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Resumen

Nuestro trabajo utiliza quitosano aislado de lineas de desecho de la produccién de camaron nativas y coligeno aislado de
desechos de la piel de tilapia de cultivo; con estos biopolimeros se sintetizaron materiales compuestos a partir de la mezcla de
quitosano y colageno (80:20 v/v). Los compositos de colageno-quitosano fueron formulados como andamiajes en 3D similares
a una esponja, aplicando tecnologias previamente desarrolladas en nuestro grupo de investigacion basadas en evaporacion de
solvente mediante liofilizacion. Los andamiajes de colageno-quitosano fueron caracterizados de acuerdo con sus propiedades
térmicas (analisis termogravimétrico) y morfologia (microscopia de barrido electronico). Finalmente, se estudié el efecto de la
adicion de un agente pordégeno en las propiedades de absorcion de agua y la morfologia de los andamiajes tridimensionales.
Palabras clave: Quitosano, colageno, andamiajes 3D, ingenieria de tejidos.
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Abstract

We isolated chitosan from native shrimp waste streams and collagen from tilapia skin waste; composite materials were
successfully obtained by mixing chitosan with collagen (80:20 v/v). Chitosan-collagen composites were formulated as
a 3D sponge-like scaffold, applying previously developed methodologies involving solvent casting and freeze drying.
Chitosan-collagen 3D scaffolds were characterized according to its thermal behavior (TG) and morphology (SEM). Finally, we

study the effect of the addition of a porogenic agent on the water absorption capacity and morphology of the 3D scaffolds.

Keywords: Chitosan, colagen, scaffolds 3D, engineering tissue.

Introduccion

El colageno es la matriz extracelular (MEC) mas abundante en
la naturaleza. Tejidos como dermis y andamiajes fabricados a partir
de colageno han presentado un baja antigenicidad, biodegradabilidad
y una biocompatibilidad (propiedades hemostaticas y ligando de
células) muy superior en comparacion con sistemas fabricados a partir
de polimeros sintéticos, como el poliacido lactico (PAL), poliacido
glicolico (PAG) y el polietilentereftalato (PET) (Lee et al., 2001;
Chen et al., 2005; Pachence, 1996). En su funcién como andamiaje,
los materiales basados en colageno, en su forma de esponja, han sido
considerados los andamiajes tridimensionales con mejores propiedades
para la regeneracion dérmica (Berthod et al., 1994; Berthod et al.,
1993; Park et al., 2003; Ojeh et al., 2001).

Recientemente se ha prestado mucha atencion a la utilizacion del
quitosano en aplicaciones biomédicas, por ejemplo, en la cicatrizacion
de heridas, como material para recubrimiento de heridas o quemaduras,
agente mucoadhesivo y hemostatico, membrana para hemodialisis y

sistema para transporte de sustancias activas (Vasudev et al., 1997,
Chandy y Sharma, 1990 y 1993; Hirano, 1996; Muzarelli, 1993;
Patel y Amiji, 1996). El quitosano ha sido utilizado para promover la
formacion de MEC en terapias regenerativas de tejidos (Yaylaoglu et
al., 1990; Hollinger y Battison, 1986; Cima et al., 1991; Laurencin et
al., 1996; Muzzarelli et al., 1993; Mao et al., 2003). La compatibilidad
tisular superior que exhibe el quitosano puede atribuirse en un
principio a su similaridad estructural con el glucosaminoglicano en la
MEC (Hollinger y Battison, 1986; Cima et al., 1991).

El quitosano es un copolimero lineal de  (Lee et al., 2001;
Chen et al., 2005; Pachence et al., 1996; Berthod et al., 1994) unido
a 2-acetamido-2-deoxi-b-D-glucopiranosa y 2-amino-2-deoxi-b-D-
glicopiranosa (Figura 1). Es facilmente obtenido por deacetilacion
de quitina, un polisacarido ampliamente distribuido en la naturaleza
(e.g. crustaceos, insectos y ciertos hongos) (Chandy y Sharma, 1990
y 1993; Hirano, 1996). El quitosano ha sido reportado como un
polimero natural biocompatible, bioabsorbible y particularmente es
considerado un excelente acelerador de los procesos de cicatrizacion
celular. Adicionalmente, se encontrd que los oligdbmeros de quitosano
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producidos por la degradaciéon enzimatica por parte de enzimas
tisulares resultan ser beneficiosos para la regeneracion de los tejidos
en las secciones cicatrizadas de las heridas.

