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Resumen

En Colombia existe la necesidad de desarrollar productos de ingenieria de tejidos
de costo moderado que sean efectivos, seguros y estables para el tratamiento de
pérdidas tejidos y érganos. El grupo de ingenieria de tejidos del departamento de
Farmacia de la Universidad Nacional, ha desarrollado soportes de colageno y
tejidos artificiales que al ser usados como injerto en heridas de espesor parcial
mejoran la regeneracion de tejidos blandos. Una alternativa sencilla y menos
costosa de tratamiento es asociar soportes de colageno con un extracto de flores
caléndula (Calendula officinalis), aceptado por el INVIMA como antioxidante y
cicatrizante de uso topico. En este trabajo se optimizaron los soportes de
colageno tipo | mediante la incorporacion de microparticulas de gelatina-
colageno, modificacion que aumento la capacidad de asociacién con el extracto
de C. officinalis de los soportes, mejoro la resistencia a la degradacién enzimatica
y en estudios de liberacion in vitro modifico el mecanismo de liberacion de

metabolitos secundarios que componen el extracto de C. officinalis.

Palabras clave: Colageno tipo I, Soportes, Calendula officinalis, microparticulas,

Ingenieria de tejidos.



Abstract

Aiming to develop acellular collagen type | matrices with an improved biological
performance in the treatment of skin wounds, scaffolds were modified with microspheres
and the subsequent loading of an extract of marigold Calendula officinalis -flower rich in
polyphenols. These compounds have shown anti-inflammatory and antioxidant activities
that are beneficial in wound healing processes. Microspheres made of poly(vinyl alcohol),
gelatin and mixtures of poly(vinyl alcohol)-collagen and gelatin-collagen were produced
by a water-in-oil emulsion/cross-linking method. Their morphology, size distribution,
swelling rate and ability to associate with the extract were characterized. Gelatin-collagen
microspheres swelled and showed the highest capacity to load the extract and thus, they
were chosen to be incorporated into collagen suspensions at three growing
concentrations (1.0 mg/mL, 2.5 mg/mL and 5.0 mg/mL) to manufacture collagen scaffolds
including gelatin-collagen microspheres. Resistance to enzymatic degradation, ability to
associate with the extract, and release profile of the three gelatin-collagen microsphere-
scaffold prototypes were assessed, including scaffolds without microspheres as controls.
Data indicated that gelatin-collagen microspheres increased the scaffolds' resistance to
enzymatic degradation in vitro, as well as their association with the flower extract.

Finally, the microspheres prolonged the release of the extract supporting their potential

application in therapy of skin wounds.

Keywords: Collagen I scaffolds; polymeric microspheres; Calendula officinalis extract;
polyphenols; controlled release.
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Capitulo 1. Generalidades.

La piel.
Por su peso y area superficial es el érgano mas extenso del cuerpo humano, ya que

representa aproximadamente el 16% del peso corporal [1] y tiene una area superficial

aproximada de 1.5-2.0 m?[2]. Esta constituida por dos capas, la epidermis y la dermis.

La epidermis, es un epitelio estratificado escamoso terminalmente diferenciado. El
mayor tipo celular presente en esta capa son los queratinocitos [1], los cuales sintetizan
gueratina, una proteina que se polimeriza gracias a la formacién de enlaces disulfuro
entre los mondmeros que la conforman. Los queratinocitos también producen
citoquinas, en respuesta a dafios en la integridad de la piel [1]. La epidermis es un tejido
avascular que se nutre gracias a la difusion de nutrientes que se originan en la dermis.
Dependiendo de la region del cuerpo en que se encuentre, se divide en cuatro o cinco
capas o estratos: Basal, espinoso, granuloso, translucido (solo en las plantas de las

manos Yy los pies) y cérneo[3].

Estrato basal: Es una monocapa de queratinocitos indiferenciados o células basales,
gue al dividirse asimétricamente mantienen la poblacién celular del estrato y producen
los queratinocitos que durante su diferenciacién, migran hacia los estratos superiores.
Esta capa se forma sobre la membrana basal y se encuentra adherida a esta a traves
de uniones hemidesmosémicas. Aunque en mayor porcentaje esta conformada por

células basales, es posible encontrar un porcentaje pequefio (5-10%) de melanocitos

[1].

Estrato espinoso: Es la zona del epitelio en la que se localizan las células que migran
del estrato basal hacia el estrato superior. Esta conformado por varias capas de células
gue se unen a través de uniones desmosomales y otras uniones celulares, para formar
una estructura de barrera. Los queratinocitos de este estrato se caracterizan por poseer
nacleo, por su morfologia poliédrica y porque comienzan a producir cuerpos lamelares

cargados de lipidos. En esta capa, también se pueden encontrar células de Langerhans

3].
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Estrato granuloso: Esta constituido por queratinocitos anucleados que contienen en su
citoplasma granulos de queratohialina y cuerpos lamelares que almacenan lipidos.
Estos cuerpos son exocitados para que liberen en el espacio extracelular lipidos que
forman una barrera hidrofébica protectora, paralela a la superficie celular, que conecta

este estrato con los queratinocitos del estrato corneo [1].

Estrato corneo: Compuesta por varias capas celulares, es la zona mas externa de la
epidermis. Su grosor depende de la regidon del cuerpo en que se localiza, siendo mas
grueso en las palmas de las manos y los pies. Las células que la conforman se
denominas corneocitos, estado final de diferenciacién de los queratinocitos, los cuales
se unen entre si por corneodesmosomas. Los corneocitos exhiben morfologia aplanada
y una envoltura proteica llena de queratina; forman filamentos alineados, que
constituyen macrofibras entre las que se apilan capas de lipidos. Gracias a esta
composicion y disposicion, el estrato corneo ejerce la mayoria de funciones de barrera

de la epidermis [1].

La dermis, localizada entre la epidermis y el tejido adiposo subdérmico, protege al
cuerpo de dafios mecanicos y sirve como sustrato y soporte de la epidermis. Varia
ampliamente de grosor (1-5mm) y contiene dos estructuras especializadas: la dermis
papilar y la dermis reticular. Los fibroblastos son las células mas abundantes; son
responsables de la produccion y el mantenimiento de los elementos estructurales de la
dermis que conforman la matriz extracelular (MEC): Colageno, elastina, proteoglicanos
y glicosaaminoglicanos (GAG’s) [2]. Las proteinas de la familia del colageno,
proporcionan la resistencia a la tensién mientras que las propiedades elasticas de la
piel y su comportamiento anisotropico se deben principalmente a la orientacién de las

fibras de elastina [1].

Matriz extracelular.

La matriz extracelular (MEC), confiere a los tejidos sus propiedades mecanicas y
bioguimicas especificas. Representa un arreglo complejo de familias de proteinas que
determinan su integridad estructural y funcional [4]. La organizacion supramolecular de

elementos fibrilares, de redes microfibrilares y la presencia de proteinas solubles, agua

6
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y otros elementos definen las caracteristicas biofisicas de la MEC, las cuales varian
considerablemente entre en los diferentes tipos de tejido conectivo [4]. Las células
residentes son las responsables de su biosintesis y mantenimiento; al mismo tiempo, la
MEC influye en la funcién celular y en las interacciones matriz-célula, las cuales son
mediadas por receptores celulares y por epitépes de unién celular como la secuencia
de amino&cidos Arg-Gly-Asp (RGD). Los componentes de la MEC intervienen en los
procesos de migracion, proliferacién, adhesion y diferenciacion celular; ademas,
modulan el recambio de los tejidos, la vascularizacion, la reparacion y la regeneracion
[4]. Por sus caracteristicas, la MEC juega un papel importante en el almacenamiento,

liberacién y actividad de un amplio rango de factores biolégicos, iones y agua [5].

Funciones de la piel

La piel es una barrera fisica y mecénica que protege al organismo de los agentes
fisicos, quimicos y biolégicos provenientes del ambiente. Impermeabiliza al cuerpo
previniendo su deshidratacion, regula la temperatura corporal y es el 6rgano sensor
mas importante [1]. Por su funcion de barrera hace parte de la inmunidad innata;
contiene células presentadoras de antigeno (células de Langerhans y macrofagos), y en

ella se producen péptidos antimicrobianos como las defencinas y las catelicidinas [1].

La piel protege al organismo de la radiacion ultravioleta (UV), cuyo espectro esta
dividido en UVA (315-400 nm), UVB (290-315 nm) y UVC (290-200 nm)[1]. La radiacién
UVA no causa quemaduras en la piel, pero es responsable del proceso de
envejecimiento (dafio actinico) y aunque no dafia directamente al DNA, genera
radicales libres y otras especies reactivas que pueden afectarlo [1]. La radiacion UVB
es responsable de quemaduras por exposicion solar y de dafios del DNA, causados por
la formacion de dimeros de pirimidina y rompimientos de la doble hélices. Por lo
anterior, es considerada como agente inductor de cancer de piel [1]. Aunque la
radiacion UVC también dafia directamente al DNA y es carcinogénica, es absorbida por

la capa de ozono [1].
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La funcion protectora de la piel contra las radiaciones UV, se debe principalmente a que
el estrato corneo la refleja, reduciendo la dosis de radiacion efectiva. La exposicion a la
radiacion aumenta la actividad de los melanocitos, el nimero de los melanosomas
producidos y la rata de transferencia de melanina a los queratinocitos epidermales
disminuyendo la cantidad de radiacion absorbida por las moléculas de ADN [1]. La

Figura 1.1, resume sus principales funciones de la piel.
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Figura 1.1. Cuadro-resumen de las principales funciones de la piel.
Tomado y modificado de la referencia [6].

Lesiones de la piel.

Son definidas como la pérdida de continuidad estructural de la piel, que conlleva a la
pérdida parcial o total de las funciones de este 6rgano [7]. Las pérdidas de continuidad
o heridas de la piel, pueden ocurrir como parte de un proceso patolégico (nevus
congeénitos gigantes o fascitis necrosante) o tener una etiologia accidental o intencional
(quemaduras y traumas) [8]. Esta pérdida de la estructura y funcionalidad de la piel,
puede tener como consecuencias, ademas del riesgo de muerte, alteraciones de la

calidad de vida de los pacientes y de sus familiares [7].
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Reparacion de heridas de piel.

El proceso de reparacibn es un mecanismo de sobrevivencia, que se activa
inmediatamente después de que ocurre la lesion [9, 10]. Normalmente involucra una
serie de interacciones complejas y dinamicas entre multiples tipos de células,
citoquinas, mediadores y la matriz extracelular, que resulta en la restauracion de la
continuidad anatomica y funcional de la piel [7, 8]. Esta constituido por cuatro fases que
se sobreponen en el tiempo (hemostasis, inflamacién, proliferacion y remodelamiento),
las cuales dependen de un complejo y delicado equilibrio de eventos celulares y
moleculares [7, 10].

Durante la hemostasis, ocurre el taponamiento y la vasoconstriccion requeridas para
detener la pérdida de sangre [9]. En los primeros segundos se produce la activacion de
las plaquetas que liberan citoquinas, mediadores pro-inflamatorios y moléculas pro-
coagulantes que modulan la formacién del codgulo de fibrina que detiene el sangrado y

sirve de plataforma para la migracion celular [7].

