizando una solucién
de CLG en HFIP al 9% (m/v). Por otro lado, al adicionar AH, los andamios se obtuvieron con una
solucion de CLG:AH al 9.5% (m/v), con una relacién CLG:AH de 18:1, en una mezcla de HFIP y
acido férmico en proporcion 9:1 (v/v). Los parametros de trabajo para esa solucion fueron un

gasto de 0.3 mL/h, un voltaje de 21.45 kV y una distancia de trabajo de 13 cm.

Se obtuvieron andamios electrohilados de CLG-AH, con estructura fibrilar y con un diametro de
fibra de 2.650 + 0.639 ym, como lo confirma la microscopia 6ptica. La adicion de AH al andamio
promovid la formacion de globulos y perlas entre la microestructura, sin embargo, no indujo

cambios significativos en su estructura quimica, como lo indica el analisis de FTIR-ATR.

El grado de entrecruzamiento de los andamios CLG-AH-GTA y CLG-GTA fue de 19.38% y 8.57%,
respectivamente, indicando que la adicion de AH incrementa en un 10% el grado de
entrecruzamiento como lo indica el ensayo de ninhidrina. No obstante, el AH no modifica las
propiedades térmicas del andamio, puesto que éste cuenta con procesos de degradacion
similares, asi como con una temperatura de desnaturalizacion superior a la temperatura
fisioldgica.

La hipodtesis planteada en esta investigacion si se cumplié puesto que, con base en los resultados
se demuestra que las propiedades del andamio electrohilado con CLG de Lutjanus campechanus
y entrecruzado con GTA presentan modificaciones fisicoquimicas debidas a la presencia del AH

las cuales lo hacen apto para su potencial aplicacién en la ingenieria de tejidos.

50



Perspectivas

Una de las perspectivas a considerar para la caracterizacion de la CLG es implementar la tincion
con rojo de alizarina para determinar si la muestra contiene algun residuo mineral proveniente de
las escamas. De igual manera, seria interesante determinar el contenido de CLG mediante el
collagen assay kit (de Sigma Aldrich) o bien, utilizando un ensayo de hidroxiprolina. Asimismo, es
importante llevar a cabo una secuenciacion de proteina para determinar los aminoacidos que
constituyen a la CLG obtenida y de esta forma, cerciorarse si corresponde a una CLG tipo | con

el heterotrimero a1(l)a2(l)a3(l).

En cuanto a la caracterizacion de los andamios electrohilados, es importante realizar una
microscopia electrénica de barrido (SEM) para observar a mayor detalle la microestructura de
éstos y determinar si hubo un cambio morfolégico debido al entrecruzamiento con GTA. También
es necesario llevar a cabo pruebas a tension y un analisis dinamico-mecanico (DMA) para medir
las propiedades mecanicas del material y con ello, determinar si cuenta con las caracteristicas
de un tejido blando. Un analisis por espectroscopia Raman o por resonancia magnética nuclear
del protén ("H-RMN), confirmarian la formacion de enlaces imina y por ende el entrecruzamiento
de CLG-AH, ya que es una técnica mas sensible y complementaria del FTIR. Aunado a esto, es
importante llevar a cabo pruebas de pérdida de masa, puesto que hay que saber el tiempo de

degradaciéon de estos andamios.

Sin embargo, la perspectiva mas importante para esta investigacion es la evaluacion de
biocompatibilidad de los andamios mediante pruebas de hemdalisis y ensayos de citotoxicidad in
vitro con fibroblastos para examinar el posible uso de dichas estructuras en la regeneracion
tisular. De igual manera, es necesario realizar un ensayo de cierre de herida utilizando este

material, para asi, evaluar su capacidad de cicatrizacion y regeneracion de tejidos.
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Anexo A. Efecto del solvente en el electrohilado
Antes de escoger el sistema presentado en la seccién 3.4, se probaron diversos sistemas de
solventes con el fin de obtener un electrohilado adecuado de las fibras compuestas por CLG
marina y AH.

