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Tissue Engineering has led to the development of this field by designing scaffolds with better
properties that can fulfill its purpose of better tissue regeneration, consequently improving
people’s quality of life. Scaffolds are matrix, predominantly composed by polymeric materials,
which main function is giving support to cell adhesion and the subsequently growth, leading to
the regeneration of the damaged tissue. Collagen is one of the most abundant proteins in
animals and widely used biopolymer in Tissue Engineering, due to its structure,
biocompatibility and the ease of its modification and processability. In this study, collagen
scaffolds with different concentrations and processing techniques, by obtaining hydrogels and
aerogels, will be prepared and then characterized, specially looking at its morphology and
mechanical properties. Moreover, fructose was added as a chemical crosslinking agent to
study the influence on scaffolds’ properties. The results obtained revealed that scaffolds with
higher collagen concentrations were stiffer and more deformable. Comparing both systems,
aerogels were stiffer but hydrogels were more deformable and with higher pore size
homogeneity. Fructose addition produced a slight increase in the critical strain, together with
an increase in the elastic modulus.
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ANDAMIOS ENTRECRUZADOS CON FRUCTOSA OBTENIDOS A PARTIR DE
COLAGENO MEDIANTE SECADO POR LIOFILIZACION PARA INGENIERIA DE
TEJIDOS.

La Ingenieria de Tejidos ha propiciado el desarrollo de andamios con mejores propiedades
que pueden cumplir su proposito de una mejor regeneracion de tejidos, mejorando
consecuentemente la calidad de vida de las personas. Los andamios son matrices cuya
funcién principal es dar soporte a la adhesién celular y su posterior crecimiento, lo que lleva a
la regeneracion del tejido dafiado. El colageno es una de las proteinas mas abundantes en
animales y biopolimero ampliamente utilizado en Ingenieria de Tejidos, por su estructura,
biocompatibilidad y la facilidad de su modificacién y procesabilidad. En este estudio se
prepararan y caracterizaran andamios de colageno con diferentes concentraciones y técnicas
de procesamiento, mediante la obtencion de hidrogeles y aerogeles, atendiendo
especialmente a su morfologia y propiedades mecanicas. Ademas, se utilizé fructosa como
agente quimico de entrecruzamiento para estudiar su influencia en las propiedades de los
andamios. Los resultados obtenidos revelaron que los andamios con mayores
concentraciones de colageno eran mas rigidos y deformables. Comparando ambos sistemas,
los aerogeles eran mas rigidos pero los hidrogeles, aunque mas deformables y con mayor
homogeneidad de tamafno de poro. La adicion de fructosa produjo un ligero aumento de la

deformacion critica, junto con un aumento del médulo elastico.
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1. Introduccion

La ingenieria de tejidos se define como un campo multidisciplinar que aplica principios y
meétodos de la ingenieria y de las ciencias de la salud, para el desarrollo de sustitutos
bioldgicos con el objetivo de restaurar, mantener y mejorar la funcién tisular (Reddi, 2000). Se
basa en tres elementos basicos: células, factores de crecimiento y andamios (Van Vlierberghe
et al., 2011). Asi, los factores de crecimiento se encargan de favorecer el crecimiento y
proliferacion celular (Dagalakis et al., 1980), mientras que los andamios son biomateriales
biocompatibles disefiados fundamentalmente para sustentar las necesidades bioldgicas de
las células involucradas (Arias et al., 2018). Esto es posible debido a que permiten ofrecer el
soporte mecanico y estructural necesario para la formacién del nuevo tejido (Sachlos y
Czernuszka, 2003). La mayoria de los estudios en este campo tratan sobre el desarrollo de
estructuras 3D con alta porosidad (andamios o scaffolds) para proporcionar un ambiente ideal
para la regeneracion de tejidos y érganos (Perez-Puyana et al., 2020).

