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Resumen

El quitosano es un polisacarido cominmente utilizado para aplicaciones biomédicas como la ingenieria
de tejidos, ya que sus propiedades lo hacen ideal como andamio biodegradable. El objetivo de este
trabajo es la sintesis de un hidrogel inyectable a base de quitosano y colageno tipo | mediante una ruta
de sintesis en la cual se utiliza etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) y N-Hidroxisuccinimida
(NHS) como entrecruzantes, asi como el andlisis de algunas de sus propiedades.. Los hidrogeles fueron
caracterizados mediante espectroscopia FTIR y reologia.

Abstract

Chitosan is a polysaccharide commonly used for biomedical applications such as tissue engineering, due
to its properties which make it ideal as a biodegradable scaffold. The aim of this work is the synthesis of
an injectable chitosan-collagen based hydrogel though a synthetic route in which ethyl-3-(3-
dimethylamineporpil) carbodiimide (EDC) and N-Hydroxysuccinimide (NHS) are used as cross-linkers, as
well as the analysis of some of its properties. The hydrogels were characterized by FTIR spectroscopy
and rheology.

Palabras Clave 1; Biomateriales 2; Ingenieria de tejidos 3; Hidrogel inyectable 4; Entrecruzante 5; Cartilago.
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INTRODUCCION

La ingenieria de tejidos se ha convertido en uno de
los temas mas prometedores en investigacion del
area meédica. Se trata de un area de amplio
desarrollo en la cual participan investigadores de
muchos campos diferentes por lo que existen una
gran cantidad de métodos y técnicas para la
elaboracidon de los materiales que se usan [1].

Osteoartrosis es una enfermedad en la cual el
cartilago de las articulaciones se desgasta
causando dolor y discapacidad. Este efecto
también puede ser causado por lesiones
deportivas por lo que se convierte en un problema
muy comuin que afecta a personas tanto de
mediana edad como de la tercera edad. Existen
diversas técnicas para tratar de solucionar este
problema, sin embargo, la mayoria de estas
involucran cirugia y no son completamente
exitosas [2].

Existen principalmente tres tipos de lesion del
cartilago [2], en este trabajo nos enfocamos en el
segundo tipo, en el cual, la matriz esta
parcialmente dafiada y los condrocitos (células
presentes en el cartilago) no son capaces de
repararlo por completo ya que estos tienen muy
poca movilidad y no pueden migrar desde una
zona sana del cartilago hacia la zona dafada,
ademas de que el tejido con el que los condrocitos
reparan la matriz no presenta la misma rigidez que
el tejido original, lo cual origina que la lesion se
agrave en un periodo corto de tiempo [3].

Los hidrogeles inyectables y biodegradables
pueden ser utilizados para diversas aplicaciones
en el area biomédica, como sistemas de
liberacién, cargadores de células y andamios para
ingenieria de tejidos [4]. Los hidrogeles que se
utilizan para aplicaciones de ingenieria de tejidos,
ademas de tener las propiedades que se necesitan
para realizar cierta funcién, también deben ser
biodegradables, biocompatibles y biolégicamente
estables [5]. Una manera de sintetizar hidrogeles a
base de polisacaridos naturales es mediante un
agente entrecruzante, sin embargo, este método
presenta la desventaja de que el compuesto

entrecruzante podria aumentar la toxicidad del
hidrogel.

Coldgeno y quitosano son  biopolimeros
comunmente utilizados para aplicaciones de
ingenieria de tejidos ya que son biodegradables,
no son téxicos y presentan una respuesta
inmunolégica muy débil. Etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) y N-
Hidroxisuccinimida (NHS) son entrecruzantes del
tipo amida, los cuales presentan la ventaja de que
su toxicidad es muy baja y tienen una mejor
compatibilidad [6]. Con lo anterior se puede afirmar
gue los hidrogeles entrecruzados con EDC y NHS
pueden ser utilizados para aplicaciones en el area
médica.

El objetivo de este trabajo es la sintesis de
hidrogeles biodegradables y no téxicos a base de
quitosano y colageno tipo 1 extraido de colas de
rata, mediante un entrecruzamiento con
EDC/NHS. Se busca evaluar el efecto de la
concentracibn  de  entrecruzante en las
propiedades del hidrogel. Ademas, se analizara el
potencial del proceso de extraccion de colageno
de colas de rata.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Quitosano de peso molecular medio y grado de
deacetilacion del 85% (Lot#SLBH7118V), etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (Lot#
079K1395V) y N-hidroxisuccinimida
(Lot#MKBK1707V) fueron comprados de Sigma-
Aldrich. Acido clorhidrico, &cido acético, buffer
PBS, buffer PIPES, triton, EDTA, etanol de grado
analitico.

