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RESUMEN

La ingenieria en tejidos investiga, entre otras cosas, la combinacion de células,
moléculas y biomateriales para reparar los 6rganos o tejidos dafiados. La piel, el
cartilago y el hueso son algunos de los ejemplos de tejidos artificiales fabricados por

esta rama de la ingenieria biomédica.

El colageno es la proteina mas abundante del cuerpo humano, siendo uno de los
principales elementos estructurales del tejido conectivo junto con el acido
hialuronico (AH). Los andamios de estos materiales fabricados en laboratorio,
intentan simular la matriz extracelular (MEC) proveyendo un soporte fisico con la

porosidad adecuada para la proliferacion celular y otros procesos biolégicos.

Sin embargo, los andamios de colageno y &cido hialurénico presentan ciertas
limitaciones en sus caracteristicas fisicas que son cruciales para el posterior cultivo
celular y su implantacion. Es por este motivo que se los somete a diferentes
tratamientos con el fin de reforzar algunas de sus propiedades, como la resistencia
a la traccion y a la degradacion enzimética, entre otras. Ante la gran variedad de
meétodos fisicos y quimicos que existen en la actualidad, este proyecto utiliza el
tratamiento dehidrotermal (DHT), que aumenta el nimero de enlaces covalentes
(crosslinks) entre las cadenas laterales de la molécula de coldgeno. Se elige este
método por su nula citotoxicidad y la escasa alteracion de la estructura quimica del

colageno y el AH.

Apoyandose en la tecnologia de la impresion en 3D, se obtuvieron los andamios
mediante esta técnica. Después, se los sometid al tratamiento DHT y se realiz6 una

caracterizacion quimica y biolégica de los mismos mediante diferentes pruebas.

El andlisis de espectrometria infrarroja demostré el aumento en la cantidad de
enlaces covalentes luego del tratamiento. Ademas, el ensayo de degradacion
enzimatica, revel6 una mayor resistencia a la enzima colagenasa por parte de los
andamios sometidos al tratamiento. Por otro lado, el ensayo de hinchamiento
demostré una disminucion en la absorcion de agua de los andamios entrecruzados,

lo cual es producto de un aumento en la densidad en la red polimérica.



El estudio de los andamios por microscopia electrénica de barrido revel6
diferentes poblaciones de tamafos de poros. Adicionalmente, los constructos de
colageno y AH con tratamiento DHT presentaron citotoxicidad en células epiteliales

tipo Vero, pero ningun andamio evidencié citotoxicidad para células NIH 3T3.

Reuniendo todos los resultados, se demostré la efectividad del tratamiento DHT
para el entrecruzamiento de los constructos de colageno y de colageno con éacido
hialurénico junto con el refuerzo de sus propiedades fisicas. Los andamios de estos
materiales no presentaron citotoxicidad para posibles aplicaciones in vivo en

ingenieria en tejidos.



ABSTRACT

The mechanical and biological properties of tissue engineering scaffolds affect
cellular adhesion and proliferation. Additionally, these properties are critical for
preserving the structural integrity and functionality during in vivo implantation.
Consequently, it is a common practice to enhance these properties with some

chemical or physical technique.

Since collagen and hyaluronic acid (AH) scaffolds demonstrated great potential in
tissue engineering, the aim of this study was to investigate the effects of
dehydrothermal (DHT) treatment on the structural properties of these scaffolds
through chemical and biological analysis. All constructs were obtained with 3D
printing technology and subsequently, DHT treatment was performed at 120°C,

under 5 cmHg pressure during 24 h.

Fourier transform spectrometry (FTIR) indicated increased amide bone formation
with DHT compared to control. A higher value of resistance to enzyme degradation
was also reported for the scaffolds treated with DHT. As expected, the swelling ratio
of the crosslinked scaffolds was decreased. This is a consequence of the increment
in the polymer network density. Scanning electron microscopy (SEM) showed
different pore size distribution in the cross section of the scaffolds as well as a
heterogeneous surface morphology. Cytotoxicity was evaluated according to I1ISO
10993-5 with Vero and NIH 3T3 line cells and the scaffolds indicated very low and

null cytotoxicity respectively.

Taken together, these results prove the effectiveness of DHT treatment for
collagen-glycosaminoglycan scaffolds crosslinking and the enhancement of its
physical properties. Furthermore, scaffolds showed high biocompatibility and an

acceptable cytotoxicity for future in vivo and in vitro tissue engineering applications.

Key words: Tissue engineering, Dehydrothermal treatment, collagen, hyaluronic

acid.
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1.INTRODUCCION

1.1 Tejido Conectivo, Colageno y Acido Hialurénico

En el cuerpo humano, el tejido conectivo cumple la funciébn de sostén e
integracion sistémica del organismo, participando en la cohesion de los diferentes
elementos tisulares que componen los érganos y sistemas. También en él se
distribuyen las diferentes estructuras vasculonerviosas que irrigan e inervan
diferentes 6rganos. Como todos los tejidos del organismo, esta constituido por
componentes celulares y extracelulares. En estos ultimos, englobamos a la
sustancia fundamental y las fibras, que son los componentes principales de la matriz
extracelular (MEC), de los cuales dependen mayoritariamente las caracteristicas

morfofisiologicas de los tejidos conectivos en general.

La sustancia fundamental es un material de consistencia gelatinosa que esta
extensamente hidratada. Su principal funcién es hacer las veces de solvente para

permitir el intercambio de metabolitos de una célula a otra. Sus componentes son:

e Proteinas

e Glicosaminoglicanos (GAG)

Estos ultimos son polisacaridos (polimeros hidréfilos) que muchas veces se
asocian a proteinas. Este conjunto, denominado proteoglicano, atrae cationes
solubles (principalmente Na*) entonces, por efecto osmolar, atrae agua

contribuyendo asi a la hidratacion de la matriz extracelular.
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Acido Hialurénico
Proteoglicano I
=)
Condroitin sulfato =
(GAG)
Queratan
sulfato
(GAG) S
Proteina —
de union

Figura 1: Estructura de proteoglicanos y GAGH

Los principales GAG son:

e Condroitin sulfato
e Heparan sulfato
e Queratan sulfato

e Acido hialurénico

Particularmente el acido hialurénico es el GAG mas abundante del tejido
conectivo laxo del cuerpo humano. Esta compuesto por unidades repetitivas de un
disacarido (Acido D-glucurénico ligado a N-acetil-D-glucosamina) y es el Unico GAG
no sulfatado®l*l. Es el GAG utilizado en este trabajo para la elaboracién de los

andamios.
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Figura 1: Unidad estructural de Acido Hialurénicol!

1.1.2 Fibras:

Las fibras que componen la matriz extracelular pueden ser de varios tipos: fibras
coldgenas, fibras elasticas y microfibrillas. Cualitativa y cuantitativamente, el
coldgeno es la fibora mas importante y abundante en el organismo, y son los
fibroblastos las células responsables de su sintesis. Las fibras coldgenas sirven
para resistir estiramientos y otros esfuerzos mecanicos de la MEC. Estan presentes

en todo tipo de tejido conjuntivo, en particular tendones, ligamentos y las fascias.

1.2 Colageno

Existen cerca de 33 cadenas polipeptidicas, diferentes en términos genéticos,
gue constituyen al menos 20 tipos de colageno distintos. Una sola molécula de
colageno estd compuesta por tres cadenas polipeptidicas a de unidades repetitivas
(Gly-X-Y) donde frecuentemente los amino acidos en las posiciones X e Y son

prolina e hidroxiprolina respectivamente.

12


https://es.wikipedia.org/wiki/Col%C3%A1geno
https://es.wikipedia.org/wiki/Tend%C3%B3n

El hecho de que la tercera posicion esté ocupada por Glicina (el amino acido
mas pequeifio, que contiene solamente un a4tomo de hidrégeno en la posicion de su

cadena lateral) le permite a la cadena a formar una vuelta cerrada levogira sobre si
misma.

p-Gly -Ser-Ala--COOH

HYp-Gly - Lys-Asp-Gly-Ala-

2
8t

i

!

HoN--Gly-Pro-Arg-Gly-Pro-
HoNow |
HoN--

Figura 3: Motivo repetitivo de las cadenas a®

A su vez, tres cadenas a se enlazan entre si formando una triple hélice
dextrogira (denominada tropocolageno) reforzada por enlaces de hidrogenos entre
la glicina de una cadena y la prolina de otra. En esta disposicion de triple hélice, la
glicina se orienta hacia el centro de la misma mientras que la prolina y la
hidroxiprolina lo hacen hacia la superficie.

13



Cadenas a

Figura 4: Estructura de triple hélice dextrégira y puentes de hidrogeno entre las cadenasl!’]

