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RESUMEN

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo y estd compuesto por tres capas, la epidermis, la
dermis y la hipodermis; asi como por nervios y apéndices cutaneos. La pérdida de gran
parte de piel, ya sea relacionada con una enfermedad o lesion, no solo afecta la apariencia
del paciente, sino que también puede provocar una infeccion fatal e incluso causar la
muerte. Por lo tanto, la necesidad de sustitutos de la piel para la cicatrizacion de heridas ha
incrementado la ingenieria de tejidos de piel y promovido el desarrollo de andamios
biomiméticos para la piel. Un andamio ideal, utilizado para la ingenieria de tejidos de piel,
debe tener ciertas caracteristicas, por ejemplo presentar una excelente biocompatibilidad,
una microestructura apropiada para permitir la viabilidad celular, poseer biodegradabilidad
controlable, asi como propiedades mecanicas adecuadas.

La colagena ha sido ampliamente utilizada como andamio debido a su alta
biocompatibilidad, baja respuesta antigénica y altas propiedades directas de adhesion
celular. Se han identificado al menos 28 tipos diferentes de colagena, a la fecha. Cada tipo
difiere en la secuencia de aminoacidos, la estructura y funcion, pero todos los tipos de
coldgena constan de tres cadenas polipeptidicas entrelazadas que presentan el motivo de
repeticion Gly-XY, donde, por lo general, la X representa a la prolina y la Y a la
hidroxiprolina. La coldgena tipo I es una molécula ampliamente estudiada en el campo de
los biomateriales ya que es el tipo mas comun de colagena y es la principal proteina de todo
el tejido conjuntivo, tales como hueso, tendon, cartilago y la piel.

Sin embargo, los usos de la colagena como biomaterial para aplicaciones de ingenieria de
tejidos estan severamente limitados por su alta susceptibilidad a la degradacion enzimatica
in vivo y baja termoestabilidad. Como resultado de ello, es necesario mejorar la estabilidad
térmica, mecanica y enzimatica de la coldgena. Esto puede lograrse mediante el
entrecruzamiento quimico, el cual se logra, generalmente, con la introduccién de enlaces
covalentes en la estructura de coldgena utilizando una variedad de agentes. El
glutaraldehido se ha utilizado ampliamente como agente de entrecruzamiento, pero esta
asociado con efectos de citotoxicidad, reduccion de crecimiento celular in vitro e in vivo y,

a menudo, induce la mineralizacion en los tejidos. El entrecruzante 1-etil-3-(-3-



dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) es conocido por ser un agente suave y soluble en
agua; por lo tanto, se ha convertido en un reactivo de entrecruzamiento popular para las
proteinas. El entrecruzamiento con EDC activa grupos carboxilo del 4cido
glutamico/aspartico de la colagena, seguido por la aminolisis de un intermediario (O-
acilisourea) mediante los grupos amino de los residuos de hidroxilisina para inducir la
formacion de enlaces covalentes. El objetivo de este estudio fue desarrollar andamios de
colagena tipo I mejorando sus propiedades mediante el entrecruzamiento quimico con 1-
etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) para ser utilizados en ingenieria de
tejidos de piel. Los andamios de coldgena tipo I fueron entrecruzados con diferentes
concentraciones de EDC (0, 35, 45 y 55 mM) y se caracterizaron en términos de
morfologia, comportamiento térmico, estructura quimica, degradacion enzimatica.
Asimismo, el comportamiento bioldgico fue estudiado analizando la interaccion de
fibroblastos humanos con andamios entrecruzados mediante pruebas de viabilidad,
proliferacion y morfologia celular.

Se obtuvieron andamios altamente porosos con una estructura interconectada; los andamios
entrecruzados mostraron una menor degradacion enzimatica y una mayor estabilidad
térmica que el andamio de colagena sin entrecruzar. Las pruebas biologicas demostraron
que el tratamiento con EDC no es citotéxico y que los andamios siguen siendo

biocompatibles después del entrecruzamiento.

ABSTRACT

Skin is the largest organ of the body and it is composed of epidermis, dermis, and
hypodermis layers, appendages and a complex nerve and blood supply. Loss of large part of
skin, be it related to illness or injury, would not only affect the appearance of the patient,
but also leads to fatal infection and may even cause death. Thus, the necessity of skin
substitutes for wound healing has increased skin tissue engineering efforts and promoted
development of biomimetic skin scaffolds. An ideal scaffold used for skin tissue

engineering should present some characteristics such as an excellent biocompatibility,



appropriate microstructure (100200 um mean pore size and above 90% of porosity) to
permit cell viability, controllable biodegradability as well as suitable mechanical properties.
Collagen has been widely used as scaffold due to its high biocompatibility, low antigenic
response and high direct cell adhesion properties. At least 29 different types of collagen
have been identified. Each type differs in amino sequence, structure and function, but all
collagens consist of three intertwined polypeptide chains and present Gly-X-Y repeating
units, where X is usually proline and Y hydroxyproline groups. Type I collagen is a widely
studied molecule in biomaterials field because it is the most common type of collagen and
it is the major protein of all connective tissue, such as bone, tendon, cartilage and skin.

The use of collagen as a biomaterial for tissue engineering applications are, however,
severely limited by its lacks physicochemical and mechanical properties, such as high
susceptibility to enzymatic degradation in vivo and low thermostability. As a result, the
enhancement of thermal, mechanical and enzymatic stability of collagen is needed.

The most used crosslinking method is usually made by the introduction of covalent bonds
in collagen structure with a wide variety of agents. Glutaraldehyde has been extensively
used as crosslinker, but it is associated with cytotoxicity effects, reduced cellular ingrowth
in vitro and in vivo and, often, induced mineralization in tissues. 1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride (EDC) is known to be a mild and water-
soluble crosslinker, therefore, has become a popular crosslinking reagent for collagen. EDC
crosslinking method activates carboxyl groups of glutamic/aspartic acid residues of
collagen, followed by aminolysis of the O-acylisourea intermediate by the amino groups of
hydroxylysine residues to induce the formation of covalent amine bonds. The objective of
this study was to develop scaffolds of collagen enhanced its properties by chemical
crosslinking with 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride (EDC)
for skin tissue engineering. Collagen scaffolds were obtained by changing crosslinking
conditions using different concentrations of EDC (0, 35, 45 and 55 mM). Obtained
crosslinked collagen scaffolds were characterized in terms of morphology, thermal
behavior, structure, enzymatic degradation, and also in terms of biological behavior (cell

viability, proliferation and morphology).
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INTRODUCCION

Las lesiones son fisuras en la estructura de la piel que pueden comprometer su funcion. Las
principales lesiones de la piel son las quemaduras; teniendo un alto indice de incidencia en
nifos. Otro tipo de lesion importante que se presenta en la piel son las llamadas heridas o
lesiones cronicas. Estas, son lesiones que no completan el proceso de curacion de la piel (es
decir, la restauracion tanto del tejido perdido como de la funcidn), dentro del intervalo de
tiempo esperado, aproximadamente 30 dias; que no responden a un tratamiento inicial o
que persisten después de aplicar el tratamiento pertinente. Las lesiones cronicas
representan un problema a nivel mundial. Ejemplos de este tipo de lesiones son las ulceras
por presion, Ulceras de pie diabético y Ulceras varicosas y, usualmente, estas lesiones son

tratadas mediante sustitutos cutaneos.

Los sustitutos cutaneos fueron desarrollados con el fin de ser aplicados en pacientes con
quemaduras, sin embargo, en la actualidad estos sustitutos se emplean en mayor porcentaje
en heridas cronicas que en quemaduras. Los sustitutos dérmicos también pueden ser

utilizados en el tratamiento de lesiones provocadas por trauma.

Estos sustitutos cutaneos son elaborados a partir de materiales sintéticos o naturales, con
diferentes técnicas de produccion. La coldgena tipo I es uno de los materiales naturales
mas utilizados como biomaterial debido a sus caracteristicas, ya que es biocompatible y
presenta una baja antigenicidad [1, 2]. Sin embargo, la proteina aislada no presenta las
propiedades fisicoquimicas y mecanicas necesarias para aplicaciones en ingenieria de
tejidos, ya que su tasa de degradacion enzimatica es muy alta y podria degradarse antes de
lograr la regeneracion del tejido [3]. Debido a lo anterior, es necesario mejorar las
caracteristicas fisicoquimicas de la colagena. El entrecruzamiento quimico es un método
utilizado para estabilizar proteinas; en ¢€l, se promueve la formaciéon de nuevos enlaces

amida, confiriendo resistencia a la degradacion enzimatica y térmica.
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El 1-etil-3-(-3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) es un agente entrecruzante que se
ha hecho popular debido a que pertenece a la categoria de entrecruzantes de longitud cero,
es decir, que no forma parte del producto final. Esto se debe a que la traza quimica del EDC
no queda integrado en la proteina después del entrecruzamiento; asimismo, se espera que el
tratamiento con este reactivo no modifique las excelentes caracteristicas biologicas de la

colagena tipo I [4].

Por lo anterior, este trabajo plantea la elaboracion de andamios de coldgena tipo I
entrecruzada con distintas concentraciones de EDC. Estas concentraciones (0, 35, 45 y 55
mM) se definen tomando en cuenta trabajos previos, en los cuales se plantea el uso de EDC
a una concentracion de 50 mM [5, 6]; tratando asi de obtener un panorama mas amplio
sobre el comportamiento de este entrecruzante. Se desarrolla la metodologia experimental
propuesta para obtener andamios de coldgena biocompatibles y con propiedades
fisicoquimicas reforzadas, asi como la caracterizacion tanto fisicoquimica como biologica
de los andamios obtenidos, con el fin de analizar su comportamiento general como sustituto

cutaneo.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y
JUSTIFICACION

Planteamiento del problema

La pérdida de integridad de la piel por lesiones es un grave problema de nivel mundial. Las
lesiones mas comunes de la piel son las quemaduras, las ulceras (por presion, de pie
diabético) y los traumas; siendo las quemaduras las mas frecuentes. Estas lesiones han sido
tratadas mediante injertos de piel, debido a que estos son el “gold standard” cuando las
lesiones son pequefias. Sin embargo, a pesar de ser clinicamente utiles, los injertos cutaneos
presentan algunas limitaciones incluyendo la disponibilidad de la zona donante,

especialmente en casos de gran pérdida de piel, el rechazo inmune a injertos de piel
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alogénicos, dolor, lenta recuperacion asi como infecciones. Debido a esto, en los tltimos
anos, se han desarrollado sustitutos de piel, que puedan reparar las lesiones de piel sin la

necesidad de utilizar un injerto “natural” [7].

Estos sustitutos cutdneos pueden ser fabricados mediante la ingenieria de tejidos; la cual
consiste en combinar materiales sintéticos y biologicos con células cultivadas in vitro para
generar tejidos funcionales [8]. Estos materiales han mostrado buenos resultados, son
embargo, tienen la desventaja de no ser econdmicamente accesibles, dado que hasta ahora

en México la produccidon de biomateriales es incipiente y es necesario importarlos [9].

Justificacion

La colagena tipo I es uno de los biomateriales mas utilizados debido a sus caracteristicas,
ya que es biocompatible y presenta una baja antigenicidad [3, 10], sin embargo, la proteina
aislada presenta una alta tasa de degradacion enzimatica, la cual hace ineficiente su
aplicacion. Una alternativa para esto, es la modificacion quimica de la proteina mediante
reacciones de entrecruzamientos intermoleculares covalentes, empleando para ello
moléculas biocompatibles apropiadas, lo cual provee de estabilidad biologica, que se
traduce en una mayor resistencia a la degradacion.

Es deseable utilizar un entrecruzante que induzca el entrecruzamiento natural en la
colagena y que quede fuera de la proteina después del procedimiento. La 1-etil-3-(-3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) es un agente entrecruzante de longitud cero, es
decir, que no forma parte del producto final, lo cual facilita la conjugacion directa del acido

carboxilo al grupo amina presentes en todas las proteinas [11, 12].

Sin embargo, a pesar de las buenas caracteristicas que presentan las carbodiimidas, en
especial el EDC; varios autores ponen en duda la biocompatibilidad de estos agentes [13,
14]. Asi pues, es necesario definir el efecto del EDC sobre la coldgena y su

comportamiento bioldgico.



Por lo anterior, este trabajo plantea la elaboracion de andamios de colagena tipo I
entrecruzada con distintas concentraciones de EDC para ser caracterizados fisico-quimica,
mecanica y biolégicamente y asi evaluar su posible aplicacion como sustituto cutaneo. Con
los resultados obtenidos de esta investigacion se espera dar un aporte significativo en el
problema de reemplazo y regeneracion de piel, asi como un avance en la produccion de

biomateriales en México.

OBIJETIVOS
Objetivo general

El objetivo fundamental de este trabajo es obtener andamios con base en coldgena tipo I
entrecruzados con EDC a diferentes concentraciones, evaluar su biocompatibilidad y su

comportamiento fisicoquimico para su posible aplicaciéon como sustituto cutaneo.

Objetivos particulares

O Caracterizar morfologicamente a los andamios entrecruzados mediante microscopia
electronica de barrido.

O Mediante espectroscopia infrarroja, examinar los cambios en los enlaces moleculares
de los andamios al ser entrecruzados.

O Evaluar la estabilidad térmica de los andamios mediante Calorimetria Diferencial de
Barrido.

O Analizar la velocidad de degradacion de los andamios de colagena entrecruzados con
EDC a diferentes concentraciones.

O Determinar la capacidad de absorcion de agua de los andamios de colagena
entrecruzados con diferentes concentraciones de EDC.

O Analizar la biocompatibilidad de los andamios evaluando viabilidad, proliferacion y

adhesion celular, empleando cultivos celulares de fibroblastos humanos.
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CAPITULO 1

MARCO TEORICO

1.1 PIEL

La piel es el 6rgano mas grande del cuerpo, representando aproximadamente una sexta
parte del peso total del cuerpo de un adulto. La superficie externa de la piel consiste en la
epidermis, la cual se encuentra apoyada en la dermis y la hipodermis, y es alimentada por
las mismas ( ). La piel tiene una gran variedad de anexos o apéndices,
principalmente el cabello, las glandulas sebaceas y sudoriparas, los cuales tienen como
caracteristica comun, el residir en la dermis y salir por el estrato cérneo, el cual representa
la superficie mas externa de la piel.

Unidad
Apocrina

. Conducto
excretor

Epidermis-

(/| Glandula | Glandula
) en espiral Sudoripara

Papilar -

Unidad
Dermis Ecrina
. Conducto
Reticular 4 excretor -
Glandula Sebacea —— | Gléndl.lla
en espiral

Musculo erector ——

de pelo Vasculatura
Pelo — dérmica
Hipodermis - aN Plexo

Terminacion del ——

Superficial

corpusculo de Pacini

Plexo
Inferior

Corte transversal de la piel. La piel esta constituida principalmente por la epidermis, la dermis y la
hipodermis, asi como por anexos cutancos como por ejemplo foliculos pilosos, glandulas sebaceas y
sudoriparas. Imagen modificada de [15].

MARIA LUISA DEL PRADO AUDELO 17



Sus funciones principales son: proteccion contra factores externos; sensacion de presion,
dolor y temperatura; termorregulacion del cuerpo mediante el cambio de circulacién

sanguinea y evaporacion de sudor; asi como funciones metabolicas [16].

Siendo el 6rgano mas grande del cuerpo, la piel es la principal barrera fisica que hace frente
a los patogenos. Esta barrera defensiva representada por la epidermis, también mantiene un
pH acido, dificultando de proliferacion de microorganismos sobre la superficie de la piel,
ademas de producir sustancias quimicas microbicidas. Cuando algiin patdogeno logra cruzar
la barrera de la epidermis, se produce una respuesta inmune dentro de la dermis; debido a
esto la piel es considerada parte integral del sistema inmunitario [17]. Dentro de la dermis,
las bacterias, virus y los pardsitos que han penetrado la barrera de la epidermis, son
enfrentados de inmediato por macrofagos (células del sistema inmune) equipados con
receptores de superficie que pueden unirse a muchos tipos de patdgeno y fagocitarlos. Esto,
a su vez, lleva a una respuesta inflamatoria (Seccion 1.1.1), que causa la acumulacion de
neutréfilos y macréfagos fagociticos en el sitio de la infeccion, que ingieren a los

microorganismos invasores y los destruyen [17, 18].

A continuacion, se describiran las caracteristicas principales de las capas formadoras de la

piel, asi como de los apéndices cutaneos.

Epidermis

La epidermis es la capa mas externa de la piel y estd compuesta por varias poblaciones
celulares, como los melanocitos, las células de Langerhans y células de Merkel; sin
embargo, los queratinocitos son el tipo celular que predomina en esta capa. La epidermis es
comunmente dividida en cuatro capas, dependiendo de la morfologia y posicién de los
queratinocitos, asi como su diferenciacion hacia corneocitos. Dichas capas son, la capa de
células basales (estrato germinativo), la capa de células escamosas (estrato escamoso), la
capa de células granulosas (estrato granuloso) y la capa de corneocitos (estrato corneo).

Existe un quinto estrato ubicado entre el estrato corneo y el estrato granuloso denominado



estrato lucido; sin embargo, esta capa so6lo estd presente en la denominada piel gruesa; es

decir, en las palmas de las manos, las yemas de los dedos y las plantas de los pies.

La interface entre la epidermis y la dermis estd formada por una membrana basal porosa
que permite el intercambio de células y fluidos, ademas de mantener unidas a las dos capas
[15]. Los queratinocitos basales (estrato germinativo) constituyen el componente mas
importante de esta union dérmica-epidérmica; los fibroblastos dérmicos también estan

involucrados, pero en menor grado.

