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The application of tissue engineering represents a breakthrough in the fields of cell
therapy and regenerative medicine, being one of the advances in biomedicine with
greatest impact on the health sector. It is based on the manufacture of biomaterials
(called scaffolds) in which cell growth and proliferation takes place. In this sense, the
main objective of this work was to evaluate the influence of genipin (crosslinking agent)
on the properties of scaffolds based on combinations of collagen and chitosan. For this
reason, the different systems developed were characterized mechanically and
microstructurally to compare their properties. The results obtained show that scaffolding
properties depend largely on the concentration of biopolymer used and the
concentrations of the crosslinking agent. According to the results, the best mechanical
properties were obtained for hybrid systems with high concentrations of biopolymers (2%
weight). Moreover, the addition of a small amount of genipin as a crosslinking agent
improved the systems with low concentrations of biopolymers (1% weight), showing
greater improvement in the mechanical properties, especially in its critical strain.
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USO DE GENIPINA PARA ENTRECRUZAR BIOMATERIALES BASADOS EN
COLAGENO Y QUITOSANO

La aplicacién de la ingenieria de tejidos representa un gran avance en los campos de la
terapia celular y la medicina regenerativa, siendo uno de los avances en biomedicina
con mayor impacto en el sector de la salud. Se basa en la fabricacion de biomateriales
(denominados andamios) en los que tiene lugar el crecimiento y proliferacion celular. En
este sentido, el objetivo principal de este trabajo consistié en la evaluacién de la
influencia de genipina (agente de entrecruzamiento) sobre las propiedades de los
andamios basados en combinaciones de colageno y quitosano. Para ello, a los
diferentes sistemas elaborados se les realizd una caracterizacion mecanica y
microestructural para comparar sus propiedades. Los resultados obtenidos muestran
que las propiedades de los andamios dependen en gran medida de la concentracion de
biopolimero utilizada y de las concentraciones del agente de reticulacién. Segun los
resultados, se obtuvieron las mejores propiedades mecanicas para sistemas hibridos
con altas concentraciones de biopolimeros (2% en peso). Ademas, la adicion de una
pequefia cantidad de genipina como agente de entrecruzamiento mejoré los sistemas
de baja concentracion de biopolimeros (1% en peso), observandose esta mejora sobre
todo en sus propiedades mecanicas y, en especial, en su deformacion critica.
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1. Introduccion

Hoy en dia la medicina se enfrenta a los problemas que consisten en la perdida de los
tejidos y los fallos organicos implican enromes costes para los sistemas sanitarios. Estos
problemas han impulsado el crecimiento de interés de la comunidad cientifica en el campo
de la Ingenieria de Tejidos. Este es un campo interdisciplinar que precisa fundamentalmente
de: tecnologia de células cultivadas, el desarrollo de estructuras 3D (andamios) que pueden
imitar la estructura de un 6rgano y factores de crecimiento, que permiten el control preciso y
continuo de las condiciones de crecimiento celular (Arias et al., 2018).

Las estructuras 3D o andamios son soportes que se introducen en los tejidos danados para
promover el crecimiento y propagacion in situ de las células residentes sanas circundantes o
bien de células madre y factores de crecimiento que puedan implantarse en este tejido o
estar incorporados en el biomaterial con la finalidad de acelerar el crecimiento (Chocholata
et al.,, 2019). Actualmente se llevan a cabo diferentes investigaciones cientificas para
obtener andamios multifuncionales que tengan biocompatibilidad, biodegradabilidad,
propiedades fisicas y mecanicas compatibles y promuevan el crecimiento celular.

Las propiedades que pueden tener estos materiales estan estrechamente ligadas con su
estructura interna, porosidad, interconectividad y distribucion del tamafio de los poros que
pueden ser controladas segun la forma de procesado y de las materias primas usadas, tanto
en el tipo como en su proporcién. Entre las materias primas destacan tanto polimeros
sintéticos como biopolimeros, asi como aditivos o agentes de entrecruzamiento que varian
las propiedades fisicas y mecanicas del andamio de forma distinta. La nocidn principal sobre
que material usar para la fabricaciéon de dicha matriz consiste en la relacion bioldgica que
existe entre la funcién, estructura y propiedades del andamio. En este sentido destacan los
biopolimeros siendo los mas adecuados las proteinas (fibrindbgeno, fibronectina, colageno,
etc.) y los polisacaridos (almidén, glucosa, quitosano, etc.). Entre ellos, destacan el colageno
y el quitosano que proporcionan mejores estructuras del andamio y adhesién celular (Van
Vlierberghe et al., 2011).