La estructura de triple hélice rigida y bien empaquetada de colageno, analoga a

la de una cuerda, es responsable de su fuerza tensil caracteristical€llo],

Las unidades de tropocoladgeno se disponen en hileras y éstas a su vez se
empaquetan en haces que constituyen fibrillas. Todas las unidades de
tropocolageno en una fibrilla tienen igual orientacion, esto es, las “cabezas”
(extremos N-terminales de las cadenas polipeptidicas) estan dirigidas hacia el
mismo lado. Cada segmento tropocolageno en una hilera est4 desplazado con
respecto al segmento de la hilera adyacente en aproximadamente un cuarto de la
longitud total de la unidad. Este desplazamiento se mantiene con gran regularidad
en todas las filas y es responsable de las estriaciones (periodo D) que presentan las

fibrillas colagenas cuando se las observa al microscopio electronico.
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Figura 5: Periodo D y estriaciones de la fibrilla colagena (9

Finalmente, las fibrillas de colageno se agrupan en gran namero para constituir

una fibra de colagenol.

Moléculas de colagerno
Fibrillas de colédgeno ( triple hélices)

Cadenas a

Fibra de colageno

Cadena de amino acidos

GLY GLY GLY
HYP HYP
PRO PRO

Figura 6: Estructura de una Fibra de colagenol”!
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Para reforzar alin mas la fibrilla de colageno y estabilizar la molécula, ocurre lo
que se denomina entrecruzamiento quimico, promovido por la enzima lisil oxidasa.
Esta enzima contiene cobre y convierte los residuos de lisina a los del aldehido
alisina. De esta manera, pueden unirse hasta cuatro cadenas laterales en forma
covalente entre si. Este entrecruzamiento no se forma en un sitio al azar, sino que
tiene lugar preferentemente en las regiones terminales de los tropocoldgenos y

aumenta enormemente la estabilidad mecanica de las fibrillas de colageno!“lI10le],

P5%0%:%%%% %% %14\

Hebra de \L.
tropocolageno L

w?  w®  Residuo de
lisina

grupo carbonil

,JGLH (alisina)

Entrecruzamiento
H . .-
(condensacion alddlica)

Figura 7: Entrecruzamiento intermolecular del tropocoladgeno promovido por la enzima lisil oxidasaltl
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Estos enlaces cruzados de la molécula de colageno, aumentan con la edad.
Eventualmente, la elasticidad de las fibrillas va disminuyendo dando lugar a que
aumente la fragilidad de los huesos, disminuya la elasticidad de los ligamentos y se

endurezcan las articulaciones y los vasos.

1.3 Andamios de colageno y acido hialurénico

La ingenieria en tejidos utiliza la combinacion de células y métodos de la
ingenieria de materiales para mantener, mejorar o restaurar la funciéon de tejidos y
organos del cuerpo humano mediante la obtencién de tejidos funcionales in vitro.
Entre sus objetivos podemos mencionar: la reparacion de érganos del cuerpo
humano, las transfusiones, trasplantes y terapias génicas entre otros. Es una
especialidad de caracter interdisciplinario ya que involucra a la ingenieria de

materiales, la biologia celular, la fisicoquimica y la medicina entre otras 2.

Los tres ejes fundamentales de la ingenieria en tejidos son:

e Cultivo de células
e Moléculas o compuestos que llevan a cabo determinadas funciones
(mensajeros, factores de crecimiento celular, etc)

e Estructuras de soportes o andamios (scaffolds)

Este trabajo se basa en el dltimo item. Los andamios son estructuras en 3D que
sustituyen parte de un tejido, total o parcialmente. Se confeccionan con distintos
materiales en funcion del 6rgano o tejido donde se vayan a implantar. Existen varios
métodos de fabricacién, como la descelularizacion de tejidos, la infiltracién de
espumas poliméricas y el electrohilado (electrospinning) entre otros. Sin embargo,
en este trabajo se utiliza una técnica relativamente nueva para la obtencion de los

andamios: la impresion 3D.
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Es indispensable que los andamios cumplan con una serie de requisitos:

e En primer lugar deben ser biocompatibles, esto quiere decir que no
generaran rechazos a la hora de su implantacion.

e Deberan tener una vida media determinada segun la funcién que cumplan.
Esto implica que deben ser biodegradables en el caso de servir como soporte
para el crecimiento de algun tejido.

e Sus propiedades mecanicas deben ser adecuadas para servir de estructura
de soporte para el crecimiento celular. Ademas, debe ser mecanicamente
funcional una vez implantado.

e La porosidad del andamio es otra de las propiedades que juega un papel
importante a la hora de su construccion. Los poros deben estar
interconectados para permitir el crecimiento y migracion celular, como asi
también el transporte de nutrientes. Si el diametro de los poros es muy
pequefio, la migracion celular se vera limitada, lo cual provocara una
“‘encapsulacion” del andamio en su superficie ya que las células no podran
crecer en su interior. Ademas de la limitacion en la difusion de nutrientes esto
restringira también la remocién de deshechos, que podra causar la aparicion
de zonas necroticas dentro del constructo. Por otra parte, si el didmetro de
los poros es demasiado grande habra una disminucién en la superficie del

andamio, lo cual limitara la adhesién celular!131i22],

1.4 Técnicas de reforzamiento de las propiedades de andamios

El colageno y los glicosaminoglicanos (GAG) son utilizados frecuentemente en la
fabricacion de andamios por su biocompatibilidad y su excelente interaccion con las
células y otras macromoléculas ya que son unos de los componentes principales de

la matriz extra celular (MEC).
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Sin embargo, existe la necesidad de estabilizar las fibras con el fin de controlar
ciertas caracteristicas fisicas, como el tiempo de biodegradacién en el cuerpo, la

elasticidad o la resistencia a la degradacion enzimaticalt?l4l,

Es préactica habitual, recurrir a métodos para reforzar las propiedades mecanicas
de los andamios de coldgeno y GAG. Una forma de lograr esto, es aumentando los
enlaces covalentes entre las cadenas de tropocolageno, esto se denomina reaccion
de entrecruzamiento (crosslinking). Como se menciond anteriormente, este
fendmeno tiene lugar de manera natural en el organismo gracias a la enzima lisil
oxidasa, la cual provoca entrecruzamiento intermolecular en la fibra de colageno con

el fin de estabilizar las fibrillast®!.

1.5 Ventajas del entrecruzamiento de los andamios:

Entre las ventajas del entrecruzamiento in vitro de los andamios podemos

enumerar:[10l [13]

e Aumento en el médulo de compresion y traccion del constructo
e Aumento en la resistencia a la degradacién enzimatica

e Aumento de la temperatura de desnaturalizacion del colageno
e Reduccion del grado de hidratacion de la matriz polimérica

e Retencion de la forma original del andamio a la hora del cultivo

Un uso de esta técnica tiene lugar en la industria farmacéutica, ya que al
modificar el grado de entrecruzamiento de los andamios, se puede controlar con
mayor precision el tiempo de biodegradabilidad de los mismos. Esto es de crucial

importancia en la liberacion controlada de farmacos.

En la oftalmologia también es usual recurrir a esta técnica para tratar patologias

como el queratocono o la degeneracion marginal pellicida, donde el colageno
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corneal esta debilitado. Se aplican rayos UVA al paciente con el objetivo de

recuperar la rigidez corneal.

1.6 Métodos de entrecruzamiento

En la actualidad, existen varias alternativas de entrecruzamiento in vitro. De
manera general, se los agrupa en métodos quimicos y fisicos. Entre los primeros,
algunos de los agentes quimicos utilizados son: Glutaraldehido (GTA), Diisocinato
de hexametileno (HMDC), Cianamida, Carbodiimida (EDC) y Difenil fosforil azida
(DPPA). Mientras que los métodos fisicos empleados son: Radiacion X y gamma,
Luz ultravioleta (UV) y tratamiento dehidrotermal (DHT).

A estos Ultimos, se los denomina también métodos de longitud cero (Zero-length
methods) ya que no agregan ninguna molécula que actle como puente de unién
entre las cadenas de colageno y las cadenas de colageno y los GAG. No se

incorpora ninglin compuesto quimico a la red polimérical®l.

Esta cualidad le otorga a los métodos fisicos una ventaja sobre los quimicos, ya
gue los andamios obtenidos por los métodos de longitud cero presentan
citotoxicidad nula con respecto a los obtenidos por métodos quimicos®l. Esta
caracteristica fue el motivo por el cual el método Dehidrotermal (DHT) fue el elegido

para llevar a cabo este proyecto.

1.7 Tratamiento Dehidrotermal:

Este proceso fisico consiste en someter a los andamios a altas temperaturas
(>90°C) y vacio durante periodos de tiempo prolongados. Esto remueve el agua
contenida en la red polimérica y promueve la formacién de entrecruzamientos

intermoleculares entre las cadenas de colageno a través de enlaces amidal*. Los
20



aminoacidos involucrados en estos enlaces son la lisina y la alanina. Luego de una
reaccion de eliminacion B de la serina, se forma dehidroalanina que luego reacciona

con la lisina para formar lisinoalaninal?l,

> C-CHp-OH ——= > C=CH,+ lisina< — > (C-CH,-NH-(CH,) -C<
= oL = oL

serina dehidroalanina lisino-alanina

Figura 8: Formacion de lisino-alaninalt®l

Molécula de colageno
Cadenaa

Triple hélice
Tropocolageno
‘ ml m‘ ‘ 67nm
‘ ;‘g Enlaces covalenies :\K “

- ’ & "]

Figura 9: Enlaces covalentes formados durante el tratamiento dehidrotermal*®!