En este estudio, dos tipos de andamios fueron sintetizados y caracterizados, a saber,
hidrogeles y aerogeles. Segun Hoffman, los hidrogeles son redes de polimeros hidrofilicos
que pueden absorber entre un 10-20% y hasta miles de veces su peso seco en agua. Los
hidrogeles pueden ser quimicamente estables o pueden degradarse y al final desintegrarse y
disolverse. Pueden ser quimicos o fisicos dependiendo de las interacciones intermoleculares
(Hoffman, 2012). Por otra parte, los aerogeles son sistemas sélidos con meso- y macroporos,
cuyos diametros pueden ser de hasta unas centenas de nandmetros. Ademas, los aerogeles
tienen una alta porosidad (hasta un 95%), siendo la fase dispersa gaseosa. Algunos estudios
sefalan la posibilidad de fabricar aerogeles en condiciones de secado a temperatura
ambiente, aunque generalmente se requieren condiciones supercriticas (Perez-Puyana et al.,
2019a).

La ingenieria de Tejidos incluye el disefio y modificacion de los biomateriales que induzcan la
formacion de tejido en un ambiente biomimético con propiedades bioquimicas apropiadas.
Los polimeros son los materiales mas prometedores para la consecucion de estos requisitos,
ya que estan disponibles en un amplio rango de composiciones, propiedades y formas,
ademas de permitir procesar estructuras complejas. En este sentido, el uso de polimeros
naturales, como proteinas y polisacaridos, es especialmente interesante, dado que son los
principales componentes de o tienen propiedades macromoleculares similares a las de las
matrices extracelulares nativas como, por ejemplo, proteinas como el colageno, la elastina o
combinaciones de ambas proteinas. El colageno es el biopolimero mas abundante en
animalesy, por lo tanto, es uno de los materiales mas empleados en ingenieria de tejidos para
la produccién de andamios.

Entre los diferentes tipos de colageno, el colageno fibrilar es el mas abundante en los
vertebrados, desempefiando un importante papel estructural, que consiste en proporcionar a
los tejidos una arquitectura molecular, forma y resistencia, como resistencia a traccién en piel
y ligamentos. Su popularidad en ingenieria tisular se basa en su biocompatibilidad,
bioabsorbabilidad y no inmunogenicidad. Puede ser procesado de diferentes formas (laminas,
esponjas, espumas, polvos, matrices de nanofibras, etc.) y es soluble en disoluciones acidas.
Ademas, un factor clave en ingenieria tisular es la capacidad de modular la tasa de
degradacion mediante diferentes métodos de reforzamiento como pretratamientos
enzimaticos o estrategias de entrecruzamiento (Nair y Laurencin, 2007).

El entrecruzamiento consiste en la formacién de nuevos enlaces o secuencias de enlaces
quimicos relativamente cortas para enlazar o conectar cadenas poliméricas. Este fendmeno
puede suceder durante la reaccion de polimerizacidon, empleando los mondmeros apropiados
0 en una etapa posterior a la polimerizacion utilizando agentes de entrecruzamiento que
promuevan las reacciones necesarias para unir diferentes moléculas poliméricas (Perez-
Puyana et al., 2019a). La importancia de los procesos de entrecruzamiento recae en la mejora
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de las propiedades mecanicas y estabilidad a altas temperaturas, dando lugar a materiales
con propiedades Optimas para su aplicacion en industria. Los compuestos naturales que
pueden actuar como agentes de entrecruzamiento quimico resultan de especial interés, dado
que no reducen la biocompatibilidad del andamio, por ejemplo, la fructosa, que es un
carbohidrato presente en diversas verduras, frutas y en la miel. Se trata de un monosacarido
con la misma estructura que la glucosa, puesto que son isdmeros (lbrahim et al., 2006). La
fructosa se obtiene empleando enzimas microbianas para hidrolizar el almidon extraido de
distintos cereales y transformarlo en glucosa que, mediante un proceso de isomerizacion, se
convierte en fructosa, concretamente D-fructosa. La fructosa, y generalmente los azucares,
pueden originar entrecruzamiento quimico mediante la conocida como glicacién no enzimatica
o reaccion de Maillard (Mentink et al., 2002).

2. Objetivos

El objetivo principal de este estudio fue el de desarrollar andamios basados en colageno con
propiedades morfolégicas y mecanicas adecuadas para su potencial aplicacién en el
crecimiento de tejido muscular. Para lograr ese objetivo global, se propusieron los siguientes
objetivos especificos:

- Desarrollo de hidrogeles y aerogeles con el mismo protocolo de procesado.

