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Resumen. El objetivo de este trabajo es desarrollar dos montajes experimentales para la
evaluacién de las propiedades acusticas de hidrogeles de colageno y para estudiar su
correlacion con las propiedades mecanicas. El primero permite estimar la velocidad del
sonido, atenuacién e impedancia acustica de las muestras manejando la temperatura. En el
segundo, la configuraciéon anterior se combina con un ensayo mecanico de compresion, lo
que permite interrogar al mismo tiempo, tanto propiedades acusticas como mecanicas de la
muestra. Se observan las propiedades acusticas y mecanicas de los geles de colageno
preparados de acuerdo a diferentes condiciones experimentales: pH y la concentracion de
colageno. La variacion de estos parametros permite modificar las condiciones mecanicas de
la matriz.

INTRODUCCION

En los ultimos afos la ingenieria de tejidos esta siendo aplicada para su utilizacién en el
reemplazo de arterias de bajo calibre [1]. Basicamente se busca "crecer" en bioreactores el
tejido de interés utilizando células sembradas en una matriz (scaffold). EI material elegido
para las matrices se selecciona de tal manera que constituya un ambiente amigable para las
células. El polimero natural mayormente utilizado es el colageno [2]. Para la fabricacion de
estas matrices es habitual utilizar hidrogeles con bajo contenido de colageno [3]. Estos
hidrogeles, si bien mantienen una afinidad biolégica con las células, pierden las propiedades
mecanicas del tejido de donde fue extraido (i.e. tendones de colas de rata, tendon de
aquiles bovino). Por esta razén se busca mejorar las propiedades mecanicas mediante
diferentes métodos: generando crosslinking (i.e.: rayos UV [4] o mediante el uso de
glutaraldehido), variando la concentracion de colageno o el pH de la solucion, entre otros[3].
La evaluacion de las propiedades mecanicas de tales matrices altamente hidratadas es un
desafio porque implica métodos invasivos y finalmente destructivos. Esto, naturalmente, no
permite su aplicacion en bioreactores, con lo cual no es posible monitorear una evolucion in
vitro. Los ensayos basados en ultrasonido pueden representar una de las herramientas
adecuadas para investigar las propiedades mecanicas de estos materiales.

Los aportes de la comunidad cientifica al estudio de las propiedades acusticas del colageno
provienen mayormente del estudio de gelatinas animales. Un gran nimero de mediciones en
fantomas de gelatinas en diferenes concentraciones y mezclados con dispersores (para su
uso en elastografia y sistemas médicos de ultrasonido) han sido ampliamente desarrollados
y caracterizados[5]. Por el contrario, el colageno en geles a nuestro conocimiento, no ha
sido caracterizado aun.

En este trabajo se busca, en primera instancia, caracterizar acusticamente los geles de
colageno con diferentes propiedades mecanicas, esto se logra utilizando distintas
concentraciones y usando soluciones con diferente pH (ver seccion 2.1). Por esta razén, en



la seccion 2.2 se desarrolla un experimento a temperatura controlada en el cual se
determinan los parametros acusticos de los geles estudiados. En la seccion 2.3 se describe
un experimento que intenta echar luz al segundo objetivo de este trabajo: el estudio de las
correlaciones entre la velocidad del sonido y los parametros mecanicos de éstos geles. En
ambos experimentos se realizan los analisis estadisticos pertinentes. En la seccién 3 se
discuten los resultados en cada uno de los experimentos. Finalmente, en la seccién 4 se
comentan las conclusiones y algunos trabajos futuros en relacion a esta linea de
investigacion.