La composicion de la membrana basal, también llamada ldmina basal, varia de un tejido a
otro, sin embargo, la mayoria de las laminas basales maduras contienen colagena tipo 1V,
perlecano (proteoglicano de heparan sulfato) laminina y entactina (glicoproteinas). La
epidermis no posee un suministro de sangre intrinseco, pero es nutrida a través de la

membrana basal mediante difusion desde la dermis [19].

Dermis

La dermis constituye la mayor parte de la piel y le proporciona flexibilidad, elasticidad y
resistencia a la tension. Es un tejido conjuntivo constituido por fibras, filamentos y tejido
conectivo amorfo; alberga nervios, redes vasculares, apéndices cutaneos, fibroblastos
(poblacion celular mayoritaria), macréfagos y mastocitos. Otras células como linfocitos,
células plasmadticas y leucocitos en general (abundantes en sangre, pero que no en tejidos
sanos normales), pueden encontrarse en la dermis en respuesta a varios estimulos, como por
ejemplo la presencia de patogenos en la dermis, que desencadenan la respuesta inmune
[20].

Los fibroblastos, el componente celular mayoritario de la dermis, derivan de la mesénquima
y son células basofilas, grandes, aplanadas; con numerosas prolongaciones que se extienden
entre haces de fibras extracelulares que la misma célula sintetiza. Estructuralmente, los
fibroblastos exhiben un reticulo endoplasmatico abundante y un prominente aparato de
Golgi, asociado con la sintesis de moléculas de matriz extracelular como colagenas,

proteoglicanos y fibronectina. Asimismo, secretan metaloproteinasas de matriz, tales como



colagenasas y sus inhibidores naturales. La sintesis de matriz extracelular combinada con el
balance entre sus proteasas y sus inhibidores, regula las propiedades mecanicas de la dermis
y la remodelacion de la matriz extracelular de la misma.

Dentro de la dermis, se pueden identificar dos regiones o capas: la papilar y la reticular.
Esta distincion esta basada, en gran parte, en las diferencias en la organizacion del tejido

conectivo, la densidad celular y la vasculatura presentes en dichas regiones.

La dermis papilar es un tejido conjuntivo laxo formado por finas fibrillas de coldgena y
fibras elasticas. Las caracteristicas de la dermis papilar permiten a la piel adaptarse a la
tension mecanica. En esta region existe una alta densidad de células fibroblasticas que
proliferan rapidamente, presentan una alta actividad metabolica y sintetizan diferentes
especies de proteoglicanos [21]. En esta capa se encuentran invaginaciones de la epidermis
hacia la dermis, formandose asi papilas dérmicas [21, 22]. La dermis reticular esta
compuesta principalmente de fibrillas de colagena de gran diametro organizadas en grandes
haces de fibras interconectadas. Fibras eldsticas maduras forman una superestructura
alrededor de los haces de coldgena. Estos dos tipos de fibras, al estar integrados, proveen a
la dermis propiedades de fuerza y resiliencia mecénica [21, 23]. Las fibras elasticas y los
haces de colagena de la dermis reticular incrementan en tamafio progresivamente hacia la

hipodermis.

La vasculatura de la dermis estd formada por dos plexos: el subpapilar o plexo superficial,
compuesto por vénulas postcapilares encontradas en la union de la dermis papilar y
reticular; y el plexo inferior situado en la interface de la dermis y el tejido subcutaneo
(hipodermis). Las papilas dérmicas son suministradas por los capilares, y las arteriolas y
vénulas del plexo superficial. El plexo profundo es suministrado por vasos sanguineos mas

grandes y se torna mas complejo en los alrededores de las estructuras anexas.

Hipodermis

El tejido de la hipodermis proporciona aislamiento térmico al cuerpo, sirve como una

reserva de energia, amortigua y protege al cuerpo, ademés de permitir su movilidad sobre



estructuras adyacentes. El limite entre la dermis reticular y la hipodermis es una transicion
abrupta de un tejido conjuntivo dérmico predominantemente fibroso a un tejido subcutaneo
fundamentalmente adiposo. Los adipocitos forman la masa principal de células de la

hipodermis [24].

Anexos cutaneos

Los anexos o anejos cutdneos se encuentran contenidos en la dermis y abarcan las

siguientes estructuras: foliculos pilosos, glandulas sebaceas y glandulas sudoriparas.

e Foliculos pilosos: son estructuras constituidas por células queratinizadas que
aparecen en los cortes de la piel como invaginaciones de la epidermis que penetran
mas o menos profundamente en la dermis. Los foliculos constituyen junto a las
glandulas sebaceas la unidad pilosebacea, que es propia de los mamiferos y
recubren toda la piel con excepcion de las regiones palmoplantares. El pelo cumple
una funcion protectora y sensorial [25].

¢ Glandulas Sudoriparas: producen secrecion acida (pH 5), que a modo de defensa
limita el crecimiento bacteriano en la piel. Existen dos tipos: las ecrinas y las
apocrinas. Las primeras son las mas numerosas, se estimulan con el calor y se
distribuyen por toda la superficie corporal (entre 2 y 5 millones). Su funcion es la
regulacion del equilibrio térmico del organismo. Las apocrinas son sensibles a los
estados emocionales y cambios hormonales, se ubican selectivamente en axilas,
mamas y zona anoperineogenital. A diferencia de las glandulas ecrinas, estas no
salen directamente a la superficie de la piel. Por el contrario, el ducto intraepitelial
abre dentro del foliculo polisebaceo.

e (Glandulas Sebaceas: son formaciones en forma de racimo, ubicadas junto al foliculo
piloso en el cual desembocan y vierten su secrecion (el sebo, constituido por la
acumulacion de lipidos y restos celulares). La funcion de este compuesto es lubricar
la piel, formando con la secrecion sudoripara una excelente emulsion.
También tiene efecto en la absorcion y pérdida de agua, y al mantener un pH acido,

actia como antifungico y antibacteriano. Estas glandulas estdn especialmente



desarrolladas y ubicadas en el cuero cabelludo, cara (nariz, frente, menton), linea

media del pecho y espalda, conducto auditivo externo y area anoperineogenital.

1.1.1 LESIONES DE LA PIEL

La pérdida de integridad de grandes porciones de piel, debida a lesiones, enfermedades, o
traumas, puede provocar una discapacidad significativa e incluso la muerte. Las heridas o
lesiones son rupturas en la estructura de la piel que comprometen su funcion. Las lesiones
superficiales, tales como abrasiones, afectan principalmente la epidermis y curan
rdpidamente mediante el crecimiento de nuevos queratinocitos para cubrir el dafio. Las
lesiones de espesor parcial involucran tanto a la epidermis como a la dermis, y requieren de
una curacion mas extensa, sobre todo si la herida es grande. Lesiones de espesor total
implican la penetracion a través de la epidermis y la dermis hasta llegar al tejido adiposo y
en algunos casos hasta musculo y hueso [26].

Las lesiones de piel mas comunes incluyen a las quemaduras, las ulceras de pie diabético,

vasculares y de presion; ademas de lesiones por trauma.

Cicatrizacion de heridas

El proceso de curacion o cicatrizacion de una herida o lesion comienza inmediatamente
después de la lesion y se divide en tres fases o etapas, la fase inflamatoria, la fase
proliferativa y la fase de remodelacion.

La primera es la fase inflamatoria, la cual comienza tras el dafo tisular, es en la que se
prepara el ambiente para la cicatrizacion. Esta fase se divide dos etapas. En la primera etapa
sucede la hemostasia, la cual es la respuesta inicial de los tejidos hacia un trauma. La
hemostasia comienza con una vasoconstriccion breve para iniciar el proceso coagulatorio.
Después de esto, los capilares, cercanos a la herida, se dilatan y aumenta su permeabilidad
para permitir que proteinas de suero y globulos blancos lleguen al area afectada y comience

asi el proceso de curacion. La etapa celular es en la que se ve involucrada la migracion de



glébulos blancos fagociticos hacia la herida con el fin de eliminar microorganismos

invasores y tejido muerto. La fase inflamatoria dura entre 2 y 5 dias [26, 27].

Los fibroblastos aparecen en la herida entre el 2do o 3er dia y esto marca el comienzo de la
fase proliferativa, la cual dura aproximadamente 3 semanas. El objetivo principal de esta
fase consiste en la generacion de tejido nuevo (tejido de granulacidon) para llenar el espacio
de la herida. Los fibroblastos comienzan a proliferar y a sintetizar proteinas de matriz
extracelular y liberar factores de crecimiento que estimulan la angiogénesis, para formar el
tejido de granulacion, el cual sirve como base para la formacion de tejido a cicatrizar. El
tejido de granulacion es un tejido débil y que sangra con facilidad debido a los numerosos
brotes capilares formados recientemente. La reepitelizacion del tejido ocurre durante esta
fase; las células epiteliales (queratinocitos) proliferan y migran a través del tejido de
granulacion. Las nuevas células epiteliales actian como una barrera hacia las bacterias y

hacia la pérdida de agua [28].

Después de tres semanas tras la lesion, la sintesis y degradacion de coldgena se encuentran
en homeostasis, y la fase de remodelacion comienza. El nuevo tejido formado en la herida
incrementa progresivamente su resistencia a la tension. Este proceso puede continuar
durante dos afios después de la lesion. Las lesiones mas comunes de la piel, se enlistan a

continuacion.

Quemaduras

Las lesiones térmicas pueden dafiar solamente a la epidermis, a la epidermis con una
porcion de la dermis o toda la piel e incluso extenderse hasta el musculo o hueso [29].
Segun su profundidad, pueden clasificarse en quemaduras de ler, 2do y 3er grado (

). Las quemaduras de ler grado, o superficiales, son aquellas en las que tan sélo se ve
afectada la epidermis. En las quemaduras de 2do grado, también llamadas dérmicas, el
agente quemante llega a afectar a la dermis. En funcidon de qué espesor de dermis lesione,
las quemaduras dérmicas pueden ser superficiales (espesor parcial) o profundas (espesor

total) [30, 31]. Las quemaduras de 3er grado o quemaduras subdérmicas son aquellas en las



que se ha destruido la totalidad del espesor de la piel. Caracteristicamente suelen ser

indoloras, pues se han destruido las terminaciones nerviosas de la piel [30].

Ampollas

Epidermis |~
7

Dermis 1

Hipodermis

Piel Normal Quemadaura Quemadaura Quemadaura
de ler grado de 2do grado de 3er grado
Dailo en la epidermis. Daflo en la epidermis

Epidermis y dermis
destruidas. Dafio en la
hipodermis.

y la dermis.

Clasificacion de quemaduras. Las quemaduras pueden clasificarse, segun el espesor del tejido
dafiado, en quemaduras primarias, secundarias y terciarias. Imagen modificada de [15].

Las lesiones que se extienden hasta la dermis profunda e incluso hasta la hipodermis,
necesitan tratamientos mas complejos; esto debido a la falta de queratinocitos en la
superficie lesionada puesto que la epidermis y la dermis se encuentran ausentes y los
anexos cutdneos son destruidos. El objetivo principal de los tratamientos para este tipo de
quemaduras, es el reemplazo de la piel lesionada por piel sana o algin sustituto lo mas

rapidamente posible [32].

Heridas cronicas

Las heridas cronicas se definen como heridas que han fallado en el proceso reparativo, ya
que no obtienen la integridad funcional ni anatoémica después de un periodo de 3 meses
[33]. Las tlceras de pie diabético, las ulceras por presion y las tlceras de extremidad

inferior son las heridas cronicas mayormente tratadas mediante sustitutos cutaneos.

MARIA LUISA DEL PRADO AUDELO MARCO TEORICO|24



Ulceras de pie diabético

La ulcera de pie diabético (UPD) se define como una ‘“herida de espesor completo por
debajo del tobillo en un paciente diabético, independientemente de su duracion”. Las
ulceras en el pie se desarrollan como resultado de una neuropatia o de una arteriopatia
periférica, ya sea de forma aislada o en combinacion, y dan lugar a la clasificacion de pie

neuropatico, pie isquémico o pie neuroisquémico [26, 34].

Ulceras por presion

Las tulceras por presion (UPP) son lesiones producidas por tension sobre la piel al
permanecer largos periodos en una sola posicion [35]. Presiones prolongadas provocan
isquemia, la cual conduce a la necrosis del tejido que normalmente ocurre en el tejido mas
cercano al hueso. La muerte de células isquémicas produce inflamacion, lo que resulta en
coagulacion de sangre, agregacion plaquetaria y acumulacion de células inflamatorias.
Pacientes que se encuentran en sillas de ruedas o postrados en cama se encuentran en un
mayor riesgo de presentar Ulceras por presion. Otros factores de riesgo son: la edad
avanzada, la friccion, la disminucion de la precepcion sensorial, la mala nutricién y la

constante y excesiva exposicion a la humedad [26].

Las UPP son clasificadas en estadios en funcion del tejido dafiado. En el estadio I la piel se
encuantra intacta pero con enrojecimiento. En el estadio II se presenta pérdida del espesor
parcial de la dermis; la ulcera esta abierta y es poco profunda. El estadio III se distingue por
la pérdida del tejido adiposo, es decir es una lesion de espesor total. En el estadio IV la

pérdida de tejido se extiende hasta el mtisculo, tendén o hueso [26, 36].

Ulceras de extremidad inferior

Las tlceras vasculares son el resultado de insuficiencia cronica venosa o arterial. Las
ulceras venosas se manifiestan en el contexto de la insuficiencia venosa cronica y las

ulceras arteriales las que lo hacen en el curso de la isquemia de la extremidad [37].



La tulcera venosa se define como la pérdida de la integridad cutdnea debida a una
incompetencia del sistema venoso [26, 37]; la tlcera arterial o isquémica (UI) es una lesién
en la que aparece una pérdida de sustancia que afecta a la epidermis desde tejidos mas
profundos, cuyo origen es la isquemia arterial. Son causadas por la restriccion del flujo
sanguineo en una arteria, resultando en isquemia y desarrolldndose asi una tlcera. El tejido

necrético con poco exudado es comun en este tipo de ulceras [28, 33].

Trauma

En ocasiones, en lesiones causadas por un trauma (como pueden ser un accidente, tejido
necroético debido a la mala cicatrizacion de alguna herida, laceracion del tejido, entre otras)

es necesario aplicar sustitutos cutdneos para lograr la cicatrizacion de la herida.

En general, las lesiones de espesor parcial en adelante, que sobrepasan el centimetro
cuadrado de extension no pueden cicatrizar de manera natural, esto debido que los
queratinocitos y fibroblastos de los bordes no llegan a encontrarse. Para esto es necesario

aplicar sustitutos cutdneos que promuevan la cicatrizacion.

1.2 SUSTITUTOS CUTANEOS

La aplicacion de injertos de piel, es el método mas utilizado, debido a que con ellos se
puede cubrir el tejido expuesto, para asi controlar la pérdida de fluidos y calor, ademas de
evitar infecciones. Los injertos de tejido autdlogo son obtenidos mediante técnicas
invasivas y dolorosas, ademas, a menudo, la extension de piel danada es demasiado grande
para ser cubierta por este tipo de injertos [27].

Los sustitutos cutaneos fueron desarrollados como una alternativa a las injertos autdlogos,
especialmente para pacientes con quemaduras. Sin embargo, hoy en dia, los sustitutos
cutaneos son mayormente utilizados en heridas cronicas que en quemaduras.

Existen varias técnicas para obtener sustitutos cutaneos, ya sea de fuentes naturales o

sintéticas; la fabricacion o desarrollo de estos sustitutos estd basado en la ingenieria de



tejidos, la cual es una alternativa para la creacion de sustitutos que actien como barrera
para evitar la pérdida de fluidos vitales y evitar las infecciones, ayudando en el tratamiento

de esas lesiones.

1.2.1 INGENIERIA DE TEJIDOS

La ingenieria de tejidos o tisular fue definida en 1988 como la aplicacion de los principios y
métodos de la ingenieria y las ciencias de la vida hacia el entendimiento fundamental de la
relacion entre la estructura y la funcién en tejidos normales y patologicos, asi como el
desarrollo de sustitutos biologicos que reparen, mantengan o mejoren la funcion del tejido
[23]. La ingenieria de tejidos nace como respuesta a los problemas que presentan las
terapias de reparacion y regeneracion de tejidos que se utilizan actualmente y su objetivo
principal es reparar, reemplazar, mantener o aumentar la funcion de un tejido u 6rgano en
particular [38]. Esto se logra mediante la aplicacion de la triada de la ingenieria de tejidos,
la cual consta de una combinacion de células depositadas en una matriz o andamio guiadas
por moléculas bioactivas [39]. Sobre la base de la triada, la estrategia mas comun utilizada
por investigadores en el area consiste en la extraccion de una pequefa biopsia de tejido
autologo, del cual, se aislan células para ser expandidas in vitro. Estas células son
posteriormente sembradas en una matriz tridimensional, llamada andamio, y sometidas a un
estimulo quimico ejercido por las moléculas bioactivas que provocan respuestas celulares
especificas, con la finalidad de acelerar la produccion de un implante eficiente [40].

Sin embargo, algunos autores exponen que el factor crucial para el desarrollo de sustitutos
bioldgicos, en especial en la ingenieria de tejidos de piel, es el andamio a utilizar, aunque

en conjunto los elementos de la triada son esenciales [41].