Extraccion de coldgeno de colas de rata

Para la extraccion del coldgeno tipo 1 el primer
paso es exponer los tendones de las colas
mediante un corte a 5 mm de la punta de la cola y
quitando un pedazo de piel, estos se sujetan con
unas pinzas y se jalan de manera horizontal,
sujetando el otro extremo de la cola con la mano
hasta que toda la fibra blanca haya salido de la
cola. Se continla cortando poco a poco la piel
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hasta que queden aproximadamente 3 cm.
Después de cada extraccion de tendones, estos se
deben sumergir en etanol absoluto y después en
PBS. Cuando el proceso anterior haya finalizado,
de 4.0 a 5.0 gramos de tendones se sumergen en
15 mL de etanol absoluto durante 1 hora,
colocando la solucién en un agitador orbital a 6
rpom. Los tendones se lavan con agua destilada y
se sumergen en 50 mL de una solucién que consta
de 1 mL de tritdn, 0.25 gramos de EDTA y lo que
resta de PBS durante una hora. Al termino de este
plazo, los tendones son lavados nuevamente con
agua destilada y se colocan en 200 mL de una
solucién de HCI 0.01M durante 8 dias para que se
lleve a cabo la hidrolizacién del colageno.

Cuando el proceso de hidrolizacién termina, se
lleva a cabo la cuantificacion de la concentracion
de colageno en la solucion, siguiendo las
instrucciones del Pierce ™ BCA Protein Assay Kit
de Thermo Scientific [7]

Sintesis de hidrogeles compuestos

Para la sintesis de los hidrogeles se utiliz6 un
protocolo anteriormente reportado [6] con algunas
modificaciones. Se tomaron 1.78 mL de la solucién
de colageno y se mezclé con una solucion de
quitosano el 3% (w/v) en acido clorhidrico 0.2M a
4°C, a ésta mezcla se le agregaron 1.94mL de
buffer PIPES a la misma temperatura. Se
realizaron soluciones de EDC/NHS en 1.70 mL de
PIPES con diferentes concentraciones para poder
observar el efecto que causa en las propiedades
mecanicas del hidrogel el tener una mayor o
menor cantidad de compuesto entrecruzante. Se
realizaron tres relaciones diferentes, 1:2, 1:3 y 1:5,
indicando gramos de colageno y quitosano:
gramos de entrecruzante EDC/NHS.

Después de la fabricacién de los hidrogeles estos
se mantuvieron a 4°C para la gelificaciéon y cuando
este proceso concluyd, se agregaron 0.5 mL de
Na:HPO4 0.1M para que se hidrolizara cualquier
grupo o-acilisourea que hubiera quedado.

Caracterizacion de los hidrogeles

e [Espectroscopia FTIR

Se realizaron los espectros de los tres hidrogeles
compuestos, asi como del colageno, del quitosano

y de los compuestos entrecruzantes para llevar a
cabo una comparacion utilizando el equipo Nicolet
iS5 de Thermo Fisher Scientific con un blanco de
KBr. Para obtener el espectro de los hidrogeles fue
necesario primero secar el hidrogel para después
hacer la pastilla con KBr.

e Evaluacion de las propiedades mecdnicas

Se midié la viscosidad de cada uno de los tres
hidrogeles compuestos utilizando el reémetro
hibrido Discovery HR-2 de TA instruments con
geometria de platos paralelos (4mm) a una
temperatura de 37°C.

RESULTADOS Y DISCUSION

Extraccidon de colageno de colas de rata

Después de realizar la extraccion de los tendones
de las colas de rata como se muestra en la imagen
1, se colocaron en la solucién acida y a lo largo del
plazo de hidrolizaciéon se pudo observar como la
soluciébn se volvia cada vez mas viscosa. Al
término de los 8 dias, la soluciéon tenia una
consistencia espesa.

Para determinar la concentracion de colageno en
la solucion se realizé una curva de calibraciéon con
el espectrofotometro UV-VIS y se obtuvo la
ecuacion de la recta con una R?de 0.9974.

y=0.3939x + 0.1358

Con esta informacibn se obtuvo que la
concentracién de colageno en la solucion era de
6.18 £0.1 mg/ml.

Sintesis de hidrogeles compuestos

Los hidrogeles fueron fabricados a una
temperatura de 4°C y se mantuvieron a la misma
temperatura durante el proceso de gelificacion. El
tiempo de gelificacion fue medido de forma manual
y se observé que entre mayor fuera la cantidad de
entrecruzante en la solucién, el tiempo de
gelificacion era mas corto. Los hidrogeles de radio
1:2 tardaron alrededor de 50 minutos, los de radio
1:3, 40 minutos y los de radio 1:5 tardaron media
hora. Es importante hacer notar que Ila
temperatura se mantuvo a 4°C porque se pudo
observar que si los hidrogeles se mantenian a una
temperatura mas alta, el tiempo de gelificacion se
incrementaba considerablemente. Al término de la
sintesis, los hidrogeles tenian una consistencia
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viscosa a un grado que les permitia ser
inyectables.