Una de estas mezclas consisti6 en DMF y NaOH en una relacion de 1:4 (v/v), tal y como se
reporta en la literatura [12]. Como soluto se utilizé CLG y AH al 9.5% (m/v), con una relacion de
CLG:AH de 18:1. Sin embargo, dicho sistema carecia de la tensién superficial necesaria para
formar fibras electrohiladas. Debido a eso, se opté por invertir la relacion de solventes y se utilizé
una mezcla similar a la anterior, pero con DMF:NaOH a una relacién de 4:1 (v/v). En este caso,

la CLG precipit6 en el sistema y tampoco fue posible electrohilar.

Otro sistema utilizado fue considerando como solvente acido acético al 20% (v/v) y como soluto
una mezcla de CLG y AH similar a la anterior. Al igual que el sistema anterior, se noté que la
solucion no contaba con la tension superficial adecuada, puesto que dicha mezcla solo producia
gotas en la punta del electrohilado en vez de generar fibras. Esto pudo deberse a que para
electrohilar con acido acético, es necesario que este solvente esté con una concentracién de al
menos 25% (v/v). Es importante recalcar que, a menor concentracion de acido acético, se
requiere mayor concentracion de soluto para electrohilar. En la literatura se reporta que la acidez

de la solucién influye directamente en la formacion de fibras [74].

Por otro lado, igual se probé como sistema una mezcla formada por TFE y acido formico, en
relacién 7:3 (v/v), similar a la reportada en un estudio previo [5]. Sin embargo, a diferencia de lo
reportado en una investigacién reciente [75], el AH no logra disolverse en el TFE ya que este
polimero precipita al contacto inmediato con este solvente. De igual manera, se electrohilé una
solucion conformada por CLG al 9% en TFE a manera de comparacion. En la Figura A.1 se
muestran las estructuras macro y microscépicas de este andamio, mientras que en la Figura A.2
se presenta el espectro FTIR-ATR de dicha muestra. Los picos principales de este espectro se

presentan en la tabla A.1.
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Figura A.1. Estructuras macro y microscopicas del andamio CLG-TFE. (A) Estructura

microscoépica tomada con una distancia optica de 5.35 mm y campo claro. (B) Estructura
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Figura A.2. Espectro infrarrojo del andamio CLG-TFE.
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Tabla A.1. Tipos de enlace, picos reportados en la literatura y picos experimentales en el
espectro infrarrojo del andamio CLG-TFE [40, 60, 69, 70].

Pico CLG-TFE (cm™) | Pico segun la referencia (cm™) Tipo de enlace
3285 3200-3600 Estiramiento N-H (banda amida A)
3081 3030-3100 Estiramiento N-H (banda amida B)
2942 2930-2950 Estiramiento asimétrico C-H
2881, 2843 2850-2870 Estiramiento simétrico C-H
1636 1630-1660 Estiramiento C=0 (banda amida I)
Estiramiento C-N y Flexion N-H
1540 1535-1550
(banda amida II)
1452 1350-1480 Flexiéon C-H
1405 1375-1391 Deformacion simétrica C-Hs
1337 1310-1340 Meneo C-H;
Estiramiento C-N y deformacion
1240 1230-1270
N-H (banda amida Ill)
1154 1170 Flexion asimétrica C-O-C
1079 1075-1082 Vibracién C-O de grupos hidroxilo
Estiramiento C-N (para amina
1026 1022-1038

primaria)

Macroscépicamente hablando, el andamio CLG-TFE es mas delgado que el elaborado con HFIP,
aunque ambos presentan una coloracion y textura similares. Asimismo, se puede observar que
este andamio presenta un espectro infrarrojo parecido al andamio CLG (el cual se hizo usando
HFIP como solvente) ya que ambos tienen las bandas caracteristicas de la CLG. Sin embargo, a
diferencia de la muestra hecha con HFIP, este andamio tiene mayor absorbancia en el pico

caracteristico correspondiente a la banda amida A.