El tratamiento DHT es preferible a otros métodos de entrecruzamiento ya que
ademas de no utilizar agentes citotoxicos, esteriliza las muestras debido a la

prolongada exposicion a altas temperaturas.

Sin embargo, esto tiene como contrapartida la desnaturalizacion de la molécula,

gue se traduce como una desorganizacion de la estructura de triple hélice donde las
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cadenas se reensamblan de manera aleatoria. Aunque generalmente la
desnaturalizacién es indeseada ya que corrompe la estructura original del colageno,
se ha comprobado que la misma reduce la respuesta inflamatoria y promueve la
adhesiéon celular in vivo. Esto dltimo se explica al observar que luego de la
desnaturalizacién, quedan expuestos mas sitios de unién de la molécula (que en su
estado normal son inaccesibles) para los receptores celulares de integrinas.
Entonces, la desnaturalizacion aumenta el nimero de sitios expuestos para la
adhesion celular en la molécula de colageno!®'’], No obstante, en la fabricacion de
andamios, la desnaturalizacion debe ser sumamente controlada puesto que trae

aparejada una biodegradacion mas rapida.

1.8 Bioimpresion 3D

La Bioimpresién 3D es una técnica de construccion por capas con materiales
biolégicos, celulares o no, basado en un disefio por computadora para producir
estructuras que simulan los diferentes tejidos del organismo. A diferencia de la
impresion convencional, la bioimpresion 3D implica consideraciones adicionales,
tales como la eleccién de materiales (tipos de células y la composicién del hidrogel
gue las contendrd) y parametros técnicos relacionados, como la sensibilidad de las

células a la impresion y la integridad mecanica del constructo a imprimir 181,

En la actualidad, los materiales utilizados en la bioimpresion 3D son
predominantemente polimeros naturales (alginato, gelatinas, colagenos, quitosano,
fibrina y acido hialurénico) obtenidos de tejidos animales, o moléculas sintéticas
(polietilenglicol; PEG, policaprolactona; PLA)I8I1%120 pPor un lado, el uso de
polimeros naturales resuelve los problemas de biocompatibilidad que

frecuentemente presentan los polimeros sintéticos. Por otro lado, las propiedades
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fisicas de los polimeros sintéticos son mucho mas flexibles a la hora de someter al
material a diferentes procesos para satisfacer necesidades de aplicaciones

particulares.

Independientemente del material que se elija, es necesario que presente
propiedades mecénicas y de biocompatibilidad adecuadas no solo para cumplir con

las necesidades fisicas del constructo sino también para el proceso de impresion.

Es la técnica mas comunmente usada tanto para aplicaciones bioldgicas como
para no biolégicas. Cuenta con un cartucho, el cual contiene un hidrogel que
normalmente es una solucién de un hidrogel y células encapsuladas. Este cartucho
se encuentra conectado al cabezal de impresion, el cual es deformado por un

actuador térmico o piezoeléctrico para generar gotas de un tamafio controlablel*8],

La ventaja de esta técnica es el bajo costo de la misma, debido a que el
mecanismo es similar al de las impresoras convencionales. Ademas los constructos

poseen alta viabilidad celular, entre un 80-90%.

Por otro lado, una de las desventajas de la técnica es el hecho de que no
soporta hidrogeles con alta viscosidad y densidad celular. Esto se debe
principalmente a que la boquilla se atasca frecuentemente. Otra desventaja es el
efecto de sedimentacion: el hidrogel recién cargado se encuentra bien mezclado,
pero durante el proceso de impresion las células permanecen en el cartucho y no

son eyectadas por la boquillal20121],
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Es la técnica utilizada en este proyecto. Las bioimpresoras mas accesibles del
mercado son de este tipo. El mecanismo de accion consta de un dispositivo
neumatico o mecanico como un pistén o tornillo. Para extruir el filamento, se aplica
sobre el hidrogel una presién que genera una eyeccion continua de material y no

gotas del mismo, caracteristica que la distingue de otras técnicas de impresion(i8l.

Una de las ventajas de la técnica se basa en la posibilidad de imprimir gran
cantidad de hidrogeles diferentes, con alta densidad celular y un costo razonable.
Asimismo, tiene compatibilidad con sistemas de entrecruzamiento quimico, térmico
y con luz. Igualmente, los equipos tienen gran versatilidad a la hora de intercambio

de extrusores.

La principal desventaja es el largo periodo de exposicion de las células a estrés
mecanico, esto reduce la viabilidad celular notablemente?. Esto no fue un

problema para este proyecto puesto que no se imprimié con componentes celulares.

Aungue menos habitual que las técnicas anteriores, la bioimpresion por laser
estd comenzando a ser utilizada para aplicaciones de ingenieria en tejidos.

Basicamente la técnica se apoya en la transferencia de energia inducida por laser.

El equipo consta de un emisor de laser pulsado y una cinta con dos capas.
Durante la impresion, la capa superior (generalmente de oro o titanio) absorbe la
energia proveniente del haz y provoca una vaporizacion que eyecta el hidrogel de la

capa inferior.

Una de las ventajas de esta técnica, en comparacion con las precedentes, es
gue la impresién evita el contacto directo entre el hidrogel y el dispensador, lo cual

limita el estrés mecanico que sufren las células y eleva la viabilidad celular a valores
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de 95%. Ademas, la técnica permite utilizar diferentes tipos de hidrogeles, puesto

gue no conlleva limitaciones de viscosidad.

Sin embargo, esta técnica es la mas costosalél [22],
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2.OBJETIVOS DEL PROYECTO

2.1 Objetivo General:

Obtener andamios de colageno y colageno con acido hialurénico impresos en 3D

para luego entrecruzarlos mediante tratamiento dehidrotermal y demostrar los

efectos del mismo a través de caracterizaciones quimicas y biologicas.

2.2 Objetivos Especificos:

e Obtencion de preparados de colageno y acido hialurénico en el laboratorio en

concentraciones indicadas en protocolos.

e Impresion 3D de andamios de estos componentes

e Entrecruzamiento de los constructos por tratamiento dehidrotermal.

e Caracterizacion quimica y biolégica de los andamios:

Determinacion cuantitativa del nivel de entrecruzamiento mediante
Espectrometria Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

Analisis topografico de la superficie de los andamios y dimensiones de
poros por microscopia de barrido electrénico (SEM)

Ensayo de degradacion enzimatica

Evaluacion de hinchamiento en agua y porosidad en etanol de los
andamios

Evaluacion biolégica de los constructos: ensayo de solubilidad en medio

fisiol6gico y ensayos de citotoxicidad segin norma ISO 10993-5.
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3. MATERIALES Y METODOS

A continuacion se describen los procesos de elaboracion, impresion y
caracterizacion de los andamios. La mayor parte de las actividades fueron llevadas
a cabo en el Departamento de Quimica de la Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas
y Naturales (UNC).

3.1 Materiales

El colageno utilizado en este trabajo es de origen porcino, tipo | .EI mismo fue
extraido y purificado segun protocolol?® a partir de piel porcina en el laboratorio de
Quimica Bioldgica de la FCEFyN. Brevemente, fragmentos de piel se sometieron a
12 tratamientos consecutivos de 24hs cada uno: seis tratamientos de fosfato de
sodio 0,211 M, dos tratamientos de cloruro de sodio 0,48 M, dos tratamientos de
buffer de citrato 0,225 M (ajustado pH 3.7) y dos tratamientos de acido acético de
0,175 M. Una vez completos los 12 tratamientos, las muestras se lavaron cuatro
veces con agua desionizada, se congelaron vy liofilizaron. Acido hialurénico (AH) de
origen comercial también se utilizo para la preparacion de los andamios. El resto de
los reactivos quimicos utilizados fueron provistos por el Departamento de Quimica
Biologica de la FCEFyN.

3.2 Preparacion de las muestras

El colageno se hidrato en una relacion de 60 mg por ml de buffer de acido

acético. El hidrogel se homogeniz6 manualmente mediante el paso del mismo a
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través de jeringas con agujas de calibre 21G. En el caso del hidrogel de colageno y
acido hialurénico, la relacion usada fue 100 mg de colageno cada 8,8 mg de &cido
hialurénico. Este hidrogel mixto se hidraté en el buffer en la misma relacion que el

de colageno (60 mg de colageno por cada ml de buffer).

1.1 Impresion de los andamios

La bioimpresora utilizada para imprimir los constructos pertenece a la empresa
LifeSi. Una gran cantidad de andamios fueron impresos por extrusion en
condiciones de temperatura y humedad ambiente y el tiempo empleado para

imprimir cada uno fue cerca de 4 minutos.