El colageno forma parte de la matriz extracelular y es un material atractivo para la aplicacién
en este campo debido a que es facil de modificar y procesar, biodegradable, biocompatible,
no es antigénico y presenta buenas propiedades mecanicas como es la ductilidad. La
principal fuente de la extraccion de colageno es de los residuos de especies bovinas y de la
piel, huesos y cartilagos de cerdo. Segun el origen y la forma de procesado, el colageno
puede tener diferentes propiedades destacando la biocompatibilidad, que permiten la
proliferacion celular y no interfieren con el comportamiento celular (Ortiz et al., 2016).
Existen al menos 16 tipos de colageno, siendo el colageno tipo | el mas abundante. Este tipo
de colageno se presenta en fibrillas estriadas de 20 a 100 nm de diametro, agrupandose
formando fibras mayores. Sus subunidades mayores estan constituidas por cadenas a de
dos tipos, que difieren ligeramente en su composicion aminoacidica y en su secuencia,
siendo su funcion principal la de resistencia al estiramiento (Lee et al., 2001).

El quitosano se obtiene industrialmente por desacetilacion extensiva de la quitina. Es un
polisacarido mas abundante en la naturaleza después de la celulosa y constituye un
importante recurso renovable. Esta compuesta por dos tipos de unidades estructurales
distribuidas de manera aleatoria a lo largo de la cadena. En su forma cristalina normalmente
es insoluble en disoluciones acuosas neutras, aunque en disoluciones acidas diluidas es
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posible su solucion (Marmol et al.,, 2012). Ha sido ampliamente demostrado su
biocompatibilidad y biodegradabilidad pues promueve la adhesion celular y reabsorbe
mediante procesos de hidrdlisis a través de la accion de enzimas presentes en los fluidos
fisioldgicos. No obstante, el quitosano como un biopolimero no es bioactiva y posee pocas
propiedades mecanicas lo que hace que para la fabricacion de los andamios se suele
combinarse con otros materiales como son el colageno o gelatina, entre otros.

La ventaja que presentan los biopolimeros es principalmente la biocompatibilidad que hace
que el material no presente efectos adversos después de su implante ni tras su
biodegradacion (Williams, 2009). Sin embargo, tienen una desventaja de que presentan
propiedades mecanicas muy pobres en comparacion con los sintéticos Para mejorarlas
actualmente se hacen estudios sobre el proceso del entrecruzamiento (fisico y quimico,
incluso enzimatico) con agentes de entrecruzamiento (glutaraldehido, genipina, acido citrico,
glucosa, etc.). Sin embargo, los estudios han demostrado que el entrecruzamiento fisico no
cubre los requerimientos mecanicos, el enzimatico requiere condiciones muy determinadas
de trabajo y que el entrecruzamiento quimico, realizado principalmente con derivados de
aldehidos, presenta la desventaja de la citotoxicidad de los agentes usados en muchas
ocasiones (Arias et al., 2004; Silva et al., 2004). Por eso se han buscado alternativas que
sean mas biocompatibles como son la genipina o el acido citrico. Entre estos, la genipina es
un agente glicosidico que posee diferentes actividades bioldgicas, biodegradable con baja
citotoxicidad y tiene muchos efectos medicinales como antiinflamatorio, anticancerigeno o
antibactericida.

Por tanto, la hipotesis de partida de este trabajo consiste en la capacidad de la genipina
para inducir cambios en la microestructura de andamios biopoliméricos que, a su vez,
produzca cambios en las propiedades mecanicas de dichas estructuras. De esta forma, se
pueden controlar las propiedades de los andamios elaborados mediante el proceso de
secado por liofilizacion.

2. Objetivos

El objetivo principal de este trabajo es el desarrollo de andamios producidos con colageno
(C) y quitosano (Q), evaluando la influencia de la incorporacion de un agente de
entrecruzamiento como la genipina (GE) en las propiedades mecanicas y morfolégicas de
los andamios. Por lo tanto, se prepararon sistemas con un 1% de concentracion total de
biopolimero (colageno, quitosano o mezclas de colageno/quitosano) con la adicion de
genipina en una concentracion definida (0,05%).