Un andamio tridimensional utilizado para ingenieria de tejidos puede ser considerado como
una matriz extracelular artificial u andloga. Es necesario tener en cuenta, que la matriz
extracelular, ademds de contribuir a la integridad mecanica, tiene funciones importantes de
sefalizacion y regulacion en el desarrollo, mantenimiento y regeneracion de tejidos, asi que
los andamios deben servir como un molde para la infiltracion del huésped y como un

soporte fisico que guie a las células hacia la diferenciacion y proliferacion. Los andamios



pueden ser naturales, sintéticos o ser una combinaciéon de ambos, pero debe tenerse en
cuenta que la estructura del material debe tener la capacidad de promover y restaurar la

funcioén del tejido o de todo el organo [42].

Un andamio ideal utilizado en ingenieria de tejidos de piel debe presentar una excelente
biocompatibilidad; una microestructura adecuada, en la cual se presente un tamano de poro
entre 100 y 200 nm y una porosidad por encima del 90%; una biodegradabilidad
controlable y un adecuado comportamiento mecanico [43]. Ademads, debe ser seguro, de
facil aplicacion, el material topico debe promover la curacion y conducir a una
recuperacion estética y funcional. Debe presentar propiedades fisicoquimicas adecuadas,
para lograr proteger los tejidos circundantes, controlar las infecciones, prevenir el calor y la

pérdida de fluidos, asi como no presentar inmunogenicidad [44-46].

Los sustitutos cutdneos pueden ser temporales o permanentes y pueden estar compuestos
por materiales naturales o sintéticos. Los sustitutos cutdneos temporales pueden ser
bioldgicos o sintéticos, y son comunmente colocados en el lecho de la herida, de manera
provisional, mientras se espera por un sustituto cutdneo permanente. Por otro lado, los
sustitutos permanentes, son quirdrgicamente fijados y se incorporan a la piel del paciente,

usualmente son una combinacion de materiales bioldgicos y sintéticos.

Es imperativo que cualquier andamio o matriz obtenido a partir de la bioingenieria sea, no
solamente quimica y biologicamente estable, sino también econdémico. Por esta razon, es

necesario realizar una buena eleccion en el tipo de material a usar.

La coldgena es uno de los materiales mas prometedores en la ingenieria de tejidos,
especialmente en la de piel, ya que puede ser extraida de infinidad de tejidos (incluso de
tejidos de desecho, como lo son los tendones bovinos), sirve como un sustrato natural para
la proliferacion y la adhesion celular, ademas de presentar una excelente biocompatibilidad

y biodegrabilidad. En la siguiente seccion se detallaran las caracteristicas de la coldgena.



1.3 COLAGENA

La colagena es una proteina estructural abundante en vertebrados. En humanos, comprende
un tercio del total de proteinas, representa tres cuartos del peso en seco de la piel y es el
componente predominante del tejido conectivo de tendones, cartilagos, matriz dsea, cornea

del ojo y de la piel, principalmente en la dermis [47, 48].

El término “coldgena” es usado como un término genérico para abarcar a una gran familia
de distintas proteinas, cada una con estructuras, funciones y distribucion en tejidos en la
matriz extracelular especificos [49]. Veintiocho tipos de colagena genéticamente distintas
han sido identificados [50]. Cada tipo esta constituido por un conjunto de tres cadenas
polipeptidicas a (1000 aminodcidos por cadena), cada una de las cuales es una hélice
levogira, agrupadas en una estructura helicoidal dextrégira con tres residuos de

aminoacidos por vuelta; presentado asi un arreglo tipo cuerda [51].

La composicion de aminoacidos de las colagenas es caracteristica de estas proteinas: glicina
33%, prolina 12-20%, 4-hidroxiprolina 10% y 5-hidroxilisina en menor proporcion;
generalmente, aunque no en todos los casos, carece de cisteina.

Las tres cadenas a que constituyen a las colagenas se caracterizan por la presencia de
repeticiones del triplete Gly-X-Y, donde X es frecuentemente prolina y Y es

frecuentemente 4-hidroxiprolina [51].

La nomenclatura de los tipos de colagena se basa en la estructura de los dominios
homoélogos y son asignados numeros romanos del [-XXVIII basandose en el orden
cronoldgico de descubrimiento. Las colagenas mas abundantes son la coldgena tipo I
(tenddén, dermis, hueso), la colagena tipo II (cartilago), la colagena tipo III (piel, vasos
sanguineos) y la colagena tipo IV (membrana basal). En la tabla 1 se enlistan los tipos de

colagena, su distribucion y su estructura molecular.



Tabla 1 Tipos de colagenas. [48]

Tipo Clase Composicion Distribucién
I Fibrilar al[I]02[1] Abundante y extensa: dermis, tendon, hueso,
ligamento
II Fibrilar al[ll]s Cartilago, meniscos, humor vitreo
1 Fibrilar al[I]; Piel, vasos sanguineos, intestino
v Formadora de al[IV]02[IV] Membranas basales
redes a3[IV]ad[IV]a5[IV]
a5[IV]2a6[1V]
v Fibrilar al[V]s Amplia: hueso, dermis, cornea, placenta
al[V]202[V]
al[V]a2[V]ae3[V]
VI Formadora de al[VI]a2[VI]a3[VI] Amplia: hueso, cartilago, cornea, dermis
redes al[VI]a2[VI]o4[VI]
VII Fibrillas de al[VII],e2[VII] Dermis, vejiga
anclaje
VIII Formadora de al[VII]; Amplia: dermis, cerebro, corazon, rifién, cartilago
redes a2[VIII];
al[VII], a2[VII]
IX FACIT ol [[X]a2[IX]e3[IX] Cartilago, cornea, humor vitreo
X Formadora de al[X]s Zona hipertrofia del cartilago
redes
XI Fibrilar al[XIJe2[XT]a3[XI] Cartilago, discos intervertebrales
X1 FACIT al[XII]; Dermis, tendon
XIII MACIT - Células endoteliales, dermis, ojo, corazéon




X1V FACIT al[XIV]; Amplia: hueso, dermis, cartilago

XV MULTIPLEXIN - Capilares, testiculos, rifion, corazon
XVI FACIT - Dermis, rifion
XVII MACIT al [ XVII]3 Hemidesmosomas en el epitelio
XvIl  MULTIPLEXIN - Membrana basal, higado
XIX FACIT - Membrana basal
XX FACIT - Cornea
XXI FACIT - Estomago, rifion
XXII FACIT - Uniones tisulares
XXIII MACIT - Corazon, retina
XXV Fibrilar - Hueso, cornea
XXV MACIT - Cerebro, corazén, testiculos
XXVI FACIT - Testiculos, ovarios
XXVII Fibrilar - Cartilago
XXVIII - - Dermis, nervio ciatico

“Abreviaturas: FACIT, colagenas asociadas a fibrillas con triples hélices interrumpidas; MACIT, coldgenas
asociadas a membrana con triples hélices interrumpidas;, MULTIPLEXIN, multiples dominios de triple hélice

e interrupciones. En todos los casos, por sus siglas en inglés.



Sintesis in vivo de colagena

Las colagenas son proteinas fibrilares de matriz extracelular, sintetizadas por fibroblastos y
responsables del mantenimiento de la integridad estructural de los vertebrados y muchos

otros organismos [52].

La lectura del ARN mensajero (ARNm) por los ribosomas del reticulo endoplasmatico
rugoso (RER) constituye la fase inicial de la sintesis. A continuacion, los polisomas se

encargan de ensamblar los aminoacidos para formar las cadenas polipeptidicas ( ).

Estas cadenas polipeptidicas, precursoras de las cadenas o (cadenas proalfa), llevan en sus
extremos amino-terminales secuencias suplementarias de aminodcidos conocidos como
péptidos sefial. Estos péptidos de sefial permiten la transferencia de la cadena pro-a al
lumen del RER. Las cadenas pro-a o preprocoldgena, sufren modificaciones post-
transduccionales en el lumen del RER, que consisten en la hidroxilacion de residuos de
prolina y lisina. La hidroxilacion se realiza por tres sistemas enzimaticos; dos actiian sobre
residuos de prolina (prolil 4-hidroxilasa y prolil 3-hidroxilasa), y el tercero sobre residuos
de lisina (lisil hidroxilasa). Estas enzimas actiian sobre residuos que ocupan una posicion
determinada en el triplete y cuando la cadena polipeptidica no esta formando triple hélice,
por lo que la hidroxilacién debe completarse antes de la formacion de dicha estructura [53,
54]. Los residuos de 4-hidroxiprolina son necesarios para el correcto ensamblaje de la
molécula de procolagena y para la estabilizacion de la triple hélice, ya que los grupos
hidroxilo de la hidroxiprolina forman enlaces de hidrégeno entre las cadenas a. La
hidroxilacion de la lisina es critica para la estabilizacion de estructuras macromoleculares,
ya que los residuos de hidroxilisina participan en la formacion de enlaces de
entrecruzamiento intra e intermoleculares.

Subsecuentemente, algunos de los residuos de hidroxilisina son glicosilados. Los hidratos
de carbono, principalmente galactosa y glucosilgalactosa, se unen a través de enlaces O-
glicosidicos a hidroxilisinas situadas en dominios que formaran parte de la triple hélice

[54].
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Sintesis de la colagena. La colagena es sintetizada por fibroblastos en el RER, posteriormente es
empaquetada en Golgi y es expulsada al medio extracelular, ya que es una proteina de MEC. En el medio
extracelular, se lleva a cabo la escision de los extremos N- y C-, para asi formarse las fibrillas de colagena
madura. Imagen modificada de [55].

Después de la translocacion polipeptidica, tres cadenas por- a se alinean y asocian de
manera no covalente a través de los extremos carboxilo-terminales. Esta asociacion es
estabilizada por puentes disulfuro. Posterior a la asociacidon, comienza la formacion de la
triple hélice desde el nucleo del C-terminal y es propagada hasta llegar al extremo N-
terminal. Las moléculas de procoldgena que han completado sus modificaciones y
ensamblaje, son transportadas al aparato de Golgi. En la cisterna de Golgi, las moléculas de

procoldgena son apiladas lateralmente y forman agregados.



Finalmente, los agregados de procolagena son secretados en el espacio extracelular, donde
se lleva a cabo la escision de los extremos N- y C-terminales bajo la accion de enzimas
(procolagena peptidasas), generando asi moléculas de tropocolagena. Tras la escision de los
propéptidos, las moléculas de tropocoldgena se auto ensamblan formando estructuras
fibrilares supramoleculares (fibrillas de coldgena), en las que cada molécula esta desplazada
cerca de un cuarto de su longitud sobre el eje de la fibrilla. Entre las moléculas de
tropocoldgena, se forman enlaces cruzados catalizados mediante la lisil oxidasa [54]. Las
fibrillas de colageno se unen para formar fibras y grupos de fibras de colagena se orientan

siguiendo el mismo eje para crear los haces de colagena.
Estructura de la colagena

Una fibra de coldgena esta constituida por pequefios filamentos unidos entre si, como si se

tratase de una cuerda ( ).
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Estructura de la colagena; es posible observar el arreglo fibrilar de la proteina. En este caso se
muestra la colagena tipo I. Imagen modificada de [56].

Fibras
Las fibras o haz de fibras de esta proteina resultan del alineamiento en paralelo de fibrillas

de colagena. Cada haz de fibras puede llegar a medir de entre 1-10 um de didmetro.



Fibrillas

La formacion de fibrillas en el espacio extracelular es un proceso de ensamblaje controlado
y estabilizado por los entrecruzamientos. Es un filamento delgado con un didmetro del
orden de 0.2 a 0.5 um. Las fibrillas de coldgena presentan estrias transversales
caracteristicas cada 67 nm, que reflejan el empaquetamiento escalonado y periddico de las

moléculas individuales de colagena en la fibrilla.

Microfibrillas

La estructura fibrilar méas pequefia es la microfibrilla, que se puede observar con un
microscopio electronico de barrido. Las microfibrillas estdn constituidas por 4 6 5
moléculas de colagena, cada molécula se encuentra alineada de forma escalonada respecto
a sus vecinas. Presentan un diametro aproximado de 50 nm. La interaccién de éstas es
fuerte y es Optima cuando estan desplazadas una respecto a la otra por una distancia de 67
nm [57]. El proceso de la formacion de las fibrillas a partir de las microfibrillas, esta
dirigido en parte, por la tendencia que presentan las moléculas de colagena a ensamblarse,
de ahi que un gran grupo de fibrillas terminen formando una fibra de colagena, la cual

resiste la traccion.

Tropocolagena

Cada microfibrilla de coldgena estd formada por una superposiciéon de moléculas de
colagena llamada tropocoldgena. La tropocoldgena, que es considerada la unidad
fundamental de la coldgena y que mide 300 nm de longitud, 1.5 nm de didmetro y tiene una
masa molecular aproximada de 300 kD [53]; estd formada por tres cadenas peptidicas
enrolladas entre si formando una superhélice dextrogira, denominadas cadenas. Como se
dijo anteriormente, la molécula de coldgena esta formada principalmente por glicina,
aproximadamente 33%, prolina 12%, hidroxiprolina 9%, asi como por lisina e hidroxilisina.
Es por ello que la secuencia de esta proteina estd formada principalmente por la unidad

repetitiva de Gly-X-Y.



Colagena como biomaterial

La colagena es frecuentemente elegida como el andamio por excelencia para implantes
biodegradables, esto debido a que, como se menciond anteriormente, es el componente
mayoritario del tejido conjuntivo ademas de que juega una gran variedad de roles en
diferentes tejidos [10, 58]. El hecho de que la coldgena presente una baja antigenicidad y
una alta biocompatibilidad, contribuye a su eleccion en la fabricacion de andamios con
aplicaciones biomédicas. Ademas de esto, la coldgena presenta una alta densidad de
secuencias RGD y otras secuencias funcionales en su estructura, dichas secuencias estan
intimamente ligadas a procesos de adhesion, proliferacion y diferenciacion celular [3, 10].
Su versatilidad y facilidad de manufactura, han permitido su fabricacion en numerosas
formas diferentes, como son, esponjas, peliculas, discos, diluciones inyectables, placas

oftalmicas, hidrogeles [10].

Lamentablemente, debido a los procesos de extraccion a los que es sometida, la colagena
presenta una baja estabilidad térmica y una baja tasa de resistencia a la degradacion
enzimatica. Esto representa un obstaculo en su aplicacion en ingenieria de tejidos.
Tradicionalmente, el componente estructural de los andamios utilizados en ingenieria de
tejidos, se habia sido visto solamente como un material que proveia una estructura
mecanica “pasiva’. Sin embargo, durante la ultima década se ha vuelto cada vez mas claro
que las fuerzas mecénicas solas pueden dirigir a las células y al fenotipo del tejido de
manera similar que estimulos biologicos. Algunos estudios han revelado que las células
usan un mecanismo activo de deteccion tactil para sentir y responder a la mecanica del
sustrato y que células troncales utilizan pistas a partir de esta deteccion mecéanica para
seleccionar vias de diferenciacion. La ultima observacion se complementa con el hecho,
demostrado con anterioridad, de que los fibroblastos dérmicos responden a la mecanica del
sustrato mediante la regulacion de los niveles de transcripcion de genes que eventualmente
dan paso a la sintesis de matriz extracelular y a su transformacion en miofibroblastos [29].

Teniendo en cuenta la importancia tanto de las propiedades fisicoquimicas como de las

propiedades bioldgicas en un andamio con aplicacion bioldgica, en necesario proponer un



método para que mejore las propiedades fisicas y quimicas de la colagena, sin alterar sus

excelentes caracteristicas bioldgicas.

2.4 ENTRECRUZAMIENTO

Existen dos técnicas principales para lograr mejorar las propiedades mecdanicas, estabilidad
térmica y la tasa de degradacion enzimatica de la colagena; el reforzamiento y el
entrecruzamiento. El reforzamiento consiste en la adicion de componentes mecanicamente
mas resistentes que al andamio de colagena. Este proceso, si es controlado con precision,

puede incrementar la resistencia a la ruptura del material.

El entrecruzamiento implica el uso de agentes fisicos o quimicos. La radiaciéon gamma
puede ser aplicada como agente entrecruzante fisico. Sin embargo, la energia de la
radiacion gamma puede destruir la estructura nativa de la proteina. Asi como la radiacion
gamma, también la radiacion ultravioleta puede ser utilizada como entrecruzante. Es menos
dafiina que la radiacion gamma, pero la luz UV también puede perjudicar la estructura de la
proteina [59]. Por otro lado, ejemplos de entrecruzantes quimicos son el glutaraldehido, el
formaldehido, las carbodiimidas, en especial el 1-etil-3-(-3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC), y la genipina [3], y estos se han utilizado con cierto grado de éxito.

Historicamente, el glutaraldehido ha sido el agente entrecruzante mas ampliamente
utilizado. Sin embargo, biomateriales entrecruzados con este agente han mostrado una
liberacion de glutaraldehido monomérico toxico tras la hidrélisis del material [60].
Trabajos recientes han reportado que coldgena entrecruzada tanto con glutaraldehido como
con formaldehido presenta una inhibicién en la proliferacion celular, dejando claro el hecho
de que la utilizacion de estos entrecruzantes reducen el crecimiento celular in vitro e in vivo
[61]. Con el fin de evitar los problemas relacionados con toxicidad, es necesario elegir un
agente entrecruzante de longitud cero, es decir, que su estructura quimica no forme parte
del producto final y asi evitar afectar negativamente las caracteristicas bioldgicas de la

proteina.



