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Resumen: El estudio evalud hidrogeles de colageno-hidroxietilcelulosa (C HEC) para su aplicacion
en ingenieria tisular. Los estudios incluyeron pruebas de caracterizacién mediante espectroscopia
infrarroja y microscopia electronica de barrido (SEM); y ensayos de reticulacion, actividad metabdlica
y proliferacion. Resultados revelaron una influencia positiva de HEC en la apariencia de los
hidrogeles. La estructura exhibio fibras con poros interconectados, beneficiosos para el crecimiento
celular. La reticulacion fue mas efectiva en hidrogeles sin HEC y en el hidrogel que incluye 20 %masa
de HEC (C HEC20). La capacidad de hinchamiento aumento con el contenido de HEC, destacandose
C HECSG60. El crecimiento celular fue favorecido en hidrogeles con un contenido de 60 %m de HEC.
Estos hallazgos sugieren que los hidrogeles de colageno-HEC tienen potencial en ingenieria tisular.

Introduccion.

Un hidrogel es wuna matriz polimérica
reticulada que tiene la capacidad de hincharse
en agua para formar una red tridimensional.
Esta red tridimensional es una estructura en la
gue las cadenas de poliméricas se entrelazan
y retienen agua u otros liquidos en su interior,
lo que le confiere propiedades Unicas.
Ademas, presenta versatilidad de formulacion
gracias a que pueden ser sintetizados a partir
de una amplia gama de polimeros tanto
naturales como sintéticos, lo cual distingue a
los hidrogeles de otros materiales poliméricos

[5].

El presente trabajo se enfoca en disefiar
hidrogeles de colageno y HEC. La facil
manipulacion y  regulacion de las
caracteristicas estructurales y propiedades de
los hidrogeles a base de coladgeno los hace
adecuados para diversas aplicaciones en
campos como la biomedicina, la medicina
regenerativa y la agricultura [2]. Las
propiedades fisicoquimicas de un hidrogel,
tales como la velocidad de degradacién, su
capacidad de hinchamiento, reticulacion y
biocompatibilidad; pueden ser modificadas
mediante la adicién de diferentes percusores
0 agentes gelificantes, tales como la

hidroxietilcelulosa mediante un proceso de
formacibn de redes poliméricas semi-
interpenetrantes [1].

La hidroxietilcelulosa es una forma de celulosa
derivada que presenta una serie de
propiedades beneficiosas, incluyendo
biocompatibilidad, capacidad de
descomposicion  natural, ausencia de
toxicidad, solubilidad en agua y afinidad por
ella. Estas cualidades hacen que HEC tenga
un amplio rango de aplicaciones en diversos
campos, como la industria biomédica, la
fabricacién de pinturas, la mejora de la calidad
del suelo en la agricultura, procesos de
deshidrataciéon de carbdn, la produccién de
cosmeéticos, la elaboracion de absorbentes, el
tratamiento de aguas residuales y la
fabricacion de membranas para geles de
electrolitos [4].

En este proyecto se describid la sintesis de
hidrogeles de colageno-HEC con potencial
aplicacion en ingenieria tisular. La evaluacion
de las propiedades fisicoquimicas se evalué
mediante  espectroscopia Infrarroja  por
transformada Fourier (FTIR) y microscopia
electronica de barrido (SEM). También se
determind el hinchamiento méximo de los
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eles sintetizados, asi
reticulacion.

Ademas, se realiz6 el ensayo de reticulacién
usando ninhidrina. Para la evaluacion de la
biocompatibilidad in vitro usando 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5 difeniltetrazol (MTT) asi
como el ensayo de proliferacion con
monocitos y fibroblastos.

como su

Parte experimental.

Materiales.

Se sintetizaron hidrogeles semi-IPN a base de
colageno-poliuretano e hidroxietilcelulosa. Se
evaluaron sus propiedades fisicoquimicas
utilizando microscopia electrénica de barrido
(SEM) en un microscopio TOPCON SM-510
operando a 10 kV. Se examiné Ila
biocompatibilidad in vitro mediante ensayos
con 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (MTT) y la absorbancia se midié
en un espectrofotdmetro de microplacas
Multiskan Sky Thermo Scientific [3]. e evalub
la proliferacion de células de fibroblastos y
monocitos, las observaciones se realizaron
utilizando un microscopio VELAB VE146YT.

Resultados y discusién.