Ademas, en contraste con la rapida degradacion del colageno, el
quitosano es lentamente biodegradado in vitro, y se ha hallado que
las esponjas de coldgeno incorporadas con quitosano mejoran la
resistencia mecanica (Yang et al., 2004). Estudios previos mostraron
que las esponjas quitosano-coldgeno fueron favorables para el
crecimiento de fibroblastos, sin efectos inflamatorios o reacciones
alérgicas presentadas después de la implantacion (Pianigiani, 1999;
Zamora, 2008).

Este trabajo utiliza quitosano nativo aislado de lineas de desecho
de la produccion de camardn y coldgeno aislado de desechos de
la piel de tilapia de cultivo; con estos biopolimeros se sintetizaron
materiales compuestos a partir de la mezcla de colageno y quitosano
a diferentes proporciones molares. Los compositos de colageno-
quitosano fueron formulados como andamiajes en 3D similares a
una esponja, aplicando tecnologias previamente desarrolladas en
nuestro grupo de investigacion, basadas en evaporacion de solvente
mediante liofilizacion. Los andamiajes de colageno-quitosano fueron
caracterizados de acuerdo con sus propiedades térmicas (andlisis
termogravimétrico) y morfologia (microscopia de barrido electrénico).
Finalmente, se estudio el efecto de la adicion de un agente pordégeno
en las propiedades de absorcién de agua y la morfologia de los
andamiajes tridimensionales.

Materiales y Métodos

Materiales

Todos los reactivos fueron grado analitico o superior (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA). Quitosano grado farmacéutico (aislado
de conchas de camarén), con 95 % de desacetilacion, calculado
empleando la técnica de 'HRMN, Pm 185 kDa (calculado con la
técnica de viscosidad especifica) y colageno (aislado de la piel de
tilapia, Oreochromis sp), y gentilmente aportados por el Laboratorio de
Investigacion de Polimeros de la Universidad Nacional (POLIUNA)
de Costa Rica.

Preparacion del andamio

Una disolucién de quitosano (2 %, m/v) (Sigma, USA) fue
lentamente adicionada (por gotas) a una suspension de coladgeno
(5 %, m/v) para formar una mezcla compuesta de quitosano-colageno,
en una proporcion final de 80:20, v/v. Después de eliminar las burbujas
de aire con vacio, la mezcla colageno-quitosano fue colocada dentro
de moldes de vidrio liofilizados hasta obtener una matriz porosa de
colageno y quitosano.

Analisis térmico

Las propiedades térmicas de los andamiajes 3D elaborados a
partir de los bioconjugados quitosano-colageno se evaluaron mediante
termogravimetria (TG) en un analizador termogravimétrico TA-Q50,
en atmosfera de nitrogeno y un intervalo de temperaturas de 20 a
600 °C y una velocidad de calentamiento de 10 °C/min.

Capacidad de absorcion de agua

Lacapacidad de absorcion de agua del andamio quitosano-colageno
fue determinada sumergiendo el andamio en un buffer salino de fosfato

7.4 (PBS), a temperatura ambiente. Un peso conocido del andamio
quitosano-colageno (200 mg) fue colocado en el medio por un periodo
de tiempo requerido. El peso humedo del andamio fue determinado
primero secando la membrana con papel de filtro para remover el
agua absorbida de la superficie, luego pesado inmediatamente en una
balanza electronica. El porcentaje de agua absorbido por el andamio
de quitosano-colageno en el medio es entonces calculado empleando

la siguiente formula:
W, -W,
E,, = |—~—[x100
Wy

Donde E_ es el porcentaje de agua absorbido del andamio al
equilibrio, W, denota el peso del andamio al equilibrio con el agua
absorbida y W_ es el peso inicial del andamio. Cada experimento fue
repetido tres veces y el valor promedio fue tomado como el porcentaje
de agua absorbida.

Analisis morfolégico de superficie

La microestructura del andamio quitosano-colageno (80:20, v/v)
fue examinada sobre un microscopio de electron explorador (SEM) a
una magnificacién de 20kx. El angulo de inclinaciéon de cada muestra
fue de 30 grados.