PARTE EXPERIMENTAL

2.1 Preparacion de muestras. Una solucion de colageno tipo | (4 g/L)y 0.02 M de acido
acético se obtuvieron de tendones de colas de rata (de sus siglas en inglés, rat tails tendon
RTTs) de acuerdo con el procedimiento publicado en [6]. Los geles de colageno fueron
preparados con dos diferentes pH finales (7, 10) y con tres diferentes concentraciones de
colageno (1.6, 2, 2.4 g/L, se denominaron C4, C,, C3, respectivamente) de acuerdo con un
plan factorial. La solucion de colageno (acida) fue mezclada con una solucion 4M de NaCl y
1M de NaOH con diferentes proporciones de tal manera de obtener soluciones de colageno
a pH 10 con las tres diferentes concentraciones de colageno. Para todas estas soluciones
de colageno las concentraciones finales de NaCl fue 130mM. Las soluciones de colageno a
pH 7 se obtuvieron agregando 1M de una solucién tampén (denominada HEPES). En este
caso, la concentracion final de HEPES fue 20mM. EIl volumen final fue ajustado con agua
desionizada.

Las soluciones de colageno fueron vertidas en recipientes tipo Petri (35 x 10 mm?, Cell
Culture Dishes, Corning Inc., Wilkes Barre, PA, USA), inmediatamente después las
muestras fueron refrijeradas a 4°C durante 45 minutos a partir de los cuales se dej6é a
temperatura ambiente para permitir el proceso de gelificacion.

Las muestras resultantes se caracterizaron con dos procedimientos diferentes: ensayos
mecanicos de compresion y ensayos de ultrasonido.

Ademas, se prepararon algunas soluciones de NaCl y muestras de gelatina animal tipo A
para la validacién del setup experimental, estos datos no seran mostrados en este trabajo.
2.2 Experimento 1: caracterizacion de propiedades acusticas de los geles. Las
muestras gelificadas (n=3 para cada concentracion y pH) en forma de disco de 35mm de
diametro y altura variable (<10mm) fueron depositadas cuidadosamente en un recipiente
(celda) controlado térmicamente para su caracterizacién acustica. Se midié de a una
muestra por vez con intervalos de 5 minutos entre medicion. La medicion se realiz6 luego de
estabilizar la temperatura a 20°C (aproximadamente 5 minutos).
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Figura 1: (a) Experimento 1. Arreglo experimental de ultrasonido: transductor, linea de retardo y
reflector. (b) Arreglo experimental de ultrasonido, control de temperature y celda de medicién. (c)
Experimento 2 Ecos en el recipiente Petri. (d) Mediciones mecanicas y de ultrasonido realizadas
simultaneamente.

El experimento se basa en el trabajo de McClements y Fairley [7]. Brevemente, la medicion
se realizé en una configuracion del tipo pulso-eco con una linea de retardo de caracteristicas



acusticas conocidas. El arreglo experimental consisti6 en un transductor sintonizado de
ultrasonido (Ultran LRD25-10, con frecuencia central 10 MHz) seguido de una linea de
retardo (longitud 16mm y diametro 15.6mm ver la Fig.1 (a)). El transductor fue excitado con
un generador de onda (Ultran) en modo reflexion. Las sefales provenientes de la muestra
fueron analizadas usando un osciloscopio digital HP 54616B 500MHz 2 GMuestras/seg). Se
adquirié un total de 5000 puntos por sefial que se enviaron a una computadora mediante la
interfase serie utilizando una rutina escrita en Matlab.

Una vez que las sefiales fueron digitalizadas se estimaron los siguientes parametros
acusticos: velocidad del sonido (SOS), atenuacién (a;) e impedancia acusitca (Z;). SOS se
obtuvo fijando el ancho de la muestra a D=5mm y midiendo la diferencia de tiempo entre el
primer y segundo eco. El primer eco se debe a la interface linea de retardo / muestra y el
segundo a muestra / superficie reflectora metalica (fondo del recipiente A, reflector total). La
impedancia acustica fue calculada usando un medio de referencia (agua desionizada Z,,=
1.4796x10° kgm™seg™ a 20°C ver referencia [7]). Este parametro fue utilizado para calcular
la atenuacion, de esta manera, las mediciones de impedancia acustica y atenuacion estan
referenciadas a los parametros del agua desionizada.