La fase inflamatoria es activada por el factor de crecimiento derivado de plaguetas
(PDGF) y por el factor de crecimiento transformante beta (TGF-). Se caracteriza por el
reclutamiento de plaquetas, macréfagos, neutréfilos y linfocitos hacia la herida para que
limiten el dafio y remuevan el tejido afectado y la matriz provisional de fibrina. La
liberacion de diferentes factores por parte de las células del lecho de la herida, facilita la
ocurrencia de los procesos celulares de migracion, adhesion, diferenciacion y
proliferacion [11]. Los macréfagos reclutados expresan factor estimulante de colonias
(CSF-1), TGF-B y PDGF, que actuan como quimioatractantes de los fibroblastos.
Durante la fase de proliferacion aumenta el nimero de macrofagos y fibroblastos para
permitir la angiogénesis, la expresion de integrinas y la formacién de tejido de
granulaciéon. Finalmente, en la fase de remodelamiento ocurre el recambio y la
restructuracién de la matriz extracelular, la deposicion y entrecruzamiento de las fibras

de colageno [11].
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Ingenieria de tejidos y medicina regenerativa

Cuando un 6rgano o tejido sufre un dafio que altera sus caracteristicas estructurales y/o
funcionales, el tratamiento clinico tradicional incluye la cirugia reconstructiva o el
trasplante de 6rganos o tejidos [12]. Los principales inconvenientes del transplante de
organos y tejidos son la limitada identificacién y reclutamiento de donadores [13], el uso
de farmacos inmunosupresores que presentan efectos adversos y disminuyen la calidad
de vida de los pacientes [12], y el riesgo de infeccion [14]. Segun la Asociacion
Colombiana de Trasplantados, la lista de espera en noviembre del 2012 estaba
conformada por 1223 personas, con una tasa de donacion de 23.5 por millon de
habitantes[15]. En nuestro pais durante el afio 2010 solo se obtuvo piel de 24 donantes,

indicando una tasa de donacién de 3.2 donantes por millon de habitantes[15].

La ingenieria de tejidos y la medicina regenerativa surgieron en los Ultimos 26 afios con
el objetivo de restaurar, mantener y mejorar la funcién de 6rganos y tejidos lesionados o
perdidos [16]. Son campos multidisciplinarios que incorporan aspectos de la ingenieria,
la medicina y las ciencias de la vida, para el desarrollo de 6rganos y tejidos artificiales y
de terapias que estimulen y promuevan el potencial regenerador del cuerpo [16]. Para
desarrollar los tejidos y 6rganos artificiales que propone la ingenieria de tejidos, es
necesario colocar en un biorreactor, los siguientes elementos: Células (pueden ser
células madre o células diferenciadas provenientes del tejido de interés), un sustrato o
soporte que aporte los componentes de la MEC y medios de cultivo con los factores
necesarios para soportar el crecimiento de las células dentro de los soportes (Figura
1.2). Estos requerimientos han sido establecidos con base en los resultados de
experimentacion que muestran que las células interactian con la MEC y requieren un

soporte para adherirse, proliferar y expresar su funcionalidad [12, 17].
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Soportes
*Polimeros naturales.
*Polimeros naturales
modificados.
*Polimeros sintéticos.

Senales
*Migracién.
*Proliferacién
*Diferenciacién.
*Farmacos.

Células
*Madres (adultas p

embrionarias)
*Somaticas

Figura 1.2. Elementos requeridos para el desarrollo de tejidos y Organos artificiales.
Se presenta una figura tomada de Langer R [18], que resume caracteristicas de los tres pilares que
soportan a la ingenieria de tejidos.

Soportes

Son estructuras tridimensionales que actian como analogos de la MEC, elaborados con
materiales naturales o sintéticos, biocompatibles y biodegradables [17]. Las
propiedades quimicas de los soportes, su arquitectura, porosidad y tasa de
degradacion, determinan sus caracteristicas mecanicas y biolégicas; las cuales deben
ser compatibles con las exhibidas por el tejido que se desea reemplazar [17]. Estas,
deben facilitar los procesos celulares de adhesion, migracion, proliferacion vy
diferenciacion; asi como, la vascularizacién y el intercambio de nutrientes y desechos

celulares [19].

Las caracteristicas microestructurales del soporte mas importantes, son: Su
composicién quimica, forma y tamafio de los poros, porosidad e interconectividad entre
los poros [19]. A nivel micro y nano estructural, es importante la microporosidad ya que
contribuye a aumentar el area superficial de contacto, caracteristica que favorece la
adsorcién de moléculas bioactivas y la adhesion celular [19]. En la actualidad, existen
procedimientos que permiten elaborar soportes con un macro y microambiente que
favorezca la regeneracion tisular; de ahi la importancia que tiene el disefio y el proceso
de fabricacion de los soportes [5]. La primera generacién de soportes para uso en

ingenieria de tejidos, se disefi0 para proveer una estructura que permitiera el
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crecimiento tridimensional de las células. Hoy en dia, se acepta que la nueva
generacion de soportes sea disefiada para que proporcione un microambiente que

mantenga y regule el comportamiento celular [5].

Células

En muchas aplicaciones de la ingenieria de tejidos, inducir la migracion de células
provenientes de los alrededores del tejido lesionado es insuficiente para lograr una
regeneracion funcional del nuevo tejido [20]. Por eso, en muchas ocasiones se
incorporan células con el fin de que secreten moléculas bioactivas que induzcan
guimiotaxis y otras respuestas celulares que estimulen la vascularizacion y el recambio
del tejido artificial por tejido con las mismas caracteristicas del que se quiere
reemplazar [21]. Cuando se trata de 6rganos huecos completos y tejidos laminares con
extensas areas superficiales, el uso de soportes sembrados con células diferenciadas o
células progenitoras, ofrece mejores posibilidades de regeneracion tisular que los

soportes sin células[22].

Nutrientes y factores de crecimiento

En las etapas iniciales, los 6rganos y tejidos artificiales son cultivados in vitro, en
medios que contienen todos los requerimientos nutricionales de las células que los
componen. De ahi, que en las etapas de estandarizacion de los procesos de
elaboracioén de tejidos y 6rganos artificiales sea de vital importancia el medio apropiado

gue permita el crecimiento de las células y la formacién de tejido.

Los factores secretados por las células sembradas en los soportes 0 asociados a estos
por métodos como la micro-encapsulacion, también son importantes porque sefializan
autocrina y paracrinamente a las células del soporte y a las células del ambiente;
modulando asi, la inflamacién, la angiogénesis, la diferenciacion y los proceso
remodeladores de la matriz asociados con la reparacion, recambio y remodelacion del
tejido artificial [23].
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Ingenieria de tejidos y sustitutos de piel

La pérdida de continuidad de la piel por quemaduras, traumas, enfermedades
congénitas, recesion quirdrgica de tumores, fascitis necrotisante, etc., representa un
gran desafio para las ciencias médicas [3, 24]. El tratamiento estandar es el autoinjerto
[3], esta estrategia es efectiva si el dafio no es extenso y existe suficiente area donante.
El procedimiento es lento, doloroso y de poco éxito en pacientes con quemaduras o
pérdidas de tejido que afectan superficies corporales mayores al 40% [3]. Otro
inconvenientes de esta estrategia, es la morbilidad que se genera en el area donante, la
cual generalmente se deja cicatrizar por segunda intencion [24]. Los sustitutos de
epidermis y dermis surgen como una alternativa para superar las limitaciones del

autointerto [3, 24].

Sustitutos de piel

Los equivalentes dérmicos desarrollados por la ingenieria de tejidos son usados en
clinica desde 1997 [25]. Constituyen un grupo heterogéneo de productos biolégicos que
pueden reemplazar, temporal o permanentemente, al tejido perdido [24]. Los sustitutos

de piel pueden ser clasificados, en:

e Sintéticos, biosinteticos (combinacion de células y elementos de la matriz
extracelular) o bioldgicos (aloinjertos y xenoinjertos).
e Temporales o permanentes.

e Epidermales, dermales o compuestos (dermo-epidermal).
Las principales caracteristicas de un sustituto de piel [3, 26], son:

e Poseer una relacion costo-efectividad favorable.

e Prevenir la pérdida de agua.

e Ser resistente a las fuerzas de corte.

e Ser biocompatible (no generar reacciones inmunogénicas).
e Largo tiempo de vida y facilidad de almacenamiento.

e Facilidad de aplicacion.

13
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e Servir de barrera contra agentes infecciosos.

Actualmente, no hay sustitutos de piel que puedan simular completamente la
complejidad, estructura y funcion de la piel [24]. Sin embargo, con los avances de la
ingenieria de tejidos se han desarrollado productos que ya cuenta con aprobacion para

ser usados en pacientes 0 que se encuentran en etapas avanzadas de desarrollo [24].

Biomateriales en ingenieria de tejidos

Los biomateriales son materiales que por su biocompatibilidad pueden ser usados para
tratar, aumentar o reemplazar un tejido, 6érgano o funcion del cuerpo [27]. En las
ciencias médicas y odontoldgicas, se usa un amplio grupo de biomateriales basados en
metales, ceramicas, polimeros de diferentes fuentes naturales o sintéticas[28].
Actualmente, la tendencia es buscar fuentes naturales de moléculas poliméricas
(macromoléculas) como el quitosano, el &cido hialurénico y el coladgeno [29]. Los
materiales de origen biolégico son biodegradables y tienen la capacidad de interactuar
especificamente con las células. Sus desventajas incluyen, los largos procesos de
aislamiento y purificacion y algunas veces, una baja resistencia mecanica [29]. Entre los
principales biomateriales poliméricos de origen natural, encontramos a las proteinas
(e.g.: Colageno, gelatina, fibrina y albimina) y a los polisacaridos (e.g.: quitina, acido

hialurénico, celulosa y dextrano) [12].

Colageno

El colageno es el principal componente estructural de los vertebrados y en los
mamiferos, es la proteina mas abundante del cuerpo [30]. El nombre colageno se aplica
a una familia de proteinas que poseen por lo menos un dominio constituido por una
hélice formada por tres cadenas peptidicas denominadas a que se identifican con
nameros arabigos. Las tres cadenas pueden ser codificadas por un solo gen o por
genes diferentes, formandose homotrimeros o heterotrimeros, respectivamente. Hasta
el momento, se han identificado 28 tipos de colageno, denominados con nuameros
romanos desde el | hasta el XXVIII, los cuales se agrupan en colagenos fibrilares,
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colagenos de membrana basal, colagenos fibrilares de anclaje, colagenos formadores
de redes hexagonales, coldgenos asociados a tejidos fibrilares (FACIT), colagenos

transmembranales y multiplexinas [31, 32].

El colageno tipo I, es la proteina extracelular mas abundante y mejor estudiada de los
animales vertebrados. Representa mas del 90% de la masa organica del cuerpo y es el
principal colageno de los tendones, ligamentos, cornea y tejidos conectivos intersticiales
con la excepciéon del cartilago hialino, cerebro y humor vitreo. Es un heterotrimero ya
que esta constituido por dos cadenas al y una cadena a2 [31]. El colageno | es
insoluble en solventes organicos y la fracciébn soluble en agua, representa solo una
pequefia parte del total. Sin embargo, esta proteina se puede dispersar en soluciones
de pH acido [30, 31].

Las propiedades mecanicas de las fibras de colageno |, lo hacen resistente al esfuerzo
tensil [31] y su estructura triplehelicoidal 1o hace estable al ataque de la mayoria de los
agentes que degradan proteinas; requiriéndose digestion enzimatica con colagenasas
para su degradacion [31]. Durante la preparacion de soportes de colageno se recurre al
entrecruzamiento quimico o fisico, para estabilizarlo y modular su biodegradabilidad
[30].