Para conseguir este objetivo global, se plantearon dos objetivos especificos:

- Evaluar las propiedades mecanicas y morfolégicas de los andamios producidos con y sin
genipina para las diferentes combinaciones planteadas.

- Comparar los diferentes sistemas procesados y seleccionar los mas adecuados de
acuerdo con la evaluacién previa de sus propiedades.
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3. Metodologia
3.1 Materiales

Para este estudio, se utiliz6 colageno suministrado por la compafia Essentia Protein
Solutions S.A. (Dinamarca). La ficha del producto indica que se trata de un colageno tipo |
procedente de cerdo con un contenido proteico ligeramente superior al 90%. El resto de su
composicion consiste principalmente en humedad y un pequefio porcentaje de lipidos.
Ademas, el polisacéarido elegido para el estudio fue quitosano de bajo peso molecular (Mw =
130,000 g-mol") proporcionado por Sigma-Aldrich S.A. (Alemania). Genipina (GE) se utilizd
como agente de entrecruzamiento (pureza superior al 98%, extraida de la planta Gardenia
jasminoides). Dicho agente de entrecruzamiento ha sido suministrado por la compafia
Guangxi Shanyun Biochemical Science and Technology Co. (China).

3.2 Preparacién de andamios

Los andamios se prepararon con diferentes proporciones de colageno/quitosano (C/Q) a
diferentes concentraciones de polimero total. Ademas, se afiadid genipina a una
concentracion definida (0,05% en peso) para evaluar su influencia en las propiedades de los
andamios. El método utilizado para la preparacion de estos andamios fue el método de
liofilizacion descrito en estudios anteriores (Perez-Puyana et al., 2016), que consta de tres
etapas: preparacion de disoluciones de biopolimeros, congelacién vy liofilizacion de dichas
disoluciones.

3.2.1 Preparacion de disoluciones biopoliméricas

En primer lugar, se prepararon soluciones con diferentes proporciones de C/Q (10/0, 5/5 y
0/10) usando acido acético 0,05 M (pH 3,2) como disolvente. Todas estas disoluciones se
prepararon a dos concentraciones diferentes de biopolimeros (1 % p/v de material, que son
las concentraciones Optimas con respecto a las propiedades de los andamios C/Q). Luego,
la fase no soluble se separo tras centrifugacion a una velocidad de 12.000xg durante 10 min
a una temperatura de 4 °C.

3.2.2 Congelacion y liofilizacion

Una vez que se prepararon las disoluciones, se congelaron a una temperatura de -40 °C
durante 2 h, para luego sublimar el disolvente mediante liofilizacion en un liofilizador
LyoQuest (Telstar, Japdén) durante 24 h (<15 Pa, -80 °C). Estas condiciones fueron
seleccionadas en base a estudios previos (Perez-Puyana et al., 2019).

3.2.3 Etapa adicional de entrecruzamiento

Se realizé una reticulacién quimica usando genipina (GE). La genipina es una sustancia
natural que entrecruza espontaneamente el quitosano, la gelatina o el colageno y presenta
un nivel de citotoxicidad mucho mas bajo que el glutaraldehido (Yoo et al., 2011). De
acuerdo con Dimida y colaboradores (2017), la concentraciéon optima de genipina se
encuentra entre 3 y 5% en peso de la concentracién total de biopolimeros. Asi, los andamios
elaborados de colageno/quitosano con una concentracién definida de genipina incorporada
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(5% en peso) fueron prepararon para evaluar la influencia de esta sustancia natural en las
propiedades de los andamios producidos.