El control de la temperatura fue implementado mediante un criéstato (circulador) y una celda
especialmente disefiada. La celda tiene dos recipientes (ver Fig.1 (b)): en el primero se
midieron las propiedades acusticas y en el segundo la temperatura mediante una
termocupla (OMEGA, conectada a un i-Series 1/32 Programmable Temperature/Process
Meters). Los datos se adquirieron mediante una interface serie también con una rutina en
Matlab.

2.3 Experimento 2: Propiedades acusticas y mecanicas en compresion. El objetivo de
este experimento fue monitorear la velocidad de sonido en la muestra durante un ensayo
mecanico de compresion, midiendo simultdneamente propiedades mecanicas y acusticas en
la misma muestra [8]. Las muestras en forma de disco mencionadas previamente se
ensayaron mecanicamente en un test de compresion mientras en la misma celda de fuerza
se coloco el transductor de ultrasonido. El plato de compresion consistio en el transductor de
ultrasonido unido a la linea de retardo, mencionado en la subseccién anterior. En
consecuencia, el plato de compresion en contacto con la muestra fue circular y de diametro
15.6mm (ver Fig.1 (c) y (d)). Se utilizé una celda de carga de 5N y un equipo Instron
Microtester (Instron 5848 Microtester, Instron Corporation, Norwood, MA, USA) para
registrar el ensayo. Las mediciones fueron adquiridas con matlab.

Mediciones acusitcas. Basicamente fue utilizada la misma metodologia explicada en la
seccion 2.2. En este caso los ensayos fueron realizados a temperatura ambiente (25°C) y la
muestra fue ensayada directamente en el recipiente Petri. Una imagen de los ecos que
aparecen en una configuracion de este tipo es mostrada en la Fig.1 (c): retardo/muestra,
muestra/primer capa del Petri, primer capa del Petri/ fondo del Petri y las reflexiones
sucesivas.

Mediante la diferencia de tiempo entre el primer eco (retardo/muestra) y el segundo
(muestra/fondo de Petri) se calculo el tiempo de vuelo de la sefial en la muestra. El ancho
de la muestra fue extraido de la Instron, cuyas mediciones incrementales son muy precisas.
A partir de estas mediciones se aplico el siguiente procedimiento. Si se toman por ejemplo
dos mediciones de ultrasonido en dos posiciones diferentes de la celda de carga, por

ejemplo posicion 2 (pz), con un ancho de muestra x, —4x, en un instante de tiempo del
segundo eco ¢, , y otra medicion en una posicion posicion 3 (ps), se tiene:

2(x, — 4x,)=SOS(t, —t,) (1)

donde x, es el ancho inicial de la muestra, 4x;, es el desplazamiento incremental de la
celda de carga, f, es el tiempo de arrivo del primer eco y ¢, es el del segundo eco



perteneciente a la seiial p,. El valor 7, es el instante de tiempo en que arriva el segundo eco

de la sefial p;. De esta manera, se puede estimar la velocidad del sonido tomando la
minimizacion de minimos cuadrados de la forma matricial de la Ec.1), usando tantas
posiciones de la celda de carga como sea posible:

sos=(x"-x) . x".y )
donde X es el vector que contiene las diferencias ¢, —¢, e Y contiene las diferencias

Ax,,, — Ax, . Es importante remarcar que en este caso solo se tomaron mediciones de

velocidad del sonido.

Mediciones mecanicas. Las muestras fueron ensayadas con un preacondicionamiento de
velocidad 0.02mm/seg y amplitud 0% a 2%. La velocidad del ensayo también fue de
0.02mm/seg. La curva de rigidez se obtuvo derivando un polinomio de orden 5 interpolado
en la curva de compresion. Debido al comportamiento elasto-plastico (cambio en la
pendiente de la curva de compresion) en la curva de tension-deformacion se definieron dos

regiones y se estimaron dos pendientes (parametros): ER1 y ERu en las regiones R, y Ry,

respectivamente. La deformacién alcanzada en la regiéon R, fue £=~0.08 y entre

0.16 <£<0.33 en la R, este en general, fue el comportamiento observado en todas las
muestras. Las estimas de estas pendientes fueron obtenidas por dos métodos: el primero
promediando la rigidez interpolada con el polinomio de orden 5 en la region correspondiente

(se denomina Edf//"R ) ¥ el segundo tomando la pendiente de un polinomio lineal en cada
i

region (se denomina E ). En consecuencia, se obtuvieron dos estimas de cada region

interp R
i

(dos ER[ y dos para ER” ).