Por sus caracteristicas, el colageno | se utiliza en medicina, odontologia y farmacia [29,
33, 34]. El colageno | sirve elaborar diferentes dispositivos médicos como apdsitos para
heridas y quemaduras, osteogénicos y materiales de relleno para hueso, lentes
oculares protectores en oftalmologia, sustitutos tisulares de dermis, hueso, valvulas y
vasos sanguineos [35]. La proteina de origen bovino o porcino, es la mas usada en
aplicaciones clinicas y farmacéuticas; sin embargo, en cosmética se usa colageno |
aislado de peces, principalmente tiburones[28]. La Tabla 1.1, muestra las ventajas y

desventajas de usar este biomaterial para beneficio humano.
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Tabla 1.1 Ventajas y desventajas del colageno | para uso en humanos[30].
Ventajas Desventajas
Las fuentes de colageno son
abundantes y existen procesos
estandarizados de aislamiento y
purificacion

Proceso de purificacion largo y costoso

Variabilidad en los procesos de
aislamiento y purificacién, asociados
con la naturaleza viva de las fuentes

Por ser conservada en mamiferos,
exhibe muy baja inmunogenicidad

Es biodegradable y biocompatible y
estas propiedades pueden Necesidad de entrecruzamiento

modularse con el entrecruzamiento
Variabilidad en las caracteristicas

Presenta alta resistencia a latension  mecanicas del producto, dependiendo

del proceso
Susceptibilidad a degradacion por
Tiene propiedades hemostaticas contaminacion con bacterias que
producen colagenasas
Es compatible con otros polimeros y
se puede funcionalizar

Sistemas de liberacion controlada

En las ciencias farmacéuticas se ha reportado el uso de colageno | en el disefio de
sistemas de liberacion controlada con aplicacion en ingenieria de tejidos y medicina
regenerativa. Estos integran diferentes estrategias para permitir la entrega de factores
de crecimiento, citoquinas y algunos farmacos en los érganos y sitios lesionados [36].
En la Figura 1.3, se muestran las principales clases de sistemas de liberacion

controlada utilizadas en ingenieria de tejidos y medicina regenerativa.
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Figura 1.3. Principales clases de sistemas de liberacién controlada en ingenieria de tejidos.

Tomado y modificado de Santo, V.E., et al., [36].

En ingenieria de tejidos y medicina regenerativa, los sistemas de liberacion controlada

son usados para modular la cinética de liberacién de la molécula bioactiva, mas que

para potenciar su bioactividad. Otros usos importantes, son: estabilizar principios

activos, inducir migracién celular (quimiotaxis), localizar la entrega de principios activos

en el tejido de interés y promover la diferenciacién de células madre (Figura 1.4.) [22].

Utilidad de los sistemas de liberacién controlada
en ingenieria de tejidos y medicina regenerativa.

Aplicacion.

s de alginato.

{ Extender } [ Migracién } [ Control } [ Diferenciacion

bioactividad celular temporal in situ.
*Soportes de *FGF2 a partir -Dexametasona a
colageno. de particulas avi?‘t,i:r Z‘EPDGF partir de
-Particulas de de alginato. p foras d microesferas de
fosfato de microesferas de PLGA
calcio. +SDF1a a partir PLG’:‘tV d *TGFB1 a partir de
Microparticula de soportes de soportes ge microesferasde
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PLGA. gelatina.

} cinética
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Figura 1.4. Utilidad de los sistemas de liberacion controlada en ingenieria de tejidos y medicina
regenerativa. Tomado con modificaciones de Santo, V.E., et al., [36].
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La naturaleza fisicoquimica de los factores de crecimiento y las citoquinas les confiere
baja biodisponibilidad y estabilidad en las diferentes biofases; por esta razén, es
necesario el desarrollo de nuevas tecnologias para la liberacion de factores de
crecimiento en los tejidos y 6rganos lesionados [12]. Sin embargo, la administracion en
el sitio de estos compuestos en solucion, generalmente no es efectiva debido a su
rapida difusion y a su pobre estabilidad biolégica (tiempos de vida media < 1 hora) [12].
Lograr una liberacion localizada y controlada de factores bioldgicos, representa uno de
los desafios en la ingenieria de tejidos [5].

En ingenieria de tejidos y medicina regenerativa, el mayor desafio en el desarrollo de
sistemas de entrega es lograr que estos puedan proteger la integridad de las moléculas
durante el tiempo necesario para que puedan ejercer su accidn y controlar su entrega
para que puedan alcanzar una concentracion efectiva en el sitio de la reparacion [5, 12].
En este contexto, es importante considerar que en los procesos de liberacion de
moléculas biactivas no solo su actividad biologica es relevante, sino que, ésta puede
verse afectada por los diferentes mecanismos de liberacién [29]. De ahi que los
sistemas de liberacion pueden disefiarse con distintos perfiles de liberacién que
incluyen cinéticas de orden cero, retardados, sostenidos y difusionales. La Figura 5.1,
resume las principales estrategias de control temporal y espacial de la liberacion de

factores de crecimiento y citoquinas descritas en la literatura.
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Figura. 1.5. Estrategias para la elaboracion de sistemas de entrega utilizando soportes poliméricos
en ingenieria de tejidos. Tomado y modificado de Sokolsky, M., et al., [37].

Colageno como sistema de entrega

Dadas las diversas aplicaciones encontradas y con el fin de simplificar la lectura del
documento, la Figura 1.6, resume las principales aplicaciones del colageno como

sistema de entrega de moléculas bioactivas [29], [30].

[ Principales aplicaciones del colageno como sistema de entrega ]
[Peliculas.] [Soportes SD] [Mucoadherentes] [Micro/nanoparticulas] Hidrogeles
, | | | |
Oftalmologia. I . : . i ) )
Sl,JStlt.utOS Anticonceptivos .Liberacion controlada: Liberacion controlada:
dermicos: vaginales. . * hormonas,
" * péptidos, D
antibidticos y - proteinas -_ant|b|0t|cqs,
antiinflamatorios. + Acidos nueleicas. -mmunoeshmulaqte;,
» factores de crecimiento. )

Figura 6.1. Principales aplicaciones del colageno como sistema de entrega de moléculas bio-
activas. Tomado y modificado de Sokolsky, M., et al., [37].

La versatilidad de los sistemas de entrega disefiados a partir de colageno, es que se
puede controlar la liberacion ajustando la estructura de las matrices o por adicién de

otras proteinas como la elastina, fibronectina y glicoaminoglicanos, o por la
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combinacion de otros polimeros, como colageno/silicona, Colageno/liposomas,
colageno/PLGA [30].
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Capitulo 2. Antecedentes, problema de investigacion,
hipotesis y objetivos.

Antecedentes.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), estima que anualmente en el mundo
alrededor de 300.000 muertes ocurren por lesiones de la piel, principalmente
guemaduras. También, que alrededor de 6.5 millones de personas sufren de ulceras
cronicas causas por etiologias como presiones prolongadas, éstasis venosas y diabetes

mellitus [7].

El injerto de tejido propio (autoinjerto) es el tratamiento mas usado cuando ocurre
pérdida de continuidad de la piel. Sin embargo, este esta restringido por la morbilidad
creada en la zona donante y los escases de tejido disponible para injerto. El injerto de
tejido de otros seres humanos (aloinjerto), usado alternativamente, también esta
limitado por el rechazo inmunolégico y el riesgo de infeccidén. La tendencia en el Siglo
XXI, es utilizar tratamientos que favorezcan la sustitucién de la piel perdida por una
idéntico funcional y morfolégicamente (regeneracion), evitando asi procesos de
cicatrizacion y contractura que deforman y limitan el funcionamiento normal del
individuo afectado [38]. La comprensién gradual de los procesos biol6gicos implicados
en la reparacién de heridas, ha abierto la puerta para el desarrollo de soportes
tridimensionales o tejidos artificiales que estimulan la regeneracion de la zona
lesionada, a través de sus componentes, caracteristicas mecanicas y caracteristicas

microestructurales [17].

El grupo de trabajo en ingenieria de tejidos, del Departamento de Farmacia, de la
Universidad Nacional de Colombia, fue creado en 1999 con el objetivo de establecer las
tecnologias requeridas para la elaboracion y escalamiento de la produccion de tejidos
blandos artificiales que puedan ser empleados como sustitutos de tejidos naturales en
el tratamiento de heridas, o como modelos bioldgicos que permitan estudiar los
mecanismos de reparacion y regeneracion observados al injertar tejido artificial en

pérdidas de continuidad de tejidos.
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En sus primeras investigaciones, nuestro grupo obtuvo un sustituto dérmico a partir de
soportes de colageno tipo | y fibroblastos aislados de dermis [39]. Empleando el mismo
tipo de soportes y fibroblastos aislados de mucosa oral de conejo se elaboré un
sustituto de tejido conectivo de mucosa oral, que mostrd caracteristicas estructurales y
funcionales semejantes al tejido original [33, 34]. Actualmente el grupo estudia el efecto
de la microestructura de soportes de colageno en el proceso de reparacion de heridas
inducidas en mucosa oral de conejo [40].

Desde la antigiiedad, las personas han usado plantas y preparaciones de plantas para
acelerar el cierre de heridas de la piel [41], generalmente basados en la tradicion, sin

evidencia cientifica de su efectividad, composicién y modo de accion [38].

En el afio 2010, el grupo decidio potenciar la bioactividad de los soportes de colageno |
gue ha desarrollado, y plante6 evaluar la eficacia y eficiencia de la asociacién fisica del
extracto de flores de caléndula (Calendula officinalis), de reconocida actividad
antiinflamatoria y aceptado por el INVIMA como antioxidante y cicatrizante por via local
[42]. En consecuencia, se formuld el proyecto “Evaluacion de la reparacion de heridas
cutaneas con soportes de colageno que contienen extracto de caléndula”, aprobado por
el Programa Nacional de Biotecnologia del Departamento Administrativo de Ciencia,

Tecnologia e Innovacion — Colciencias en la Convocatoria 521 del 2010.

En la primera etapa de desarrollo de este proyecto, se evaluaron los soportes de
coladgeno tipo | como un sistema de liberacion de un extracto hidroglicélico de caléndula
[43]. Los resultados, mostraron que los soportes asociados por inmersion con un
extracto hidroglicolico de flores de caléndula, liberan aproximadamente el 60% de su
carga inicial en un tiempo menor a 24 horas. Esto debido a las caracteristicas
microestructurales del soporte (tamafio de poro ~172.9 um, interconectividad de poro y

porosidad >90%) [40], que favorecen los fendmenos de difusién [43].
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Problema de investigacion.

Se debe modificar los soportes de colageno |, para que liberen controladamente los
metabdlitos secundarios activos del extracto de caléndula durante mas de 72 horas,
tiempo en el que ocurre la fase inflamatoria del cierre de heridas de piel [8]. La
modificacion no debe alterar la microestructura del soporte (tamafio de poro,
interconectividad de poro y porosidad), ya que estas caracteristicas determinan su
bioactividad [17, 19], la cual ya ha sido demostrada en trabajos previos del grupo [33,
34].

Hipotesis de trabajo.

La incorporaciéon de microparticulas en los soportes de colageno | desarrollados por
nuestro grupo, resulta en la formacién de un sistema bifasico que controla la liberacién
de los metabolitos secundarios que componen un extracto hidroglicélico de flores de

caléndula.

Objetivos

Objetivo general.

Desarrollar prototipos de soportes de colageno bovino tipo | para la liberacion

controlada de un extracto hidroglicélico de caléndula (Calendula officinalis).

Objetivos especificos.

1. Estandarizar una metodologia para la elaboracion de microparticulas a partir de

colageno bovino tipo I.
2. Elaborar un sistema bifasico de microparticulas-soporte de colageno |I.

3. Asociar un extracto comercial hidroglicélico de caléndula (Calendula officinalis) al

sistema bifasico Microparticulas-soporte de colageno.
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4. Evaluar in vitro la liberacion de metabolitos secundarios del extracto de caléndula a

partir del sistema microparticulas-soporte de colageno |.
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Capitulo 3. Estandarizacion de una metodologia para
la elaboracion de microparticulas a partir de colageno
bovino tipo | (Objetivo especifico 1).