Las medidas finales de los constructos fueron de 5 mm de lado
aproximadamente. Ademas, el diametro de la fibra extruida fue de 500 um y 1mm
para el “paso” de la impresora. Esto determind el patrén de “entretejido” de los
constructos, con huecos de 500 pm entre las fibras. Estas dimensiones, fueron las

gue luego determinaron los diametros de los macro poros de los constructos.

1.2 Liofilizaciobn de andamios

Siguiendo el protocolo™, y con la finalidad de secar los constructos de manera
gue conserven su forma antes de iniciar el tratamiento DHT, los mismos fueron

liofilizados a -90°C durante 4 horas.
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1.3 Tratamiento DHT

Materiales para el tratamiento DHT:

o Matraz kitasato de vidrio pirex

e Manguera de silicona resistente a alta temperatura
e Bridas

e Mandmetro de vacio (CIMPA NuovaFima)

o Fastix de alta temperatura y sellador de roscas H3
o Llave de paso tipo esférica

« Bomba de vacio DVP 3A 0,5HP

o Horno refractario (ORL Hornos Eléctricos S.A., Buenos Aires, Argentina)

La mayoria de estos materiales fueron provistos por el Departamento de

Materiales de la FCEFyN, el resto fueron adquiridos.

Se sell6 el matraz kitasato con las muestras dentro aplicando pegamento de alta
temperatura a su tapén. Las mangueras, el manémetro de vacio y la llave de paso
fueron sellados con sella roscas (Hidro 3 termofusion). El extremo libre de la
manguera fue conectado a la bomba de vacio como se muestra en el siguiente

esquema
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1. Matraz Kitasato
2. Mancmetro

3. Lllave de paso
4. Bomba de vacio

Figura 11: llustracién e imagen de conexion de componentes para el tratamiento DHT
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Este tratamiento fue llevado a cabo en el laboratorio de Materiales de la
FCEFyN. Una vez posicionado el matraz dentro del horno refractario, se coloco un
sensor de temperatura tipo termocupla con el objetivo de controlar este parametro
de manera mas precisa. Se mantuvieron las muestras en vacio a temperatura
ambiente durante 30 minutos siguiendo el protocolof®l. A continuacion, se comenzo a
subir la temperatura del horno de manera progresiva. Las muestras siempre se
mantuvieron a 5 cmHg de presién de vacio. El horno tardé 49 minutos en llegar a la
temperatura de régimen. Una vez alcanzada ésta, se inici6 el registro de tiempo del

procedimiento, el cual finalizé exactamente a las 24 horas.

Los parametros elegidos para el tratamiento son los utilizados en dos

protocolos(® 14 y fueron los siguientes:

e Temperatura: 120°C
e Presion de vacio: 5cmHg

e Tiempo: 24hs

Nota: El control de la temperatura no fue exacto ya que el horno presento inercia
térmica con variaciones de + 5°C. Eventualmente se llevo la presion de vacio a
20cmHg para remover el exceso de humedad (se observé condensacion en el tubo).

Esta humedad es indeseable en el tratamiento.
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2. CARACTERIZACION DE LOS ANDAMIOS

2.1 Espectrometria Infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR)

Este ensayo fue realizado en la Facultad de Ciencias Quimicas (UNC), donde se
utilizé un equipo Thermoscientific, Nicolet iIN10. Muestras del orden de los
microgramos fueron extraidas de los andamios y se posicionaron sobre una pastilla
de bromuro de potasio para su lectura. El procedimiento fue llevado a cabo en

condiciones de temperatura y humedad ambiente.

Se procedié a hacer un barrido con una resoluciéon de 4 cm, en un rango de
4000 — 650 cm. Cada espectro fue realizado 5 veces para aumentar la relacion
sefal-ruido. Las sefales fueron luego analizadas usando un software especializado
(Essential FTIR).

La espectrometria infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), es de gran
utilidad para realizar un andlisis cuantitativo del nivel de entrecruzamiento y
desnaturalizaciéon de los andamios*¥. La lectura de los espectros, permite elaborar
indices que reflejan los cambios que han sufrido los andamios, por lo tanto, éstos
fueron evaluados antes y después del tratamiento DHT. De la misma manera, se
utilizé este ensayo para comprobar si hubo alteracion quimica del colageno o el AH

durante el tratamiento.
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2.2 Microscopia electronica de barrido (SEM)

Este ensayo se llevd a cabo en el Laboratorio de Microscopia Electrénica y
Andlisis de Rayos X (LAMARX, FAMAF, UNC) utilizando un microscopio de barrido
electrénico (Zigma FE-SEM) a 5KVa y 4KVa con diferentes magnificaciones. Previo

a realizar el ensayo, las muestras fueron metalizadas en vacio con oro y cromo.

En total se analizaron 4 muestras y para cada una de ellas se obtuvieron
imagenes de la superficie y de una seccion transversal de la misma. Posteriormente,
las imagenes fueron analizadas con un software especifico (ImageJ,
Nationallnstitutes of Health, USA) para obtener medidas de las dimensiones de

poros, fibras y porcentaje de porosidad de los andamios.

Para cuantificar los diametros de los poros y las fibras, se utilizaron imagenes del
mismo aumento de la superficie y las secciones transversales de los andamios y se
definié un nivel de gris umbral en las imagenes para binarizarlas y luego medirlas.
Con el fin de evaluar el comportamiento de la distribucion de tamafios de poros y
determinar diferencias estadisticas, se llevdo a cabo un andlisis ANOVA para la

superficie y la seccion transversal de las muestras.

En cuanto al porcentaje de porosidad, éste se obtuvo con imagenes del mismo
aumento de la superficie de los andamios. Se calculé el porcentaje como el cociente
entre los pixeles correspondientes al poro y los pixeles totales de la imagen(?4,

2.3 Analisis de degradacion enzimatica

Antes de comenzar el ensayo segun el protocolo?®, todos los andamios fueron
pesados con balanza analitica. Se prosiguié sumergiendo los constructos en una
solucion de 1ml 0,1 M de Tris-HCI (ph 7,4) y 1 mg/ml de enzima colagenasa
bacteriana. Se dejaron incubar por 90 minutos a 37 °C y luego la reaccién fue
frenada agregando 0,2 ml al 0,25M de &cido etilendiaminotetraacético (EDTA).

Inmediatamente después, las muestras fueron centrifugadas tres veces a 5000 xg, y
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4°C durante 15 minutos. Entre cada centrifugado, se lavaron con agua destilada
para eliminar todos los reactivos. Finalmente se dejaron secar en estufa a 37 °C
durante 24 horas para eliminar el agua excedente y se procedieron a pesar

nuevamente.

El porcentaje de degradacion fue determinado con el peso residual de los
andamios, y fue expresado como porcentaje del peso inicial de los mismos[?l. Este
ensayo fue realizado por triplicado para cada muestra y se llevé a cabo un analisis

ANOVA para determinar diferencias entre las mismas.

2.4 Analisis de hinchamiento

El grado de hinchamiento de los andamios se determinG mediante un
procedimiento gravimétrico simplel?8l. Se procedié a pesar las muestras en seco (Ps)
con balanza analitica para luego dejarlas por 24 horas en agua bidestilada.
Transcurrido este tiempo, los andamios fueron retirados y escurridos ligeramente
para retirar el agua excedente. Inmediatamente después, fueron pesados por
segunda vez y se establecié el peso humedo (Px). De la misma manera que el
ensayo de degradacion enzimatica, esta prueba fue realizada por triplicado para

cada andamio.

El porcentaje de hinchamiento se determiné mediante la siguiente ecuacion[?6!;

Py X 100

Hinchamiento (%) = 5
S

Por dltimo, se realizé un analisis ANOVA para determinar diferencias entre las

muestras.
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2.5 Analisis de la porosidad

Con el objetivo de determinar la capacidad de penetracion del etanol en los
andamios, se llevd a cabo el andlisis de porosidad. Al igual que en el ensayo
anterior, se tomé el peso en seco (Po) de los andamios en balanza analitica.
Posteriormente, los constructos se dejaron reposar 24 horas inmersos en etanol a

temperatura ambiente para luego ser pesados nuevamente (P1).

Una vez obtenido los valores, se calcul6 el porcentaje de porosidad con la

siguiente férmulal?7l:

. 0/ _ (P, — Py)8;
Porosidad (%) = P.5, + (P —P)5 X 100
ovY2 1 0/Y1

Donde 6, y 8, representan la densidad del etanol (0,798 g/ml) y la del andamio

(1,358 g/ml) respectivamente.

Nota: Para determinar la densidad del andamio, se tuvo en cuenta la densidad
de sus componentes (colageno 1,32 g/ml y AH 1,8 g/ml) como asi también la

concentraciéon de los mismos en el andamio.