La reaccion de entrecruzamiento en los hidrogeles
ocurre de la siguiente manera, el compuesto
entrecruzante EDC/NHS reacciona con los acidos
carboxilicos, grupos funcionales presentes en los
aminoacidos del colageno, formando la o-
acilisourea que es un grupo éster activo e
inestable en soluciones acuosas. La O-acilisourea
es facilmente atacada por las aminas primarias,
grupos funcionales que se encuentran tanto en el
guitosano como en el coldgeno. La amina primaria

IMAGENl 1: Extraccion de tendones de colas de rata para la
extraccion de colageno.

forma un enlace covalente con el acido carboxilico
original, formando de esta manera el
entrecruzamiento entre las dos proteinas, estos
enlaces se pueden dar entre el acido carboxilico
del colageno con la amina del quitosano o con la
amina del mismo coldgeno. Finalmente, el
intermediario que se utiliz6 para llevar a cabo el
entrecruzamiento se hidroliza. Este proceso se
ilustra en la imagen 2.

Espectroscopia FTIR

Los espectros obtenidos para los compuestos
originales que son el colageno, el quitosano y los
entrecruzantes EDC y NHS se muestran en la
imagen 3. Para el caso del colageno y del
quitosano se puede observar la “panza’

correspondiente a los grupos OH en un ndmero de
onda de 3400 cm-%, lo mismo ocurre en el espectro
del NHS, sin embargo, esta sefial se observa mas
cuadrada debido a que se forman puentes de
hidrogeno. Para el espectro del colageno, la sefial
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OH + — 9 L» /@
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IMAGEN 2: Proceso de entrecruzamiento mediante una
carbodiimida [8]. Los circulos 1y 2 representan las proteinas.

gue se encuentra alrededor de 1630 cm!
corresponde a la amida I, la que se encuentra en
1533 cm a la amida Il y la que estéa alrededor de
1300 cm a la amida Ill. Se encontraron las
sefiales caracteristicas del colageno del que se
realiz6 la extraccion de colas de rata, por lo cual
este coladgeno si fue utilizado para la fabricacion de
los hidrogeles. Los cuatro espectros coinciden con
lo reportado en la literatura.

3900 3400 2300 2400 1900 1400 900 400

Colageno

IMAGEN 3: Espectro FTIR de colageno, quitosano, EDC y NHS.

Quitosano EDC NHS

Los espectros obtenidos para los tres hidrogeles
se presentan en la imagen 4, como se puede
observar, los tres espectros son iguales, con lo
gque se puede afirmar que el entrecruzamiento
ocurrié en todos. Las sefiales que se observan en
2940 y 2700 cm-! corresponden a los grupos CHzy
CHs respectivamente, estos grupos provienen del
guitosano. La sefial presente en 1630 cm™
corresponde a la amida I: C=0, la que se observa
en 1550 cm* corresponde a la amida Il: N-H, y la
amida Ill: C-N se observa a un nimero de onda de
1200 cm?, finalmente, se puede observar la sefial
correspondiente a la amina en 1055 cm.
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IMAGEN 4: Espectro FTIR de los tres hidrogeles compuestos

Evaluacidn de las propiedades mecanicas que
los hidrogeles compuestos

Se midié la viscosidad de los tres hidrogeles con
respecto al tiempo, los resultados se presentan en
la imagen 5. Se puede observar que las tres
curvas presentan el mismo comportamiento, sin
embargo, el hidrogel més viscoso es el de radio
1:3, después el de radio 1:2 y el que tiene la
menor viscosidad es el de radio 1:5.

—e—Hidrogel 1:5 Hidrogel 1:3 Hidrogel 1:2

0
0 20 10 0 80 o0

E 120 o 160
Step time (s)

IMAGEN 5: Viscosidad de los hidrogeles compuestos

CONCLUSIONES

Se desarrollaron hidrogeles compuestos en los
cuales, mediante un entrecruzamiento con
EDC/NHS, se crearon enlaces covalentes entre
moléculas de colageno y de quitosano para dar
lugar a un biomaterial con una estructura que le da
buenas propiedades mecanicas para ser

inyectable, manteniendo las propiedades
bioldgicas de las proteinas originales, lo cual da la
posibilidad de que el material sea utilizado para
aplicaciones biomédicas.
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