2.4 Analisis estadistico. Se midieron tres repeticiones de cada muestra de las enumeradas
en la seccion 2.1 para el experimento 1 y otras tres para el experimento 2. Se aplicé un
analisis de varianza de dos factores (ANOVA) para evaluar el efecto del pH y la
concentracién de colageno. En todas las figuras se representa la media + desviacion
standard. Los coeficientes de correlacion lineal entre los parametros mecanicos y la SOS
fueron determinados utilizando un analisis de correlacion de Pearson. En todos los tests
mencionados los resultados fueron considerados estadisticamente significativos para

p —valores <0.05.

RESULTADOS Y DISCUSION

Es importante remarcar que se tuvo especial cuidado al momento de medir este tipo de
hidrogeles por dos factores importantes. El primero, es el referente al contenido de burbujas
de aire. Si el proceso de gelificacion se da demasiado rapido es posible que algunas
burbujas permanezcan dentro del gel, afectando asi sus propiedades acusticas. Por esta
razén, se retardo la gelificacion disminuyendo la temperatura de la solucion (sin gelificar) a
4°C, permitiendo asi la desgasificacion luego de ello se llevo a temperatura ambiente. El otro
factor es el referente al contenido de NaCl. Es sabido que la velocidad del sonido aumenta
con el contenido de sal, como la intencibn en este trabajo no es medir el cambio de
contenido salino sino el cambio en las propiedades mecanicas, entonces se realizaron todas
las muestras con el mismo contenido de NaCl (concentraciones finales de 130mM).

El objetivo principal del experimento 1 fue obtener los valores medios de los parametros
acusticos en geles de colageno dado que, a nuestro conocimiento, no existen datos en
literatura. Los parametros medidos se resumen en la Tabla |. La atenuacién e impedancia,
tal como se menciond previamente, se muestran referenciados a los valores en agua
desionizada.

Observando la SOS en estos geles, los ANOVA mostraron diferencias significativas

(p<0.05) entre las muestras C4-C, y entre C4-C5; (mayor la concentracion de colageno



mayor la velocidad del sonido) aunque la diferencia entre C,-C3; no fue estadisticamente
significativa. También se observé que cuanto mas alto el pH mas baja fue la SOS. La
impedancia acustica no mostré una diferencia significativa relevante entre las
concentraciones de colageno y tampoco con el pH. Por otro lado, para la atenuacion no
hubo diferencias con el pH, aunque con la concentracién de colageno C; mostré los valores

mas altos si se comparan con C;y C, ( p <0.05).

Tabla I. Valores medios (+desviacion standard) de las propiedades acusticas de gelatina al 5% p/p y
geles de colageno a 20°C.

Muestra (n=3)  SOS [m/s] Atenuacion (as/ a,) Zs[10°kgm“seg’]

Cq pH=7 1492.6 £0.54 1.10+£0.04 1.512+0.011
C, pH=10 1490.8+0.50 1.15+0.03 1.510+0.007
C, pH=7 1497.2+0.43 1.08+0.02 1.516+0.006
C, pH=10 1495.3+0.37 1.13+0.01 1.514+0.002
C; pH=7 1495.8+0.18 1.156+0.04 1.519+0.007
C; pH=10 1494.2+0.21 1.18+0.06 1.518+0.016