De la misma manera que en los ensayos precedentes, se realizé un andlisis

ANOVA para determinar diferencias entre las muestras.

2.6 Analisis de solubilizaciéon en medio de cultivo a 37 °C

Una vez finalizados los ensayos de hinchamiento y porosidad, los andamios
fueron sometidos a una prueba final de solubilizacion en medio de cultivo a 37 °C.

Este ensayo simula las condiciones fisiologicas a las cuales estarian sometidos los
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andamios in vivo. Para ello, los constructos fueron incubados en un medio Dulbecco
Eagle Modificado (DMEM) (Gibco, Invitrogen, Auckland, NZ) durante 72 hs a 37°C.
Una vez transcurrido este tiempo, se extrajo el medio de cultivo y se lavd cuatro
veces a los andamios con agua destilada. Después de cada lavado se centrifugd a
5000 xg. Luego las muestras se dejaron secar 24 hs en estufa, también a 37°C.
Seguidamente, se tomd el peso de los constructos con balanza analitica (por
triplicado). Asi, el porcentaje de degradacion, fue determinado con el peso residual
de los andamios, y fue expresado como porcentaje del peso inicial de los mismos. El

ensayo se realizo por triplicado y finalmente se llevé a cabo un andlisis ANOVA.

2.7 Ensayo de Citotoxicidad con células Vero

Este ensayo fue realizado por el Laboratorio de Biocompatibilidad del Instituto de
Investigaciones Bioldgicas y Tecnoldgicas (IIBYT, CONICET-UNC). Se evalué la
citotoxicidad de los andamios segun el ensayo propuesto por la norma ISO 10993-5
(2009)!28, utilizando extractos de las muestras segin I1ISO 10993-12 (2012)129, Este
método es simple y se usa para determinar la viabilidad celular basandose en la
reduccién de bromuro 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT), capaz de
medirse mediante la formacion de un compuesto coloreado, debido a una reaccién

gue tiene lugar en las mitocondrias de las células viables.

El MTT es una sal color amarilla, la cual es captada por las células y reducida
por la enzima succinato deshidrogenasa mitocondrial a su estado insoluble:
Formazéan, constituyendo cristales azules insolubles en agua. No obstante, éstos
pueden disolverse con isopropanol. De esta forma, puede cuantificarse la cantidad
de MTT reducido mediante un método colorimétrico (cambio de coloracién del
amarillo al azul como consecuencia de la reaccion). La capacidad de las células
para reducir al MTT constituye un indicador de la integridad de las mitocondrias y su
actividad funcional es interpretada como una medida de la viabilidad celular

(proporcional a la absorbancia que presentan los cristales de formazan en solucion).
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La determinacion de la capacidad de las células de reducir al MTT después de
ser tratadas con un extracto del constructo a evaluar, permite obtener informacion

acerca de la toxicidad de este compuesto.

Siguiendo la normativa, se utiliz6 una de las lineas celulares sugerida para
evaluar toxicidad de materiales para uso médico: la linea celular Vero de origen

epitelial.

Las células fueron cultivadas en medio DMEM suplementado con 10% de suero
fetal bovino (PAA, Pasching, Austria), 4 mM de L-Glutamina (Gibco, Invitrogen,
Auckland, NZ), 4 mM de Piruvato de Sodio (Sigma, St. Louis, USA), 10.000
unidades/ml de penicilina y 10.000 pg/ml de estreptomicina. La placa fue incubada a
37°C en atmésfera himeda con 5% de CO2 durante 24h para la formacion de una

monocapa de células.

Para obtener los extractos de los andamios, 3,5 mg de éstos fueron incubados
por mililitro de DMEM durante 72hs a una temperatura de 37°C. Cuatro diluciones
para cada extracto fueron ensayadas, a concentraciones de 100, 75, 50 y 25%

respectivamente.

Las células Vero fueron sembradas en una placa de 96 pocillos con una
densidad de 10.000 células/pocillo e incubadas con DMEM suplementado durante
24 hs. Luego, el medio de cultivo fue retirado y se les adicion6 las diferentes
diluciones del extracto de cada andamio. Todas las muestras fueron analizadas por
triplicado. Células incubadas con DMEM suplementado durante todo el ensayo
fueron utilizadas como control negativo de citotoxicidad; y ademas se realiz6 un
control positivo con una solucién de Fenol al 0,2%. Estos controles fueron realizados

por sextuplicado.

Una vez transcurridas 24h de cultivo de las células con el extracto, el mismo fue
retirado de la placa y se determind la viabilidad celular mediante el ensayo de MTT.
A todas las muestras ensayadas se les agregd MTT con una concentracion final de
1 mg/ml en buffer fosfato salino y fueron incubadas a 37°C durante 1:30 hs. Las
absorbancias de las muestras fueron leidas en un lector de microplacas

(MultiskanSpectrum, ThermoSientific) a 595 nm y el porcentaje de viabilidad celular
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fue obtenido como la relacion porcentual entre la absorbancia (densidad optica, DO)

de las células tratadas y la absorbancia de las células de control.

Por ultimo, se llevdé a cabo un analisis ANOVA de comparaciéon multiple para

evaluar la interaccion del AH, el tratamiento DHT y la concentracién del extracto.

2.8 Ensayo de Citotoxicidad con células NIH 3T3

Este segundo ensayo de citotoxicidad fue realizado exactamente de la misma
manera y con los mismos parametros que el precedente (también segun 1SO 10993-
5), la Gnica diferencia fueron el tipo de células utilizadas. En este ensayo, se utilizé

la linea NIH 3T3 de origen firboblastico.

2.9 Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como la media = error estandar. Los datos se
analizaron usando ANOVA de una o de dos vias, seguido por una prueba a
posteriori de comparacion de medias individuales Tukey, con el software
GraphPadPrism. Se consideré que un valor de p < 0,05 representa una diferencia
significativa entre los valores de las medias. El nUmero de muestras por cada

ensayo fue de 3 (n=3)
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3.RESULTADOS Y DISCUSION:

3.1 Obtencién de los andamios

A continuacion se muestran imagenes de los andamios impresos antes y
después de los procesos de liofilizacion y tratamiento DHT. En las imagenes se
aprecia que ningun constructo sufrio alteraciones de morfologia y tamafio en

ninguno de los dos procesos.

Figura 12: A'y B: Andamios de colageno y acido hialurénico antes de los tratamientos de liofilizacion y
dehidrotermal. C: Andamio de colageno y acido hialurénico luego de tratamientos DHT vy liofilizado. D y

E: Andamios de colageno luego de tratamientos DHT vy liofilizado
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3.2 Espectrometria Infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR)

En la figura 13, se observan los espectros de los andamios y, por encima, el de

sus componentes por separado.

Absorbancia
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1.1

— AH
— Colageno
— Colageno + AH

0.9 — Colageno + AHDHT

0.8
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0.1

3200 3000 2300 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Numero de onda [cm-1 ]

Figura 13: Espectros de absorbancia de los componentes (AH y C) y de los andamios por debajo

En primer lugar, se aprecia en los espectros de los andamios, los componentes
tanto del coldgeno como del &cido hialurénico. Sin embargo, es notable la similitud
entre los espectros de los andamios con el espectro del colageno puro. Esto era de
esperar ya que en los andamios, el colageno estd aproximadamente 10 veces mas

concentrado.

Por otro lado, entre las frecuencias de 970 cm y 1200 cm™ se observa un pico
caracteristico en el espectro del AH, correspondiente a vibraciones de uniones
esteres, propio de los glicosaminoglicanos. De igual manera, estas bandas
correspondientes a enlaces entre grupos carboxilo e hidroxilo de colageno y GAG

estuvieron presentes en los espectros de los andamios con y sin tratamiento DHT.
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Estas ultimas, son indicios de entrecruzamiento entre el coldgeno y el &cido

hialurénicol3°!,

Una de las formas de monitorear la formacion de enlaces cruzados durante el
tratamiento, y por consiguiente el grado de entrecruzamiento, consiste en analizar el
pico de absorbancia de amida Il a aproximadamente 1550 cm (P1). Este valor de
absorbancia, es proporcional a los enlaces NHz que son convertidos a NH durante el
entrecruzamiento por reacciones de condensacion. Una disminucion en el valor de

absorbancia a 1550 cm! corresponde a un aumento de enlaces cruzadosEi14],

De igual modo, se evalla el pico de absorbancia en 1236 cm*(P3) de amida Il
correspondiente a los grupos —CHz de la glicina y prolina de las cadenas laterales
del tropocolageno. Es posible entonces, utilizar este valor para estimar los cambios
en la estructura de triple hélice de la molécula y, por consiguiente, determinar el

grado de desnaturalizacién que sufrieron los andamios durante el tratamientol®l,

Con el objetivo de normalizar los espectros, se utilizo el pico de absorbancia de
1450 cm? (P2) como referencia. Este pico se reporta como invariante en la
bibliografia en cuanto a su frecuencia e intensidad, por lo que se lo utilizé para

confeccionar los siguientes indices!® (141 [30;

P Ps
Py P,

Donde P2/P1 se utilizé para estimar el porcentaje de entrecruzamiento y Ps/P2 el

grado de desnaturalizaciéon de las muestras de colageno.
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Figura 14: Espectros de absorbancia de los andamios de colageno sin tratar (negro) y colageno con
tratamiento DHT (azul)

Los valores para el andamio de colageno fueron:

P, Ps
—~=0,7748  —=10,9208

1 2

Mientras que los del andamio de colageno DHT fueron:

P, Py
5-=09020  >=07464

1 2

Un aumento de la relacion P2/P1 implica un mayor entrecruzamiento puesto que

disminuye la absorbancia de Pi. Se procedi6 a calcular un porcentaje de
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entrecruzamiento con respecto al andamio que no fue sometido al tratamiento, el
cual se asumio como 0%. Respecto a la desnaturalizacion, el valor 0,9208 fue
asumido también como 0% ya que se trata del andamio sin tratar (colageno con
estructura terciaria intacta). Valores inferiores a éste, representan un porcentaje de
desnaturalizacion.