Métodos.

Obtencién de hidrogeles de colageno 1.

Se obtuvieron hidrogeles de colageno tipo |, siguiendo el protocolo desarrollado y
estandarizado en nuestro grupo de trabajo [39] [40]. Fascia bovina obtenida como tejido
de desecho en el Frigorifico San Mateo (Bogota), se limpié para remover los tejidos
adiposo y muscular contaminantes. El tejido desengrasado y limpio se cort6 en pedazos
pequefios que fueron sumergidos en acido acético 0.5 M y mantenidos a 4°C durante
24 horas; a la suspension resultante se le adicion6 NaOH 2N, con el fin de precipitar el
colageno. El precipitado obtenido se lavé con agua desionizada y se resuspendié con
acido acético 0.5 M. Con este método, se obtuvieron hidrogeles de colageno con una

concentracion final de 1% p/p (determinada mediante analisis gravimétrico).

Elaboracién de microparticulas de colageno I.

Para obtener microparticulas de colageno I, inicialmente se siguié la metodologia
descrita por Rossler y colaboradores [44]. Una solucion de coldgeno al 2% (p/v) fue
emulsificada con 250g de parafina liquida utilizando un homogenizador tipo rotor/estator
(ultraturrax®) a 5000 rpm por 10 min. A la emulsién obtenida se le adicionaron 2 mL de
una solucion de glutaraldehido (SIGMA) al 0.02%, agitando a 300 rpm; transcurridos 15
minutos, la reaccién fue detenida adicionando 40 mL de de glicina 1M. Luego, la
emulsién fue diluida en 50 mL de isopropanol y centrifugada (3000 g-Eppendorf 5804 /
5804 R, 5 minutos) El pellet de microparticulas resultante, fue resuspendido en 200 mL

de una mezcla de agua: isopropanol (1:1) y centrifugado. Finalmente, las
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microparticulas fueron lavadas tres veces con agua destilada, congeladas (-20°C) y

liofilizadas por 48 horas (Virtis advantage 2.0).

Métodos alternativos de elaboracién de microparticulas de colageno

tipo 1.

Debido a la inestabilidad térmica de las microparticulas de colageno | obtenidas
siguiendo el procedimiento reportado por Rossler y colaboradores[44], en el presente
trabajo fue necesario establecer y evaluar dos nuevos procedimientos: i) elaboracién de
microparticulas de colageno I-alcohol polivinilico; ii) elaboracion de microparticulas

Gelatina-colageno |.

Elaboracién de microparticulas de colageno l-alcohol polivinilico
(PVA).

Usando diferentes relaciones peso a peso (25:75, 50:50 y 75:25), se mezcl6 colageno |
(2% p/v ) con PVA al 1% p/p (MW 146,000-186,000, 99+% hidrolizado, SIGMA), usando
agitacion magnética (30 minutos, 40°C). A las mezclas resultantes se les adicioné
glutaraldehido (SIGMA), hasta obtener una concentracion final de 0.1% v/v y se agitd
durante dos horas. Las suspensiones obtenidas se vertieron sobre parafina liquida
(Quminet) [conteniendo 1% de trioleato de sorbitano (Span 85, SIGMA), en una relacion
de volumenes de 1:5 (suspension: parafina liquida)], y se homogenizaron (Ultraturrax®,
10 minutos, 2000 rpm). Después de ajustar el pH de las emulsiones resultantes en
1.5+0.1 con acido clorhidrico concentrado, se agitaron magnéticamente y se mantuvo
su temperatura en 50° C £ 1°C por 60 minutos. Las microparticulas fueron purificadas
centrifugando (3000 g-Eppendorf 5804 / 5804 R, 30 minutos) y lavando con etanol al
96%. Después, estas fueron lavadas tres veces con agua destilada, congeladas (-20°C)

y liofilizadas por 48 horas (Virtis advantage 2.0).
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Elaboracién de las microparticulas de gelatina.

Antes de proceder a elaborar las microparticulas de colageno I-gelatina se obtuvieron
microparticulas de gelatina que fueron utilizadas como control, en los ensayos de
caracterizacion. Se siguio el procedimiento descrito por Kawai y colaboradores [45], con
algunas modificaciones. Brevemente, se adicionaron lentamente 5 mL de una
suspension acuosa de gelatina (SIGMA Mw 40,000-50,000) al 20% (p/p) precalentada a
40°C por 30 minutos, sobre 40 mL de parafina liquida conteniendo 1% de trioleato de
sorbitano (SIGMA, Span 85) precalentada a 40°C por 30 minutos. Para formar la
emulsién agua/aceite (W/O) se homogeniz6 con un rotor estator (ultraturrax®), a 2000
rom por 10 minutos. La emulsion se mantuvo con agitacibn magnética a 40°C y se
adicionaron 40uL de glutaraldehido, 30 minutos después la reaccion se detuvo
adicionando 40 mL de una solucion de glicina 1M. Las microparticulas se separaron por
centrifugacion (Eppendorf 5804 / 5804 R, 3000 g por 30 minutos), se lavaron con etanol
al 96%, se congelaron a -20°C y se liofilizaron por 48 horas (Virtis advantage 2.0).

Elaboracion de microparticulas de colageno-gelatina.

A 2,5 g de una suspension de colageno al 1% (p/p), se le adicionaron 500 mg de
gelatina (SIGMA Mw 40,000-50,000). La mezcla precalentada a 40°C por 30 minutos,
fue adicionada lentamente sobre 40 mL de parafina liquida con 1% de trioleato de
sorbitano (Span 85) manteniendo la temperatura de 40°C por 30 minutos. Para formar
la emulsién W/O, se homogeniz6 con un rotor estator (ultraturrax®, 2000 rpm por 10
minutos). La emulsién se mantuvo con agitacion magnética a 40°C, se adicionaron
40uL de glutaraldehido y se dejé transcurrir la reaccion durante 30 minutos. Para
detener la reaccion, se adicionaron 40 mL de una solucion de glicina 1M. Las
microparticulas formadas se separaron por centrifugacion (Eppendorf 5804 / 5804 R,
3000 g por 30 minutos), se lavaron con etanol al 96%, se congelaron (-20°C) y se

liofilizaron por 48 horas (Virtis advantage 2.0).
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Carga de las microparticulas con extracto de caléndula.

El extracto de flores de Calendula officinalis (Neyber, Bogoté, Colombia) fue cargado en
las microparticulas (Colageno | -PVA, gelatina, Gelatina-colageno 1), sumergiendo
100mg +1mg de estas en 500 uL de extracto hidroglicélico, durante 12 horas. Las
microparticulas cargadas se lavaron con 500 uL de agua destilada, se congelaron (-
20°C) vy liofilizaron por 48 horas (Virtis advantage 2.0). El ensayo fue realizado por

triplicado.

Determinacion de la capacidad de carga de las microparticulas.

Para establecer la cantidad de extracto captado, se tomaron 10 mg de microparticulas
cargadas y se colocaron en 1mL de NaOH (1N por 1 hora). La suspension resultante se
centrifugd (Eppendorf 5804 / 5804 R, 3.000 gravedades por 5 minutos), y el
sobrenadante se retir6 para cuantificar la cantidad total de compuestos polifendlicos,
flavonoides totales y compuestos glicésidos ya que estos son los constituyentes mas

importantes y abundantes del extracto [46].

Cuantificacién de compuestos polifendlicos.

La cuantificacion de compuestos polifendlicos se hizo con el ensayo Folin-Ciocalteu,
modificando el procedimiento descrito por Singleton y colaboradores [47]. En este
ensayo, se mezclaron 100 uL de muestra con 100 uL del reactivo Folin-Ciocalteu
(SIGMA) y se adicionaron 50uL de carbonato de sodio. Después de incubar la mezcla a
25°C por 120 minutos, se midié su absorbancia a 725 nm (TRIAD Multimode Reader) y
los valores medidos fueron interpolados en una curva de calibracién elaborada con los
valores de absorbancia de soluciones de acido galico (SIGMA) de concentraciones

conocidas.

Cuantificacion de compuestos flavonoides.

El contenido total de flavonoides se determind modificando una metodologia descrita

por Moreno M.l. [48]. Brevemente, 100uL de muestra se mezclaron con 10 uL de
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cloruro de aluminio (SIGMA) al 10% y 10 uL de acetato de potasio. Después de 30
minutos de reaccion a temperatura ambiente, se hicieron las lecturas de la absorbancia
de las muestras a una longitud de onda de 415 nm (TRIAD Multimode Reader). En este
ensayo se usO quercitina (SIGMA) como estandar para la elaboracion de la curva de

calibracion.

Distribucién de tamafio de particula.

Imagenes de las microparticulas obtenidas fueron tomadas con la misma magnificacién,
usando un microscopio Nikon® H550L, conectado a una camara digital Nikon®. Los
tamafios de las microparticulas fueron determinados mediante un analizador de
imagenes (Imange J®). Al menos 200 microparticulas por tratamiento fueron

analizadas.

Microscopia electronica (SEM).

La metalizacidon de las muestras se realiz6 en un sputter SDC-050 de la Marca Balzers,
en condiciones de prevacio (<10-1 torr) con argdbn como gas de ataque (plasma) sobre
una placa (anodo) de oro-paladio (8:2). La pelicula se depositdé sobre las muestras
(catodo) a corriente de descarga de +/- 50mA y su espesor tipico fue de +/- 200 nm. La
observacién y andlisis de muestras se realizé en un Microscopio Electronico de Barrido
FEI QUANTA 200, usando el programa de captura imagenes XT microscope control

version 2.01.
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Resultados y discusion de resultados.

El proposito de este trabajo fue desarrollar un sistema de liberacion controlada de los
metabolitos secundarios (polifenoles, flavonoides y glicésidos) que componen un
extracto hidroglicolico de flores de Calendula officinalis, partiendo de los soportes de
colageno tipo | desarrollados por el grupo de trabajo en ingenieria de tejidos. En el
proceso se buscd mantener las caracteristicas microestructurales de estos (porosidad,
interconectividad entre los poros y tamafio de poro) [17, 49]; por esta razdn, se disefio
un sistema bifasico compuesto por microparticulas poliméricas a base de colageno |

incluidas dentro de los soportes de colageno |.

Los sistemas microparticulados han llamado la atencion por su utilidad como
transportadores de farmacos de bajo peso molecular, células y proteinas utilizadas en
el diagnostico y tratamiento de diferentes enfermedades [50]. Entre sus principales
ventajas se encuentran la proteccion frente a la degradacién de los principios activos
transportados, la reduccion de la frecuencia de administracion y la reduccion de los
efectos adversos y secundarios relacionados con el tratamiento terapéutico [51]. La
modulacion de los procesos de liberacion dependen de la naturaleza quimica del
polimero, el peso molecular, el tamafio de particula, la capacidad de carga y su
morfologia [51, 52].

El uso de sistemas particulados (micro y nano) en ingenieria de tejidos requiere que el
polimero empleado en su elaboracion, sea biocompatible y favorezca la adhesion
celular [53]. Por esta razén, en la primera etapa de este proyecto se estandarizé una
metodologia para elaborar microparticulas de colageno tipo I, biomaterial que por sus
caracteristicas (Tabla 1.1) favorece los procesos que se presentan durante el cierre de

heridas de piel (migracion, adhesion, diferenciacion y proliferacion celular) [54].