Estudio de la estructura quimica por
espectroscopia infrarroja

El proceso de polimerizacién quimico por el
cual fueron formados los hidrogeles se estudié
por espectroscopia infrarroja, con la finalidad
de relacionar los cambios estructurales de los
componentes de los hidrogeles. En la figura 1,
se presentan los espectros para cada tipo de
formulacion. Todos los espectros presentan
las bandas de vibracion de los enlaces —OH y
—NH alrededor de 3600 cm-1, -CH a 2700 cm-
1, carbonilo de urea relacionado con el
proceso de reticulacién de las cadenas de
colageno a 1720 cm-1, carbonilo de amida | y
amida I a 1630 y 1500 cm-1,
respectivamente, vibracion en el plano del
enlace C-N a 1450 cm-1, -CH en el plano a
1240 cm-1, enlaces glucosidicos —C-O-C a
1100 cm-1 y vibracién de C-H asociado con
prolina e hidroxiprolina a 880 cm-1.
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Figura 1. Espectros infrarrojos de los hidrogeles

El incremento en el contenido de HEC en la
estructura del hidrogel se asocia con una
disminucion en la intensidad de las bandas de
los enlaces —CH en el plano, los cuales estan
relacionados con una estructura doble
helicoidal tipica del colageno, indicando que
las cadenas lineales de HEC se ocluyen entre
las fibras de colageno, generando un sistema
semi-IPN caracterizado por una morfologia
fibrilar con granulos de HEC dispersos en la
matriz fibrilar. No hay evidencias de formacion
de enlaces de reticulacion quimica entre las
cadenas de colageno con las de HEC, lo cual
es indicio de que las cadenas poliméricas
interaccionan entre si por interacciones de
corto alcance como lo son puentes de
hidrogeno mayoritariamente.

Microestructura de los hidrogeles

La morfologia de los hidrogeles fue
inspeccionada usando microscopia
electronica de barrido (SEM). Las
micrografias se presentan en la figura 2.
Todos los hidrogeles son caracterizados por
una matriz  fibrilar  con porosidad
interconectada, lo cual es tipico para el arreglo
molecular del colageno. El polisacarido HEC
es apreciado como granulos ocluidos en esta
matriz fibrilar. Al incrementar el contenido de
HEC se aprecia un incremento en las regiones
granulares y una afectacion en la porosidad
interconectada de la matriz fibrilar. Este tipo
de morfologia simulan un andamio que podria
biomimetizar a la matriz extracelular
permitiendo  desarrollar las  funciones
bioldgicas basicas de las células que en ellos
interactden.

Sociedad Polimérica de México, A.C. Carretera Municipal Panoramica Prepa Pastita 12500-2. Col: Barrio de la

Alameda, Guanajuato, Guanajuato, C.P. 36000, México.

CENTRO DE INVESTIGATION ﬁ

Universidad
Auténoma
de Coahuila




-
O Congreso Nacional
de la Sociedad Polimérica de Méxic S
S

saltillo, Coahuila

7 al 1l de octubre

e

Figura 2. Microestructura de los hidrogeles para
aplicaciones de ingeniera tisular

Determinacién del grado de reticulacion de
los hidrogeles

El efecto que tiene el contenido de HEC en la
reticulacion del hidrogel fue evaluado
mediante el ensayo de ninhidrina. En este
ensayo se determinan los grupos amino
primarios del colageno que no estan
reticulados fisicoquimicamente para
determinar de manera indirecta el grado de
entrecruzamiento del hidrogel. En la figura 3

se presentan los resultados en este sentido.
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Figura 3. Indices de reticulacion de los hidrogeles de
coldgeno-hidroxietilcelulosa

El incremento en el contenido de HEC tiende
a disminuir la reticulaciéon de las cadenas de
colageno con el agente reticulante; los
granulos de HEC generan zonas de repulsion
molecular y estérica que evitan el
entrecruzamiento de las cadenas de
colageno. Un contenido del 20 %m de HEC no
afecta drasticamente la reticulacion de la
matriz. La disminucion en la reticulacion del
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hidrogel afecta propiedades como el
hinchamiento, degradacion y
biocompatibilidad. La disminucion de las
bandas de vibracion relacionadas con la
estructura helicoidal del colageno,
inspeccionadas por espectroscopia infrarroja
se relacionan con la perdida de reticulacion al
incrementar el contenido de HEC.
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Capacidad de hinchamiento de los
hidrogeles