El porcentaje de entrecruzamiento fue de 16% y el de desnaturalizacién de 18%.
Ambos valores estan dentro de los rangos para los parametros elegidos del

tratamiento segun la bibliografial®l.

Otra forma de evidenciar la desnaturalizacion, es observando el corrimiento de la
banda de amina Il en frecuencias. La misma se trasladé de 1551 cm™® en el
colageno sin tratar a 1536 cm™ en el colageno tratado. Estos desplazamientos se

observaron en todos los andamios analizados!®l25132],

— Colageno + AH DHT
— Colageno + AH
— Colageno DHT
— Colageno

Absorbancia

3800 3600 3400 3200 3000 2800 2600 2400 2200 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800
Numero de onda [cm-1]

Figura 15:; Espectros de absorbancia de los andamios de Colageno (negro), Colageno DHT (rojo), Colageno
+ AH (azul) y Colageno + AH DHT (verde)
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Al observar los espectros de los andamios antes y después del tratamiento, se
constatd que ningun componente fue agregado a los mismos, tampoco hubo
alteracion de ningun grupo funcional de los compuestos durante el tratamiento DHT.
Esto es propio de los métodos de entrecruzamiento de longitud cero (zero-lenght

methods)®! [32],

Es importante destacar que la espectrometria infrarroja por transformada de
Fourier fue una herramienta de gran utilidad a la hora de cuantificar los resultados
del tratamiento. Adicionalmente, los parametros elegidos para el tratamiento DHT
dieron como resultado porcentajes de entrecruzamiento y desnaturalizacion que se

encuentran dentro de un rango aceptable.

No obstante, la bibliografia indica que si se quisiera aumentar el grado de
entrecruzamiento de los andamios, se podria conseguirlo incrementando la
temperatura del tratamiento DHT, sin embargo, esto traera aparejado un aumento
en la desnaturalizacion del coldgeno. Como ambos fendmenos ocurren en
simultdneo durante el tratamiento, resulta interesante cuantificarlos para los

parametros de temperatura y tiempo elegidos!(el.
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3.3 Microscopia de barrido electronico

La biocompatibilidad de un andamio utilizado en ingenieria en tejidos depende,
entre otras caracteristicas, de la topografia de la superficie y el interior del
constructo. La presencia de poros y fibras en andamios favorece la integracion del
mismo con los tejidos circundantes ya que promueven la proliferacion y la infiltracion

celular dentro del constructo.

Asi mismo, para obtener una adhesion celular adecuada, es necesario controlar

las microestructuras de poros (forma, tamario y distribucion) y fibras del andamiol?”],

Por lo expuesto anteriormente, los andamios han sido analizados mediante
microscopia electronica de barrido (SEM) en su superficie y en su seccion

transversal.

Figura 16: Imagenes SEM de la superficie de andamios de colageno sin tratamiento DHT a distintas
magnificaciones A: 128X B: 394X
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La figura 16 muestra la superficie de los andamios. En ambas imagenes se
distingue el patron en forma de “rejilla” con el que fueron impresos los constructos.
Con el objetivo de disefiar macro poros en los andamios, las hebras del material
extruido durante la impresion fueron de 500 um (que fue el diametro de la aguja
utilizada) y las canaletas que separan dichas hebras tienen un ancho de 350 um
aproximadamente.

F— 30 um

Figura 17: Imdgenes SEM de las secciones transversales de los andamios. A: Colageno. B: Colageno
con tratamiento DHT. C: Colageno y Acido Hialurénico. D: Colageno y Acido Hialurénico con tratamiento
DHT
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En la figura 17 se observan los cuatro tipos de constructos, con una morfologia
de poros bien interconectados y distribuidos. Como indica la bibliografia, los
parametros de la liofilizacion (en particular la velocidad de enfriado y la temperatura
final) determinan, en gran medida, las dimensiones de los poros que tendran los
andamios. Mientras menor sea la temperatura final de liofilizado, mas chicos seran
los didmetros de los poros4ts],

Con respecto a las dimensiones de las fibras, éstas se encuentran en el orden
de los nandmetros. En la figura 18 se muestran imagenes con mayor aumento de

los constructos donde se ven las fibras.

Por otra parte, las imagenes SEM también sirvieron para obtener informacion
cuantitativa de los andamios. Los didmetros de poros y fibras como asi también el
porcentaje de porosidad de los andamios fueron mesurados con el software ImageJ.
Todos los andamios fueron analizados en su superficie y en su seccion transversal.
En la tabla | se muestran los resultados de las mediciones de las secciones
transversales y en la figura 19 se indica la distribucion de tamafios de poros también

de la seccion transversal de los andamios.
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—— 2 um — 2pum

Figura 18: A: andamio de colageno. B: andamio de colageno y acido hialurénico. C: andamio de

colageno con tratamiento DHT. D: andamio de colageno y &cido hialurénico con tratamiento DHT
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Tabla | : Resumen de dimensiones de andamios en secciones transversales

Andamios
] Colagenoy
) Colagenoy o
] Colageno o Acido
Colageno Acido ) o
DHT ] o Hialurdnico
Hialuronico
DHT
Diametros de
Poros [pum]
Minimo 16,79 4,76 2,24 5,60
Méximo 59,96 47,65 112,80 78,10
Media? 32,83+1,90 18,27+0,98 11,74+2,88 24,76x1,37
Diametros
minimos de 58 114 134 20
Fibras [um]
Porosidad [%] 29,51 34,71 39,60 32,15

a: Las medidas se presentan como la media + error estandar.
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Colageno y Acido
Hialuroénico
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Hialurénico DHT

Distribucion de tamaiio de poros (%)

1 +
1-25 25-50 50-75 75-100 >100
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Figura 19: Distribucion de tamafio de poros de los andamios

En primer lugar, se observa que la mayoria de los poros poseen un diametro
inferior a 25um para todos los andamios. Sumado a esto, los graficos indican que
las poblaciones de poros con didmetros mayores a 100 um también aparecen en los

andamios de colageno y colageno con AH.

Con respecto al porcentaje de porosidad, se indica en la tabla 1 que el valor de
las muestras oscila en un 30% independientemente de la presencia de &cido

hialurénico o del tratamiento DHT.

Todos los andamios contienen fibras de diferentes tamafios en el rango de los
nanometros. Sin embargo, aquellos donde hay mayor nimero de fibras y de menor

tamafio son los que contienen acido hialurénico y fueron sometidos al tratamiento.

50
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Figura 20: Promedio de los diametros de los andamios en la superficie y seccion transversal de los
mismos. * Colageno significativamente diferente a Colageno + AH del grupo SIN DHT. ** Grupo SIN

DHT significativamente diferente a grupo DHT. Las barras representan la media + error estandar.

En la figura 20 se aprecia que la media del tamafio de poros se comporta de
manera distinta en la superficie y en la seccién transversal de los andamios. Esto
fue comprobado con el andlisis ANOVA de la superficie por un lado, y de la seccion

transversal por otro.

En la superficie, la Unica variable que tuvo un efecto significativo en el diametro
de poros fue la presencia del acido hialurénico (p = 0,002), mientras que en la
seccion transversal, tanto la presencia del acido hialurénico (p<0,0001) como el
tratamiento DHT (p<0,0001) hicieron diferir las medidas del diametro de poro de

todas las poblaciones sometidas al andlisis.

Los resultados indican que el agregado de AH tiende a disminuir la media de los
diametros de los poros de los andamios de colageno. Por otro lado, el tratamiento
DHT aumenta ligeramente la media del didmetro de poro (tanto en la superficie
como en la seccion transversal) de los andamios de colageno con AH. Lo opuesto

ocurre con los andamios de colageno.
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Las dimensiones de los poros pueden afectar la migracion celular, el flujo de
nutrientes y la remocion de desechos a través de los andamios, motivos por los
cuales son un factor decisivo a la hora del disefio de los mismos®4. La figura 19
muestra que aproximadamente el 80% de los diametros de los poros de los
andamios estan por debajo de los 50 um en todos los constructos, esto denota una

buena relacién area/volumen.