Se han reportado varias metodologias para la elaboracién de microparticulas de
colageno [44, 55-57]. En este trabajo se escogid utilizar la reportada por Rossler y
colaboradores [44], porque es la mas citada en las bases de datos y porque las otras
metodologias descritas se basan en modificaciones de este procedimiento. Esta
metodologia se fundamenta en la formacion de una emulsion agua/aceite (W/O), en la
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gue la fase acuosa (W) esta constituida por la suspension de colageno | (pH neutro) y la
fase oleosa (O) esta compuesta por parafina liquida y un agente tensoactivo de bajo
balance hidrofilico-lipofilico (HLB). Para estabilizar las microparticulas, en este método
se adiciona un agente entrecruzante, generalmente glutaraldehido. Las microparticulas
son separadas por centrifugacion o filtracion y lavadas con etanol o acetona para retirar
las trazas de parafina liquida. La gran desventaja de esta metodologia es la baja
estabilidad de las particulas formadas, debido a que el colageno es una proteina con
una estructura supramolecular fibrilar y no globular[4]; lo cual hace que al retirar el agua
de la particula (con un gradiente de etanol, secado por conveccion o liofilizacion) la
estructura de la microparticula colapsa [58], como se observa en la Figura 3.1.

SIS ) O D L < 60 Y
Figura 3.1. Microparticulas elaboradas en este trabajo, siguiendo la metodologia de Rossler [44].

A. Microscopia de luz de microparticulas en suspension; B. Microscopia de luz de microparticulas
después del proceso de purificacion; C. Microparticulas liofilizadas.

.
=1

Nuestra aproximacion se fundamentd en buscar una estrategia que permitiera a las
moléculas de agua mantenerse en la estructura de la microparticula, aun después del
proceso de secado. La estrategia seleccionada, se baso en lograr que las moléculas del
polimero que se encontraban en la suspension integraran las moléculas de agua
necesarias para formar un gel; estrategia conocida en la ciencia de los coloides, como
una transicién sol-gel [59]. Para aumentar la estabilidad, las cadenas poliméricas fueron
entrecruzadas con glutaraldehido, obteniendo geles de tamafio micrométrico
denominadas microgeles [60]. Los microgeles y nanogeles son considerados
hidrogeles, en los que sus cadenas poliméricas estan entrecruzadas quimicamente.
Estos sistemas tienen la capacidad de captar grandes cantidades de agua, son
biocompatibles y sus propiedades mecanicas pueden ser modificadas segun sus

aplicaciones. Dentro de las ciencias farmacéuticas y en especial en el disefio y
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desarrollo de sistemas de entrega, representan una alternativa interesante debido a su
estabilidad bioldgica, funcionabilidad (bioconjugacion) y la modulacion de los perfiles de

liberacion [60].

A partir de esta aproximacién, en nuestro laboratorio, se elaboraron microgeles de
alcohol polivinilico (PVA)-colageno, gelatina y gelatina-colageno. EI PVA es un
homopolimero sintético, compuesto por monomeros hidrofilicos, biocompatibles vy
biodegradables [61], con excelentes propiedades mecéanicas [62]. EI PVA tiene una
variedad de aplicaciones en el disefio de sistemas de entrega controlada, que incluyen:
hidrogeles, matrices hidrofilicas, nanoparticulas, agente de control de hinchamiento y
emulsificante. Dentro de sus aplicaciones biomédicas y en ingenieria de tejidos se
encuentran: elaboracion de lentes de contacto, reparacion de tendones, manufactura de
valvulas cardiacas y de implantes de cornea [63]. Los hidrogeles de PVA tienen la
tendencia a formar geles debido a su cristalinidad y capacidad de formar matrices
entrecruzadas con agentes como el glutaraldehido y el di-isocianato de hexametileno
[62]. Sus propiedades mecénicas, como el modulo de Young’'s y la resistencia a la

tension, permiten el disefio de diferentes tejidos suaves atrtificiales [63].

En este trabajo se hicieron mezclas con diferentes proporciones de PVA-colageno
utilizado glutaraldehido como agente entrecruzante. Los resultados de estos ensayos,

descritos en la Tabla 3.1, evidencian transicion sol-gel en los ensayos P2 y P5.

Tabla 3.1. Condiciones de formacién de geles de PVA-colageno.

Ensayo Condiciones Resultado
P1 (Coladgeno 1% p/p sin PVA) GTA (0.1%) No se evidencia
transicion sol-gel
P2 (Coladgeno 1%p/p + PVA 5%p/p) Se evidencia
GTA (0.1%) transicién sol-gel
Relacion 1:1 viv
P3 (Colageno 1%p/p + PVA 5%p/p) No se evidencia
GTA (0.1%) transicion sol-gel
Relacion 2:1 viv
P4 (Coladgeno 1%p/p + PVA 5%p/p) No se evidencia
GTA (0.1%) transicion sol-gel
Relacion 3:2 viv
P5 (Colageno 1%p/p + PVA 5%p/p) Se evidencia
GTA (0.1%) transicion sol-gel

Relacion 1:2 viv
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En la elaboracidon de los microgeles se decidié usar las condiciones empleadas en el
ensayo P2, debido a que estas permitieron obtener geles de PVA-colageno con la
mayor concentracién de colageno. La Figura 3.2, muestra la formacién de un gel PVA-

colageno (presencia de glutaraldehido y pH 1.5).

GTA.

pH 1.5

o

Figura 3.2. Formacién de geles PVA-Colageno.
La figura muestra una transicion gel-sol bajo las condiciones, glutaraldehido (GTA) y pH 1.5, establecidas
en el ensayo P2.

A pesar de haber obtenido las microparticulas de colageno-PVA, decidimos hacer
microparticulas con otros biomateriales debido a que el PVA por ser sintético es
costoso. La gelatina es una proteina preparada a partir de la desnaturalizacién acida o
bésica del colageno aislado de fuentes bovina o porcina [64]. Por ser un material
biodegradable y biocompatible, es ampliamente usada en la industria farmacéutica para
la elaboracion de sistemas de entrega de moléculas bioactivas a partir de
microparticulas e hidrogeles [65]. La gelatina ha sido usada para elaborar
microparticulas que se incorporan en soportes de coldgeno | de utilidad en ingenieria de
tejidos, para que modulen la liberacion de moléculas bioactivas [65]. Sin embargo, en la
revision hecha hasta el momento no se encontraron referencias que reporten la
elaboracion de microparticulas hechas con la mezcla colageno I-gelatina. Por esta
razon, procedimos a elaborar microparticulas con esta mezcla. La Tabla 3.2, muestra
las condiciones evaluadas con el fin de establecer la mezcla de coldgeno y gelatina que
forma gel. Solamente se observé formacion de gel en los ensayos G4 y G5. Se
seleccionaron las condiciones del ensayo G4 para elaborar los microgeles, debido a

gue incluyen el colageno | en mayor concentracion.
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Tabla 3.2. Condiciones de formacién de geles de colageno-gelatina.

Ensayo Condiciones Resultado

(Coladgeno 1% p/p sin gelatina) GTA

G1 (0.1%) No se .e,videncia
transicion sol-gel

G2 (CEEEEE 1(2‘%_/2 -(l-oia;’:)ltlna AV, No se evidencialtransicién sol-
Relacion 1:1 viv g€

G3 (Colageno 1%9'_/2 Eroi(;)a)ltlna 20%p/p) No se evidencialtransicién sol-
Relacion 1:5 viv ge

Ga (Colageno 1%p/p + Gelatina 20%p/p)

GTA (0.1%) Se evidencia transicion sol-gel
Relacion 1:10 v/v
G5 (Colageno 1%p/p + Gelatina 20%p/p)

GTA (0.1%) Se evidencia transicion sol-gel
Relacion 1:20 v/v

Después de seleccionar las condiciones de formacién del gel de las diferentes mezclas
de polimeros que contienen colageno, se elaboraron las microparticulas mediante la
formacion de una emulsion agua/aceite (W/O). En este método, la fase interna esta
constituida por la suspension de la mezcla de polimeros y la fase externa por parafina
liquida; igualmente, se adiciona una solucién de glutaraldehido al 1% para estabilizar
las microparticulas presentes en la emulsion. Las Figuras 3.3 y 3.4, muestran
imagenes de las microparticulas obtenidas con microscopia de luz y microscopia

electronica (SEM), respectivamente.
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Figura 3.3. Imagenes obtenidas con microscopio de luz de las microparticulas elaborados. Se
muestran fotografias representativas de las microparticulas de PVA-colageno (A); microparticulas de
PVA-colageno en suspension (pH 5.5) (B); microparticulas de gelatina (C); microparticulas de gelatina en
suspensién (pH 5.5) (D); microparticulas de la mezcla colageno-gelatina (E); microparticulas de la mezcla
colageno-gelatina en suspensién (pH 5.5) (F). Los valores de las barras estan incluidos en cada
fotografia.

El andlisis de las imagenes fotograficas, mostr6 que el diametro promedio y la
distribucion del tamafio de particula se modifican al incorporar coldgeno al PVA y a la
gelatina. La Tabla 3.3, muestra el diametro promedio de las microparticulas secos
(liofilizados) y en suspension acuosa (pH 5.5), ademas del célculo de la relacion entre

estos dos diametros (tasa de hinchamiento).
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Tabla 3.3. Tamafo de particula e hinchamiento.

Diametro

Diametro articula en Tasa de

Microparticula particula seca + P 6n + SD hinchamiento

SD (um) suspension + +SD (um)
(Lm)

PVA 126.449.2 150.2+10.9 1.2+0.2
PVA-colageno 157.0+25.1 210.7£12.6 1.4+0.1
Gelatina 283.5+28.3 981.2+97.1 3.5+0.3
Colageno-gelatina 942.0+235.5 1099.3+274.8 1.2+0.3

La capacidad de hinchamiento, depende principalmente de la relajacion de las cadenas
del polimero. Las cadenas de gelatina al ser mas cortas (Mw 40,000-50,000) que las del
colageno (PM= 300kDa) y PVA (Mw=146.000-186.000), permiten una mayor relajacién
de las cadenas y por consiguiente una tasa de hinchamiento mayor. También, se
observd que los microparticulas de PVA presentan una menor dispersion en su
diametro (7.2%), que las particulas de gelatina (9.9%), PVA-colageno (15.9%), y

coldgeno-gelatina (25%).

La Figura 3.4, muestra claramente que la incorporacion de colageno en las diferentes
mezclas de polimeros ensayados, produce microparticulas con superficies rugosas,
caracteristica que puede favorecer los procesos de adhesion celular [66] y por tanto su
versatilidad para ser usados en diferentes sistemas desarrollados por la ingenieria de

tejidos.
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Figura. 3.4. Micrografias electrénicas de superficie (SEM) de los microparticulas elaborados.
Microparticulas de PVA (A); microparticulas de PVA-colageno (B); microparticulas de gelatina (C);
Microparticulas de colageno-gelatina (D). Los valores de las barras estén incluidos en cada fotografia.

Para determinar la capacidad de carga de las microparticulas elaboradas con las
diferentes mezclas de polimeros, se seleccionaron como marcadores analiticos a los
metabolitos secundarios del extracto vegetal mas abundantes y responsables de la
actividad antioxidativa: Compuestos polifendlicos, flavonoides y compuestos
glicésilados. En la Figura 3.5 se observan los valores de concentracion obtenidos para

cada uno de ellos.
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Figura 3.5. Determinacién de la capacidad de carga de las microparticulas elaboradas. Se muestran
las concentraciones de polifenoles (A) y flavonoides totales (B) obtenidas después de cargar los
diferentes tipos de microparticulas. La escala representa pg de compuestos polifendlicos o flavonoides
totales por cada mg de microparticulas.

Los datos obtenidos muestran que las microparticulas de gelatina y gelatina-colageno
exhiben mayor capacidad de carga que las microparticulas de PVA y PVA-colageno
(p<0.05). También, que la inclusion del colageno | no afecta la capacidad de carga ya
gue no hubo diferencias significativas entre las microparticulas que lo contenian y las
gue no: capacidad de carga de PVA vs PVA-colageno (p>0.05), capacidad de carga de

gelatina vs gelatina-colageno (p>0.05).