Las carbodiimidas cumplen con esta caracteristica. Las reacciones de modificacion quimica
mas importantes de los grupos carboxilicos se llevan a cabo mediante carbodiimidas. En
presencia de una amina, las carbodiimidas promueven la formacion de un enlace amida en
dos pasos. En la reaccion inicial, el grupo carboxilico se adhiere a la carbodiimida para
formar un producto intermedio, la O-acilisourea [11, 62, 63]. En la segunda reaccion, el
grupo amino de otra subunidad de proteina u otra proteina se une al intermediario reactivo.
De esta manera la proteina queda entrecruzada y se obtiene un subproducto soluble en
agua, la isourea ( ). La carbodiimida que ha presentado los mejores resultados en

el entrecruzamiento de las proteinas es el EDC.

Cr
~H - -

[ VE ]
a o
COL ~~on + > COL-Sd + KL
N N
Kok ¢ \-4;
Acido N N
carboxilico \] j
EDC

H -
N
o
e ‘\I\ — @)\ N/® + Fj‘:‘
o IhJ G o
coL 28 _
L. B Proteina
; entrecruzada Isourea
Grupo

O-acilisourea 2
amino

Reaccion de entrecruzamiento de colagena tipo I mediante carbodiimidas, utilizando EDC. La
reaccion de entrecruzamiento promueve la formacion de enlaces amida. El grupo carboxilo del acido
glutamico o aspartico de la colagena reacciona y se une al EDC formando el intermediario O-acilisourea.
Posteriormente, el grupo amino de la hidroxilisina se une al intermediario, quedando las proteinas
entrecruzadas, obteniendo como subproducto a la isourea, la cual puede ser removida ya que es soluble en
agua. Imagen modificada de [64].

A pesar de las buenas caracteristicas que presentan las carbodiimidas, en especial el EDC,
varios autores ponen en duda la biocompatibilidad de estos agentes [13, 14], por lo que es
importante definir el efecto que tiene el agente EDC sobre el comportamiento biologico de

la colagena.



CAPITULO 2

METODO EXPERIMENTAL

2.1 Extraccion y purificacion de colagena tipo |

La extraccion y purificacion de la coldgena realizadas en este trabajo se basaron en un
trabajo previo [65], brevemente explicado a continuacion. El tejido biolégico empleado
para la extraccion de colagena fue tendon de Aquiles de origen bovino. El tejido se cortd en

rodajas relativamente delgadas con un bisturi.

Extraccion de colagena

El proceso de extraccion se llevo a cabo a una temperatura de 4°C, con el fin de minimizar
el crecimiento bacteriano y aumentar la solubilidad de la colagena. Los tejidos se
mezclaron con Acido Acético 0.5 M, utilizando un mini-triturador (PCDY, Pack Dynamix).
De esta manera, los enlaces cruzados intermoleculares de tipo aldimina se disocian por
efecto de la disolucion acida, causando la inflamacion de las estructuras fibrilares,

produciendo una masa viscosa.

La extraccion se realizd en un lapso de 48 horas. Después de este tiempo, la mezcla de
extraccion se filtrd a través de varias capas de gasa para lograr la separacion inicial de la
disolucién de colagena y los residuos de tejido insolubles. Estos ultimos pueden volver a
suspenderse en acido para después volver a filtrarse con el fin de obtener un mayor

rendimiento.



Al terminar la filtracion, la disolucién de coldgena se centrifugé a 12000 g durante 60
minutos manteniendo una temperatura de 4 °C (Condiciones C1). Se desech¢ el sedimento.

La muestra un diagrama del proceso de extraccion.
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I—| Sobrenadante > Purificacién

Extraccién de colagena tipo L.

Purificacion de la proteina

El proceso de purificacion comenzd con una primera precipitacion selectiva (salting out)
adicionando cristales de NaCl al 5 % (5 g de NaCl por cada 100 mL de disolucion). Se
mantuvo en agitacion constante durante aproximadamente 24 horas manteniendo una
temperatura de aproximadamente 4 °C.

La mezcla se centrifugd a 9000 g durante 30 minutos a 4 °C (Condiciones C2), se conservo

el sedimento y se resuspendi6 en Acido Acético 0.5 M durante 24 horas.

La disolucion se dializ6 en membranas semipermeables (Spectrum Labs), para retirar las
sales que pudieran quedarse durante la precipitacion, contra un amortiguador de acetatos de
potasio con una concentracion 4 mM durante 48 horas (se realizaron 3 cambios de

amortiguador).

La disolucion dializada se centrifugo6 bajo las condiciones C1, se desecho el sedimento y el
sobrenadante se sometié a una segunda precipitacion con NaCl, ahora al 20 % (20 g de
cloruro de sodio por 100 mL de disolucién). Asi, el sobrenadante se centrifugd nuevamente
bajo las condiciones C2, se resuspendi6 el precipitado en Acido Acético y se mantuvo en
agitacion constante durante 24 horas. La disolucion volvio a dializarse contra un

amortiguador de Fosfatos de Potasio y a centrifugarse a condiciones C1.



Se realizo la ultima diélisis contra un amortiguador de Fosfatos de Sodio 0.01 M durante 48
horas (3 cambios de amortiguador). La disolucion dializada se centrifugd por ultima vez
bajo las condiciones C2. El sedimento fue recuperado en Acido Acético 0.5 M y se
conservo en refrigeracion hasta su posterior manipulacion. La muestra un

diagrama del proceso de extraccion.
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Purificacién de colagena tipo 1.

2.1.1 Caracterizacion de la proteina

Cuantificacién de hidroxiprolina

El contenido de coldgena se determin6 cuantificando la cantidad de hidroxiprolina presente

en las muestras de acuerdo al método de J.F. Woessner [66]. Este aminoacido, como su



nombre lo indica, deriva de la reaccion de hidroxilacion de la prolina. Se encuentra presente

en el tejido conectivo y es un aminodcido especifico de la colagena.

La preparacion de las muestras involucra una serie de pasos que se enlistan a continuacion.
Se colocd 1 ml de la muestra en una ampolleta, se agregd 1 ml de HCl concentrado,
obteniendo una concentraciéon final de 6M. Las ampolletas, previamente selladas, se
colocaron en una mufla (Thermolyne modelo 48000) a 110°C durante 18 h, para asi obtener
un hidrolizado. Transcurrido ese tiempo, las ampolletas se abrieron y el contenido se vertid
en matraces aforados de 10 ml, para después ajustar la solucion a un pH neutro, utilizando
soluciones de NaOH y HCI. Una vez neutralizadas, las muestras se aforaron a 10 ml con
NaCl 0.2 M. Después de esto, se llevd cabo la reaccion de oxidacion de la hidroxiprolina,

mediante el siguiente procedimiento:

1. Se prepararon tubos de ensayo por duplicado con 0.2 ml de muestra y se llevo a un
volumen de 2 ml con agua destilada.

2. Se agregd 1 ml de solucioén de Cloramina T y se agitd vigorosamente con ayuda de

un vortex y se dejo reposar durante 20 minutos a temperatura ambiente.

Se adicion6 1 ml de solucion de Acido Perclérico 2.5 M y se agitd vigorosamente.

Se agreg6 1 ml de 4-Dimetilaminobenzaldehido (pDAB) y se agit6 vigorosamente.

Después de esto se incubaron las muestras a 60°C durante 20 minutos.

A

Por ultimo se dejaron enfriar y se leyeron en un espectofotometro “Epoch BioTek”

a 557nm.

La curva patrén se construy6 utilizando soluciones de hidroxiprolina con concentraciones

de 0 a 6 pg/ml, cada una por duplicado.

Para determinar la cantidad de colagena se utiliza un factor de conversion [67]:

ng hidroxiprolinax7.42
1000

mg coldgena =



Electroforesis

La electroforesis se realizo con base en el método de Laemmli [68]. Se utilizd una
concentracion de proteina de 10 pg. La muestra de coldgena se mezclé con un buffer de
muestra en relacion 1:1, se procedié a desnaturalizar las proteinas, para esto, las muestras
se colocaron en un bafio de agua a 60°C durante 20 minutos.

Se empleo un sistema discontinuo de gel de poliacrilamida con una concentracion de 7.5%
para el gel separador y 5% para el gel concentrador en una camara Mini-PROTEAN Tetra
Cell, Bio-Rad. La corrida se realizo a 80 mA/gel durante aproximadamente 1 hora. Al
término de ésta, se retird el gel de la camara, se tifid con una solucion de azul de Coomassie
R-250, &cido acético e isopropanol durante 12 h, para finalmente destefiir con una solucién
de metanol 40% (v/v), &cido acético 10% (v/v) y agua destilada 50%(v/v).

Las iméagenes de los geles se obtuvieron en un Sistema de documentacion de geles Gel Doc

XR (Bio-Rad) utilizando el programa Quantity-One.

2.2 Elaboracion y entrecruzamiento de andamios

Los andamios se elaboraron colocando alicuotas de 3 ml de colagena (5mg/ml) en moldes
de silicon con un didmetro de 30 mm y una altura de 10 mm. Los moldes se congelaron a -
20°C durante 24 h. Transcurrido ese tiempo, la colagena congelada se liofiliz6 a -49°C y
0.050 mBar (Labconco Free Zone 1) durante 18 horas buscando eliminar el liquido
contenido en las muestras. Con el fin de mejorar la bioestabilidad de los andamios, para asi
lograr una mayor estabilidad térmica y una menor degradacion enzimatica, estos fueron
entrecruzados quimicamente mediante una solucion de etanol al 95% con diferentes
concentraciones de EDC. Dichas concentraciones fueron de 0, 35, 45 y 55 mM a un pH de
5.5. Los andamios en general seran llamados como COL-EDC y el andamio sin
entrecruzamiento (0 mM) serd llamado COL. La reaccion se llevo a cabo durante 24 horas
manteniendo una temperatura de 4°C. Posterior al entrecruzamiento, los andamios se

enjuagaron cinco veces con agua ultrapura tipo 1 Millipore en un sonicador Branson 1510



(10 minutos por cada lavado) para retirar los residuos del entrecruzante. Los andamios
entrecruzados se congelaron y liofilizaron a las mismas condiciones utilizadas
anteriormente. En la se esquematiza el procedimiento aplicado para obtener los

andamios entrecruzados.

Liofilizacion

>
>

Entrecruzamiento
EDC
|p cr
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Andamios
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Esquema del procedimiento aplicado para la obtencion de andamios de colagena tipo I
entrecruzados. Brevemente, andamios de coldgena tipo I, extraida de tendon bovino, se obtuvieron mediante
liofilizacion. Posteriormente, los andamios fueron entrecruzados con diferentes concentraciones de EDC y
fueron liofilizados nuevamente.

2.2.1 Caracterizacion fisicoquimica de andamios COL-EDC

Morfologia

La morfologia de los andamios entrecruzados se evalué mediante microscopia 6ptica (MO)
y microscopia electronica de barrido (MEB). La seccion superficial de los andamios fue
observada en un microscopio Optico. La microestructura de la seccion transversal de los
andamios se observé mediante MEB. Debido a que las muestras son biologicas, es decir no
conductoras, se recubrieron con una capa fina de oro mediante electrodeposicion o

deposicion asistida por plasma usando un equipo JEOL Fine Coat Ion Sputter JFC-1100.



Las imagenes de MEB se obtuvieron mediante un microscopio “JEOL JSM-7600F Field

Emission Scanning Electron Microscope”, a 10 kV y con diferentes aumentos.

La porosidad es definida como el porcentaje de espacio vacio en un andamio tridimensional
y puede ser determinada mediante el valor de la densidad relativa. La densidad relativa
(p*/p) se calculd con la densidad del andamio (p*=m/V; donde m es la masa y V es el
volumen del andamio tridimensional) y la densidad conocida de la colagena, 1.3 g/ml [69—

71]. El porcentaje de porosidad se obtuvo mediante la siguiente férmula [70]:

Porosidad (%) = (1 —p*/p) x 100

Espectroscopia Infrarroja

Para determinar los cambios en la estructura de la proteina después del entrecruzamiento
con EDC, los andamios COL-EDC se analizaron mediante espectroscopia infrarroja, en un
rango de longitud de onda de 4000 a 400 cm™’. Los espectros se obtuvieron con el equipo ”

Scientific Nicolet 6700 FT-IR”.

Analisis Térmico

La estabilidad térmica de los andamios COL-EDC se evalud a través de Calorimetria
Diferencial de Barrido. Las mediciones se realizaron con un “Differential Scanning
Calorimeter 2910 Modulated TA Instruments”. Los termogramas se obtuvieron al calentar

las muestras desde 0 hasta 120 °C con una rampa de calentamiento de 5 °C/min.
Prueba de absorcion
La capacidad de absorcion de agua de los andamios entrecruzados se determind

sumergiéndolos en PBS a temperatura ambiente ( ). Un andamio de peso conocido

se colocd en PBS por un periodo de tiempo requerido (1 hora). El peso hiimedo del



andamio se determind secando el andamio con papel de filtro para remover el agua
absorbida de la superficie y pesandolos, inmediatamente después de esto, en una balanza
electronica. El porcentaje de PBS absorbido por los andamios COL-EDC se calculo

empleando la siguiente féormula [43]:

We—-W;

% Absorcidén = * 100

Donde Wr es el peso del andamio al equilibrio con el PBS y W; es el peso inicial del

andamio. El anélisis se llevé a cabo por triplicado para cada concentracion.

Prueba de absorcion. A) Dimensiones utilizadas para la prueba de absorcion. B) Andamio antes y

después de ser sometido a hidratacion con PBS. Barra de escala imagen B de 4 mm.

Degradacion enzimatica

Los andamios entrecruzados con diferentes concentraciones de EDC (0, 35 mM, 45mM y
55 mM, cada una por triplicado) se sometieron a digestion enzimatica utilizando colagenasa
tipo 1 (clostridium hystoliticum 496 U/mg, Sigma-Aldrich). Los andamios se cortaron en
discos, se pesaron (P;) y se sumergieron en una solucion de Tris-HCI 0.1 M (pH 7.4) con
colagenasa tipo I a una concentracion de 5 U/ml, incubandolos a 37°C y cambiando la
solucion cada 8 horas con el fin de no saturar la solucién y mantener siempre una actividad

enzimdtica. A diferentes intervalos de tiempo (0, 12, 24, 48 y 96 h) los andamios se
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retiraron de la solucién enzimadtica y se enjuagaron con agua destilada, sometiéndose a
liofilizacion durante 18 horas. Posteriormente se pesaron (Py) para obtener el porcentaje de

pérdida de peso utilizando la formula

2.2.2 Caracterizacion bioldgica de los andamios COL-EDC

Cultivo celular

Se utilizaron Fibroblastos humanos de cultivo primario para llevar a cabo pruebas
bioldgicas. A partir de biopsias de piel ( ), la epidermis y la dermis fueron
separadas mediante fragmentacidon mecéanica y agitacion constante. Los fibroblastos se
aislaron de la dermis mediante digestion enzimatica en el Departamento de Biologia celular

y tisular de la Facultad de Medicina de la UNAM.

Biopsia &0 i\ 4
3 Lot )

-]

Fragmentacion
mecanica

Células aisladas +
DMEM suplementado

—_ -
}

Digestion
enzimatica

Fibroblastos
Aislamiento de fibroblastos dérmicos a partir de una biopsia de piel empleando fragmentacion

mecanica y digestion enzimatica.

Las células se cultivaron en frascos de cultivo de 175 ¢cm? utilizando medio de crecimiento

compuesto por MEM (GibcoBRL), 1% penicilina /estreptomicina, 2 mM de glutamina y



10% de suero fetal bovino (FBS). Los cultivos se incubaron en una atmoésfera de 5% CO:2 y

95% de aire.

Esterilizacion de andamios

Los andamios se cortaron en discos (diametro: 2mm; espesor: 7mm) y se lavaron con PBS
y 10% antibidtico-antimicotico durante 24 h, para posteriormente esterilizarlos con luz UV
durante 1 hora (30 minutos por cada lado). Después de esto, los andamios se pre-
humectaron con medio de crecimiento (MEM suplementado con 2 mM de glutamina y 1%

de penicilina/estreptomicina) durante 24 horas y usados en experimentos subsecuentes.

Viabilidad y proliferacion celular

Se sembraron fibroblastos humanos sobre los andamios de COL-EDC pre-humectados a
una densidad celular de 1500 células/pozo en una caja de 96 pozos. Se incubaron durante
24 horas con MEM suplementado y después de este tiempo la viabilidad se evalud
utilizando el reactivo AlamarBlue, siguiendo la guia del fabricante [72]. Brevemente, el
medio de cultivo se reemplazé por medio fresco con 10% de reactivo de AlamarBlue. El
agente AlamarBlue es un indicador REDOX que, en forma oxidante (Resazurina), es azul y
no fluorescente. Cuando es incubado con células viables, el reactivo cambia a su forma
reducida (Resofurina), la cual es de color rojo y se vuelve fluorescente ( ) [72].
Este cambio puede ser detectado utilizando instrumentos de medicion de fluorescencia o de
absorbancia.

El ensayo con AlamarBlue es un procedimiento sencillo y no téxico que permite el
continuo monitoreo del comportamiento celular en cuanto a la viabilidad [10, 73]. El
cambio de color en el AlamarBlue, durante el ensayo, se cuantifico mediante la medicion
de la observancia de 100 pl del sobrenadante en un espectofotometro Epoch Microplate
Spectrophotometer (BioTek) a 570 nm y como referencia a 600 nm. La primera medicion

se tom6 inmediatamente después de la adicion del AlamarBlue (tiempo 0).
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Esquema representativo del comportamiento del agente alamarblue al estar en contacto con
células viables. En su forma oxidada (Resazurina), el AlamarBlue es azul y no fluorescente. Al ser reducido
en el citoplasma de la célula, el AlamarBlue se vuelve rojo y fluorescente (Resofurina).