- Evaluacién comparativa de las propiedades mecanicas y morfoldgicas de hidrogeles y
aerogeles con distintas concentraciones de colageno.

- Evaluacion de la incorporacion de la fructosa como agente de entrecruzamiento natural
para la modificacion de las propiedades mecanicas y morfolégicas de los aerogeles de
colageno seleccionados.

3. Metodologia
3.1 Materiales

Para este estudio se empleé colageno de cerdo (Tipo I, con un contenido proteico superior al
95% en peso), proporcionado por Essentia Protein Solutions (Dinamarca). El acido acético y
la fructosa (299%) fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (Alemania).

3.2 Preparacion de andamios

Los andamios fueron preparados siguiendo el procedimiento descrito en estudios previos
(Perez-Puyana et al., 2019b). Se empled el mismo procedimiento de sintesis para ambos
sistemas (hidrogeles y aerogeles), con la diferencia de que, para obtener los aerogeles, se
requirieron dos etapas posteriores tras la formacién del hidrogel para eliminar el agua por
liofilizacion. Se llevd a cabo un proceso de gelificacién para obtener los hidrogeles, que
consiste en la elaboracion de disoluciones de colageno a diferentes concentraciones (5y 10
mg/ml) utilizando acido acético 0,05 M como disolvente. Posteriormente, las disoluciones
fueron centrifugadas a 12.000 rpm y a 4 °C (J.P Selecta, Espana). Una vez centrifugadas, la
fase liquida fue separada y almacenada en un frigorifico (Equitec, Espafia) a 4 °C durante 1
h. Tras esto, la formacién de los hidrogeles quedd completada. Los aerogeles se obtuvieron
posteriormente mediante liofilizacién (<15 Pa durante 24 h), eliminando el disolvente por
sublimacion, utilizando un liofilizador (TELSTAR, Espafia).

Para el estudio del entrecruzamiento con fructosa, se selecciond el aerogel con una
concentracion de 10 mg/ml de colageno y se afiadié un 10% en peso de fructosa (respecto a
la concentracion de proteina) a las disoluciones en la primera etapa del procedimiento. El
proceso de fabricacién seguido fue el mismo que el descrito para los andamios sin agente de
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entrecruzamiento. Por ultimo, se estudiaron y compararon las propiedades mecanicas y
estructurales de los sistemas preparados.

3.3 Caracterizacion de andamios
3.3.1 Caracterizacion de los hidrogeles

Evaluacion reoldqica

En los hidrogeles, las propiedades viscoelasticas fueron evaluadas empleando dos tipos de
ensayos reologicos. En primer lugar, se llevaron a cabo ensayos de barrido de deformacion
(0,1-100% a 1 Hz y 20 °C) para determinar el rango viscoelastico lineal y la deformacion critica.
También se realizaron barridos de frecuencia (0,02-20 Hz a 20 °C y a una deformacion
especifica), donde se midieron y compararon los valores de G’, G” y n* (mddulos elastico y
viscoso y viscosidad compleja, respectivamente). Esta caracterizacion se llevé a cabo en un
reédmetro oscilatorio AR 2000 (TA Instruments, EEUU) con una geometria de superficie rugosa
con un diametro de 40 mm.

Evaluacion morfolégica

Los hidrogeles fueron evaluados utilizando un microscopio Crio-SEM (Zeiss EVO, Alemania),
con un voltaje de aceleracién de 10 kV. Todas las muestras fueron congeladas previamente
con nitrégeno a -190 °C y recubiertas con una fina capa de oro/paladio. Se empleé el software
Image-J, para evaluar el tamafio de poro de los sistemas seleccionados.

3.3.2 Caracterizacién de los aerogeles

Evaluacion reoldgica

Se llevaron a cabo ensayos de compresion dinamica utilizando un reémetro RSA3 (TA
Instruments, EEUU) con una geometria de superficie lisa (15 mm de diametro) para realizar
los ensayos de barrido de deformacion (2,5%x1074-2,5% a 1 Hz y 25 °C) y barrido de frecuencia
(0,02-20 Hz a 25 °C y una deformacién especifica). En estos ensayos, se determinaron los
valores de E’ y E” (mddulos elastico y viscoso) junto con tan & (tangente de pérdidas) y p*
(viscosidad compleja).