De igual manera, se prob6 una mezcla de HFIP y acido férmico, a una relaciéon de 7:3 (v/v) tal y
como se ha reportado previamente [5], usando como solutos CLG obtenida a partir de escamas
de Lutjanus campechanus y AH de Streptococcus equi (marca Sigma Aldrich, peso molecular
entre 1300 kDa y 2500 kDa, numero de catalogo 53747). No obstante, se encontré que los

andamios elaborados de esta forma carecen de buena estabilidad, ya que se degradan mas
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rapido a condiciones ambientales que los hechos cuando la relaciéon de HFIP y acido férmico es
de 9:1 (v/v).

Por todo lo anterior, es importante tener en cuenta el tipo de solvente a utilizar durante el
electrohilado, ya que dicho solvente debe ser capaz de disolver los solutos de interés, generando
al mismo tiempo, una solucién con una tensién superficial apropiada para obtener fibras. En caso
de que el solvente no sea compatible con los solutos, entonces habra que preparar una mezcla
de los primeros, considerando la afinidad existente entre cada solvente y soluto. Si todo lo anterior

no se cumple, entonces no se obtendran fibras electrohiladas.
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Anexo B. Parametros de electrohilado

A continuacion, se presenta la estandarizacion de los parametros de electrohilado para los

andamios CLG y CLG-AH. En la tabla B.1 se muestran las condiciones para el andamio CLG,

mientras que en la tabla B.2 se presentan dichas caracteristicas para el andamio CLG-AH.

Tabla B.1. Estandarizacion del electrohilado para el andamio CLG.

Voltaje (kV) Velocidad de flujo (mL/h) Distancia de trabajo (cm)
13 0.5 13
13 0.7 13
13 0.6 13
18 0.3 18
19 0.5 19
24 0.2 15

Como se observa en la tabla anterior, se probaron diversos voltajes (de 13 a 24 kV), velocidades

de flujo (de 0.2 a 0.7 mL/h) y distancias de trabajo (de 13 a 19 cm) durante la estandarizacion del

electrohilado del andamio CLG. Para ello, se consideraron valores reportados en un estudio local,

relacionado al electrohilado de gelatina porcina [59]. Durante estas pruebas se not6 que, a bajos

voltajes, la solucion no es capaz de formar fibras continuas. Por otro lado, a velocidades de flujo

elevadas, no hay un control adecuado del chorro de inyeccién y, por ende, aumenta la presencia

de cumulos entre las fibras. Esto también ocurre cuando la distancia de trabajo es elevada. No

obstante, si la distancia de trabajo es insuficiente, el chorro de inyeccién sale con mucha fuerza,

pudiendo ocasionar fisuras macroscopicas en el andamio.

Tabla B.2. Estandarizacién del electrohilado para el andamio CLG-AH

Voltaje (kV) Velocidad de flujo (mL/h) Distancia de trabajo (cm)
17 0.3 13
17 0.4 13
21.45 0.3 10
21.45 0.4 13
21.9 0.3 10
22.8 0.3 10
23 0.3 13
24 0.4 13
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24 0.3 13
25 0.3 13
25 0.4 13
26 0.3 13
26 0.4 13
27 0.3 13
27 0.3 13
28 0.3 13
29 0.3 13
29 0.4 13
29 0.5 13

En la tabla B.2, se aprecian los distintos voltajes (de 17 a 29 kV), velocidades de flujo (de 0.3 a
0.5 mL/h) y distancias de trabajo (de 10 a 13 cm) utilizados para estandarizar el electrohilado del
andamio CLG-AH. Se observa que el voltaje, la velocidad de flujo y la distancia de trabajo poseen

un comportamiento similar al de la estandarizacion del andamio CLG.