Las mediciones siguientes se realizaron a diferentes intervalos de tiempo (1, 2, 4, 5, 6, 8
dias). Los experimentos se realizaron por triplicado y en la misma caja se sembraron 9
pozos con diferentes densidades celulares por triplicado como curva de calibracion; asi
mismo, se sembraron células sin andamio con el fin de tener un control positivo y de la
misma forma se estudié el comportamiento de andamios sin células. Tanto a la curva, como
a los controles positivo y negativo se les realiz6 el mismo procedimiento y mediciones que

a los experimentos.

Morfologia celular

La morfologia de los fibroblastos en contacto con los andamios COL-EDC se evalud
mediante Microscopia Electronica de Barrido (MEB). Las células sembradas en los
andamios se fijaron con Glutaraldehido 2.5% en Cacodilato de Sodio 0.1 M durante 2
horas. Transcurrido este tiempo, se realizaron tres lavados con Cacodilato de Sodio 0.1 M.
Después se les realizd una deshidratacién paulatina en soluciones de etanol/agua 30%,

40%, 50%, 60% y 70% por 10 min.

Posteriormente las muestras se sometieron a secado por punto critico con CO2. Finalmente,

se depositd una fina capa de oro sobre la muestra mediante deposicion asistida por plasma.



CAPITULO 3

RESULTADOS

3.1 Caracterizacion de la proteina

Cuantificacion

Se extrajo coldgena tipo I a partir de tendon bovino mediante el procedimiento descrito en
la Seccion 2.1. La determinacion de hidroxiprolina se llevd a cabo mediante el método de
Woessner [66], la curva de calibracion, obtenida utilizando concentraciones de

hidroxiprolina de 0 a 6 pg/ml, se muestra a continuacion ( ).

‘ —m®— Curva de calibracion ‘

1.2 4 y =0.1819x + 0.0803
R?=10.9984
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Absorbancia a 337 nm

Concentracion hidroxiprolina (pg)

Curva de calibracion de hidroxiprolina. La colagena tiene un alto contenido de hidroxiprolina, asi,
la cuantificacion de esta brinda una aproximacion al porcentaje de colagena en una muestra.



Con la ecuacion obtenida a partir de la curva patron ( ), los valores experimentales
de absorbancia de las muestras de colagena y la ecuacion 3, es posible obtener la
concentracion de colagena en las muestras. En la tabla 2 se muestran los datos obtenidos
para la colagena extraida de tendon bovino, utilizada para la elaboracion de los andamios
entrecruzados. La coladgena en solucion se trabajé a una concentracion de 5 mg/ml para la

elaboracion de los andamios.

Tabla 2 Concentracion de colagena.

Absorbancia (nm) Hyp (ng) % Colagena Concentracion (mg/ml)

1.159 £ 0.17536 5.93018+ 0.96406 1.16328 £ 0.03735 11.63279+ 0.37352

+ Desviacion Estandar

Electroforesis

El patron electroforético ( ) muestra dos diferentes bandas de 130 y 140 kDa,
correspondientes a las bandas al y a2, respectivamente [74]. Ademas, el patron revela una

banda de alto peso molecular, la cual se relaciona con la forma dimérica f.

M  Colagena

250 kDa

150 kDa

100 kDa

75 KDa

50 kDa

Patron electroforético de colagena extraida de tendon de Aquiles bovino. Carril M: Marcador de
pesos moleculares (Precision Plus Protein Unstained Standadrs BIO-RAD). Condiciones de corrida: Sistema
discontinuo (Gel separador 7.5%, Gel concentrador 5%) corrido a 80 mA durante una hora.
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3.2 Caracterizacion fisicoguimica de andamios COL-EDC

Las membranas COL-EDC obtenidas en este trabajo ( ), se sometieron a distintas

técnicas de caracterizacion para evaluar sus propiedades fisicoquimicas.

Andamios de colagena tipo I obtenidos mediante liofilizacion y entrecruzadas con diferentes
concentraciones de EDC. Barra de escala 1 cm.

En la se muestran imagenes obtenidas mediante microscopia dptica. Se observa
la cara superficial de los andamios, presentdindose una superficie mayormente porosa, con

poros uniformes y homogéneos.

Las imagenes de MEB mostradas en la son imagenes representativas de un gran
nimero imagenes tomadas; muestran la seccion transversal de los andamios y en todos los
casos se observa una estructura altamente porosa e interconectada. Se obtuvo la porosidad

para los andamios mediante el procedimiento descrito en la Seccion 2.2.1, encontrando en



todos los casos un porcentaje de aproximadamente 99%. Asi mismo, el tamafio de poro de
los andamios estimado, utilizando las micrografias y el programa AxioVision, fue muy

similar para todos los andamios (Tabla 3).

[igura 3. 4 Imagenes de la seccion superficial de los andamios COL-EDC obtenidas mediante Microscopia
Optica. Se observa una estructura porosa homogénea. Barra de escala 200 pm.

Tabla 3 Porosidad relativa y tamafio de poro de andamios COL-EDC.

Muestra Densidad (g/ml) Densidad Relativa Porosidad (%) Tamaiio de poro
(wm)

COL 9.5E-6 + 1.3E-7 7.3E-6 + 0.9E-7 99 £ 1.0E-5 115+ 54
35mM 9.9E-6 +2.6E-7 7.65E-6 £+ 2.0E-7 99 £ 2.0E-5 170 £ 50
45mM 1.4E-5 £2.7E-7 1.1E-5 £ 2.1E-7 99 £ 2.1E-5 121+ 72
55mM 1.3E-5 £1.4E-7 9.9E-6 + 1.1E-7 99 £ 1.1E-5 197 + 50

*La densidad, densidad relativa y porosidad se obtuvieron a partir de mediciones de 5 muestras. El tamario
de poro se obtuvo a partir de mediciones de diferentes zonas de los andamios (500 mediciones por n

imagenes, n=6).
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Los espectros infrarrojos de los andamios COL-ED se muestran en la . El

espectro de COL (colagena sin entrecruzar) presenta las bandas caracteristicas de la

colagena, las bandas Amidas A, B, I, I y III (Tabla 4).

Seccion transversal de los andamios COL-EDC observada mediante Microscopia Electronica de
Barrido. Se observa una estructura porosa en todos los casos. Barra de escala 100pm.

Tabla 4 Posicion de las bandas de IR en andamios COL-EDC.

Muestra Amida A Amida B Amida I Amida II Amida III
COL 3300 3077 1633 1538 1237
35 3204 3078 1631 1538 1234
45 3300 3078 1633 1538 1235
55 3292 3077 1633 1538 1235
Vibracién VNH, VOH VNH V=0, VNH VCN, ONH VCN, ONH

Después del entrecruzamiento con EDC, las bandas en lo espectros de los andamios
entrecruzados se presentaron en frecuencias muy similares a las de la colagena sin

entrecruzar. La banda Amida I, presenta un decremento en su intensidad a medida que el



entrecruzamiento toma lugar ( ). De igual forma, la tension caracteristica del
carboxilo, observada entre 1440 y 1390 cm! ( ), aparece en el espectro de COL,

sin embargo decrece (casi hasta desaparecer) en los espectros de los andamios

entrecruzados.
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Espectros IR de andamios COL-EDC. Se observan las bandas caracteristicas de la colagena en
todas las muestras (A). Hay un cambio en la intensidad de la banda Amida I debido al proceso de
entrecruzamiento (B). Desaparicion de la banda correspondiente al carboxilo (C).

Los resultados de la absorcion de PBS se muestran en la tabla 5. En general, los andamios
entrecruzados presentan una mayor capacidad de absorcién que el andamio sin entrecruzar

(COL). La absorcion maxima de PBS se present6 en el andamio con 55 mM de EDC.



Tabla 5 Porcentaje de absorcion de PBS en andamios COL-EDC.

Muestra Absorcion PBS (%)

COL 2050
35mM 2764
45mM 8620
55mM 12656

Analisis térmico

Los termogramas de los andamios entrecruzados obtenidos a través de CDB muestran leves

diferencias en la temperatura de desnaturalizacion T4, a medida que la concentracion del

EDC aumenta ( ).
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Termograma de andamios COL-EDC. Las muestras presentan el mismo perfil térmico, sin
embargo, un corrimiento en la temperatura T4 se presenta a mayor concentracion de EDC.



El andamio entrecruzado con 55 mM de EDC present6 el valor mas alto, con una T4 de
95°C, seguido de 45 mM y 35 mM (ambos alrededor de 90°C). Finalmente COL, es decir el

andamio sin entrecruzamiento, muestra el valor mas bajo (80°C).

Degradacion enzimatica

La degradacion enzimatica de los andamios COL-EDC fue evaluada mediante el monitoreo
del porcentaje del peso residual después de diferentes tiempos de incubacién en una

solucion de colagenasa tipo 1 (5 U/ml) en Tris-HCI 0.1 M.

En la se grafica la pérdida de peso (%) como funcion del tiempo. La muestra
COL presentd la menor resistencia a la degradacion, disolviéndose en s6lo dos horas
después de haber comenzado la prueba. En contraste, los andamios tratados con EDC se
disolvieron lentamente en la solucion de colagenasa, presentado un 12%, 17% y 46% de

degradacion, después de 96 horas, para 55, 45 y 35 mM respectivamente.
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Degradacion enzimatica de andamios COL-EDC. La tasa de degradacion enzimatica decrece a
mayor concentracion de EDC. La linea punteada representa el tiempo en el que la muestra COL se disolvio
por completo (2 horas).



3.3 Caracterizacién bioldgica de andamios COL-EDC

Los fibroblastos humanos obtenidos de dermis recién aislados se congelaron a -80 °C.
Fueron descongelados y se mantuvieron en condiciones estandares de cultivo; cuando

estuvieron al 90% de confluencia se tripsinizaron y fueron resembrados (expansion).

En la se muestra un cultivo de fibroblastos in vitro tefiido con violeta de metilo
(cominmente conocido como cristal violeta) al 0.5 %; el cual es un colorante baséfilo que

atraviesa la membrana celular, se acumula en el citoplasma y tiene la habilidad de

conectarse al ADN.

Fibroblastos tefiidos con cristal violeta al 0.5% mostrando morfologia fusiforme tipica. Zona
confluente (A). Zona con menor confluencia (B). Barra de escala 40 um.

Esta imagen evidencia que en condiciones estandares, los fibroblastos presentaron una

morfologia fusiforme.

Viabilidad y Proliferacion celular

La viabilidad y proliferacion celular de los fibroblastos sembrados en los andamios COL-

EDC se evaluaron durante 8 dias de incubacion utilizando el agente AlmarBlue. En la
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se presenta una fotografia del ensayo de viabilidad y proliferacion de
fibroblastos utilizando AlamarBlue después de 18 h de haber comenzado. A este tiempo ya

es perceptible el vire de color de las células viables que han metabolizado el agente.

Ensayo con AlamarBlue a las 18 horas de cultivo. Es posible observar el cambio de color (vire)
del AlamarBlue al estar en contacto con células viables. En la imagen se muestra la curva patron, los
experimentos (andamios y células), asi como los controles positivo (células sin andamio) y negativo (andamio
sin células).

El cambio de color en los pozos correspondientes a los experimentos (andamios en contacto
con andamios), indica que los andamios no son citotoxicos y que no afectan la viabilidad

celular puesto que las células conservan su capacidad reductora dentro del citoplasma.

Por otra parte, en la se demuestra cuantitativamente que el tratamiento con
EDC no es citotdxico, mostrando una viabilidad equivalente en los andamios entrecruzados
que el andamio COL; ya que se presenta el mismo perfil de proliferacion en todos los

casos.

Morfologia celular

La morfologia de los fibroblastos cultivados en presencia de los andamios COL-EDC se
examind mediante MEB ( ). Las imagenes se obtuvieron a diferentes tiempos de

cultivo (3 horas, 24 horas y 7 dias). La morfologia de los fibroblastos en los andamios COL
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(no entrecruzados) no pudo observarse debido a la baja estabilidad de la muestra, lo cual

genero la degradacion y colapso de los andamios.

N CoL [
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B 45 mM [ T
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Efecto de los andamios COL-EDC en la proliferacion de fibroblastos humanos. Tanto la
viabilidad como la proliferacion celular fueron evaluadas mediante la reduccion de AlamarBlue expresada en
unidades relativas de absorbancia.

Después de 3 horas de cultivo en los andamios, las células muestran una morfologia
elongada tipica de los fibroblastos. Asimismo, las células presentaron extensiones
citoplasmaticas, a través de filipodios (FP), que se enlazan con el andamio. Después de 24 h

de cultivo, la densidad celular aumento.

Las células cubrieron una gran parte de la superficie total de los andamios, presentando

varios puntos de union con los andamios.

Ademas, a las 24 h, en algunas regiones de los andamios 35 y 55 mM, fue posible observar
la sintesis de una matriz fibrosa ( ), mostrando el andamio de 55 mM un
contenido mayor de fibras ( ). El comportamiento de crecimiento y

proliferacion de los fibroblastos fue analizado después de 7 dias de cultivo.



3h

24 h

7 dias

Morfologia celular de fibroblastos sembrados en COL-EDC. Células después de 3 horas de
cultivo en los andamios; las células presentan extensiones citoplasmaticas a través de filipodios (FP) hacia la
superficie de los andamios (A-C). A las 24 horas de cultivo, las células presentan varios puntos de union con
los andamios y con otras células; asimismo células en forma esférica (FE) pueden observarse (D-F).Después
de 7 dias de cultivo, las células han formado una delgada capa celular (G-I). Barra de escala 10 pm.

Fue posible observar la formacion de una delgada capa de células. A este tiempo, también
se lograron identificar células en forma esférica, lo que significa que los fibroblastos

seguian proliferando a los 7 dias.



Flechas indicando la produccion de matriz fibrosa en 35 mM (A) y 55 mM (B) observada a las
24 horas de cultivo. Barra de escala 40 um.



CAPITULO 4

DISCUSION

Existen lesiones de piel que, debido a su extension, profundidad u origen, no permiten la
adecuada cicatrizacion; por lo que es necesario utilizar sustitutos cutaneos. Estos sustitutos,
llamados muchas veces andamios, pueden ser elaborados por distintas técnicas y con
diferentes materiales. Aunque la coldgena es un material utilizado en el area de los
biomateriales, sus aplicaciones se ven limitadas ya que presenta una baja estabilidad
térmica y una tasa de degradacion enzimatica alta. Debido a esto es necesario encontrar un
método que estabilice a la proteina sin que afecte su biocompatibilidad. En ese contexto,
este trabajo tuvo como objetivo principal obtener andamios de colagena tipo I
entrecruzados con EDC, para evaluar, mediante su caracterizacion fisicoquimica y

bioldgica, su posible aplicacion como sustituto cutaneo.

El proceso de extraccion de la coldgena se llevo a cabo utilizando tendén de Aquiles bovino
como fuente de la misma. La coldgena presenta la secuencia repetitiva Gly-X-Y, donde la
posicion X en general representa al residuo de 4-hidroxiprolina. La hidroxiprolina en la
colagena se encuentra en dos formas isoméricas. La trans-4-hidroxilprolina (4-Hyp)
constituye mas del 95% de la hidroxiprolina total de las coladgenas tipo I y tipo III. Una
cantidad critica de tramns-4-hidroxiprolina es un prerrequisito para el plegamiento de las
cadenas a en las triple hélices, conformacion necesaria para la secrecion normal de las
moléculas de procolagena hacia el exterior de la célula [54]. Debido a la alta concentracién
de 4-Hyp que contiene la coldgena (14% del peso en seco de la coldgena estd compuesto
por 4-Hyp), la concentracion de hidroxiprolina ha sido utilizada para estimar el contenido

de colagena [67, 75]. La cuantificacion de hidroxiprolina hizo posible conocer la



concentracion de colagena extraida, para asi poder fijar la concentracion final usada en la

elaboracion de los andamios.

Con el fin de evaluar la pureza de la coldgena extraida de tendon de Aquiles bovino, la
proteina fue caracterizada mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE).
El patrén electroforético de la muestra dos diferentes bandas, correspondientes a
las bandas al y a2, respectivamente |[74]; estas bandas, se refieren a las cadenas al y a2,
las cuales se encuentran en la coldgena tipo . El patron revela, también, una banda de alto
peso molecular (250 kDa), la cual es relacionada con la forma dimérica P; esto en
concordancia con los resultados publicados por Phanat Kittiphattanabawon et. al [76].
Estos resultados sugieren que la coldgena extraida tiene la estructura tipica de la coldgena

tipo I y no existen productos de degradacion.

La morfologia de los andamios fue estudiada mediante microscopia dptica ( )y
electrénica de barrido ( ). En las imagenes mostradas se observa que, en todos los
casos, los andamios presentan una estructura altamente porosa e interconectada. La
porosidad calculada de los andamios fue de aproximadamente 99%, en todos los casos
(Tabla 3). Esto sugiere que la morfologia de los andamios, obtenida por la técnica de
liofilizacién, no se ve afectada por el entrecruzamiento quimico mediante EDC. Cabe
destacar que los andamios biologicos deben presentar una microstructura apropiada, la cual
consiste en una superficie larga y porosa y deben presentar una porosidad mayor al 90%.
Esto es debido a que es conocido que estos factores influyen en el crecimiento,
proliferacion y adhesion celular [41]. Por lo tanto, los resultados anteriores exhiben que los
andamios de COL-EDC, obtenidos en este trabajo, tienen una microestructura apropiada

para ser aplicados en ingenieria de tejidos.