Podemos concluir que la presencia de acido hialurénico y el tratamiento DHT
influyen en el diametro de los poros de los constructos. La bibliografia indica que el
origen y el tipo de colageno, junto con el liofilizado, también estan relacionados a las

dimensiones finales de éstos!131271(35],

Por ultimo, se observd que estas medidas de poros (comprendidas entre 20 y
120 um) son adecuadas para una buena adhesién y proliferacion celular; y los
constructos podrian utilizarse como base de cultivo celular en regeneracion
dérmical’®l. A su vez, los macros poros, cuyas dimensiones exceden los 250 um,
disefiados con impresion 3D, son los indicados en regeneracion 0Osea y son

necesarios ademas para la vascularizacion del constructol*3l.
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3.4 Andlisis de degradacion enzimatica

Lo que se observo en los resultados fue confirmado por el andlisis estadistico,

gue se observa en la tabla Il y figura 21.

El mismo indicé que el tratamiento DHT vuelve a los andamios de colageno mas
resistentes a la accibn de la colagenasa (p=0,0022). Concretamente, estos
andamios tratados fueron degradados un 8% menos con respecto a los que no

fueron sometidos al tratamiento.

Para los andamios de colageno y AH, este fendmeno se volvié a repetir (p= 0,05)
y los mismo fueron degradados un 5% menos con respecto a los andamios que no

tuvieron tratamiento DHT por la enzima colagenasa.

Tabla Il: Resultados del ensayo de degradacién enzimatica

Peso inicial [mg]  Peso final [mg] % Remanente % Degradado

C 2,83+0,33 0,15+0,07 5,23+1,85 94,77+1,85
C+AH 2,55+0,17 0,17+0,01 6,70+0,47 93,30+0,47
CDHT 2,03+0,4 0,25+0,05 12,14+0,67 87,86+0,67
C+AHDHT 2,64+0,23 0,28+0,07 10,62+2,03 89,38+2,02

Las medidas se presentan como la media + error estandar.
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Figura 21: Ensayo de degradacién enzimatica. *Grupo Sin DHT significativamente diferente a grupo

DHT. Las barras representan la media * error estandar.

La bibliografial®, sefiala que la resistencia a la degradacion enzimética de los
andamios es influenciada principalmente por el método de entrecruzamiento elegido
y, en menor medida, por el tipo y la concentracién de coldgeno. Los métodos
qguimicos (con glutaraldehido) son los que le otorgan mayor resistencia a los

constructos.
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3.5 Analisis de Hinchamiento

La capacidad de hinchamiento (Swelling ratio) de un material, est4 definida como
la cantidad de agua que es capaz de absorber en relacion a su peso en seco.
Generalmente, hidrogeles hechos de polimeros hidrofilicos y con un bajo grado de
entrecruzamiento, son los que tienen mayor capacidad de hinchamientol®¢l. La
capacidad de un andamio de absorber agua, se puede traducir como la cantidad de
medio de cultivo celular que el constructo serd capaz de incorporar durante el
cultivo. Por consiguiente, esta propiedad influenciard significativamente las
caracteristicas del cultivo, como la difusion de nutrientes, la adhesién, el crecimiento

y la diferenciacion celular entre otras!3?,

En la tabla 11l y la figura 22, pueden observarse los resultados de este ensayo

Tabla I1l: Resultados del andlisis del hinchamiento

Peso seco [mg] Peso humedo [mg] % de Hinchamiento
C 2,58+0,55 52,03+10,61 2027,99 + 171,81
CDHT 3,330,32 31,83+8,94 968,72 + 331,39
C+AHDHT 7,36+2,67 40,44+6,35 587,59 + 158,63

Las medidas se presentan como la media + error estandar.
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Figura 22: Analisis de hinchamiento en agua. *Colageno y Colageno + AH con tratamiento DHT
significativamente diferentes respecto a colageno sin DHT. Las barras representan la media + error
estandar.

Durante el transcurso del ensayo, los andamios de colageno y acido hialurénico
sin tratamiento DHT (C + AH) se deshicieron por completo, razén por la cual resultd
imposible medir su peso humedo. El acido hialurénico, ademas de ser soluble en
agua a temperatura ambiente, aumenta la polaridad del constructo y, por
consiguiente, la capacidad de absorber agua. Es por esto, que los andamios no

resistieron 24 horas sumergidos en agua.

El ensayo de hinchamiento, fue realizado para estimar de manera cualitativa el
nivel de entrecruzamiento de los andamios. Una de las caracteristicas que
determina la capacidad de captar agua de un polimero, es su grado de
entrecruzamiento. Este, es inversamente proporcional a la capacidad de
hinchamientol®”). Como se observa en el gréfico, las muestras sometidas al
tratamiento DHT redujeron significativamente su capacidad de hinchamiento

(p<0,003) producto de los nuevos enlaces covalentes de la red. Para los andamios
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de colageno con tratamiento DHT, hubo una reduccion de aproximadamente un

45% de su capacidad de hinchamiento.

Por otro lado, los andamios de C + AH con tratamiento DHT fueron los que
mostraron su capacidad de hinchamiento mas reducida y conservaron su estructura
una vez retirados del agua. Esto puede deberse al entrecruzamiento adicional
existente entre los grupos carboxilicos del AH y los grupos oxhidrilo y amino

colageno, con los cuales se forman uniones tipo amida y éster respectivamentel38],

La habilidad de absorber agua de un andamio, es un aspecto decisivo a evaluar
en ingenieria de tejidos. Es importante subrayar la importancia del entrecruzamiento
para andamios de coldgeno y AH. Este ensayo demostré la efectividad del
tratamiento para preservar la morfologia de estas matrices poliméricas a la hora de

embeberlas en liquido durante un largo periodo de tiempo.

Aunque la capacidad de absorber agua de un andamio depende de la
temperatura, presion del liquido, naturaleza del polimero y pH del medio entre otros,
el grado de entrecruzamiento juega un papel crucial en esta propiedad. La
disminucion en la capacidad de hinchamiento de los andamios DHT con AH sugiere
gue este polisacérido incrementa el nivel de entrecruzamiento de los constructos. A
pesar de aumentar la polaridad de la red polimérica, disminuye la hidrofilicidad del

conjuntof38l,

Junto con la porosidad y el estudio de los diametros de los poros, estos analisis
revelan el comportamiento de la estructura interna y la morfologia del andamio.
Pese a que el entrecruzamiento es crucial para reforzar las propiedades de los
andamios, aumentar la temperatura del tratamiento DHT para obtener mejores
rendimientos, puede afectar la perfusion de los liquidos en la matriz polimérica y por
consiguiente, el cultivo que se desarrolle sobre ella. Este fendmeno, es un aspecto a

tener en cuenta en la elaboracion de andamios para ingenieria en tejidos.
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3.6 Analisis de porosidad

Como se mencion6 anteriormente, la porosidad es una propiedad de gran
importancia en los andamios. De ella depende la capacidad de la matriz de
integrarse en los tejidos, permitir la infiltracion celular y la proliferacion en su interior.
El proceso de liofilizacion determina en gran medida la microestructura interna del

constructol?4l,

Este ensayo, a diferencia de la porosidad determinada a partir de las imagenes
SEM (que fue medida en dos dimensiones a partir de una imagen), mesuroé el peso
de los andamios contemplando su estructura en 3D vy la interconectividad interna de
los poros. De manera que son dos andlisis totalmente distintos y de ahi deriva la

discrepancia entre sus resultados.

El andlisis estadistico ANOVA no arrojo ninguna diferencia significativa entre la

porosidad de los andamios y los resultados se muestran en la tabla IV y figura 23.

Tabla IV: Resultados del ensayo de porosidad

Po [mg] P1 [mg] % de Porosidad
C 2,72+1,04 20,84+2,84 91,67+0,03
C + AH 3,48+1,05 27,06+5,56 92,07+0,00
CDHT 2,93+1,08 30,37+10,28 93,95+0,00
C + AH DHT 5,99+1,91 35,53+1,06 89,24+0,03

Las medidas se presentan como la media + error estandar.
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Figura 23: Andlisis de porosidad. Las barras representan la media + error estandar.

Los valores de porosidad arrojados por este analisis, complementan a los
resultados de las imagenes de microscopia electronica de barrido (SEM) para

describir la morfologia y microestructura interna de los constructos.