Un hidrogel es una matriz polimérica
reticulada que tiene la capacidad de absorber
miles de veces se masa seca en agua. Este
ensayo tiene como objetivo medir la cantidad
de agua que cada matriz en estado hidrogel
puede contener en su estructura quimica. En
la figura 4 se presentan los resultados. El
incremento en contenido de HEC promueve
mayor absorcién de agua en la estructura del
hidrogel, indicando una relacion directa en el
grado de hinchamiento con respecto al
contenido de este polisacarido.
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Figura 4. Hinchamiento mdximo de los hidrogeles semi-

IPN

Valores de hinchamiento de 2780 % para el
hidrogel C HEC 60 es registrado, indicando un
comportamiento de superhinchamiento. Esta
mejora en el hinchamiento se relaciona con la
alta presencia de enlaces —-OH en la
estructura de HEC propiciando la captacion de
moléculas de agua por puentes de hidrogeno,
por otra parte, el incremento en el tamafio
granular ocasionado al incrementar el
contenido de HEC promueve un mayor
volumen de poro en el andamio semi-IPN
también propiciando una mayor captura de
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“#oi€ulas de agua al interior de la matriz
polimérica.

Actividad metabdlica de monocitos y
fibroblastos en los hidrogeles
El metabolismo de células de monocitos y
fibroblastos creciendo sobre los hidrogeles
bajo evaluacion fue determinado mediante
ensayos de reduccion de sales de tetrazolio
(MTT). Las células con una activacion
metabdlica relacionada con la composicion
quimica del medio presentaran mayor
capacidad para reducir estas sales. Los
resultados se presentan en la figura 5.
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Figura 5. Ensayos MTT para células animales creciendo
en los hidrogeles de C HEC

A las 24h de incubacion, los monocitos sobre
el hidrogel la composicion de 60 %m muestran
una superestimulacion, sin embargo, las
células se adaptan a su composicién y
disminuyen su actividad metabdlica tras las 48
h de incubacién. Los hidrogeles con
concentraciones mas bajas de HEC también
presentan incrementos moderados, aunque
menores.
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Para el caso de los fibroblastos no se observa
un incremento significativo en la actividad
metabdlica, sin embargo, de entre las
composiciones la que se mantiene mas
cercana al control es el hidrogel de 60 %m.
Estos resultados indican que no hay efectos
citotéxicos que disminuyan significativamente
la actividad metabdlica de los monocitos o
fibroblastos cuando estan en contacto con
estos nuevos materiales. La biomimetizacién
de la morfologia de estos hidrogeles con la
matriz extracelular asegura una estimulacion
de la actividad metabdlica celular,
especialmente en monocitos, lo cual puede
ser aprovechado para aplicaciones en la
regeneracion tisular o biomedicina.
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Proliferaciéon de monocitos y fibroblastos
en los hidrogeles

La proliferaciéon celular es el crecimiento
celular y es un proceso requerido para la
formacién de un tejido especifico. EI monitoreo
de la proliferacion de monocitos y fibroblastos
fue evaluado mediante microscopia
epifluorescente usando rodamina-B para los
fibroblastos y fluoresceina para los monocitos
como agente de tincion de membrana activas.
Las micrografias de la proliferacion de las
células en contacto con los hidrogeles de
colageno-hidroxietilcelulosa se muestran en la

figura 6.
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Figura 6. Ensayo de proliferacion de células animales
creciendo sobre los hidrogeles.
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Los resultados indican que la composicion de
los hidrogeles permite la proliferacion de
células de monocitos y fibroblastos. Esto es
apreciado como poblaciones densas de
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S rojas y verdes dispersas en la
superficie de los hidrogeles. No hay evidencia
de que las superficies bajo estudio presenten
limitacibn de esta funcién biolégica. El
contenido de 60%m de HEC promueve un
mayor efecto proliferativo.

Conclusiones.

El incremento en el contenido de HEC mejoré
la apariencia y manejabilidad de los
hidrogeles, permitiéndoles adquirir la forma
del molde. La HEC también influyé en la
capacidad de hinchamiento, destacandose C
HEC60 con un 2780%. Los hidrogeles C
HEC60 favorecieron especialmente la
actividad metabdlica de células de monocitos.
Ademas, los hidrogeles con un contenido del
60%m de HEC promovieron la proliferacion
celular, sugiriendo su utilidad en aplicaciones
relacionadas con la ingenieria tisular.
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