Para establecer qué porcentaje de la carga total fue adsorbida en la superficie de las
microparticulas, se realizaron lavados de microparticulas cargadas con agua destilada y
en las aguas de lavado se cuantificaron los marcadores analiticos seleccionados. Los
resultados obtenidos muestran que las microparticulas de PVA y PVA-colageno
adsorben un porcentaje mayor del extracto cargado que las microparticulas de gelatina
y gelatina-colageno (Tabla 3.4). El porcentaje de adsorcion del extracto fue menor en
estas ultimas, indicando su mayor capacidad para captarlo. Esto puede ocurrir debido a
la mayor capacidad de hinchamiento mostrada por las microparticulas de gelatina y las
de gelatina-coldgeno, lo cual comprueba que el proceso de hinchamiento influye en la

capacidad de carga de estas [29].
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Tabla 3.4. Cuantificacion de los marcadores analiticos adsorbidos
sobre la superficie de las microparticulas.

%

Microparticulas %Flavonoides

Polifenoles
PVA 70.1£3.5 67.4+3.7
PVA-colageno 56.4+2.8 69.6+3.5
Gelatina 32.5+2.3 27.2+¥1.9
Colageno-gelatina 38.9+3.3 40.3+£3.2

El conjunto de los datos obtenidos durante la caracterizacion de las microparticulas,
indica que los prototipos de sistemas particulados con mejores caracteristicas para ser
incluidos en los soportes de colageno | y formar el sistema bifasico, son las
microparticulas de gelatina y colageno-gelatina. Estos dos materiales son polimeros
naturales, biodegradables y biocompatibles, sin embargo, ya se han descrito soportes
de colageno | con microparticulas de gelatina como sistemas de entrega de moléculas
bioactivas [30]. Por lo anterior, en este trabajo se escogié como sistema de carga del
extracto de las flores de C. officinalis en los soportes de colageno I, a las

microparticulas de gelatina-colageno.
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Capitulo 4. Elaboraciobn de un sistema bifasico
microparticular-soporte de colageno tipo I. (Objetivo
especifico 2).

Metodologia.

Obtencion de hidrogeles de colageno I.

Se obtuvieron hidrogeles de colageno tipo I, siguiendo el protocolo desarrollado en
nuestro grupo de trabajo [34, 39]. Fascia bovina obtenida como tejido de desecho en el
Frigorifico San Mateo (Bogotd), se limpié para remover los tejidos adiposo y muscular
contaminantes. El tejido desengrasado y limpio se corté en pedazos pequefios que
fueron sumergidos en acido acético 0.5 M y mantenidos a 4°C durante 24 horas; a la
suspension resultante se le adiciond6 NaOH 2N, con el fin de precipitar el colageno. El
precipitado obtenido se lavo con agua desionizada y se resuspendié con acido acético
0.5 M. Por este método se obtuvieron hidrogeles de colageno con una concentracion
final de 5mg/mL. La concentracion final fue determinada mediante andlisis gravimétrico,

segun procedimiento descrito por Suesca [40].

Preparacion de soportes de colageno | con microparticulas.

Microparticulas de colageno-gelatina fueron adicionados, sobre los hidrogeles de
colageno, en diferentes proporciones como se indica en la Tabla 4.1. Las mezclas se
homogenizaron con agitacibn magnética por 1 hora, se sirvieron (30.0 g) en cajas de
petri (polipropileno, 10 cm de diametro), se desgasificaron al vacio (200 mTorr, 15
minutos), se congelaron a -20°C por 12 horas y se liofilizaron por 48 horas. Se
entrecruzaron con una solucion de glutaraldehido al 0.02% por 24 horas, se lavaron con
agua destilada hasta que no se detecté agente entrecruzante con el test de 2,4-
dinitrofenilhidrazina. Después de congelar a -20°C por 12 horas, los soportes con las

microparticulas fueron liofilizados por 48 horas [40].
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Tabla 4.1. Mezcla de microparticulas e hidrogel de coladgeno

Ensayo Mezcla
S1 Hidrogel de coldgeno 5mg/mL

Microparticulas de colageno-gelatina 1mg/mL.

= Hidrogel de colageno 5mg/mL
Microparticulas de colageno-gelatina 2.5mg/mL.
S3 : )
Hidrogel de colageno 5mg/mL
Microparticulas de colageno-gelatina 5mg/mL.
S4 : >
Hidrogel de colageno 5mg/mL
M Microparticulas de colageno-gelatina 5mg/mL

Analisis por microscopia electronica de barrido (SEM) de los soportes
con las microparticulas.

La metalizacion de las muestras se realiz6 en un sputter SDC-050 (Balzers), en
condiciones de prevacio (<10-1 torr) con argdn como gas de ataque (plasma) sobre una
placa (anodo) de oro-paladio (8:2). La pelicula se depositd sobre las muestras (catodo)
a corriente de descarga de +/- 50 mA y el espesor tipico fue de +/- 200 nm. La
observaciéon y analisis de muestras se realizé en un microscopio electronico de barrido
(FEI QUANTA 200) y el programa con el cual se tomaron las micrografias fue el xT

microscope control version 2.01.

Ensayo de estabilidad enzimatica.

Para evaluar la estabilidad de los soportes con las microparticulas incorporadas, se hizo
una digestion con colagenasa manteniendo la muestra y reemplazando el sobrenadante
alas 6, 12, 24, 48 y 72 horas, de la siguiente manera: Fragmentos de los soportes (1cm
x l1lcm) obtenidos en los ensayos S1, S2, S3, y S4, después de entrecruzar con
glutaraldehido, se colocaron en platos de cultivo de 12 pozos. Sobre cada soporte se
adicion6 1mL de una solucién de colagenasa | (SIGMA) [Lug/mL en PBS (pH 7.4)] y se

incubd durante los tiempos establecidos, en un oscilador horizontal (80 rpm) a 37°C. En
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cada uno de estos tiempos (6, 12, 24, 48 y 72 h), se retiré el sobrenadante de cada
pozo y sobre los mismos soportes se adiciond coldgenasa fresca (1mL). Debido a que
la gelatina es un producto de la degradacion del colageno |, se establecid su
concentracion en los sobrenadantes muestreados con el método del 4cido bicinconinico
(BCA). Para esto, se mezclaron 78 uL de reactivo A [Na,CO3;.H,O (0.8 g) + NaOH
(1.6g) + 1,6g Tartrato de sodio (dihidrato) en una cantidad de agua suficiente para
completar 100mL y ajustar pH a 11.25 con 10M de NaOH)], 75 uL de reactivo B (4 g
de &cido bicinconinico en 100 mL de agua) y 5uL de reactivo C (4g de CuSQO,. 5H,0
en 10 mL de agua), con 100 uL de sobrenadante (muestra). Las mezclas se incubaron
durante 1 hora (60°C), se dejaron enfriar a temperatura ambiente y se determind su
absorbancia a una longitud de onda de 620 nm (TRIAD Multimode Reader). Como
control se utilizé la cantidad equivalente de microparticulas que contiene un soporte

elaborado bajo las condiciones S4.

42



Optimizacion de soportes de Colageno tipo | como un sistema de entrega controlada para un
extracto de caléndula (Calendula officinalis).

Resultados y discusion de resultados.

En el interés de establecer estrategias que permitan disefiar y desarrollar soportes
“inteligentes” con aplicaciones en ingenieria de tejidos que modulen la liberacion de
moléculas bioactivas, se ha explorado la incorporacion de microparticulas cargadas con
suspensiones de polimeros seguida de un proceso de liofilizacion [67]. El principal
objetivo de estos esfuerzos es lograr la liberacion controlada y eficiente de moléculas
con actividad terapéutica, durante los procesos de remodelamiento y regeneracién de
los tejidos dafiados [68]. Algunos ejemplos interesantes, son: La incorporacion de
microparticulas de acido polilactico-poliglicolico (PLGA) en soportes de gelatina [67] ¥y
de microparticulas de quitosano en soportes de colageno/quitosano/glicoaminoglicanos
[68], la liberacién de factores de crecimiento (VEGF, PDGF, BMP-2 y FGF-2) a partir de
microparticulas de PLGA incorporadas en soportes de colageno Il [69], y la
incorporacion de microparticulas de gelatina cargadas con el factor de crecimiento de

fibroblastos basico (FGF-2) en soportes de colageno [70].

En la presente tesis, los soportes de colageno | fueron elaborados siguiendo los
procedimientos establecidos en trabajos anteriores [39, 40], y se incorporaron
microparticulas de colageno-gelatina en diferentes proporciones. En la Figura 4.1, se
muestran microfotografias electrénicas (SEM) que evidencian la porosidad y la
interconectividad de los poros del soporte (Panel A); asi como, la presencia de una
microparticula de gelatina-coladgeno adherida a uno de los poros del soporte (Panel B).
Se observa la morfologia esférica de esta microparticula y su integridad después de los
procesos a que fue sometida (mezcla con el hidrogel, liofilizacion, entrecruzamiento con
glutaraldehido y una segunda liofilizacion). En conjunto estos resultados indican que la
estrategia desarrollada en este trabajo, es adecuada para la elaboracion de

microparticulas.
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Figura 4.1. Microscopia electronica de barrido (SEM) de los soportes de colageno | con
microparticulas de gelatina-colageno. Se muestran diferentes magnificaciones de una imagen
representativa de un soporte con microparticulas. A menor magnificacion, se observa la apariencia
porosa e interconectada de los soportes de colageno | después de la incorporacion de las microparticulas
(A); zona magnificada en la que se evidencia una microparticula de gelatina-colageno dentro de un poro
del soporte, las cabezas de las flechas sefialan zonas de adhesion de las superficies microparticula-
soporte (B); imagen magnificada de la microparticula adherida al poro, en la que se observa su
apariencia rugosa,; la flecha sefiala una de las zonas de adhesion entre la microparticula y el soporte (C).

La biodegradabilidad influencia la bioactividad de los soportes, por esta razon, era
necesario evaluar la cinética de degradacién de los distintos soportes obtenidos en este
trabajo. De este modo, enzimaticamente se evalud la estabilidad de los soportes en los
gue se incorporaron las microparticulas (ensayos S2, S3 y S4), de los soportes no

modificados (ensayo S1) y de las microparticulas libres (no incorporadas).

La Figura 4.2, muestra los resultados obtenidos, durante el ensayo de degradacion
enzimatica. Los soportes solos (obtenidos en el ensayo S1), fueron los que mas
rapidamente se degradaron y los Unicos que lo hicieron completamente en el intervalo
de tiempo del ensayo. Claramente, la incorporacién de las microparticulas de colageno-
gelatina en los soportes S2, S3 y S4 (obtenidos en los ensayos S2, S3 y S4), disminuyo
el porcentaje de degradacion con respecto a los soportes de colageno sin
microparticulas (S1). Los soportes S4, elaborados con la mayor concentracion de
microparticulas (ensayo S4), exhibieron el menor porcentaje de degradaciéon. Lo
anterior indica que al aumentar la concentracion de las microparticulas gelatina-
colageno se aumenta la estabilidad a la degradacién enzimatica de los soportes. Como
se menciono, los soportes S2 y S3 fueron mas estables que los soportes solos; sin

embargo, mostraron porcentajes de degradacion mayores que los exhibidos por las
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microparticulas de gelatina-colageno solas y que los soportes S4. Este hecho se debe a
gue la concentracion de las microparticulas gelatina-colageno incluidas en estos
soportes, fue menor que la concentracidbn de las microparticulas solas y que la
concentracion de las microparticulas gelatina-colageno incluidas en los soportes S4.
Los resultados obtenidos concuerdan con hallazgos de otros investigadores [67], que
concluyen que la incorporacion de microparticulas de diferentes materiales modifican la
biodegradacion de los soportes desarrollados. Estos datos muestran ademas que la
inclusion de las microparticulas en el soporte no solo estabiliza al soporte sino también

a las microparticulas, lo que constituye un hallazgo novedoso de este trabajo.