3.2.4 Sistemas estudiados

Todos los sistemas elaborados (tanto aquellos elaborados con genipina como aquellos
utilizados como control) aparecen resumidos en la siguiente tabla (Tabla 1):

Tabla 1: Sistemas estudiados junto con la referencia utilizada

Sistema Referencia
Colageno 1% C/Q 10/0
Colageno/Quitosano 1% C/Q 5/5
Quitosano 1% C/Q 0/10
Colageno 1% + Genipina (0,05%) C/Q 10/0 + GE
Colageno/Quitosano 1% + Genipina (0,05%) C/Q 5/5 + GE
Quitosano 1% + Genipina (0,05%) C/Q0/10 + GE

3.3 Caracterizacion de andamios
3.3.1 Evaluacién reolégica

La caracterizacion reolégica de los andamios se realizé mediante las mismas pruebas
descritas en estudios anteriores (Perez-Puyana et al., 2016). Brevemente, se realizaron
barridos de deformacién (5-10* a 2,5%, a 1 Hz 'y 25 °C) y de frecuencia (0,02 a 20 Hz, a una
deformacién especifica para cada sistema dentro del rango viscoelastico lineal y 25 °C)
utilizando un equipo de deformaciéon dinamico RSA3 (TA Instruments, EE. UU.). Se
evaluaron tanto el modulo elastico como el viscoso (E' y E", respectivamente). Ademas, el
mddulo elastico y la tangente de pérdidas (E"/E') a una frecuencia constante de 1 Hz (E'1 y
tan 01, respectivamente) se seleccionaron como parametros para realizar una comparacion
adecuada entre los sistemas.

3.3.2 Evaluacién morfolégica

Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La microestructura de los andamios se observo a través de imagenes SEM usando un XL 30
(Philips XL Series, Holanda) con un voltaje de aceleracién de 15 kV. Previamente, las
muestras se recubrieron con paladio/oro para mejorar la calidad de las imagenes.
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Porosimetria

Las mediciones de porosimetria se llevaron a cabo utilizando un equipo de porosimetria
Pore Master 60 GT (Quantachrome Instruments, EE. UU.). Esta técnica permite determinar
el tamafio medio de poro, asi como su distribucién en el material. El rango de poro evaluado
fue entre 1y 1000 pm.

3.4 Analisis estadistico

Para cada ensayo se realizaron al menos tres mediciones de cada muestra. El andlisis
estadistico se realiz6 comparando los valores medios (t de Student) y se realizé un andlisis
de varianza (ANOVA, p<0,05) utilizando el paquete estadistico SPSS 18. Ademas, se
incluyeron las desviaciones estandar de algunos parametros seleccionados.

4. Resultados y discusién
4.1 Influencia de la genipina sobre andamios biopoliméricos

En primer lugar, se realizé6 una evaluacién inicial de las propiedades de andamios
biopoliméricos sin contener genipina (control). En la tabla que se muestra a continuacion
(Tabla 2), aparecen resumidos los valores de E’y, tan &1 y deformacién critica para las
distintas combinaciones estudiadas:

Tabla 2: E’4, tan &1 y deformacioén critica para las distintas combinaciones colageno/quitosano
estudiadas (C/Q 10/0, C/Q 5/5, C/Q 0/10). Se han aiadido letras para indicar las diferencias

significativas entre los sistemas (p<0,05)

Deformacion

Sistema E’s (MPa) tan 91 critica (%)
C/Q 10/0 0,132 0,114 0,22
C/Q 5/5 0,14 0,078 0,21
C/Q 0/10 0,18° 0,078 0,16 "

La evaluacién inicial permitid comprobar como el quitosano aumenta el caracter sélido de los
andamios, de acuerdo con el aumento observado en el médulo elastico y la disminucion de
la tan 6. Sin embargo, los andamios obtenidos con colageno presentan una mayor
deformabilidad al tener una deformacién critica superior.

Ademas de las propiedades mecanicas, la microestructura de dichas estructuras también
fue objeto de analisis mediante microscopia electrénica de barrido (Figura 1). Puede verse
como los sistemas unitarios (tanto de colageno como de quitosano) presentan una
estructural laminar. Sin embargo, el sistema binario presenta una microestructura diferente
con mayor presencia de poros en ella.
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Figura 1: Imagenes microscopicas de andamios obtenidos con diferentes relaciones de
colageno y quitosano: (A) C/Q 10/0, (B) C/Q 5/5y (C) C/Q 0/10

A continuacion, se repitieron dichos sistemas, pero con la adicion de un 0,05% de genipina
en su formulacion inicial, repitiendo la caracterizacion realizada anteriormente. En primer
lugar, se midieron las propiedades mecanicas de los andamios obtenidos, mostrando dichos
resultados en la Figura 2:

Figura 2: Barrido de frecuencia de andamios hibridos producidos a partir de sistemas unitarios
y binarios al 1% obtenidos con diferentes proporciones de Colageno/Quitosano (10/0, 5/5 y
0/10) y entrecruzados con genipina (0,05 %)
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Ademas, para poder llevar a cabo una mejor comparacion, en la Tabla 3 aparecen
resumidos los valores de E’, tan &4 y deformacion critica para las distintas combinaciones
estudiadas (con y sin genipina):
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Tabla 3: E’4, tan &1 y deformacién critica para las distintas combinaciones colageno/quitosano
estudiadas (C/Q 10/0, C/Q 5/5, C/Q 0/10) con diferentes concentraciones de genipina (0 y
0,05%). Se han anadido letras para indicar las diferencias significativas entre los sistemas

(p<0,05)
Sistema E’+ (MPa) tan &4 Def’qrmacién
critica (%)

C/Q 10/0 0,132 0,114 0,22
C/Q 10/0 + GE 0,01° 0,098 0,65"

C/Q 5/5 0,19¢ 0,078 0,21"!
C/Q 5/5 + GE 0,03° 0,11 A 0,31

C/Q0/10 0,18°¢ 0,078 0,16 v

C/Q0/10 + GE 0,02° 0,078 0,59 "

Los barridos de frecuencia mostraron que todos los sistemas mostraron una ligera
dependencia de la frecuencia, con una disminucion en los valores de los moédulos elasticos
con la adicion de agente de reticulacion a la formulacion inicial debido, probablemente, a un
cambio en la estructura del andamio. Por otra parte, el estudio de la deformacién critica
revelé que se obtuvieron andamios con una mayor deformacién critica con la adicién de
genipina.

Ademas de la evaluacién mecanica, también se analizé la microestructura de los sistemas al
1% con la adicion de genipina (0,05%). La Figura 3 muestra las imagenes SEM de los
andamios y su distribucién de tamafo de poro.

Figura 3: Distribucion de tamafio de poro junto con las imagenes microscopicas de andamios
obtenidos con diferentes relaciones de colageno y quitosano: (A) C/Q 10/0, (B) C/Q 5/5y (C)
C/Q 0/10 entrecruzados con genipina al 0,05% (GE).
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Como se ve en las imagenes SEM, todos los sistemas tienen una alta porosidad.
Especificamente, en el caso del sistema binario C/Q 5/5 + GE, se observa la presencia de
poros pequefios y grandes, lo que evidencia la heterogeneidad de la distribuciéon que
reafirma la polidispersidad indicada en la Figura 3B. Mientras que en el caso del sistema
elaborado con colageno C/Q 10/0 + GE, se observa el predominio de poros grandes. La
presencia de estos poros mas grandes contribuye a la disminucion de las propiedades
mecanicas de este sistema. Finalmente, el sistema obtenido con quitosano C/Q 0/10 + GE
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destaca por la presencia de poros pequenos y grandes, como lo indica la distribucion
bimodal en la Figura 3C.

5. Conclusiones

Como conclusion general, ha sido posible obtener una matriz biopolimérica (andamio)
mediante un proceso que consiste en la centrifugacion de la disolucion, congelacion y
liofilizacién con una microestructura y porosidad adecuada para su aplicacién en la
Ingenieria de Tejidos. Ademas, los andamios se han obtenido variando las concentraciones
de quitosano y colageno mediante la combinacidn con genipina.

Un mayor porcentaje de quitosano conduce a andamios mas rigidos (modulos elasticos mas
elevados) y un mayor porcentaje de colageno a andamios con mayor deformacion (mayor
deformacién critica). En cualquier caso, hay efectos sinérgicos ya que una proporcién 5/5 de
colageno y quitosano (sistema binario C/Q 5/5) conduce a andamios con un alto moédulo y
una deformacion critica.

Ademas, la adicién de genipina a los andamios con una concentracion total del 1%, aunque
disminuye el médulo elastico, conduce a una mejora significativa de la deformabilidad lo que
permitiria un mejor comportamiento de estos andamios en un bioreactor y obteniendo un
comportamiento mas parecido al tejido al que se pretende sustituir.
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