Evaluacion morfologica

Los aerogeles fueron analizados morfolégicamente utilizando un microscopio SEM (Zeiss
EVO, Alemania) con un voltaje de aceleracion de 20 kV. Todas las muestras fueron tratadas
previamente con vapor de Osmio (1%) en campana durante 8 h para fijar las muestras y
facilitar su observacion en el microscopio. Posteriormente, se cubrieron las muestras con una
pelicula de oro/paladio mediante sputtering (Leica, Alemania), para mejorar la calidad de la
micrografia (al mejorar la conductividad de la muestra), Las imagenes fueron analizadas
(tamafo de poro y su distribucién) utilizando el software Image-J.

Grado de hinchamiento

Esta propiedad es importante para predecir el comportamiento de un biomaterial en el cuerpo,
donde estara en contacto estrecho con fluidos biolégicos. Para su evaluacion, las estructuras
fueron sumergidas en agua destilada a 25 + 2 °C, pesandolos 24 h después. El grado de
hinchamiento fue calculado por la diferencia de peso inicial y final (después de la inmersién
en agua).

4. Resultados y discusién
4.1 Hidrogeles y aerogeles a diferentes concentraciones de colageno

La Figura 1 muestra la evolucién de los modulos elastico y viscoso (Figuras 1A y 1B,
respectivamente) y la viscosidad compleja (Figuras 1C y 1D) con la frecuencia tanto de los
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hidrogeles (Figuras 1A y 1C) como de los aerogeles (Figuras 1B y 1D), con diferentes
concentraciones de colageno (5 y 10 mg/ml).

Figura 1: Evoluciéon del médulo elastico y viscoso y la viscosidad compleja de hidrogeles
(Figuras Ay C) y aerogeles (Figuras B y D) de colageno (5 y 10 mg/ml).
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Ambos sistemas mostraron un comportamiento de gel, donde el médulo elastico estaba por
encima del modulo viscoso, sin grandes variaciones con la frecuencia. Estos resultados
indicaron que todos los sistemas tenian suficiente estabilidad, permitiendo predecir el
comportamiento independientemente del tiempo de aplicacion de la deformacién. Ademas,
aunque no se observaron diferencias significativas en las tendencias de las curvas con la
frecuencia, un aumento de la concentracién de colageno se tradujo en un incremento de los
modulos elastico y viscoso correspondientes. En cuanto a la viscosidad compleja (Figuras 1C
y 1D), se pudo observar la misma tendencia, donde las concentraciones de 5y 10 mg/ml casi
aparecen superpuestas.

Tabla 1. Deformacion critica de los distintos sistemas estudiados

Sistemas Deformacién critica (%)
5 mg/mi 0,62 + 0,05
Hidrogeles
10 mg/ml 1,01 £0,10
5 mg/ml 0,80+£0,18
Aerogeles
10 mg/ml 1,29 £ 0,22

En la Tabla 1 vienen representados los valores de deformacion critica tanto de los hidrogeles
como de los aerogeles. De estos resultados, se puede confirmar que, un aumento de la
concentracion de coldgeno no suponia diferencias significativas entre los sistemas de 5y 10
mg/ml. Ademas, cabe destacar que los aerogeles eran mas rigidos y viscosos que los
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hidrogeles con las mismas concentraciones. No obstante, el hidrogel con mayor concentracion
de colageno era mas deformable que el aerogel con la misma concentracion.