Los espectros infrarrojos de los andamios COL-EDC mostrados en la , sugieren
que la estructura secundaria de la colagena no se ve afectada por el entrecruzamiento, ya
que las bandas en lo espectros de los andamios entrecruzados se presentaron en frecuencias
muy similares a las de la coldgena sin entrecruzar (Tabla 4). Esto es de vital importancia, ya
que el objetivo de este trabajo es modificar las caracteristicas de la colagena que limitan su

aplicacion en ingenieria de tejidos, sin afectar sus propiedades bioldgicas. A pesar de no



haber cambio en las bandas, la intensidad de las bandas varia en funcion de la

concentracion del EDC.

La Banda Amida I, que esta asociada principalmente (en un 80%) a las vibraciones de
tension del grupo carbonilo (vc-0), a la tension del enlace C-N (10%) y a las vibraciones de
flexion del enlace N-H (10%), y es la banda infrarroja mas util para el analisis de la
estructura secundaria de las proteinas; presenta un decremento en su intensidad a medida
que el entrecruzamiento toma lugar ( ). Esto, debido a la formacion de nuevos
enlaces covalentes a través de los grupos carboxilo de los residuos del acido glutdmico y el
acido aspartico por medio del entrecruzamiento. La tension caracteristica del carboxilo
( ), que aparece en el espectro de COL, pero decrece (casi hasta desaparecer) en
los espectros de los andamios entrecruzados, indica que varios grupos carboxilo toman
parte en la reaccion de entrecruzamiento. A pesar de no observar un incremento
significativo en la banda Amida A, asociada con la vibracion de tension de los enlaces N-H
y O-H (v~u and von); el decremento en las intensidades de la Amida I sugiere la formacion
de una estructura con mayor entrecruzamiento covalente; asi también, el debilitamiento de
la banda caracteristica del grupo carboxilo estd relacionada con la formacion de nuevos

enlaces. Estos nuevos enlaces confieren una mayor estabilidad a los andamios.

Los resultados de la absorcion de PBS muestran que los andamios entrecruzados presentan
una mayor capacidad de absorcién que el andamio sin entrecruzar (COL). Este andamio
presenta un porcentaje de absorcion de aproximadamente 2000%. Este resultado coincide
con lo publicado por Martinez et.al. [77] y Skopinska-Winsniewska et.al. [78], quienes
reportan porcentajes de 2000 y 2200 para coldgena nativa, respectivamente. La absorcion
maxima de PBS se present6 en el andamio con mayor concentracion de EDC, es decir, 55
mM. La influencia del EDC en las propiedades de absorcion de los andamios se puede
deber a las varianzas en la hidrofilicidad causadas por la reduccion en los grupos laterales
de la proteina y la presencia de los nuevos enlaces quimicos producidos mediante el
entrecruzamiento [79]. La formacion de esto nuevos enlaces queda evidenciada gracias a
los espectros IR de las muestras. La importancia de estudiar la capacidad de absorcion de
andamios bioldgicos reside en la posible aplicacion de los mismos. En este caso, los

andamios COL-EDC, podrian aplicarse como sustitutos cutdneos, y su alta capacidad de



absorcion les confiere una caracteristica excelente al hablar del exudado en quemaduras o

en ulceras cronicas, puesto que puede ayudar a la regulacion del mismo.

Es bien sabido que el conocimiento de la estabilidad térmica de un material, asi como la
caracterizacion de sus transiciones, es de primordial importancia en los materiales con
potenciales aplicaciones biomédicas. Esto debido a que la estabilidad térmica de un
material estd ligada a la estabilidad de sus enlaces y a la cantidad de energia que sera
necesaria aplicar para romper dichos enlaces. Asi pues, un material con una estabilidad
térmica alta es aquel que posee enlaces fuertes y que no sera tan facil de romper y/o
degradar. Las diferencias en la Temperatura de desnaturalizacion que se observan en los
termogramas de los andamios entrecruzados se encuentran intimamente ligadas a la
concentracion de EDC ( ). La temperatura de desnaturalizacién, también
conocida como temperatura de contraccion, es considerada como la temperatura a la cual
comienza la desnaturalizacién de la coldgena, esto debido a la ruptura de los enlaces
intercatenarios provocando la contraccion de la proteina. Consecuentemente esta
temperatura ha sido definida como una medida de la estabilidad estructural de la colagena.
Ya que la Tqd aumenta con el aumento de concentracion de EDC, sugiere que el EDC brinda
una mayor estabilidad a los andamios puesto que es necesaria una energia mayor para poder
romper los enlaces intercatenarios. Estos resultados, en concordancia con los obtenidos con
la espectroscopia infrarroja, nos hablan de una mayor estabilidad en los andamios
entrecruzados, lo que puede ampliar su aplicacion en ingenieria de tejidos. Algunos autores,
como Krishnamoorthy [80], proponen métodos de entrecruzamiento de colagena utilizando
acido galico, obteniendo una Ta de 80°C. Esto significa que el entrecruzamiento con EDC
provoca una mejor estabilidad térmica en esta proteina. Debido a la estabilizacion de la
triple hélice de la colagena mediante el entrecruzamiento, se requiere una energia adicional
durante el calentamiento para romper los enlaces adicionales. Por lo tanto, es de esperarse
que a partir de coldgena entrecruzada con EDC se obtengan andamios con mayor

estabilidad, previniendo la desnaturalizacion a bajas temperaturas.

Esta estabilidad se ve reflejada, también, en el ensayo de degradacién enzimatica (
). La colagena nativa presenta una alta tasa de degradacion enzimatica, reduciendo sus

posibles aplicaciones clinicas [80]. La degradacion enzimatica de los andamios COL-EDC,



evaluada mediante la actividad de colagenasa tipo I (la cual, es un miembro de la familia de
las MMP y esta involucrada en la renovacion de la matriz extracelular), deja claro que con
el entrecruzamiento con EDC, los andamios presentan menores tasas de degradacion. El
andamio COL se degrad6 completamente dos horas después de empezar el ensayo y el
andamio 55 mM mostré una degradacion del 12% después de 96 horas. La estabilidad de
un andamio, en términos de degradacion enzimatica, es muy importante debido a que dicho
sustrato debe permitir que las células comiencen a poblarlo, antes de que sea degradado.
Las lesiones de una extension mayor al centimetro cuadrado, son incapaces de cicatrizar sin
la aplicacion de un sustituto cutaneo o sin una intervencién quirdrgica, ya que los
fibroblastos y queratinocitos de la periferia no llegan a encontrarse. Es por eso, que un
sustituto cutaneo no debe degradarse tan rapidamente, ya que debe servir como puente para
las células. Recientemente, diferentes tipos de entrecruzantes se han usado para aumentar la
resistencia de la colagena ante la degradacion enzimética. Skopinska-Wisniewska et.al.
[14], utilizaron &cido escuarico como entrecruzante, encontrando una degradacion
aproximada del 17% para su andamio mas entrecruzado después de estar en contacto con la
solucion de colagenasa durante s6lo una hora. Otros autores [80], proponen el uso de acido
galico como entrecruzante de andamios de coladgena, observando que, al estar en contacto
con la solucion enzimatica 96 horas, el andamio con el mayor contenido de 4cido galico
presenta un 16% de degradacion. Por lo tanto, utilizar EDC para mejorar la estabilidad
estructural de andamios de coldgena mediante la formacion de nuevos enlaces, resulta un

método mas efectivo, previniendo la digestion provocada por la colagenasa.

Ademas de la caracterizacion fisicoquimica de los andamios y debido al objetivo principal
de este trabajo, se evalu6 la viabilidad, la proliferacion y la morfologia de fibroblastos
humanos en contacto con los andamios COL-EDC. Estd demostrado que células sembradas
en andamios de coldgena proliferan satisfactoriamente [81, 82]. Como se menciono en la
Seccion 1.1, los fibroblastos representan la poblacion celular més abundante dentro de la
dermis. Es por ello que las pruebas bioldgicas se llevaron a cabo utilizando este tipo

celular.

La viabilidad celular es un término utilizado para referirse a la cantidad o proporcion de

células que permanecen vivas después de alguna situacion en particular. En este caso, la



situaciéon que se presenta, es el contacto de las células con los andamios COL-EDC. En
general, las células viables mantienen un ambiente reductor en su citoplasma.

La viabilidad y proliferacion celular de los fibroblastos sembrados en los andamios COL-
EDC fueron evaluadas utilizando AlmarBlue. Los resultados de esta prueba, demuestran
que el entrecruzamiento con EDC no es citotoxico, puesto que el entrecruzamiento no
afecta la viabilidad celular. En la se aprecia que, tanto los andamios
entrecruzados con el andamio COL, presentan el mismo perfil de proliferacion,
evidenciando que el entrecruzamiento quimico con EDC no perturba la proliferacion de los
fibroblastos. Como se ha mencionado a lo largo de este trabajo, existen otros entrecruzantes
que han sido estudiados con el fin de mejorar las caracteristicas de la colagena. Es de vital
importancia que el uso de estos entrecruzantes no afecten las caracteristicas bioldgicas de la
proteina, ya que se busca un conjunto de buenas caracteristicas (fisicoquimicas y
biologicas) para asi obtener un andamio con una alta posibilidad de implantacion. Agentes
entrecruzantes como Glutaraldehido o Formaldehido, han presentado una mejora en el
comportamiento fisicoquimico de la coldgena. Sin embargo, se ha observado que estos
agentes estan asociados con un efecto citotoxico. Meyer et.al. [61] reportan negativos en las
propiedades bioldgicas utilizando formaldehido y glutaraldehido al 0.1%. En ambos casos
se presenta una alta toxicidad en los andamios, habiendo una inhibicion de proliferacion
mayor al 30%. Esto demuestra que, el EDC es una de las mejores elecciones cuando se
necesita mejorar las caracteristicas de un andamio de colagena ya que, con los resultados
mostrados hasta este punto, se ha observado una mejora en las propiedades de la coldgena y
no se ha afectado el comportamiento bioldgico. Esto se debe a la naturaleza del EDC, ya
que al ser un agente entrecruzante de longitud cero, no forma parte del producto final y no
promueve la inhibicion del desarrollo celular dentro del andamio.

Igualmente se analizo la morfologia de los fibroblastos cultivados en presencia de los
andamios COL-EDC ( ), esto mediante micrografias de MEB obtenidas a
diferentes tiempos de cultivo (3 horas, 24 horas y 7 dias). El andamio COL, al estar bajo
condiciones de cultivo (temperatura, humedad, etc.), colapsé y comenzo a degradarse, esto
debido a su baja estabilidad; por ello vale la pena reiterar que es de suma importancia
encontrar métodos que mejoren su comportamiento de la colagena ante estas condiciones,

siendo uno de estos, el entrecruzamiento con EDC.



En general, las células cultivadas en los andamios COL-EDC mostraron una morfologia
extendida colonizando asi la estructura tridimensional de los andamios. Las células
presentaron filipodios para enlazarse con los andamios, lo cual sugiere que los fibroblastos
presentan una alta afinidad hacia los andamios entrecruzados.

Estos resultados corroboran que, después del entrecruzamiento con EDC, los andamios
siguen siendo biocompatibles y brindan un ambiente amigable a las células. No se encontro

un efecto significativo sobre la concentracion de EDC en la unioén celular.

Después de 7 dias de cultivo se observaron células en forma esférica, lo que sugiere que los
fibroblastos siguen proliferando a este tiempo, mismo comportamiento observado en el
ensayo de proliferacion con AlamarBlue. Debido a que los fibroblastos, la poblacion celular
mayoritaria en dermis, mostraron una gran afinidad hacia los andamios COL-EDC y que
tuvieron una buena interaccion con la superficie de los mismos, estos andamios
entrecruzados pueden considerarse como biomateriales con potencial aplicacion en la

ingenieria de tejidos de piel.

La muestra una produccion fibrosa en los andamios 35 mM y 55 mM, esto
sugiere que los fibroblastos estan activos dentro de los andamios, ya que esta matriz fibrosa
puede ser la que las mismas células estan produciendo. Sin embargo, es necesario hacer
otro tipo de pruebas que corroboren esta informacion, y con las que se pueda evaluar a

profundidad el comportamiento bioldgico de los andamios.



CONCLUSIONES Y
PERSPECTIVAS

Conclusiones

La busqueda de técnicas que mejoren el comportamiento fisicoquimico de la coldgena, para
asi poder ampliar las aplicaciones de este material, ha sido extensa y se ha llevado a cabo a
lo largo de varios afios. Los resultados obtenidos en este trabajo de investigacion
demuestran que es posible obtener andamios con base en coldgena entrecruzados con
diferentes concentraciones de EDC que presenten un comportamiento bioldgico adecuado
asi como propiedades fisicoquimicas reforzadas para poder ser aplicados como sustitutos

cutaneos en lesiones dérmicas.

Los andamios obtenidos presentaron morfologia porosa, con un tamafio de poro promedio
que es adecuado para el crecimiento y la proliferacion celular, y es un factor de vital
importancia para los andamios con aplicaciones biomédicas. Esta morfologia no se ve
afectada por el entrecruzamiento con EDC, sin embargo, si confiere una mayor capacidad
de absorcion a los andamios, la cual podria ser util para la aplicacion como apositos

cutaneos y ayudar en la regulacion térmica del paciente.

El estudio estructural de los andamios demostr6 que la coldgena en su estructura secundaria
no se ve afectada por el entrecruzamiento, pero si hay cambios respecto a la estabilidad de
la molécula. Tanto el andlisis térmico como el andlisis de degradacion, exhibieron que,

entre mayor concentracion de entrecruzante, mejores propiedades en los andamios.

Asimismo, mediante la caracterizacion biologica la citotoxicidad de los andamios fue
evaluada. Los andamios presentaron un ambiente favorable para la proliferacion y adhesion
celular, debido a las excelentes caracteristicas bioldgicas que la colagena posee y que

mantiene aun después del entrecruzamiento.



Por lo tanto, las diferentes técnicas de caracterizacion, a las cuales fueron sometidos los
andamios, demuestran que se obtuvieron biomateriales adecuados para la aplicacién
deseada, que presentan una microestructura y una composicion apropiadas para el
desarrollo celular (proliferacion y adhesion) ademas de mostrar una mayor estabilidad
térmica y una tasa de degradacion enzimatica menor que la del andamio control (colagena

sin entrecruzar).

Perspectivas

La experimentacion llevada a cabo en esta investigacion abarco la caracterizacion, tanto
fisicoquimica como bioldgica, de andamios de colagena tipo I entrecruzada con EDC. Sin
embargo, para lograr un estudio integral de éstos, es necesario realizar otras técnicas de

caracterizacion para profundizar tanto en su comportamiento bioldgico como fisicoquimico.

e Es primordial analizar la inmunogenicidad de la colagena entrecruzada, para
analizar si esta no cambia después del proceso de entrecruzamiento quimico.

e Es necesario analizar la degradacion enzimatica durante tiempos mas largos a los
estudiados para poder obtener un perfil de degradacion mas detallado. De igual
forma, estudiar la degradacion de los andamios COL-EDC in vivo es un paso
requerido.

e Es preciso realizar pruebas de genotoxicidad, para demostrar que el fenotipo de los
fibroblastos no se ve afectado después de estar en contacto con los andamios COL-
EDC.

e Esnecesario, también realizar pruebas que evaluen la actividad de las células dentro
de los andamios.

e Asimismo, aunque las pruebas de viabilidad celular hayan sido favorecedoras y los

andamios no hayan presentado citotoxicidad, realizar pruebas in vivo es primordial.
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APENDICE A

TECNICAS DE
CARACTERIZACION



El término electroforesis se relaciona con cualquier técnica experimental que se base en la
migracion de moléculas cargadas en un campo eléctrico dentro de un medio liquido [83].
Cuando cualquier particula, cargada eléctricamente, disuelta en una solucién acuosa es
sometida a un campo eléctrico constante, comenzara a migrar hacia el electrodo de carga
opuesta. La velocidad de migracion de las particulas sera directamente proporcional al
voltaje aplicado y a la carga de la particula, pero inversamente proporcional al tamafio de la
particula. De esta manera, moléculas que difieran en tamafio y/o carga, pueden ser
separadas una de la otra bajo este concepto. El andlisis electroforético, en principio, puede
ser utilizado con cualquier particula que, bajo condiciones experimentales, se encuentre
cargada; por ejemplo, cationes o aniones pequeios, acidos orgéanicos, péptidos, lipidos,
proteinas, acidos nucleicos, etc. Sin embargo, en la préctica, las proteinas y acidos

nucleicos son, por mucho, los mas utilizados en la separacion electroforética.

En la electroforesis en gel, las moléculas estdn separadas en tampones acuosos compatibles
dentro de una matriz de gel polimérico. Muchos agentes de tipo gel se utilizan en
electroforética sistemas. Geles de agarosa han demostrado ser eficientes, sobre todo cuando
se aplica a muy grandes macromoléculas tales como nucleico acidos, lipoproteinas, entre

otros [83].

Otro agente utilizado es la poliacrilamida. Los geles de poliacrilamida constituyen un
excelente medio de soporte para separaciones electroforéticas, dado que retinen una serie de
propiedades idoneas: transparencia, elasticidad, porosidad controlable y compatibilidad con

una gran variedad de compuestos quimicos [84].