En ambos casos, se observa la variacion de los parametros de electrohilado, esto pudo deberse
a que las condiciones ambientales fueron distintas cada vez que se electrohild, por lo que en cada
sesién de electrohilado se deben hacer los ajustes necesarios al voltaje, velocidad de flujo y

distancia, hasta obtener un flujo continuo que genere fibras limpias y sin cumulos.
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Anexo C. Efecto del entrecruzante en el electrohilado
Antes de optar por entrecruzar con GTA al vapor en vacio, se propuso como tratamiento
entrecruzante una inmersién en una solucién etandlica de EDC 5 mM con NHS, a una relacion
molar de EDC:NHS de 1:1. Para ello, se puso en contacto el andamio CLG con dicha solucion
durante 1 h. Posterior a ello, se le dio un lavado por goteo con etanol al 96% (v/v) y con agua

destilada (igual por goteo). Finalmente, se dejo secar por 18 h.

En general, se encontré que el andamio se reduce a 1/9 de su area original, al mismo tiempo que
pierde la estructura fibrilar, caracteristica del electrohilado, adquiriendo asi, la apariencia de una
pelicula. Esto se debe a que posiblemente, ocurre un fendmeno de hinchazén al poner en
contacto el andamio con el etanol y el EDC-NHS, y como consecuencia, las fibras se contrajeron
y colapsaron [46]. En la Figura C.1 se presenta la macroestructura de este andamio, mientras
que en la Figura C.2 se muestra el espectro infrarrojo para dicha muestra. Sus bandas

caracteristicas se presentan en la tabla C.1.

Figura C.1. Macroestructura del andamio CLG-EDC-NHS
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Figura C.2. Espectro infrarrojo del andamio CLG-EDC-NHS.

Tabla C.1. Tipos de enlace, picos reportados en la literatura y picos experimentales en el
espectro infrarrojo del andamio CLG-EDC-NHS [40, 60, 69, 70].

Pico CLG-EDC-NHS Pico segun la referencia (cm™) Tipo de enlace
(cm™)
3273 3200-3600 Estiramiento N-H (banda amida A)

3089 3030-3100 Estiramiento N-H (banda amida B)
2925 2930-2950 Estiramiento asimétrico C-H
2884, 2852 2850-2870 Estiramiento simétrico C-H
1629 1630-1660 Estiramiento C=0 (banda amida I)
- s Estiramiento C-N y Flexion N-H

(banda amida II)
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1447 1350-1480 Flexion C-H

1403 1375-1391 Deformacion simétrica C-Hs
1335 1310-1340 Meneo C-H;
Estiramiento C-N y deformacién
1239 1230-1270
N-H (banda amida III)
1151 1170 Flexion asimétrica C-O-C
1079 1075-1082 Vibracién C-O de grupos hidroxilo
Estiramiento C-N (para amina
1023 1022-1038

primaria)

Se puede observar que este andamio presenta un espectro infrarrojo similar al del andamio CLG-
GTA, con las bandas caracteristicas para CLG, aunque el mecanismo de reaccién sea distinto,
ya que el EDC-NHS utiliza un entrecruzamiento de longitud cero [12]. Esto quiere decir que, a
diferencia del GTA, el EDC-NHS no se adhiere al material, sino que interactia con él, haciendo

reactivos los grupos amino y carboxilo disponibles para que reaccionen entre si.

Asimismo, se probd este sistema de entrecruzamiento con un andamio CLG-AH. No obstante, se
encontré que este andamio se vuelve demasiado delgado y quebradizo al tacto. En la Figura C.3
se observa esta muestra, mientras que su espectro infrarrojo queda plasmado en la Figura C.4 y
detallado en la tabla C.2.

Figura C.3. Macroestructura del andamio CLG-AH-EDC-NHS
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Figura C.4. Espectro infrarrojo del andamio CLG-AH-EDC-NHS.

Tabla C.2. Tipos de enlace, picos reportados en la literatura y picos experimentales en el
espectro infrarrojo del andamio CLG-AH-EDC-NHS [40, 60, 69, 70].