Figura 2: Imagenes microscépicas de un (A) hidrogel y un (B) aerogel de colageno a una
concentracion de 10 mg/ml
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En la Figura 2 se incluyen imagenes que muestran una visidbn microscopica del hidrogel y
aerogel con concentracién de 10 mg/ml de colageno. La microestructura del hidrogel,
analizada por Crio-SEM, viene representada en la Figura 2A. Como se puede observar, existe
un importante grado de estructuracion con una distribucion de tamafio de poro mucho mas
homogénea que la observada en el aerogel con la misma concentracion (Figura 2B), ya que
el andamio presenta una mayor porosidad con una gran cantidad de poros de gran tamafo,
dado que su fase dispersa es un gas, mientras que la del hidrogel es liquida. Esto explicaria
la diferencia entre las estructuras de ambos sistemas. Sin embargo, la caracteristica mas
distintiva del aerogel es la heterogeneidad en el tamafo de los poros, ya que estan
comprendidos en un rango entre 130-300 um, encontrandose en el esperado para aerogeles
de colageno (120-200 um). Ademas, cabe mencionar que el alto grado de interconectividad
entre los poros, junto con su tamafio de poro propicio, favorecerian la implantacion celular y
el crecimiento de estas, asi como la consiguiente regeneracion del tejido. Por otra parte, existe
una gran uniformidad en el tamafo de poro de los hidrogeles (Figura 2A), aunque hay que
destacar que los poros con mayor tamano se encuentran aparentemente en las regiones
externas del hidrogel, mientras que los de menor tamafio se localizan en las zonas mas
internas. Los poros observados en la imagen tienen un tamafo aproximado de 1-11 ym, que
esta por debajo del rango favorable para la proliferacion celular (20-125 ym) (Yannas, 2013).
Para tamafios de poro inferiores a este rango, como en este caso, las células quedan
excluidas del interior de la matriz, lo que supondria un problema para su potencial aplicacién
en ingenieria tisular.

4.1.2 Influencia de la adicion de fructosa

Tras realizar la comparacién de las propiedades mecanicas y morfolégicas de ambos
sistemas, los aerogeles fueron los seleccionados para el estudio de entrecruzamiento con
fructosa, debido a su mayor rigidez y viscosidad, asi como su mejor rango de tamafo de poro
para la proliferacion celular de tejido muscular. Se escogié la mayor concentracion para esta
evaluacion. Se ha elegido la fructosa como agente de entrecruzamiento quimico en base al
hecho de que cualquier azucar reductor puede inducir una reaccién de Maillard en proteinas
(Gaar et al., 2020). La fructosa, especificamente, reaccionaria con los residuos de lisina del
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colageno, provocando una modificacion de la microestructura y, por lo tanto, en las
propiedades de los aerogeles.

Figura 3: Evolucion del médulo elastico y viscoso y la viscosidad compleja de aerogeles de
colageno (10 mg/ml) con diferentes concentraciones de fructosa (0 y 10 mg/ml).
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La Figura 3 muestra los resultados de los ensayos de frecuencia de los aerogeles de 10 mg/mi
de colageno a los que se han adicionado fructosa (10% en peso), tal y como se describid
anteriormente. Se ha incluido también el aerogel de colageno sin fructosa a modo de
referencia. Los resultados muestran un comportamiento predominantemente elastico con una
leve influencia de la frecuencia (Figura 3A). Para el sistema con fructosa, el médulo elastico
resultd ser menor que el aerogel sin agente de entrecruzamiento. Esto podria deberse a que
afiadir bajas concentraciones de agente de entrecruzamiento a los sistemas provoca el
comienzo de la reaccidon de entrecruzamiento, pero no el fortalecimiento de la estructura. En
la Figura 3B se representaron los resultados de la variacidon de la viscosidad compleja para
cada sistema con la frecuencia. Como se puede observar, la adicion de fructosa genera un
aerogel menos viscoso, aunque sin diferencias significativas respecto al andamio sin agente
de entrecruzamiento.

Tabla 2. Deformacioén critica y grado de hinchamiento de los distintos aerogeles estudiados

Sistema Concentracion Deformacion critica (%)  Grado de Hinchamiento (%)
de fructosa
10 mg/ml 10 % 2,00 + 0,34 70 £ 17

En la Tabla 2 vienen recogidos los valores de deformacioén critica de los aerogeles con y sin
fructosa. A partir de estos resultados, se puede sefalar que, para bajas concentraciones de
fructosa anadida, se observé un ligero aumento de la deformacién critica. Ademas, la Tabla 2
también muestra los valores de grado de hinchamiento de los aerogeles con fructosa afadida,
comparados con el sistema referencia. Se observé un descenso para aquellos sistemas que
contenian fructosa, probablemente debido a la mayor estructuracion del sistema, y por ende
menor capacidad de absorcion de agua en la estructura.