En los soportes con aplicacion en ingenieria de tejidos se busca modular su
degradacion, para que no sea muy rapida ni muy lenta, con el proposito de que en la
medida en que esta ocurre se lleve a cabo la sintesis de Novo de tejido y la
remodelacion de la matriz. La taza de degradacién debe adecuarse al tejido que se
quiere reemplazar [40]. Por ejemplo, en tejido conectivo la degradacion del soporte
debe ocurrir en paralelo con la formacion de tejido de granulacion y de nuevos vasos
sanguineos, para asegurar un recambio apropiado que mejore la cicatrizacion y
favorezca la regeneracion tisular [40]; sin embargo, cuando se disefian y elaboran
valvulas cardiacas, se busca que el soporte mantenga su integridad mecéanica por
meses 0 afios [40]. Por lo anterior, nuevos experimentos tendran que llevarse a cabo
para determinar si la concentracién de microparticulas en los soportes de colageno mas
estable (5 mg/mL) posee la bioactividad requerida para promover la regeneracion de

lesiones dérmicas.
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Figura 4.2. Evaluacién de la degradacion enziméatica de los soportes. Se muestra la relacion entre el
porcentaje acumulado de gelatina en funcidn del tiempo, en las digestiones enzimaticas de los diferentes
soportes y de las microparticulas. Panel A, Degradacion de los soportes con microparticulas a una
concentracion 1mg/mL (S2) comparado con soportes sin microparticulas (S1) y microparticulas a una

concentracion de 1mg/mL. Panel

B, Degradacién de los soportes con microparticulas a una

concentraciéon 2.5 mg/mL (S3) comparado con soportes sin microparticulas (S1) y microparticulas a una
concentracion de 2mg/mL. Panel C, Degradacion de los soportes con microparticulas a una
concentracion 5mg/mL (S4) comparado con soportes sin microparticulas (S1) y microparticulas a una
concentraciéon de 5mg/mL. Se observa el aumento de la estabilidad a la degradacion enzimatica de los
soportes en funcién de la concentracién de microparticulas.
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Capitulo 5. Asociacion de un extracto comercial
hidroglicélico de caléndula (Calendula officinalis) al
sistema bifasico microparticulas-soporte de colageno
(Objetivo especifico 3).

Metodologia.

Asociacion de un extracto comercial hidroglicélico de Caléndula
officinalis al sistema bifasico microparticulas-soporte de colageno.
Soportes de 1cm x 1cm, obtenidos en los ensayos S1, S2, S3, y S4, fueron colocados
en cajas de cultivo de 12 pozos, cubiertos con 5mL de una solucién al 10% v/v de un
extracto comercial hidroglicolico de caléndula, desgasificados al vacio (200 mTorr por
15 min), e incubados (37°C, 12 h) en agitacion (80 rpm) en un oscilador horizontal.
Posteriormente, se removio el exceso de extracto y la superficie se lavdé con agua
destilada, para eliminar los excesos de extracto. Finalmente, los soportes fueron
congelados (-20°C por 12 h) y liofilizados por 48 h.

Determinacion de la capacidad de carga.

Los soportes cargados con caléndula se colocaron en 2 mL de NaOH 1N por una hora,
la suspension resultante se centrifugd (3.000 gravedades, 5 min) y el sobrenadante se
tom6 para cuantificar la cantidad de compuestos polifendlicos, flavonoides totales y

compuestos glicésidos.

Cuantificacion de compuestos polifendlicos.

La cuantificacion de compuestos polifendlicos se hizo con el ensayo Folin-Ciocalteu,
modificando el procedimiento descrito por Singleton y colaboradores [47]. En este
ensayo, se mezclaron 100 uL de muestra con 100 uL del reactivo Folin-Ciocalteu
(SIGMA) y se adicionaron 50uL de carbonato de sodio. Después de incubar la mezcla a
25°C por 120 minutos, se midié su absorbancia a 725 nm (TRIAD Multimode Reader) y

los valores medidos fueron interpolados en una curva de calibracion elaborada con los
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valores de absorbancia de soluciones de acido galico (SIGMA) de concentraciones
conocidas.

Cuantificacion de flavonoides totales.

El contenido total de flavonoides se determind modificando la metodologia descrita por
Moreno M.I. [48]. Brevemente, 100uL de muestra se mezclaron con 10 uL de cloruro de
aluminio (SIGMA) al 10% y 10 uL de acetato de potasio. Después de 30 minutos de
reaccion a temperatura ambiente, se realizaron las lecturas de la absorbancia de las
muestras a una longitud de onda de 415 nm (TRIAD Multimode Reader). En este
ensayo se usO quercitina (SIGMA) como estandar para la elaboracion de la curva de

calibracion.
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Resultados y discusion de resultados.

Los extractos elaborados a partir de diferentes 6rganos de las plantas, son empleados
tradicionalmente por diferentes culturas para el tratamiento de quemaduras y heridas en
la piel [20]. De hecho, la medicina tradicional ayurvédica describe la mayor cantidad de
plantas y extractos utilizados en el tratamiento de heridas de la piel [46]. En nuestro
pais, el INVIMA autoriza el uso de varios extractos y mezclas de extractos vegetales
para el tratamiento topico de heridas de piel [42]. De hecho, acepta el uso tépico del

extracto hidroglicdlico de C. officinalis como antiinflamatorio y cicatrizante [42].

Debido a que nuestro grupo de investigacion desarrollé soportes de colageno que al ser
aplicados en lesiones de piel promueven su regeneracion, decidimos evaluar si colocar
extracto de caléndula en ellos potencia su actividad regeneradora. El primer paso fue
modificar el soporte de colageno incorporando microparticulas cargadas con el extracto
de caléndula, para entregar controladamente los componentes activos (metabolitos
secundarios) de los extractos de la flor de esta planta. Convencionalmente, la mayoria
de extractos vegetales se incorporan a preparaciones topicas, como cremas Yy
unguientos, en porcentajes entre 2-10% v/v [71]. Por esta razén, el disefio y desarrollo
de soportes de colageno | modificados con microparticulas asociadas a extracto de
caléndula es una aproximacion novedosa para la incorporacion de extractos vegetales

en productos con aplicacion en ingenieria de tejidos.

En un sistema bifasico de liberacién, las microparticulas, se comportan como
microdominios dispersos dentro del soporte (fase continua), que controlan la difusién de
moléculas hacia el interior (proceso de carga por inmersion) y hacia el exterior del
soporte (liberacion) [72]. La Figura 5.1, muestra una representacion de un sistema
bifasico para la liberacién controlada de farmacos, estrategia ampliamente utilizada en
farmacia en el disefio de sistemas de entrega controlada de moléculas bioactivas [67,
72-74].
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Figura 5.1. Esquema de un dispositivo de liberacion controlada de dos fases.
Tomado y modificado de Kikkinides et al., [72].

Para evaluar si la incorporacién de microparticulas en los soportes de colageno (S2, S3
y S4), modifica su asociacion con el extracto, se cuantificd la cantidad de metabolitos
secundarios incorporados en los soportes con microparticulas y en los soportes solos
(S1). Los datos obtenidos muestran que la capacidad de carga de los soportes S2, S3y
S4, aumenta en la medida que aumenta la concentracion de microparticulas
incorporadas. Igualmente, que los soportes sin microparticulas (S1) y que las
microparticulas solas (M), exhiben la misma capacidad (Figura 5.2). Estos resultados

gue concuerdan con los obtenidos por otros grupos de investigacion [75].
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Figura. 5.2. Determinacién de la capacidad de carga de los metabolitos secundarios que del
extracto hidroglicélico de caléndula, exhibida por los soportes de colageno I. Los datos representan
el promedio de tres determinaciones independientes + 2 & (desviacién estandar).

La capacidad de carga de los soportes, estd determinada por la capacidad de
hinchamiento y la facilidad de difusién de los metabolitos hacia el interior del soporte; a
su vez, los procesos de difusion dependen del area libre para el flujo de los metabolitos
[76]. En los soportes sin microparticulas, el area libre de flujo depende del tamafio de
poro de los soportes [72]; por el contrario, en los soportes con microparticulas el flujo de
los metabolitos se ve interrumpido por la presencia de microparticulas en algunos poros
del soporte. En el primer caso, este hecho lleva a que los metabdlitos del extracto se
difundan libremente y queden adsorbidos en las superficies de las hebras del soporte.
En el segundo, a que los metabdlitos al difundirse por los poros con microparticulas
gueden absorbidos en la superficie o en el interior de estas, comportdndose cada poro
gue contiene una microparticula en un microdominio de reserva dentro de los soportes
[77]. Por esta razon, adsorben y atrapan mayor cantidad de metabdlitos aumentando su

capacidad de carga.
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Capitulo 6. Evaluacion in vitro de la liberacion de
metabolitos secundarios del extracto de caléndula a
partir del sistema bifasico Microparticulas-soporte de
colageno (Objetivo especifico 4).

Metodologia

Ensayo de liberacion in vitro.

De cada uno de los soportes (S1, S2, S3, y S4), se colocd un fragmento de 1cm x 1cm
por pozo (Cajas de poliestireno de 12 pozos). A cada pozo se le adicionaron 2mL de
una solucién buffer de fosfatos 0,02M (pH 7.4) o una solucion buffer de acetatos 0,02M
(5.2). Las cajas se incubaron (37°C o 32°C) con agitaciéon A 80 rpm en un oscilador
horizontal. Cada 24h, durante 15 dias, los sobrenadantes fueron retirados, remplazados
por 2 mL de solucién buffer fresca y congelados a -200C. En el momento del analisis,

las muestras se descongelaron y analizaron para cuantificar compuestos polifendlicos.

Cuantificacién de compuestos polifendlicos.

La cuantificacidbn de compuestos polifenélicos se hizo con el ensayo Folin-Ciocalteu,
modificando el procedimiento descrito por Singleton y colaboradores [47]. En este
ensayo, se mezclaron 100 uL de muestra con 100 uL del reactivo Folin-Ciocalteu
(SIGMA) y se adicionaron 50uL de carbonato de sodio. Después de incubar la mezcla a
25°C por 120 min, se midié su absorbancia a 725 nm (TRIAD Multimode Reader) y los
valores medidos fueron interpolados en una curva de calibracion elaborada con los
valores de absorbancia de soluciones de acido galico (SIGMA) de concentraciones

conocidas.
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Resultados y discusion de resultados.

Los ensayos de liberacion in vitro, son una herramienta importante en el estudio del
impacto de las variables del proceso de elaboracion sobre el mecanismo de liberacion

del sistema de entrega [78].

Un trabajo anterior del grupo reporté que al asociar el soporte de colageno con el
extracto hidroglicélico de flores de caléndula, aproximadamente el 60% de su carga
inicial se liberaba en menos de 24 horas [43]. Este comportamiento fue relacionado con
las caracteristicas microestructurales del soporte (tamafio de poro ~172.9 um y una
porosidad >90% altamente interconectada) [40], que favorecen los fenédmenos de
transporte por difusion a través del mismo [43]. En este capitulo, se estudi6 el efecto de
la incorporacion de las microparticulas de gelatina-colageno, sobre la cinética de
liberacién de los compuestos polifendlicos (metabolitos secundarios) del extracto de

caléndula (C. officinalis).