En la Fig.2 se muestra un ejemplo de una medicion tipo del experimento 2 con sus dos
regiones definidas en el ensayo de compresion (muestra C, con pH 10). En la Fig.2 (a) se
muestra el ensayo de compresion (€ es la deformacion normalizada). Los registros de las
sefales de ultrasonido fueron adquiridos en intervalos de 10 segundos aproximadamente, lo
que equivale a las deformaciones marcadas con una “x” en la Fig.2 (a). La duracion de un
registro de la senal de ultrasonido (por ejemplo p,, ver Fig.2 (b)) es 10y seg, en
consecuencia, es razonable suponer que el material no se comprimié durante la adquisicién
del mismo.
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Figura 2: (a) Ensayo mecanico de compresion tipo en gel de colageno. Los circulos abiertos
representan el esfuerzo (normalizado, eje izquierdo) y la linea punteada la rigidez (eje derecho). Las

“y”

X" representan las deformaciones a las cuales se tomaron las mediciones de ultrasonido. (b)
Mediciones de ultrasonido a cuatro diferentes deformaciones: posiciones i (p;). Los numeros (i)
indican los diferentes ecos.

En la Fig.2 (a) se muestran también las dos regiones definidas: R, abarca tres mediciones
de ultrasonido, mientras que R, se encuentra entre el quinto y noveno registro. En cada una
de las regiones la SOS es calculada mediante la Ec.2 usando como minimo tres posiciones.

Entonces se obtuvieron dos velocidades del sonido SOSR[ y SOSR” , asociadas a la Region

I y I, respectivamente. Promediando todas las posiciones se definid otro parametro
SOS v -



La Fig.3 (a-f) muestra los resultados en los parametros mecanicos y la velocidad del sonido
para el contenido de colageno, separando los datos en las dos regiones definidas. Se

encontraron diferencias estadisticamente significantes para la SOSRI y SOS,,,y entre Cy-

C, y C4-C; pero no para C,-C3;. Cuanto mayor fue la concentracién de colageno mayor fue
la SOS. Este comportamiento no es observado en la Ry, por el contrario los resultados en
esta region concuerdan con el experimento 1 o al menos no existe una diferencia
significativa entre las diferentes concentraciones (ver Fig.3 (f)). Con respecto a las
propiedades mecanicas, en la regién | se observaron fuertes diferencias entre los

parametros ER; (para ambas estimas EdiffR. y E,WPR_ ) y la concentraciéon de colageno
1

para C4-C, y C4-C3; pero no para C,-C;. Este comportamiento es similar a los resultados
encontrados para la SOS en esta region. Las Figs. 3 (d) y (e) muestran un incremento

estadisticamente significativo en ERu para las concentraciones 1 a 3y 2 a 3, aunque no de
1a2.
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Figura 3: Resultados en geles de colageno. (a-f) Parametros mecanicos y velocidad del sonido y sus
relaciones con la concentracion de colageno. (g-I) Parametros mecanicos y de velocidad del sonido y
sus relaciones con el pH.

En la Fig.3 (g-1), se muestran los mismos datos pero graficados con respecto al pH. La SOS
en la region | y SOS,,,, se incrementé con el factor pH. Las propiedades mecanicas
mostraron un comportamiento similar al observado por Achilli y otros [3]. En la regién | y en
la Il se observaron fuertes diferencias para el parametro ER1 para ambas estimas. Un

incremento en el pH de 7 a 10 se correspondié con un valor mas alto de ER/ . Este no es el

caso de la SOS en la region Il, en el que no se encotrd una diferencia significativa.