Pico CLG-AH-EDC- Pico segun la referencia (cm™) Tipo de enlace
NHS (cm™)
3275 3200-3600 Estiramiento N-H (banda amida A)
3074 3030-3100 Estiramiento N-H (banda amida B)
2933 2930-2950 Estiramiento asimétrico C-H
2879 2850-2870 Estiramiento simétrico C-H
1633 1630-1660 Estiramiento C=0 (banda amida I)
e RS Estiramiento C-N y Flexion N-H
(banda amida II)
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1455 1350-1480 Flexion C-H

1403 1375-1391 Deformacion simétrica C-Hs
1337 1310-1340 Meneo C-H:
Estiramiento C-N y deformacién
1283, 1237, 1202 1230-1270
N-H (banda amida III)
1154 1170 Flexion asimétrica C-O-C
1079 1075-1082 Vibracién C-O de grupos hidroxilo
Estiramiento C-N (para amina
1026 1022-1038

primaria)

En este caso, el espectro es parecido al del andamio CLG-AH-GTA, pero no cuenta con el pico
caracteristico a 1714 cm™, el cual podria estar relacionado a la formacion de enlaces imina. Esto

se debe a que el mecanismo de reaccién entre ambos tratamientos es distinto.

Es importante tener en cuenta el tipo de andamio a entrecruzar, ya que esto permitira decidir cual
reactivo sera el adecuado para dicho tratamiento quimico. En el caso de los andamios
electrohilados, es recomendable realizar un entrecruzamiento por vapor ya que, a diferencia de
los tratamientos a inmersién, el vapor del agente entrecruzante no provoca el colapso de las fibras

electrohiladas.
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Anexo D. Efecto de la fuente de AH
Para determinar si el tipo de AH tiene efecto en el electrohilado de los andamios, se hicieron
andamios CLG-AH utilizando AH extraido de gallo. En la Figura D.1 se muestran las estructuras
macro y microscopicas de este andamio, mientras que en la Figura D.2 se presenta el espectro

FTIR-ATR de dicha muestra. Los picos caracteristicos de esta muestra se reportan en la tabla
D.1.

Figura D.1. Estructuras macro y microscoépicas del andamio CLG-AH gallo. (A) Estructura
microscopica tomada con una distancia éptica de 5.35 mm utilizando el software CapturePro

v2.8.8.5. (B) Estructura macroscopica del andamio
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Figura D.2. Espectro infrarrojo del andamio CLG-AH gallo.

Tabla D.1. Tipos de enlace, picos reportados en la literatura y picos experimentales en el
espectro infrarrojo del andamio CLG-AH gallo [40, 60, 69, 70].

Pico CLG-AH gallo Pico segun la referencia (cm™') Tipo de enlace
(cm™)
3291 3200-3600 Estiramiento N-H (banda amida A)
3076 3030-3100 Estiramiento N-H (banda amida B)
2925 2930-2950 Estiramiento asimétrico C-H
- 2850-2870 Estiramiento simétrico C-H
1644 1630-1660 Estiramiento C=0 (banda amida I)
= R Estiramiento C-N y Flexion N-H
(banda amida II)
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1455 1350-1480 Flexion C-H

1410 1375-1391 Deformacion simétrica C-Hs
1337 1310-1340 Meneo C-H;
Estiramiento C-N y deformacién
1285 1230-1270
N-H (banda amida III)
1181, 1157 1170 Flexion asimétrica C-O-C
1081, 1100 1075-1082 Vibracion C-O de grupos hidroxilo
Estiramiento C-N (para amina
1029 1022-1038

primaria)

De lo anterior, se puede destacar que este andamio es micro y macroestructuralmente similar al
obtenido con AH comercial de Streptococcus equi (marca Sigma Aldrich, peso molecular entre
1300 kDa y 2500 kDa, numero de catalogo 53747). Incluso, el espectro infrarrojo es muy parecido.
Sin embargo, se optoé por usar AH comercial puesto que con éste pudieron obtenerse el doble de
andamios durante el mismo tiempo, es decir, el AH de Streptococcus equi optimiza la produccién

de andamios con respecto al AH extraido de gallo.
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