Se comprob6 que tanto el tratamiento DHT como el Acido Hialurénico no
influyeron en la porosidad de los andamios. De acuerdo a la bibliografia®4, una
porosidad del orden del 90% denota una alta relacién superficie/volumen de los

andamios, que los vuelve eficaces para un posterior cultivo celular.
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3.7 Analisis de solubilizacién en medio de cultivo a 37° C

Con el fin de evaluar el comportamiento de los andamios bajo condiciones
fisiolégicas reales, se incubaron los diferentes andamios a 37 °C durante 72 hs con
un medio de cultivo celular que simula las condiciones en las cuales se desarrollan
las células. ElI medio tiene como componentes: aminoacidos, factores de
crecimiento, hormonas, sales, glucosa y vitaminas entre otros. Los resultados se
muestran a continuacion:

Tabla V: Resultados del ensayo de disolucién en extracto de cultivo

% Peso remanente % Peso perdido
C 86,72+ 7,61 13,31+ 7,65
C+AH 30,77 £ 17,70 69,34 £ 17,75
C DHT 83,37+ 3,54 16,68 £ 3,50
C+AHDHT 84,30 £ 1,90 15,87 £1,92

Las medidas se presentan como la media * error estandar.
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Figura 24: Analisis de disolucion en extracto de cultivo. * Coldgeno + AH significativamente diferente

a Colageno dentro del grupo sin DHT. Las barras representan la media + error estandar.

Los andamios de so6lo colageno, no evidenciaron diferencias significativas y

podemos afirmar que su disolucion en medio de cultivo no se vio modificada por el
tratamiento DHT.

Por otro lado, los resultados mostraron que el tratamiento DHT contribuye
significativamente a preservar la estructura de los andamios colageno + AH. Estos
andamios sin tratar, pierden mas del 50% de su estructura luego de 72hs en medio
de cultivo. Este porcentaje disminuy6 notablemente en los constructos a los cuales
se les realizd el tratamiento DHT. Adicionalmente, en el grupo sin DHT, los
andamios de Colageno + AH evidenciaron diferencias estadisticas en su peso
(p<0,001) con respecto a los andamios de Colageno. Se observo que la adicién de

AH provoca la disolucion de los andamios en aproximadamente un 56% mas.

Por altimo, es importante distinguir la utilidad de este analisis para conocer de

manera aproximada coOmo se comporta la estabilidad de los constructos en fluidos
fisiol6gicos a 37°C.
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3.8 Ensayo de Citotoxicidad con células Vero

La citotoxicidad de los andamios fue analizada con células Vero incubadas en
presencia de distintas concentraciones del extracto a través del ensayo de MTT,
como se menciono en la seccién Materiales y Métodos.

El porcentaje de viabilidad celular fue calculado de la siguiente manera:

o Viabilidad _ D.0. [celulas tratadas] 100
o riabriead = D. 0. [células control]

Donde D.O. significa densidad optica.

Los resultados obtenidos para las células cultivadas en contacto con el extracto
de los andamios evaluados en cada una de sus diluciones (25, 50, 75y 100 %) se
muestran a continuacion en la figura 25. Se grafico adicionalmente un control
positivo (CP).
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Figura 25: Ensayo de citotoxicidad con células Vero. Las barras representan la media + error estandar

a.

Los andamios de colageno, en una concentracion de 100% de extracto, mostraron un
comportamiento diferente (p<0,011) respecto a sus concentraciones mas bajas (grupo C). Esto
se traduce como una disminucion de la viabilidad celular en concentraciones de 100% de
extracto.

La adicibn de AH en los andamios (grupo C+AH), Unicamente mostré un comportamiento
estadistico diferente de los correspondientes andamios de colageno (Grupo C, p=0,0004) en la

concentracion de 50% de extracto.

Los andamios de colageno con tratamiento DHT (Grupo C DHT), evidenciaron diferencias con
respecto a las respectivas concentraciones de extracto del grupo colageno (Grupo C, p<0,0001)
en todas las concentraciones de extracto, excepto en la de 100%.

Los andamios de coldgeno con AH sometidos al tratamiento DHT (Grupo C+AH DHT), resultaron
diferentes (p<0,004) en todas las concentraciones de extracto respecto a los grupos precedentes
(C, C+AH, C+AH DHT).

Este ensayo demostrdé que los andamios no son citotdxicos para células Vero

segun la norma ISO 10993-5 exceptuando los andamios de C + AH DHT.

Al observar los graficos y los resultados del analisis ANOVA se comprobé que la

presencia de AH y el tratamiento DHT disminuyen la viabilidad celular de los
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andamios pero ninguno por debajo del 70%. Sin embargo, estos dos parametros
juntos, vuelven a los andamios citotoxicos segun la norma ISO 10993-5.

Estos resultados, pueden deberse a la linea celular con la que se realizo la

prueba, que es de origen epitelial.
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3.9 Ensayo de Citotoxicidad con células NIH 3T3

Con el objetivo de evaluar si la causa de citotoxicidad positiva del ensayo
anterior se debio al tipo de células utilizadas, se repitido el ensayo esta vez con
fibroblastos NIH 3T3. De la misma manera, se prepararon 4 diluciones como en el

ensayo anterior. La figura 26 muestra los resultados obtenidos:

I—I . i
@130- o — 250,
. m 50%
E m 75%
[«P]
O 70 +- B 100%
=
=
=
.g
S
0

C+AH CDHT C+AHDHT CP

Figura 26: Ensayo de citotoxicidad con células NIH 3T3. C: colageno. C+AH: colageno + acido hialurénico.
C DHT: colageno con tratamiento DHT. C+AH DHT: colageno + &cido hialurénico con tratamiento DHT. CP:

control positivo. Las barras representan la media * error estdndar. * Todos los grupos diferentes al CP

Este nuevo estudio demostré6 que ningln constructo resultd citotoxico para las
células NIH 3T3, ya que todos los valores de viabilidad celular se encuentran por
encima del 70% exigido por la Norma ISO 10993-parte 5. La medicién del pH de los

extractos indicé que no hubo variaciones del mismo, el cual se mantuvo en 7,4.
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De los dos analisis de citotoxicidad llevados a cabo, podemos concluir que
Unicamente resultan citotéxicos los andamios C+AH DHT para las células epiteliales
VERO, mientras que no mostraron citotoxicidad frente a células fibroblasticas NIH
3T3. Esto se puede explicar por el distinto origen de las lineas celulares empleadas;
las células fibroblasticas en la matriz extracelular de los tejidos son las que se
encuentran en intimo contacto con coldgeno tipo | y &cido hialurénico, ambas
macromoléculas muy abundantes en la matriz extracelular. Mientras que las células
epiteliales se encuentran adheridas a la lamina basal, principalmente formada por

colageno tipo IV y fibras reticulares de colageno tipo [11140],
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4. CONCLUSIONES

En este proyecto, se lograron imprimir los dos tipos de andamios propuestos:
coldgeno y colageno con acido hialurénico. Luego de impresos, se comprobd que
los constructos preservaron la estructura de “entretejido” con la que fueron
disefiados. Esto indico que los hidrogeles preparados tienen un comportamiento

adecuado para la impresion de andamios 3D de uso biomédico.

Una vez impresos, los andamios fueron sometidos a un tratamiento
dehidrotermal para asi generar uniones de entrecruzamiento covalentes en los
mismos, que mejoren sus propiedades fisicas y su tiempo de biodegradabilidad. El
aumento del entrecruzamiento de los constructos fue demostrado por la
espectrometria infrarroja, la cual indic6 que hubo un incremento del 16% de los
enlaces covalentes en la red polimérica. Los ensayos de degradacién enzimética y
disolucion en medio de cultivo reafirman estos resultados. Por su parte, el andlisis
de hinchamiento en agua demostré la importancia del entrecruzamiento de los

andamios de colageno y AH para preservar la estructura de los mismos.

El estudio de las dimensiones de los poros, revelé que los andamios poseen
poblaciones con didmetros que van desde los 25 um (en mayor medida) hasta los
350 um (estos ultimos disefiados con impresion 3D). Se observd también que la
adicién de AH tiende a disminuir la media de los diametros de los poros mientras
que el tratamiento DHT tiende a aumentarlos. La interconectividad de los poros y el
alto porcentaje de porosidad de los constructos fueron probados con el analisis de
inmersion en etanol. El amplio rango en las dimensiones de los poros de los
constructos, mejora la adhesion y proliferaciéon celular como asi también la
vascularizacion del andamio (gracias a los macroporos). Adicionalmente, los
ensayos de citotoxicidad demostraron que ni el acido hialurénico ni el tratamiento

DHT son citotdxicos para células fibroblasticas NIH 3T3.

Dentro de las aplicaciones, ademas de servir como base y sustento de cultivos
celulares para cartilago, piel, hueso y cornea, también se reportaron usos de las
esponjas de colageno como liberadores controlados de analgésicos y agente

hemostético en cirugia, entre otros!*,
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En el futuro, pensamos complementar la caracterizacion de los andamios con
ensayos de traccion, compresion y determinacion del modulo de elasticidad de los
mismos. Finalmente, se considera la posibilidad de hacer pruebas in vivo como asi

también probar el tratamiento DHT con diferentes parametros de temperatura y
duracion.
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