La poliacrilamida se forma por copolimerizacion de dos compuestos, la Acrilamida y la bis-
Acrilamida  (N,N'-metilén-bis-acrilamida), en wuna reacciébn iniciada por la
Tetrametiletiléndiamina (TEMED) y el Persulfato de Amonio. El radical Persulfato activa
al TEMED, el cual a su vez activa al mondémero de acrilamida para que polimerice. Las

cadenas de poliacrilamida son entrecruzadas al azar por la bis-Acrilamida, formandose asi



una red de porosidad bastante uniforme, que puede ser regulada variando las condiciones de

la reaccion y las concentraciones de los mondémeros.

Entre las diversas técnicas de electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE, por sus siglas
en inglés "polyacrylamide gel electrophoresis"), probablemente la mas utilizada es la
modalidad que se lleva a cabo en presencia del detergente Dodecil-Sulfato de Sodio (SDS-
PAGE), tanto para analizar mezclas de proteinas, como para ser combinada con técnicas de
inmunoelectrotransferencia. En la técnica de SDS-PAGE, se mezclan las proteinas con el
detergente anionico SDS para formar complejos desnaturalizados, cargados negativamente.
La cantidad de SDS unido a las proteinas es proporcional a su tamafio: el SDS se une en
una proporcion aproximada de 1,4 g SDS/g proteina. Los complejos proteina/SDS poseen
una estructura elipsoide o de baston, donde la cadena proteica es distendida y solubilizada
por el detergente. Dado que la relacion final carga/masa queda constante para las distintas
proteinas (se anula su carga intrinseca), estas van a ser separadas en el gel poroso
fundamentalmente con base en sus diferencias de peso molecular (PM): a menor tamafio,

mayor movilidad de la proteina, y viceversa.

Esta técnica nos permite estimar el PM de una proteina, comparando su movilidad
electroforética con la de proteinas de peso molecular conocido. La determinacion del PM
de proteinas mediante SDS-PAGE es valida cuando se analizan cadenas proteicas
individuales (subunidades), en donde se han reducido todos los enlaces disulfuro y por
ende, se ha distendido toda la cadena proteica para su interaccion con el SDS. Bajo estas
condiciones, la migracion de las moléculas obedece fundamentalmente a su PM. Si la
muestra ha sido reducida con 2-mercaptoetanol (u otro reductor como el ditiotreitol), los
enlaces disulfuro intra- e inter-catenarios son disociados, la estructura cuaternaria se pierde
y las subunidades se separan como cadenas peptidicas individuales. La movilidad
electroforética relativa (Rf) es inversamente proporcional al logaritmo del PM. El Rf se
calcula dividiendo la distancia (mm) recorrida por la banda en cuestion, entre la distancia

recorrida por el colorante azul de bromofenol (u otro punto de referencia arbitrario) [84].

La técnica de SDS-PAGE posee un alto poder de resolucion. Lo anterior se deriva del uso

de un sistema electroforético discontinuo, formado de dos geles de distinta porosidad y pH,



que primero compactan las muestras (en el gel superior o concentrados) y luego las separan

(en el gel inferior o separador) ( ).

(LT L L L

—1—> Gel Concentrador

—1— Gel Separador

Partes de un gel de SDS-PAGE. Compuesto por dos geles de distinta porosidad, que cumplen con
funciones distintas. Imagen modificada de [84].

En el gel separador, la movilidad es restringida por el tamafio del poro, el cual depende de
la concentracion de monomeros del gel. Asi, si se requiere resolver componentes de muy
alto PM, se utilizan geles al 5% o al 7,5%, mientras que los geles de poro menor, por
ejemplo 15-20% son ttiles en la separacion de péptidos y proteinas pequenas. Los geles de
poro intermedio (10-12%) proveen una separacion adecuada para proteinas de ~10.000-
90.000 daltons.

El protocolo mas ampliamente utilizado en este tipo de electroforesis es el de Laemmli

[68], mismo que se utiliz6 en este trabajo (Seccion 2.1.1).

La espectroscopia infrarroja es una de las técnicas analiticas mas Ttiles en el campo de las
proteinas. Una de las mayores ventajas de IR es que practicamente cualquier muestra en
practicamente cualquier estado puede ser estudiada. La espectroscopia infrarroja es una
técnica basada en las vibraciones de los 4tomos de una molécula. Un espectro infrarrojo es
comunmente obtenido mediante el paso de radiacion infrarroja a través de una muestra para
asi determinar qué fraccion de la radicacion incidida es absorbida a una energia en

particular [85].



Tradicionalmente, instrumentos dispersivos eran usados para obtener espectros de
infrarrojo. En la actualidad, los espectrometros infrarrojo con Transformada de Fourier
(FT-IR, por sus siglas en inglés) son los mas utilizados y serdn descritos brevemente, a

continuacion.
FT-IR

Su nombre proviene del hecho de que a la senal que llega al detector de estos
espectrometros se le efectia un proceso matematico llamado Transformacion de Fourier. Su
funcionamiento es el siguiente: un haz colimado, proveniente de una fuente que emite en
toda la region infrarroja, incide sobre un divisor de haz. El haz incidente se divide en dos
haces perpendiculares de igual energia, uno de los cuales incide sobre el espejo movil y el
otro sobre el espejo fijo. Los haces son reflejados por ambos espejos y se recombinan al
llegar al divisor de haz. Esto da lugar a una interferencia, la cual puede ser constructiva o
destructiva dependiendo de la posicion relativa del espejo movil con respecto del espejo
fijo. El haz resultante pasa a través de la muestra, en donde sucede una absorcion selectiva

de longitudes de onda y, finalmente, llega al detector ( ).
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Esquema de un espectrometro de infrarrojo por transformada de Fourier (FTIR). Imagen
modificada de [86].



De la mediada del instrumento se obtiene un espectro. La mayoria de los instrumentos
comerciales presentan un espectro con un numero de onda decreciente de izquierda a

derecha.

El espectro infrarrojo se puede dividir en tres regiones principales: el Infrarrojo Lejano
(<400 cm™), el infrarrojo medio (4000-400 cm™) e infrarrojo cercano (13000-4000 cm™).
En general, la region del espectro infrarrojo mas estudiada es la region media, aunque las
otras dos regiones también pueden dar informacién importante, dependiendo de la
naturaleza del material. El eje de las ordenadas (Y) se puede representar como el porcentaje
de la transmitancia, colocando el 100% en la parte superior del espectro. Sin embargo,
también es adecuado presentar la absorbancia como medida de intensidad de las bandas
obtenidas ( ) [85]. Esto se basa en la preferencia de personal, ya que ambas
maneras de presentar los espectros son correctas, aunque la transmitancia es la mas

utilizada para la interpretacion de espectros.

Aplicaciones biologicas (proteinas)

Sistemas biologicos, como por ejemplo lipidos, proteinas péptidos, biomembranas, tejidos
animales, entre otros; han sido estudiados satisfactoriamente mediante espectroscopia

infrarroja [87].

Los espectros de infrarrojo de las proteinas presentan bandas de absorcion asociados con su
grupo amida caracteristica. Los modos vibracionales dentro del plano se deben al
estiramiento del enlace C=0, al estiramiento de C-N y de N-H, y a la flexion del enlace O-
C-N, mientras que un modo de fuera de plano se debe a la torsion del enlace C-N. Las
bandas caracteristicas de los grupos amida en las cadenas proteicas son similares a las
bandas de absorcion exhibidas por amidas secundarias en general, y estan etiquetados como
Bandas de Amida. Hay nueve bandas de este tipo, llamadas amida A, B y amidas amida I-

VII, en orden decreciente en funcion del nimero de onda [88, 89].



La espectroscopia infrarroja se ha utilizado en un gran numero de estudios de proteinas y

las asignaciones espectrales se basan en el hecho de que las estructuras secundarias de estas

proteinas han sido caracterizadas a profundidad mediante otras técnicas (como

cristalografia de rayos X). Los numeros de onda caracteristicos de las estructuras

secundarias de las proteinas también se han estimado a partir de calculos, en coordenadas

normales, en modelos pepdtidicos y en proteinas de estructura conocida [85].
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Imagen modificada de [85].



La Calorimetria Diferencial de Barrido (CDB) es una técnica experimental dindmica que
permite determinar la cantidad de calor que absorbe o libera una sustancia, cuando es
mantenida a temperatura constante o cuando es calentada o enfriada a una velocidad
constante, en un determinado intervalo de temperaturas. La CDB es una técnica importante
en el campo de la Ciencia de Materiales debido a su elevado grado de sensibilidad y a su
rapida velocidad de andlisis. Asimismo, la CDB ha emergido como una técnica muy

poderosa para determinar las propiedades termodinamicas de biomacromoléculas.

La capacidad de monitorear el desdoblamiento o las fases de transicion de proteinas,
polinucledtidos y lipidos, no solo proporciona datos sobre la estabilidad termodinamica de
estas moléculas, sino que también ha hecho posible examinar detalles de los procesos de
desdoblamiento asi como analizar las caracteristicas de los estados intermedios

involucrados en la fusion de los biopolimeros [90].

El uso de la calorimetria diferencial de barrido permite medir la capacidad calorifica
aparente de una disolucion macromolecular como una funcion continua de la temperatura,
obteniéndose asi, lo que cominmente se denomina termograma. A partir de esta funcion es
posible, si el sistema macromolecular estd bien definido, determinar los pardmetros
termodindmicos asociados con la transicion inducida por la temperatura: cambios de
entalpia (AH), de entropia (AS), de energia de Gibbs (AG) y de capacidad calorifica (ACp),
asi como, la temperatura de transicion térmica (que puede considerarse la temperatura de

fusion).

La CDB se utiliza comunmente para el estudio de reacciones bioquimicas, las cuales se
refieren a la transicion molecular de una conformacion a otra que puede presentar una

molécula.

En un experimento basico de CDB, en una celda se coloca la muestra a analizar, mientras
que la otra celda se queda vacia o se coloca un material de referencia. Entonces, durante el

calentamiento de la muestra, se mide el flujo de calor manteniendo un equilibrio térmico



entre la referencia y la muestra. La referencia y la muestra se calientan, a una velocidad
determinada, hasta que la muestra empieza a consumir o emitir calor (durante un proceso
endotérmico o exotérmico, respectivamente). Si se trata de un proceso endotérmico, la

temperatura de la muestra serd menor que la de la referencia [91, 92].
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Montaje de un experimento de Calorimetria Diferencial de Barrido. Imagen modificada de [93].

Aplicaciones bioldgicas (proteinas)

Es bien sabido que la formacién de estructuras tinicas de macromoléculas bioldgicas, como
proteinas y sus complejos especificos, es un proceso reversible y que, dichas reacciones,
son controladas termodindmicamente. Debido a esto, llevar a cabo investigaciones sobre la
termodindmica de estos procesos es de vital importancia. Para lograr este objetivo, se
requieren mediciones directas de los efectos del calentamiento sobre los procesos intra- e
intermoleculares de las macromoléculas; técnicas calorimétricas muy sensibles, como la
CDB, son utilizadas para estas mediciones. La CDB es una de las técnicas mas utilizadas
para determinar la estabilidad de las proteinas y para medir parametros del desdoblamiento
de las mismas [92, 94]. En los estudios de CDB, la temperatura en el punto maximo

representa la estabilidad de la proteina.
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Abstract—A leading consequence of burns is the loss of large extensions of skin. Thus, skin tissue engineering has been
increased and promoted development of biomimetic skin scaffolds. Type I collagen is one of the most materials used in tissue
engineering due to its biological characteristics. However, the applications of collagen as biomaterial are severely limited
by its reduced physicochemical and mechanical properties, such as high susceptibility to enzymatic degradation in vivo and
low thermo stability. To enhance collagen properties, crosslinked collagen scaffolds at different concentrations of 1-ethyl-3-
(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride (EDC) were prepared by freeze-drying technique. The effect of
crosslinking and concentration on scaffolds physicochemical and biological behavior was evaluated. Scaffolds morphology
was observed by Scanning Electron Microscopy, showing in all cases an appropriate microstructure for biological
applications. Differential Scanning Calorimetric showed an increase in shrinkage temperature (TS) with increase in EDC
concentration.  Infrared Spectroscopy suggested that the secondary structure of collagen is not affected after the
crosslinking. Enzymatic degradation test indicated that scaffolds treated with EDC dissolved slowly in enzymatic solution
(just 12% of degradation after 96 h). Cell viability and attachment tests suggested that EDC treatment do not affect the
excellent biological characteristics of collagen.

Keywords— collagen, crosslinking, enzymatic degradation, freeze-drying, skin.

L INTRODUCTION

Skin is the largest organ of the body and it is composed of epidermis, dermis, and hypodermis layers, together with a
complex nerve and blood supply systems [1], [2]. Loss of large part of skin, related to illness or injury, would not only affect
the appearance of the patient, but also can lead to infection and even causing death. Thus, the necessity of skin substitutes for
wound healing has increased skin tissue engineering research and promoted development of biomimetic skin scaffolds that
help to regenerate large points of damaged skin [3], [4].

Collagen has been widely used to fabricate scaffolds due to its high biocompatibility, low antigenic response and because it
naturally contains cell adhesion motives that improve cell-scaffold interactions [5]-[8]. Type I collagen is the most common
type of collagen and it is the major protein of all connective tissue, such as bone, tendon, cartilage and skin [9]-[12]. Despite
the huge efforts and developments, the uses of collagen for tissue engineering applications is currently limited by its high
susceptibility to enzymatic degradation and low thermo stability in vivo [13]-[15]. For the development of new skin tissue
engineering therapies, the enhancement of thermal, mechanical and enzymatic stability of collagen is needed. The

crosslinking is the most used method collagen properties [8], [16], [17].

Glutaraldehyde has been extensively used as crosslinker, but it is associated with cytotoxicity effects, reduced cellular
ingrowth in vitro and in vivo [13], [17], [18]. The search of “green” crosslinkers that avoid denaturation protein and can be
easily removed after the crosslinking is the topic of current research in the field. Among potential alternatives, 1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride (EDC) has demonstrated to be a mild[8], [19] and water-soluble
crosslinker. EDC induce the formation of covalent amine bonds thought carboxyl and amino groups of collagen[8], [19],
[20]. Usha et.al.[19] reported the physicochemical behavior of collagen crosslinked with EDC (10 mM). However, they do
not report the biological performance of the scaffolds obtained. In contrast, Krishnamoorthy et.al. [21] report
physicochemical and biological behavior of collagen crosslinked with EDC, but they use only one EDC concentration (40
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mM). EDC is considered as a zero length crosslinker. Nevertheless, some authors have questioned about the cytotoxicity of
EDC and the facility of the technique [22]. Thus, comprehensive study, about physicochemical and biological properties, of
collagen crosslinked scaffolds with different concentrations of EDC is needed to assess the modification of collagen structure
and its effects on cell viability.

The objective of this study was to access the effects of several EDC concentrations, if any, on the physicochemical and
biological properties in vitro of collagen scaffolds for skin tissue engineering. The scaffolds were prepared by freeze-drying
technique, crosslinked with different concentrations of EDC and characterized in terms of morphology, thermal stability,
molecular structure, enzymatic degradation and cell attachment, viability and proliferation.

II. MATERIALS AND METHODS
2.1 Extraction of type I collagen

Type I collagen was isolated from fresh bovine Achilles tendon by acetic acid extraction and pepsin digestion method.
Briefly, the minced tendons were suspended in 0.5 M acetic acid solution during 48 h, the viscous collagenous material was
separated from the insoluble components by sieving and digested with pepsin (1g pepsin/ 100 g tendon) at 4°C during 12 h.
Trypsin digestion was halted by 0.2 M sodium phosphate dialysis. The dialyzed collagen was centrifuged at 12000 g for 40
min to get rid of insoluble impurities. The supernatant was precipitated by NaCl (5 w/v %) and the precipitated was re-
dissolved in 0.5 M acetic acid. Then, the solution was dialyzed with 4 mM potassium phosphate buffer to repeat the same
process to achieve the protein purification. Finally, collagen was re-dissolved in 0.5 M acetic acid and the collagen solution
was stored at 4°C. The purity of the collagen extracted was confirmed by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE). SDS-PAGE was performed following the method of Laemmli [23] using discontinuous
Tris/HCl/Glycine buffer system.

2.2 Fabrication and crosslinking of collagen scaffolds

Freeze-drying technique was used for fabrication of the collagen scaffolds. Briefly, the collagen solution (5 mg/ml) was
dropped onto silicon molds (diameter: 30 mm, depth: 10 mm) and frozen at -20 °C for 24 h. After that, the frozen collagen
was lyophilized at -40 °C and 0.05 mBar for 18 h. For crosslinking the lyophilized scaffolds were immersed in 5 ml of EDC-
ethanol solutions with different concentrations of EDC (0, 35mM, 45mM and 55mM) during 24 h at 4 °C. The crosslinked
scaffolds were washed three times with distilled water during 10 minutes using a sonicator (Branson) at room temperature.
The scaffolds were freeze-dried again applying the same conditions derived above. Non-crosslinked scaffold (0 mM EDC)
was named COL and was prepared as a control to could compare the changes in the protein after the crosslinking. Changes in
the protein structure after EDC crosslinking were analyzed by Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR Nicolet 6700)
from 4000 cm™ to 400 cm’™.

The ultrastructure of the scaffolds was observed by field emission scanning electron microscope (JEOL JSM-7600F). The
crosslinked collagen scaffolds were cut along its diameter and the cross-section was coated with a thin layer of gold (Fine
Coat Ion Sputter JFC-1100) to prevent charging during observation. Pore size was determinate image analysis (AxioVision
4.0). The percentage of porosity was obtained applying equation 1.