En este trabajo los ensayos de liberacion in vitro se realizaron segun los lineamientos
de la Asociacion Americana de Ciencias Farmacéuticas (AAPS, por sus siglas en
inglés), para formas farmacéuticas nuevas o especiales-topicas o transdérmicas (pH:
5.0<5.2<6.0 y 32°C) [79]. También, se realizaron bajo las condiciones recomendadas
para formas farmacéuticas tradicionales (pH 7.4 a 37°C), para confirmar que el perfil

difiere del establecido en circunstancias que semejan las mostradas por la piel.

La Figura 6.1 (Paneles A y B), muestra los dos perfiles de liberacion obtenidos. En
conjunto, los resultados indican que la incorporacién de microparticulas en los soportes
disminuye la cantidad de compuestos polifendlicos liberados durante el tiempo del
ensayo. Resultados semejantes han sido reportados por Galeska y colaboradores, para
la liberacién in vitro de dexametasona en microparticulas de PLGA en hidrogeles de
PVA [75] y por DeFail y colaboradores, para la liberacion de doxorubicina en

microesferas de PLGA embebidos en soportes de gelatina [80].

Las gréaficas muestran una fase inicial en que los metabolitos que se encuentran en la
superficie del soporte se liberan rapidamente, en un tiempo menor de 48 horas.

También, muestran una segunda fase en que la liberacion es mas lenta debido
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probablemente al tiempo requerido para la desorcion y difusion de los polifenoles desde
la superficie de los poros (hebras de colageno) y desde la superficie y el interior de las

microparticulas [43].
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Figura. 6.1. Curvas de liberacion in vitro. A). Medio de liberacién a pH 7.4 y temperatura de 37°C; B).
Medio de liberacién a pH 5.2 y 32°C. Se observa el efecto de la incorporacion de microparticulas en el
perfil de liberacion de compuestos polifendlicos, tanto en la cantidad inicial liberada rapidamente “burst
effect”, como en la pendiente de la curva que indica la liberacion de la carga remanente.
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Para estudiar el efecto de las condiciones de pH y la temperatura del medio sobre la
liberacién in vitro, se utilizd6 el parametro de comparaciéon f, (factor de similaridad)
(ecuacion 6.1.)[81].

0.5

£ =50lo 1+—1~<Z‘(1§——1;)2 x10

L=

Ecuacioén 6.1. Calculo del factor de similaridad f,.
En donde n corresponde al nimero de puntos tomados en el tiempo; R, corresponde al valor promedio en
cada punto de la curva 1; T,corresponde al valor promedio en cada punto de la curva 2.

El parametro de similaridad f,, es una transformacién de raiz cuadrada reciproca
logaritmica de la suma de error al cuadrado y es una medida de la similitud en el
porcentaje (%) entre dos curvas, si el valor de f, es mas cercano al 100%, hay mayor

similitud entre las dos curvas comparadas, tal como se observa en la Tabla 6.1.

Tabla 6.1. Diferencia promedio de dos perfiles de disolucion [81].

Diferencia. 2% 5% 10% 15% 20%

f2 83 65 50 41 36

En la Tabla 6.2, se muestran los resultados obtenidos al comparar las curvas de
liberacion de los soportes (S1, S2, S3 y S4), modificando el pH o la temperatura del
medio de liberacién. La liberacion in vitro de polifendles fue mayor en pH acido que en
pH 7.4; probablemente, porque los soportes elaborados con colageno se hinchan mas a
pH &cido que a pH neutro [43]. Lo anterior, debido a que los entrecruzamientos
intermoleculares del tipo aldimina son disociados en concentraciones diluidas de acidos
y a que las cargas repelentes repulsivas en la triple hélice, conducen al hinchamiento
de las estructuras fibrilares [82]. Por el contrario, los resultados mostrados en la tabla
indican que la variacion de la temperatura no afecta la liberacion in vitro de polifendles

en los dos modelos estudiados.
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Tabla 6.2. Factor de similaridad (f,) calculado.

Curva 1 Curva 2 fo
S1(pH 7.4y 37°C) S1 (pH 5.2y 37°C) 46.3
S2 (pH 7.4y 37°C) S2 (pH 5.2y 37°C) 44.1
S3 (pH 7.4y 37°C) S3 (pH 5.2y 37°C) 39.0
S4 (pH 7.4y 37°C) S4 (pH 5.2y 37°C) 45.7
Microparticulas (pH 7.4y 37°C) Microparticulas (pH 5.2 y 37°C) 50.8
S1(37°Cy pH 7.4) S1(32°CypH 7.4) 87.1
S2 (37°Cy pH 7.4) S2 (32°CypH 7.4) 85.0
S3 (37°Cy pH 7.4) S3(32°CypH 7.4) 88.3
S4 (37°Cy pH 7.4) S4 (32°CypH 7.4) 84.9
microparticulas (37°Cy pH 7.4) microparticulas (32°C y pH 7.4) 89.4

El tiempo requerido para el disefio de un sistema de liberacion puede ser reducido si su
mecanismo de liberacion es comprendido y si se usa un modelo matematico apropiado
para caracterizar el sistema. Estos modelos pueden ser clasificados como modelos
empiricos 0 modelos mecanicistas. Los empiricos se basan en el comportamiento
experimental del sistema estudiado; los mecanicistas se basan en modelos
matematicos-predictivos que incorporan las principales variables fisicoquimicas que

controlan los procesos de transferencia de masa [83].

Para determinar el modelo de liberacion in vitro a partir de las curvas obtenidas en las
condiciones de pH 5.2 y 32°C, los datos se ajustaron a tres modelos matematicos
(cinética de orden cero, cinética de primer orden y al modelo de Higuchi) y para cada
modelo se determinaron los coeficientes de correlacion. Los datos (Tabla 6.3), sefalan
gue la liberacion de polifenoles de los soportes de colageno asociados con el extracto
de caléndula sigue una cinética de orden cero, en la que la liberacién no depende de la
cantidad de metabolitos presentes en el medio de liberacion. También, que este
comportamiento no se ve afectado por la incorporacién de microparticulas en los

soportes, ya que estas también presentan una cinética de liberacion de orden cero.

Al ajustar nuestros datos al modelo de Higuchi, los valores de los coeficientes de

correlacion también fueron cercanos a 1, aunque menores que los obtenidos en la
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cinética de orden cero. Aunque este modelo se aplica en sistemas que no dependen
del hinchamiento [82], para evidenciar el posible mecanismo de liberacion de los
soportes de colageno, se empled el modelo “Ley de la Potencia” (Ecuacion 6.2)

desarrollado por Ritger y Peppas [84].

Mt_kn
Moo ‘

Ecuacion 6.2. Ley de la potencia de Ritger y Peppas[84].

Donde k es una constante que incorpora caracteristicas estructurales y geométricas del
mecanismo y n, es el exponente de liberacion, indicando de acuerdo al valor numérico

gue tome, cual es el mecanismo de liberacion que ocurre.

Esta ecuacién puede verse como el resultado de la combinacion de dos procesos
aparentemente independientes, uno el debido al transporte del analito (metabolito) que
obedece a las leyes de Fick’'s y el otro al hinchamiento del soporte (expansion
dinamica), que involucra a la transicion de un estado semirrigido (glass) a otro mas
flexible (rubber), llamado “transporte-caso II” [85]. Es decir en esta ecuacion se tiene en
cuenta no solo la difusion del metabolito, sino también la relajacion de las fibras del

soporte como determinantes de la liberacion.

Tabla 6.3. Coeficientes de correlacion de los diferentes modelos matematicos
ajustados a las curva de liberacion in vitro.

Cinética de Cinética de Ecuacion de Ecuacion de
Orden Cero. primer orden Higuchi. Ritger—Peppas.
Ensayo Mt _ ME_ L MU ME_
Mot Mo 1€ Moo "t Moo "t
S1 0,993 0,883 0,981 0,967(n = 0.2969)
S2 0,995 0,872 0,975 0,976(n = 0.3969)
S3 0,993 0,873 0,973 0,954(n = 0.3269)
S4 0,992 0,875 0,972 0,96(n = 0.35969)
M 0,997 0,881 0,983 0,973(n = 0.5969)
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Cuando n=1, la ecuacion corresponde a una cinética de liberacion de orden cero. En
este caso se dice que hay un “hinchamiento controlado” en la liberacion. Este
mecanismo interpreta que la relajaciéon del soporte ocurre cuando el agua se embebe
en el soporte, controlando la velocidad de liberaciéon. El agua en este caso actia como
agente plastificante, es decir, disminuye la temperatura de transicion vitrea Tg. Cuando
Tg es igual a la temperatura del sistema de liberacion, las cadenas de polimero sufren
la transformacién de un estado cristalino a uno del tipo mas flexible, con incremento del
volumen del soporte y aumento de la movilidad. El valor n <0,5 indica que el mecanismo
principal de liberacion es la difusion. Cuando n esta entre 0,5 y 1, coexisten los dos

mecanismos y se dice que el fendmeno de transporte es anémalo [86].

Los valores mostrados por la Tabla 6.3, sugieren que en los soportes S1, S2, S3y S4
el mecanismo de liberacibn que prevalece es la difusion (n<0,5), sin que la
incorporacion de las microparticulas modifigue este mecanismo. En el caso de las
microparticulas solas (0,5<n<1,0), es posible que la liberaciébn ocurra por transporte
anomalo: hinchamiento de la microparticula y difusion de los metabolitos a través de las

fibras de gelatina-colageno, siendo el transporte por difusion el de mayor prevalencia.
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Conclusiones finales.

e En nuestro laboratorio, se estandarizaron las metodologias para elaborar
microparticulas de PVA, PVA-colageno, gelatina y colageno-gelatina, estables
durante el proceso de liofilizacion, y mediante la estrategia de transicion sol-gel.

e Laincorporacién de coldgeno en las microparticulas de PVA y gelatina, afecta el
diametro promedio, la tasa de hinchamiento y la capacidad de carga de las
microparticulas.

e Por su capacidad de carga, biodegradabilidad y biocompatibilidad, las
microparticulas de gelatina-colageno constituyen un buen sistema de entrega de
sustancias bioactivas.

e Se elaboraron soportes de colageno tipo | que incluyen microparticulas de
gelatina-coldgeno en diferentes proporciones.

e Los soportes de colageno | en los que se incluyen microparticulas de gelatina-
coldgeno son mas estables a la degradacion enziméatica por colagenasa que los
soportes sin microparticulas.

e La capacidad de carga de los soportes con microparticulas aumenta en funcién
de la concentracidén de microparticulas dentro de soporte.

e La incorporacién de las microparticulas de gelatina-colageno en los soportes de
colageno, modifica el perfil de liberacion in vitro de los compuestos polifendlicos
gue componen el extracto de C. officinalis, debido a la modificacion de los

mecanismos de liberacion.
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Recomendaciones

1. Optimizar el proceso de elaboracion de microparticulas de gelatina-colageno,
mediante el uso de un disefio experimental factorial, que evalué las variables de
proceso mas importantes, que influyan en la distribucion de tamafio de particula,
el rendimiento del proceso de elaboracidn y la biodegradacion enzimatica de las
particulas.

2. Evaluar el efecto de la incorporacion de las microparticulas sobre las
caracteristicas microestructurales de los soportes (tamafio de poro, porosidad e
interconectividad de poro), propiedades que determinan la bioactividad de los
sustitutos dérmicos desarrollados.

3. Caracterizar mediante ensayos mecanicos (ensayo de traccidén) los soportes
modificados con la incorporacién de las microparticulas.

4. Determinar la biocompatibilidad de los soportes modificados, mediante ensayos
in vitro (citotoxicidad) e in vivo.

5. Estudiar en un modelo in vivo, el potencial como sustituto dérmico de los
soportes modificados con microparticulas y asociados con el extracto de C.

officinalis, como potencial sustituto dérmico.
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