La Figura 4 muestra un andlisis de correlacion entre SOS y los parametros mecanicos

(EWWR] y E""’@'PRH ). Se encontré6 una correlacion lineal significativa entre SOSRI y

E,.merpR (r>=0.79 y p<0.01) (ver Fig.4 (a)). Este comportamiento se observé tambien
1

con SOS

Mean

y E,.WPR (r*=0.78 y p<0.01, Fig.4 (e)) y relativamente en SOSR1 y
1
EmwrpR (r> =0.64 y p<0.01). Una correlacion débil aunque estadisticamente significativa
17

se encontro entre SOS,,,,, and El.merpR (r* =0.52 and p <0.01). Las regresiones usando
Vg



el parametro SOSRU fueron siempre predictores pobres de E (r’=049 y p<0.01)
1

interp R

Y Eierp, (r?=0.27 y p<0.05). Este tltimo mostr6 los menores valores de correlacion.
i

Con respecto a la Fig.4 se debe remarcar que el material ensayado tuvo diferentes
condiciones siempre (contenido de colageno y pH), por esta razén los resultados deben ser
tomados con cautela. Como un comportamiento general podria ser sehalado que los

parametros mecanicos definidos son bien predichos por cualquiera; SOSRI y SOS,,... -
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interp p interp R
1

sonido ( SOSRI , SOSRH y SOS,,.,v )- Concentraciones de colageno 1.6/2.0/2.4 gr/L en +y x /

triangulo hacia abajo y hacia arriba / circulo y punto, respectivamente. Las muestras con pH10 fueron
marcadas en rojo y en negro las de pH 7.

Para comparar los resultados de ambos experimentos (1 y 2) se debe aclarar que en el
primero las muestras en forma de disco fueron extraidas del Petri e introducidas en la celda
termalizada. Luego de esto la muestra es presionada cuidadosamente hasta lograr el
espesor de 5mm y, consecuentemente, fijar el ancho de las mismas. Este protocolo genera
dos procesos en la muestra: la pérdida de liquido y posteriormente la aplicaciéon de una
deformacion no controlada (todas las muestras no poseen el mismo espesor inicial). Es
altamente probable que las muestras se encuentren en una deformacién en la regién Il
(0.16 <& <0.33) o mayor. Teniendo en cuenta esto los resultados estan en acuerdo.

Segun se muestra en las Figs. 3-4, el contenido liquido (ademas de la concentracion de
colageno y el pH) en este tipo de matrices juega un rol preponderante. Al parecer en la
region | el parametro mecanico obtenido es el de la matriz con todo el fluido en equilibrio. En
la regién Il, en cambio, la parte liquida de la matriz estaria fluyendo hacia afuera. En
definitiva la muestra se modifico en el ensayo y se estaria midiendo otro tipo de material. Es
importante remarcar que este fendmeno también se observa en la velocidad del sonido.



CONCLUSIONES

En este trabajo se desarrollaron dos experimentos de ultrasonido que permitieron interrogar;
primero las propiedades acusticas de geles de colageno altamente hidratados, y en segunda
instancia observar su correlacién con algunos parametros mecanicos.

En cuanto a la atenuacién en estos geles se obtuvieron valores del orden del agua
desionizada. Esto pareceria indicar que a 10MHz (frecuencia central del transductor) la
dispersion en la muestra es baja. Los valores de impedancia acustica son mas elevados
comparados con el agua desionizada, estimamos que esta diferencia se debe al contenido
salino de los mismos. Hay que destacar que estos parametros se obtuvieron con la muestra
en la region 1l, es decir, con una deformacion relativa entre 0.16 <¢ <0.33. La velocidad del
sonido es un parametro que, segun se observo, es sensible a esta deformacion.

Si bien el modelo mecanico de estos geles no es del todo comprendido (ver [9]), se pudo
apreciar un cambio en el comportamiento de la matriz en las regiones definidas como | y Il.
Al parecer esto se debe a que en la primera el fluido esta en equilibrio y en la region Il el
fluido esta saliendo de la matriz. Este comportamiento también fue observado en la
velocidad del sonido.

Los parametros mecanicos estimados en los ensayos de compresion poseen una alta
correlacion con la velocidad del sonido, motivo por el cual seria interesante estudiar
rigurosamente este fendmeno.

Con estos datos se busca construir un modelo mecanico tedérico que permita, entre otras
cosas, desarrollar estrategias de control y prediccion en biorreactores.
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