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Resumen

RESUMEN

Enfermedades tales como osteoporosis, osteonecrosis, osteogénesis imperfecta y
tumores 6seos se caracterizan por pérdida de masa dsea con deterioro de la
microarquitectura lo que se asocia con riesgo de fractura en la poblacién general. Las
terapias convencionales para la reparacidén de lesiones dseas incluyen la reconstruccion
quirargica, el trasplante, y el reemplazo por proétesis artificiales. En la actualidad el
tratamiento de dichas enfermedades es un area de gran interés, a tal punto que la ingenieria
de tejidos, ciencia que aplica los principios de la ingenieria y las ciencias de la vida para
desarrollar sustitutos biolégicos que reparen o mejoren la funcién biolégica de un tejido u
drgano, se ha convertido en una terapia alternativa para tratar la pérdida de hueso por
medio de la utilizacion de productos biomédicos obtenidos a partir de biomateriales con
aplicaciones en reparacion de tejidos dafiados.

La busqueda de nuevos materiales que puedan ser empleados en el campo de la
ingenieria de tejidos ha permitido que en los ultimos afios surja un especial interés en la
investigacion de las sustancias poliméricas, fundamentalmente de origen natural. Los
biopolimeros han presentado un papel primordial en el desarrollo de nuevos materiales por
no presentar limitaciones en cuanto a biocompatibilidad, biodegradabilidad y toxicidad,
ademas de ser naturalmente abundantes y renovables.

El enfoque de la ingenieria tisular se basa en el uso de tres elementos fundamentales:
las células, las biomoléculas y las matrices tridimensionales (scaffolds). En este sentido, los
scaffolds poliméricos desempeiian un papel muy importante, y para ello deben cumplir una
serie de requisitos con el fin de favorecer la integracién y vascularizacion del tejido, deben
ser biocompatibles, biodegradables, tener adecuadas propiedades mecanicas y una
superficie quimica apropiada que favorezca la adhesion, proliferacién y diferenciacién

celular.



Resumen

En este contexto, el quitosano, biopolimero obtenido por desacetilacidn de la quitina
de caparazones de crustaceos y mas recientemente pluma de calamar, es un candidato con
un gran potencial, utilizado en una amplia gama de aplicaciones, ya que posee propiedades
bioldgicas unicas, entre las que se incluyen su biocompatibilidad, su biodegradacién, su
marcada actividad antibacteriales, entre otras y ademas posibilita el desarrollo de scaffolds
en una gran variedad de formas como polvos, microparticulas y filmes.

Debido a que las caracteristicas de este biopolimero extraido de fuentes marinas
encajan perfectamente con aquellas cualidades necesarias para el disefio de soportes
poliméricos biocompatibles que pueden ser utilizados en ingenieria tisular regenerativa del
tejido 6seo y con el fin de ofrecer una alternativa para el procesamiento de la pluma de
calamar generado en las zonas pesqueras del Mar Argentino, el gran reto de este trabajo de
tesis fue el desarrollo de scaffolds biodegradables basados en quitosano obtenido a partir de
quitina extraida de la pluma del calamar /llex argentinus. Hasta la fecha esta fuente no ha
sido reportada como materia prima para la obtencién de los mencionados polimeros.

Como primer etapa (Seccién A de este trabajo de tesis) se adecuaron las condiciones
de aislamiento, purificacidn de la B-quitina a partir de la pluma del calamar /llex argentinus y
se llevé a cabo la obtencion de quitosano por desacetilaciéon de la misma obteniéndose
quitina y quitosano de alta calidad. Por ultimo se realizé una caracterizacidn fisicoquimica de
los biopolimeros, investigandose las propiedades en estado sélido (estructura cristalina,
grado de acetilacién) y en solucién (estimacion del peso molecular promedio y evaluacién de
las propiedades reoldgicas) de la quitina y quitosano.