Porosity (%) = (1 — p*/p) X 100 (1)
Where p* is the apparent density of the scaffold determined by the ratio between the dry mass of the scaffold and its external
volume, and p is the theorical density of collagen (1.3 g/ml [24]).
23 Swelling test

To determinate the absorption of water, the scaffolds were immersed in sealed tubes containing PBS and incubated at 37°C
during 60 min. Afterwards, the scaffolds were removed, gently dry with filter paper to remove the excess of PBS, and the
percentage of water uptake was calculated using equation 2:

Water uptake (%) = W“?V—%L % 100 )

dry
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Where W, is the weight of the sample and W, is the weight of the sample after immersion in PBS. The test was performed
in triplicate.

2.4 Thermal stability of collagen-EDC scaffolds

The thermal stability of the EDC crosslinked collagen scaffolds was measured through differential scanning calorimetry
(DSC 2910 Modulated TA Instruments).The thermograms were obtained by heating the samples from 0 to 120 °C with a
heating rate of 5 °C/min.

2.5 Enzymatic Degradation

Enzymatic degradation of collagen-EDC scaffolds was performed using collagenase digestion. Scaffolds were cut into disks
(superficial area), and were immersed in 2 ml of Tris-HCI buffer solution (pH 7.4) containing 5 U/ml of collagenase type 1
(clostridium hystoliticum, Sigma-Aldrich) at 37 °C. The solution was renewed every 8 h. Scaffold samples were removed
after 12, 24, 48, 72 and 96 h of immersion, rinsed the with distilled water and lyophilized. The percentage of enzymatic
degradation was calculated according to equation 3. All samples were tested in triplicate.

Mass loss (%) = % x 100 3)
L

Where, W;is the weight of the scaffold before collagenase digestion and W is the weight of the scaffold after degradation.
2.6 Cell culture of human dermal fibroblasts

Primary human dermal fibroblasts were obtained from voluntary donors of the Faculty of Medicine, UNAM, following
protocols reviewed and approved by Ethics committee of Faculty. The cells were cultured in Minimum Essential Medium
(MEM; GibcoBRL), supplemented with 2 mM glutamine, 1% penicillin/streptomycin and 10% fetal bovine serum (FBS)
maintaining the culture environment at 37°C and 5% CO,. Prior cell seeding, scaffold disks (diameter: 6 mm, depth: 2 mm)
were placed in tubes with PBS 1% penicillin/streptomycin overnight, sterilized by UV treatment for 1 hour (30 minutes each
side) and pre-moistened in MEM during 24 h. Fibroblasts were seeded in the scaffolds using 96 well cell culture plates at a
density of 1500 cells/well. After 24 h cell viability was evaluated using AlamarBlue reagent (Invitrogen) following the
instructions of the producer [25]. Briefly, the culture medium was discarded and fresh medium with 10% of AlamarBlue was
added. The color turnover was quantified by measuring the optic absorbance of 100ul of supernatant in a BioTek Epoch
Microplate Spectrophotometer at 570 nm and 600 nm. The first measure was obtained immediately after the AB was added
(time 0), the next measurements were performed at different times (6 h, 12 h, 1, 2, 4, 5, 6 and 8 days). The morphology of the
fibroblasts attached to the scaffolds was evaluated after 3 h, 24 h and 7 days of proliferation. Scaffolds were rinsed three
times with Na-cacodylate buffer, fixed in 4% glutaraldehyde solution, dehydrated in ethanol series and prepared for SEM
observation applying a thin layer of gold to prevent charging.

2.7 Statistical analysis

Data were analyzed by one-way ANOVA to determinate statistical significance between groups, p-values <0.05 were
considered as significant.

II1. RESULTS AND DISCUSSION
31 Purity of type I collagen extracted from Achilles bovine tendon

Figure 1 shows a representative electrophoresis pattern of extracted collagen. The pattern of collagen shows two well
differentiated bands at 130 and 140 kDa, correspondig to al and o2 [26] chains, respectively. Besides, in agreement with
Phanat Kittiphattanabawon et. al. [27], the pattern shown a high molecular weight band (250 kDa) related with
components, which is considered a dimer of the a chains. The structure of type I collagen is formed by two al chains and
one o2 chain ([al(I)]2 a2(I)) [28]. These results suggested that the collagen isolated had the typical type I collagen structure
and do not show any detectable degradation products.
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FIGURE 1. SDS-PAGE PATTERN OF M: PRECISION PLUS PROTEIN UNSTAINED STANDARDS BIO-RAD AND
TYPE I COLLAGEN FROM BOVINE ACHILLES TENDON.

3.2 Collagen-EDC scaffolds characterization

SEM images of longitudinal cross sections of collagen-EDC scaffolds show highly porous structure in all samples (Fig.2).
The scaffolds have a continuous network of open porous. Porosity was estimated around 99% for all scaffolds without
significant differences between them (table 1). Furthermore, the pore size estimated from SEM images was similar for all
scaffolds (table 1). Therefore, the structure of the scaffolds was not significantly affected by EDC crosslinking. Similar
results were obtained by Davidenko et.al. [29]. The minimum pore size found was about 21 pm while the biggest one was
566 um. Therefore, the pore size was within a range suitable for growth of cells, such as, fibroblasts, myocytes and
endothelial cells [24], [29]. Accordingly, the morphology of all scaffolds can be considered as appropriate for their use in

skin tissue engineering applications [30].

COL 35 mM 45 mM 55 mM

~ W

FIGU 2. REPRESENTATIVE EM IMAGES OF LONGITUDINAL CROSS STINS OF OLLAGEN-EDC
SCAFFOLDS (SCALE BAR OF 100 pM).

The results of PBS absorption are shown in Table 1. In general, crosslinked scaffolds show higher swelling ability than

uncrosslinked scaffold (COL) which shows a PBS uptake about 2000%. This result is in accordance with the work of

Martinez et.al.[24] and Skopinska-Winsniewska et.al. [22] who found, for native collagen, uptakes around 2000% and

2200%, respectively. The maximum PBS absorption was observed on 55 mM collagen-EDC scaffold. These properties of

absorption are favorable for wound healing application.

Page | 76



International Journal of Engineering Research & Science (IJOER) ISSN: [2395-6992] [Vol-2, Issue-4 April- 2016]

TABLE 1
POROSITY AND PORE SIZE OF COLLAGEN-EDC SCAFFOLDS

9.5E-6+0.12 E-6 731 E-6 +£0.09 E-6 99 + 9.81E-6 115+ 54 2050+ 13.6

9.94 E-6 + 0.26E-6 7.65E-6+0.2 E-6 99 +£2.01E-5 110 £ 50 2764+ 5.8

1.40 E-5+0.02 E-5 1.08 E-5+0.02 E-5 99 £2.121E-5 121 £ 72 8620 £ 3.7

1.28 E-5 + 0.01E-5 989 E-6+0.11 E-6 99 +1.106-5 108 £51 12656 £ 1.6
*Mean £ SD

The influence of the EDC on swelling properties of scaffolds could be due to variances in hydrophilicity caused by reduction
in lateral groups and the presence of new chemical bonds [31].

The FT-IR spectra for collagen-EDC scaffolds are shown in Fig. 3. In the uncrosslinked collagen spectrum (COL), the four
typical collagen bands can be observed. Amide A band at 3300 cm™ it is commonly associated with the N-H and O-H
stretching vibrations (vai and vop) [32], [33]; Amide B was found at 3077 cm™. The Amide I band represents 80% of the
stretching vibrations of the peptide carbonyl group (vc—o) with some C-N stretching (10%) and N-H bending (10%), it is
found at 1633 cm™ [34], [35]. Amide II band at 1538 cm™ and corresponds to N-H deformation vibrations (6ny) and C-N
stretching (ven) [33]. After EDC crosslinking, the wavenumber of collagen bands are almost the same as non-crosslinked
samples (table 2). This may suggest that the secondary structure of collagen was not affected [36]. However, the intensity of
bands varies with the EDC concentration.

TABLE 2
BAND POSITION (cm'l) IN THE FT-IR SPECTRA OF COLLAGEN-EDC SCAFFOLDS

COL 3300 3077 1633 1538 1237
35 3204 3078 1631 1538 1234
45 3300 3078 1633 1538 1235
55 3292 3077 1633 1538 1235
Band assignment VNH, VOH VNH Ve=0, VNH Vens ONH Vens Ol

The Amide I band, which is the most useful infrared band for the analysis of the secondary structure of proteins, presented
decrease on its intensity (Fig. 3B). This due to the formation of new covalent bonds because crosslinking. In addition, the
characteristic carboxyl stretching, observed between 1440 and 1390 cm™ [35] appear in COL spectrum (Fig. 3C), but
decrease (almost disappear) in crosslinked-EDC scaffolds. This indicates that several carboxyl groups take part in
crosslinking reaction. Although that no significant increment in the N-H bound was observed (Amide A band), the decrement
of Amide I intensities suggest a more covalent crosslinked structure and weakened carboxyl group related to formation of
new bonds. Moreover, this result is in agreement with the higher thermal stability of the crosslinked samples. Therefore, the
stabilization effect of EDC on collagen could spread its applications in tissue engineering.
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FIGURE 3. FT-IR SPECTRA OF COLLAGEN-EDC SCAFFOLDS. ALL SPECTRA SHOW TYPICAL COLLAGEN BANDS
(A). THE INTENSITY OF AMIDE I BAND DECREASED AS CONCENTRATION OF EDC INCREASED (B). THE
CARBONYL BAND DECREASED AS CROSSLINKING TAKE PLACE (C). COL LINE (a), 35 mM line (b), 45 mM
line (c¢), 55 mM line (d).

DSC thermogram of collagen-EDC scaffolds crosslinked showed slight differences in shrinkage temperature (Tg) with
increase in EDC concentration (Fig. 4). Ts was the highest for 55 mM (95°C), followed by 45 mM and 35 mM (both with
90°C), and finally by COL with 80 °C. Tg is considered as the temperature at which collagen denaturation begins, due to the
rupture of interchain bonds causing the collagen shrinks [37], [38]. Consequently, this temperature has been defined as a
measure of the structural stability of collagen [39].

—v— 55 mM|
—a—45mM
e 35mM |
—=—COL |

T
40

Temperature (°C)

FIGURE 4. DSC THERMOGRAM OF COLLAGEN-EDC SCAFFOLDS.
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For comparison, Krishnamoorthy et. al. [40] reported that collagen crosslinked with gallic acid obtained a value of Tg of 80
°C, this means that EDC gives a better thermal stability.

Due to the stabilization of triple helix in collagen structure by crosslinking, break these additional crosslinks requires more
energy during heating. Then, it could be expected that collagen treated with EDC provides scaffolds with increased stability
preventing the denaturation at low temperatures.

33 Enzymatic Degradation

Collagen is one of the most used materials in tissue engineering due to its excellent biocompatibility and weak antigenicity.
However, native collagen presents a high enzymatic degradation rate, reducing its possible clinical applications [40], [41].
Enzymatic degradation of crosslinked collagen scaffolds was studied by monitoring the residual weight percent after
different times of incubation with type I collagenase Tris-HCI buffer. Fig. 5 shows the weight loss (%) as a function of time.
COL presented the lowest resistance to enzymatic degradation, dissolving it in just two hours after test started (result not
shown). In contrast, scaffolds treated with EDC dissolved slowly in collagenase solution, presenting mainly 12, 17 and 46%
of degradation after 96 hours respectively for 55, 45 and 35 mM collagen-EDC scaffolds.

60

40

20

% Degradation

T T T y T T
0 20 40 60 80 100
Time (h)

FIGURE 5. MASS LOSS (%) IN PRESENCE OF COLLAGENASE IN TRIS-HCL AT 37°C FOR COLLAGEN-EDC
SCAFFOLDS.

Recently, different kind of crosslinkers has been used to decrease degradation rate of collagen. Skopinska-Wisniewska [42],
used squaric acid as crosslinker. About 17% of the highest crosslinked scaffold was degraded by collagenase within 1 h.
Other authors [40], used galllic acid as crosslinker on collagen scaffolds, and it was observed that, at 96 h on contact with
collagenase solution, the scaffold with highest content of crosslinker presented 16% of degradation. Therefore, enhance the
structural stability of collagen scaffolds with additional crosslinks by EDC crosslinking is a better and effective method to

prevent the cleavage by collagenase and improve the characteristics of collagen as biomaterial.

34 Cell culture test

It is well accepted that cells be seeded and proliferated successfully in collagen scaffolds [43], [44]. Formaldehyde and
Glutaraldehyde has been commonly used as crosslinkers. However, this kind of agents has been associated with cytotoxicity
effect. Meyer et.al. [45] report the cytotoxicity effects in scaffolds crosslinked with Formaldehyde and 0.1% Glutaraldehyde.
In both, it presented a highly cytotoxicity. As mentioned above, EDC is a zero-length crossliker, which means that the

crosslinker will not part of the final product. Therefore, the use of EDC should present not cytotoxic results. However, it is
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important to evaluate if EDC crosslinking method affects the citocompatibility of the scaffolds, this is usually done by
viability and proliferation assays. The viability and proliferation of human dermal fibroblasts in presence of crosslinked
collagen scaffolds were evaluated for 8 days of incubation using AB reagent. Results shown in Fig. 6 demonstrated that EDC
treatment is not cytotoxic, showing equivalent cell viability than the non-crosslinked scaffold and no significant difference
between the samples and the negative control. The negative control (cells with AlamarBlue medium, but without the
presence of the scaffolds), show the lower cell population. These results suggest that the collagen of the scaffolds keep its

excellent biological characteristics after the crosslinking method.

7 ‘- COL T
- 35mM
0.6 4 |- 45 mM
i- 55 mM
\HEE Negative Control

0.4

Relative Absorbance Units (579/600 nm)

0.0 -

| 2 -+ 5 6 8
Time (days)

FIGURE 6. EFFECT OF COLLAGEN-EDC SCAFFOLDS ON HUMAN DERMAL FIBROBLASTS. CELL VIABILITY AND
PROLIFERATION WAS EVALUATED BY ALAMARBLUE REDUCTION ALONG DURING 8 DAYS OF INCUBATION.
THERE IS NO SIGNIFICANCE DIFFERENCE BETWEEN GROUPS (N=5)

The morphology of fibroblasts cultured on collagen-EDC a scaffold was examined by SEM. Images were collected at
different times of culture (3h, 24h and 7 days). However, fibroblasts morphology on COL scaffolds was not observed due to
low stability of the sample, which generates scaffold degradation and collapse. It is worth to mention that collagen presents
good biological properties but, as commented above, has very low stability under biological conditions, being remarkable
important to find methods that improve mechanical performance, such as EDC crosslinking. In fact, EDC crosslinked

scaffolds, presented structural stability along the cell culture test, allowing imaging of the cells.

The cells within the collagen-EDC scaffolds showed spread morphology and cells colonize the three-dimensional structure of
the scaffolds (Fig. 7). After 3 h of seeding, the cells showed the typical elongated morphology of fibroblasts in contact with
the crosslinked scaffolds. Furthermore, cells presented cytoplasmatic extensions, through filipodia (FL), to link with the
matrix; this result suggests that fibroblasts present a high affinity with crosslinked scaffolds.
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55 mM

FIGURE 7. REPRESENTATIVE SEM IMAGES SHOWING THE MORPHOLOGY OF THE FIBROBLASTS CULTURED
ON COLLAGEN-EDC SCAFFOLDS. AT 3 H OF SEEDING (A-C). AT 24 H OF SEEDING (D-F). AT 7 DAYS OF
SEEDING (G-I). SCALE BAR 10 uM.

After 24 h of culture, cell density was increased. Cells cover almost all the sample surfaces presenting several attachment
points with the scaffold. Furthermore, at 24 h, in some regions of scaffolds 35 and 55 mM it was possible to observe the
synthesis of fibrous matrix (Fig. 8). These results corroborate that after crosslinking EDC the scaffolds are still
biocompatible. Nonetheless, no significant effect on EDC concentration on cell attachment was found under the described
experimental conditions. Fibroblast growing behavior and proliferation were analyzing after 7 days of culture. The
formation of a thin cell layer was observed; these results demonstrated a good cell interaction with the surface of the
collagen-EDC scaffolds. Cells in spheroidal form (SF) were also identified, this means that fibroblasts continued to
proliferate after 7 days. Due to fibroblasts, the main cell type in dermis, showed high affinity to the collagen-EDC scaffolds,
these are potential biomaterials for skin tissue engineering, specially the scaffold crosslinked at 55 mM of EDC, because it
presented the higher thermal and enzymatic stability.

FIGURE 8. SEM MICROGRAPHS OF SYNTHESIS OF FIBROUS MATRIX IN A) 35 mM SCAFFOLD (SCALE BAR 20
uM) AND B) 55 mM SCAFFOLD (SCALE BAR 40 uM). ARROWS INDICATE THE PRESENCE OF MATRIX.
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IV. CONCLUSION

Type 1 collagen scaffolds were successfully stabilized by crosslinking treatment with EDC. The results of the
physicochemical characterization of the crosslinked scaffolds indicate that EDC treatment has not significantly altered the
porous morphology of scaffolds, but improve the structural stability and thermal properties, necessary behavior in materials
for tissue engineering applications. Scaffolds showed the same proliferation profile and before and after crosslinking
treatment, besides the cells showed affinity for the crosslinked scaffolds. All these results suggest that this study could be
useful for development a collagen-based biomaterial for tissue engineering applications having suitable physicochemical
properties and reduced antigenicity, even with high EDC concentrations. The findings of this study are limited to the in vitro
behavior. Furthermore, they are a starting point and the in vivo performance should be evaluated.
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