Introduccion de agentes de formacion de poro
en los andamiajes tridimensionales

Con el objetivo de incrementar la porosidad de las matrices 3D
bioconjugadas y potenciar sus propiedades para el crecimiento y
la proliferacion de células epiteliales sobre el andamiaje, se evalud
el efecto de introduccion de agentes porogénicos en las matrices
biopoliméricas compuestas. Para este efecto se mezclaron las
disoluciones de bioconjugados preparadas con disoluciones de
agentes formadores de poro (sacarosa, cloruro de sodio y glucosa)
en concentraciones de 0,1 y 0,5 % m/v, respectivamente. Una vez
mezclada la mezcla de bioconjugado con el agente porogénico,
se prepararon los andamiajes 3D segin la metodologia descrita
anteriormente y se procedio a su caracterizacion fisica y quimica.

Resultados y Discusion

Caracterizacion quimica y fisica
del bioconjugado quitosano-polifenol

El quitosano se une fisicamente al coldgeno por medio de
interacciones de puente de hidrégeno, debido a la disponibilidad del
grupo amino y de los grupos hidroxilo. Esta interaccion permite el
desarrollo de biomateriales estables, tales como biomembranas de
nanoparticulas, bioespumas y andamios de tejido.

La Figura 1 presenta con fines ilustrativos una imagen del andamio
de quitosano-colageno tipo-esponja 3D.

El analisis térmico del andamio de quitosano-colageno 3D por
termogravimetria (TG) muestra un comportamiento intermedio para el
biocompuesto quitosano-colageno entre ambos de sus constituyentes
en forma pura. La Figura 2 incluye el termograma TG del andamio
modelo analizado.
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Figura 2. Termogramas por termogravimetria (TG) de andamiajes 3D
de colageno-quitosano seleccionados. Quitosano (CHT), colageno
(CGN) y andamiaje 3D quitosano-colageno 80:20, v/v (CHT-CGN).

Figura 1. Imagen ilustrativa que representa un andamiaje
tridimensional (3D) de quitosano-colageno (80:20, v/v) en su seccién
transversal (arriba) y superficial (abajo).
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Figura 3. Micrografias SEM para andamiajes obtenidos a partir del bioconjugado quitosano-colageno 80:20 v/v, sin
proceso de liofilizacion (A) y posterior al proceso de liofilizacion (B).

Analisis de morfologia superficial

Las micrografias obtenidas por SEM muestran un cambio en la morfologia superficial del sistema bioconjugado antes y después del
proceso de liofilizacion. En la Figura 3 se representan las imagenes superficiales de un sistema bioconjugado sin liofilizar y luego del proceso
de liofilizacion.

En la Figura 3B resulta sencillo percibir el efecto de la técnica de liofilizacion en la formacion de poros en el interior del andamiaje, lo que
le confiere las propiedades fisicas similares a una esponja.
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Efecto de la adicion de un agente pordégeno
en las propiedades fisicas de los andamiajes 3D
de colageno-quitosano

La prueba de absorcion de humedad es una técnica que da una
idea de la capacidad de un soporte para absorber humedad, asi como
de la estabilidad durante su exposicién a parametros controlados.
La habilidad que posea para retener cierto porcentaje de agua estara
relacionada con la morfologia de los apositos bioldgicos. La prueba
de absorcion de humedad para los respectivos andamiajes 3D
depende directamente de la naturaleza de los biopolimeros presentes
en los andamiajes, asi como de la proporcion empleada. Si bien es
acertado que las proporciones empleadas de los biopolimeros para la
elaboracion de los andamiajes es la recomendada por Zamora (2008),
los mismos se mantienen constantes para todos los biocomposites
como parte de un proceso de homologacién en los respectivos
andamiajes. Esta proporcion corresponde a un 80 % de quitosano y a
un 20 % de colageno, en volumen, por lo que las variables presentadas
por estos andamiajes se deben basicamente a la morfologia, la cual se
atribuye al agente porégeno utilizado para dicha matriz. En la Figura
4 se observa el comportamiento de los andamiajes durante el ensayo
de absorcion de agua.

Figura 4. Representacion de la capacidad de absorcion de agua de
los andamiajes 3D de quitosano-colageno (80:20 v/v).

En la Figura 5 se presenta la gran similitud por debajo del
70 % de humedad relativa para todos los diferentes andamiajes 3D;
a partir del 85 % de humedad relativa se evidencia una diferencia en
los andamiajes elaborados al 0,1 % m/v y 0,5 % m/v con NaCl y, de
igual forma, a humedades relativas del 100 % ambos andamiajes 3D
presentan las maximas absorciones de humedad.
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Figura 5. Efecto de la adicion de agente porégeno en la capacidad
de absorcion de agua de los andamiajes quitosano-colageno
(20:80, v/v).