En una segunda etapa (Seccién B de este trabajo de tesis) se desarrollaron y
caracterizaron scaffolds biodegradables basados en los polimeros biodegradables quitosano
y el poliéster sintético poli-e-caprolactona, mediante la técnica de evaporacion de solvente
con el agregado de la droga con actividad osteogénica alendronato de sodio y
compatibilizados mediante el uso del entrecruzante no téxico tripolifosfato de sodio, dirigido
a aplicaciones de liberacién de farmacos en ingenieria de tejidos que favorezcan el
crecimiento de células del tejido 6seo para su utilizacion en reparacién y regeneracion del

tejido dseo y posterior aplicacién en implantes éseos.



Resumen

Se evaluaron las caracteristicas fisicoquimicas y biolégicas de los scaffolds con las
diferentes composiciones el objetivo de seleccionar los mas adecuados para su posterior
aplicacion como futuro material de aplicacién en el tratamiento de lesiones dseas.

La caracterizacion fisicoquimica y estructural de los scaffolds utilizando técnicas de
microscopia (electrénica y dptica) y por espectroscopia FTIR reveld diferencias de acuerdo a
su composicion en alendronato y tripolifosfato. La evaluacién de la respuesta bioldgica
(biocompatibilidad y posible citotoxicidad) de los diferentes scaffolds se realizd6 con un
modelo experimental in vitro de osteoblastos en cultivo.

La evaluacion del crecimiento y la diferenciacion osteoblastica de las células crecidas
en los diferentes scaffolds basados en mezclas de quitosano y poli-e- caprolactona, permitid
observar que dichos materiales presentan una buena biocompatibilidad. Las células crecieron
bien mostrando una morfologia tetraédrica normal y fueron capaces de adherirse y proliferar
en todas las matrices poliméricas. En los cultivos in vitro de osteoblastos lleva a concluir que
se obtienen mejores resultados en cuanto a proliferacion celular y diferenciacién en los
scaffolds que contienen bajos dosajes de la droga bisfosfénica alendronato, ya que la
inclusion de altas concentraciones de alendronato induce un efecto inhibitorio
dosis-dependiente sobre la progresion celular. Por otra parte aquellos scaffolds
entrecruzados con tripolifosfato resultaron ser tdxicos para el crecimiento y diferenciacion
de los osteoblastos. Los estudios de caracterizacion fisicoquimica y bioldgica sugieren que los
scaffolds basados en quitosano-PCL adicionados con dosis de alendronato entre 0,1y 0,5 %
p/p poseen un enorme potencial y serian los candidatos mas adecuados en aplicaciones de

ingenieria de tejido dseo.
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Seccidon A: Quitina y Quitosano
I. Quitina y Quitosano. Fuentes de obtencion, propiedades y aplicaciones.

QUITINA Y QUITOSANO.
FUENTES DE OBTENCION, PROPIEDADES Y APLICACIONES.

1. QUITINA.

1.1. Generalidades.

La quitina es un polisacérido lineal nitrogenado, de origen natural, blanco, duro y
cristalino. Fue aislado por primera vez por Braconnot en 1811, a partir de hongos
superiores, y por su origen la denomind “fungina” (Braconnot H., 1811). El nombre quitina
- vocablo griego y1tmv (xitwuyv, chiton), que significa tunica, cubierta o envoltura-se debe
a Odier, que en 1923 la aislé a partir de escarabajos en soluciones alcalinas (Odier A.,
1823). Quimicamente se trata de un polimero de alto peso molecular compuesto por
unidades de N-acetil-2-amino-2-desoxi-D-glucosa unidas entre si por enlaces glicosidicos
B (1—4) formando una cadena lineal. Algunas de las de unidades monoméricas se
encuentran desacetiladas.

La quitina se diferencia estructuralmente de la celulosa en la presencia de un
grupo N-acetamida (-NH-CO-CHs) en lugar del grupo hidroxilo (OH) en el carbono en
posiciéon 2 de la unidad de glucosa de la celulosa (Gardner K. et al., 1975). La gran
similitud estructural existente entre la quitina y la celulosa se muestra en la figura 1.1.