La Figura 4 incluye imagenes microscopicas de los aerogeles con diferentes concentraciones
de fructosa (0 y 10 % en peso). La adicion de fructosa modificé la microestructura de los
andamios, como se desprende de la comparaciéon de las imagenes SEM obtenidas. El
andamio sin agente de entrecruzamiento presenta una microestructura similar a hojas, con
gran heterogeneidad en el tamano de poro y su distribucion (Figura 4A), mientras que la
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presencia de fructosa derivd a una microestructura mas homogénea y estructurada (Figura
4B). La adicién de un 10% de fructosa generd una estructura porosa con poros de tamafnos
entre 6-55 uym. En general, las imagenes de SEM revelaron que la microestructura del
colageno cambiaba notablemente con la adicién de fructosa debido a la posible agregacion
que sucederia por la reaccién de Maillard entre el colageno y la fructosa.

Figura 4: Imagenes microscépicas de aerogeles de colageno (10 mg/ml) con diferentes
concentraciones de fructosa: (A) 0 y (B) 10 mg/ml.

5. Conclusiones

Este estudio ha permitido avanzar en el desarrollo de biomateriales con aplicacién en
Ingenieria de Tejidos, conectando con el objetivo principal del proyecto global que se esta
llevando a cabo. De esta forma, el estudio de estos andamios ha permitido desarrollar un
mayor conocimiento de las propiedades mecanicas y morfolégicas de estos materiales,
consensuando un avance hacia un sistema idoneo para su estudio in vitro e in vivo. Todo esto
siendo de gran interés para el proyecto global, cuyo objetivo principal es la regeneracion de
tejidos musculares a través de la Ingenieria de Tejidos. Ademas, dicho objetivo coincide con
uno de los Objetivos de Desarrollo Sostenible de la Agenda 2030: Garantizar una vida sana y
promover el bienestar para todos en todas las edades.

En concreto, se desarrollaron hidrogeles y aerogeles de colageno con propiedades mecanicas
adecuadas para su potencial aplicacién en ingenieria de tejidos. A partir de la morfologia de
ambos sistemas, se pueden extraer diferentes conclusiones:

La comparativa entre hidrogeles y aerogeles refleja que los aerogeles eran mas rigidos que
los hidrogeles, mientras que con la deformabilidad sucedia lo contrario. Ademas, el estudio
morfoldgico probd que ambos sistemas tenian una alta porosidad, aunque los hidrogeles
tenian mayor homogeneidad en el tamano de poro que los aerogeles. No obstante, el tamano
de poro de los hidrogeles (1-11 um) no resulté ser adecuado de acuerdo con el rango critico
para la proliferacién de células de tejido muscular (20-125 um), al contrario que el de los
aerogeles (130-300 pm).

Por otra parte, la evaluacion de diferentes concentraciones de colageno ha permitido verificar
que una mayor concentracién genera mejores propiedades mecanicas, reflejandose en el
aumento de la deformacién critica y el mddulo elastico de los andamios, independientemente
de que sean hidrogeles o aerogeles.

En cuanto a la adicién de fructosa a los andamios liofilizados (aerogeles) con una mayor
concentracion de colageno (10 mg/ml), esta mejoré la deformabilidad de los sistemas, pero
disminuyd su grado de hinchamiento, por o que es necesario llegar a un punto de equilibrio
entre ambas propiedades para optimizar el rendimiento del andamio en la generacién de
tejidos.

En definitiva, se puede concluir que los aerogeles son mas apropiados para aplicaciones en
ingenieria tisular, mientras que los hidrogeles presentaron limitaciones relacionadas con
problemas asociados al tamafio de poro. Asi, como posibles estudios futuros se plantea
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necesario modificar la composicién o las condiciones de procesado de los sistemas para
vencer esta limitacion. Ademas, de realizar un estudio biolégico de los sistemas mas idéneos
para continuar con el siguiente paso del proyecto que se esta llevando a cabo.
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