Se puede observar un ascenso para la absorcion de humedad en
cada uno de los andamiajes que emplean concentraciones del 0,5 %
m/v, segin los diversos agentes porogenos. Variables morfoldgicas
como la densidad y tamafio de poro son practicamente el efecto que
produce diferencias en cada uno de los andamiajes 3D.

La absorcion de humedad que presenta cada uno de los
biocomposites altera significativamente las dimensiones de los
soportes 3D, por lo que es importante conocer las condiciones
de almacenamiento o preservacion de los mismos. Las matrices
sometidas a atmosferas controladas con condiciones superiores al
85 % de humedad relativa se alteran fisica y morfoldgicamente. El
analisis de absorcion de humedad no produce cambios importantes
en los andamiajes como los presenta el andlisis de hinchamiento. Un
soporte 3D al 0,1 % m/v con sacarosa tenia originalmente dimensiones
promedio de 0,7x0,7x0,25 mm, y posterior al analisis de absorcion de
humedad las dimensiones promedio variaron levemente a 0,8x0,7x0,30
mm, y a 1,1x1,0x0,43 mm después de un analisis de hinchamiento.

La elaboracion de andamiajes 3D a partir de diferentes agentes
porégenos presenta variedades morfologicas significativas y se
atribuyen a efectos positivos en la absorcion de humedad a través del
soporte; los andamiajes al 0,1 % m/vy 0,5 % m/v con NaCl son los que
presentaron los resultados mas importantes como potenciales apositos
biologicos dentro del area de ingenieria de tejidos. Sin embargo, no se
descarta la posible evaluacion de un crecimiento celular en los demas
andamiajes 3D.

El estudio de microscopia electronica de barrido (SEM) se
llevo a cabo en todos los andamiajes 3D para conocer las variables
morfoldgicas que determinan en gran medida el comportamiento
de la matriz en los diferentes analisis realizados. Variables como el
tamaifio del poro, las interconexiones entre poros, la densidad de poros,
asi como la naturaleza del pordgeno y la naturaleza quimica de los
biomateriales empleados para la confeccion del soporte, son datos de
relativa importancia.

Todos los andamiajes 3D tuvieron diferencias significativas en
su morfologia (Figura 6). Un soporte 3D elaborado a partir de 0,1
% m/v con NaCl presenté una pobre densidad del poro, en donde
practicamente no se definen claramente la presencia de poros y las
interconexiones entre éstos. También presentaron una forma muy
heterogénea, irregular y de apariencia rugosa a nivel superficial. Si
bien no se observa una buena porosidad, el tamafio de poro reportado
es de 136 um, con una desviacion estandar de +34 um. Un soporte 3D
creado con NaCl como agente porogeno al 0,5 % m/v presentd una
alta densidad de poro, con interconexiones entre poros definidas. Los
poros en esta matriz se observan de forma irregular a lo largo de toda
la matriz con un tamaifio de poro reportado de 272 um y una desviacion
estandar de +60 um.
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El efecto que provoca una mayor concentracion de este agente
porégeno (NaCl) en el soporte es significativo. La diferencia
respecto a la anisotropia se atribuye a la repulsion que proveen altas
concentraciones de NaCl para sistemas poliméricos, en donde la
naturaleza idnica del agente pordgeno provee un efecto de repulsion
entre las cadenas poliméricas resultado de la porosidad en la matriz. Al
emplear bajas concentraciones de NaCl, hay un efecto contrario que
podria deberse a las interacciones idnicas entre biopolimero/agente
pordgeno, por una pobre separacion entre las cadenas poliméricas,
atribuido a la pobre densidad de poros en la matriz.

Para un soporte 3D en el que se emplea sacarosa como agente
pordgeno al 0,1 % m/v, se observd una alta densidad de poro y una
clara interconexion entre poros. Sin embargo, los tamafios de poro
son muy heterogéneos y de forma muy irregular a lo largo de toda la
matriz, y el tamafio del poro reportado para este soporte es de 215 pm,
con una desviacion estandar de +36 pm. No obstante, un soporte 3D
creado a partir de 0,5 % m/v con sacarosa present6 una alta densidad
de poro, con claras interconexiones entre ellos. De igual forma que en
el soporte creado con bajas concentraciones del agente porégeno de la
misma naturaleza, se observé una irregularidad y heterogeneidad entre
poros a lo largo de la matriz, y el tamafio del poro reportado para este
soporte es de 226 pum, con una desviacion estandar de +65 pm.

Figura 6. Efecto de la adicion de agentes porégenos en la morfologia
superficial de andamiajes 3D colageno-quitosano 20:80 visualizados
por SEM.

Para un soporte 3D en el que se emplea glucosa como agente
porégeno al 0,1 % m/v se observd una alta densidad de poros, asi
como buena interconexion entre cada poro, la cual se presenta de
forma clara y de apariencia rigida; el tamafio de poro reportado para
este soporte es de 211 um, con una desviacion estandar de +35 pm.
El poro se observa de manera constante y heterogénea en todas sus
dimensiones como resultado de una buena anisotropia en la matriz. Por
otra parte, un soporte 3D elaborado a partir de 0,5 % m/v con glucosa
presentd de igual forma una alta densidad de poro, con diferencias
en las interconexiones porosas, ya que algunas son mas definidas que
otras. El tamafio de poro reportado para este soporte es de 239 pm,
con una desviacion estandar de +51 pum, y se observa de manera mas
homogénea y constante a lo largo de todo el soporte. Sin embargo,
posee una apariencia irregular, lo cual significa que no es esférico.

Finalmente, un soporte 3D creado sin el uso de un agente porégeno
presentd alta densidad de poro, con interconexiones entre poros en
forma hilada. Este efecto se atribuye a la naturaleza fibrosa de los
biopolimeros empleados en la elaboracion de la matriz. Los tamafios
de poro son muy heterogéneos y de forma irregular y el tamafio del
poro reportado para este soporte es de 264 pum, con una desviacion
estandar de +113 um. Con este soporte se concluye que el empleo de un
agente porogeno en la matriz produce diferentes efectos morfologicos
atribuidos a las interacciones fisicas en un sistema polimérico como
este, las cuales van a depender directamente de la naturaleza quimica
del porogeno.

Andamiajes 3D elaborados con el uso de glucosa y sacarosa
presentaron similitudes en cuanto al tamafio del poro en ambas
concentraciones (0,1 y 0,5 % m/v). No obstante, el comportamiento
presentado en los diferentes estudios de hinchamiento, absorcion de
humedad, analisis térmicos y analisis de determinacion del perfil de
grosores son aportes clave para descartar el uso de glucosa como
agente pordgeno en cualquiera de las concentraciones realizadas en
este estudio.

Los parametros que se reportan a partir del estudio de microscopia
postulan los andamiajes 3D elaborados a partir de colageno y
quitosano como sustitutos dérmicos promisorios para llevar a cabo
crecimientos celulares. El tamafio de poro es un requisito fundamental
que potencializa un biocomposite. Cabe destacar que el proceso de
obtencion propuesto en este trabajo de investigacion permitié obtener
andamiajes 3D con condiciones y parametros aptos dentro de lo
propuesto en la literatura (Nazarov et al., 2004; Cao et al., 2006), en
donde se plantean rangos fundamentales para el tamafio de poro con
un minimo de 100 pm y un méaximo de 300 um, parametros obtenidos
por este proceso de fabricacion de andamiajes 3D.

Conclusiones

Los andamiajes porosos 3D, similares a una esponja, preparados
a partir de biocompositos quitosano-colageno (80:20, v/v) para
aplicaciones en ingenieria de tejidos han sido optimizados exitosamente
en cuanto a sus propiedades térmicas (TG) y morfoldgicas (SEM), y
se estudio el efecto de la adicion de diferentes agentes formadores de
poro en la capacidad de absorcion de agua y morfologia superficial
de los andamiajes modelo. Actualmente nos encontramos iniciando
ensayos de viabilidad para crecimiento de lineas celulares sobre los
andamiajes 3D desarrollados utilizando modelos in vitro con células
epiteliales. Los resultados obtenidos hasta el momento evidencian
que los andamiajes 3D de colageno-quitosano pueden constituir un
sistema modelo apropiado para el crecimiento celular y con un gran
potencial para su aplicacion en el desarrollo de piel artificial mediante
las herramientas de la ingenieria de tejidos. De forma general, las
investigaciones presentadas en este trabajo permiten concluir que los
desechos de tilapia y de camar6n pueden considerarse como fuentes
apropiadas para la obtencion de derivados de mayor valor agregado
con potencial innovador para aplicaciones biomédicas.
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