Si bien la quitina y la celulosa desempefian un rol semejante como materiales de
soporte y defensa en los organismos que los contienen, la celulosa es sintetizada
preferentemente en plantas, mientras que la quitina se encuentra presente en varios
grupos taxondmicos, principalmente en animales inferiores. Comunmente se la encuentra
en el exoesqueleto o cuticula de varios invertebrados (artrépodos y moluscos entre
otros), asi como también en las paredes celulares de la mayoria de hongos y algunas

algas.
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Seccidon A: Quitina y Quitosano
I. Quitina y Quitosano. Fuentes de obtencion, propiedades y aplicaciones.
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Figura 1.1. Estructura quimica de la quitina (a) y celulosa (b).
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Estos dos biopolimeros poseen la ventaja de ser conocidos en la naturaleza desde
hace millones de anos. En efecto, es posible asignarle a la quitina una edad de al menos
570 millones de afios, al haber sido encontrada en el exoesqueleto de trilobites,
artropodos acuaticos fésiles que datan de la era Paleozoica (Ldrez Veldsquez C., 2006).

La quitina se produce por biosintesis y las enzimas involucradas en su formacién y
degradacion estan identificadas (Koide S., 1998). En la naturaleza la funcién de la quitina,
como forma nativa, esta bien definida como un polisacdrido estructural que actia como
material de soporte y defensa en una gran variedad de organismos. Se encuentra
asociada de distintas maneras en las diversas matrices bioldgicas de los tejidos que
compone: unida a proteinas formando complejos entre si, asociada a otros polisacaridos
o hidroxifenoles, lipidos, pigmentos y sales inorganicas. Entonces, es evidente que para
aislar el biopolimero de su matriz bioldgica original seran necesarios sucesivos procesos
de extraccidn y purificacion.

La quitina es el polisacarido natural mas abundante en términos de ocurrencia
estatica luego de la celulosa y primero por su tasa de regeneracion en la bidsfera, que se
estima el doble de la celulosa (2,3.109 toneladas/afio sélo para crustaceos) (Dutta K. et
al., 2002). Si bien constituye un importante recurso renovable, estadisticamente se ha
demostrado que su acumulacion constituye la mayor fuente de polucién superficial en
areas costeras. El aprovechamiento de estos desechos constituye una oportunidad de
desarrollo industrial, y a la vez, una solucién inteligente para el problema ambiental que

los mismos generan.
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A diferencia de los polimeros sintéticos la quitina y su principal derivado, el
guitosano, no presentan limitaciones en cuanto a la biocompatibilidad, biodegradabilidad
y toxicidad, ademas de ser naturalmente abundantes y renovables. La quitina y el
quitosano pueden considerarse como un nuevo tipo de materiales poliméricos
biofuncionales que son ambientalmente benignos (Kurita K., 2006) y que poseen mayor
numero de potenciales aplicaciones que la celulosa en varios campos.

Si bien la quitina es uno de los polimeros mas abundantes, su utilizacién como
material polimérico es limitado debido a su elevada cristalinidad, lo que le confiere una
pobre solubilidad tanto en medios acuosos como solventes organicos y por tanto pobre
reactividad. De ahi el hecho de que la mayoria de los estudios orientados a su utilizacién
estén dirigidos a lograr modificaciones quimicas para obtener derivados con propiedades
mas convenientes, de los cuales el mas notorio es el quitosano producido por
desacetilacién.

Los estudios de difraccién por rayos X han identificado tres formas polimodrficas de
quitina en la naturaleza, denominadas alfa (a), beta (B) y gamma (y) quitina. Las mismas
difieren no sélo por su arreglo en la regién cristalina (empaquetamiento, disposicion u
ordenamiento y en las polaridades de las cadenas adyacentes dentro de la celda
cristalina) sino también en su origen bioldgico. Sus disposiciones se aprecian en la figura

1.2.

a-quitina B-quitina »quitina

Figura 1.2. Polimorfos de la quitina en la naturaleza y ejemplos bioldgicos de cada uno de ellos.
Las “flechas” representan la disposicion de las cadenas poliméricas. Basado en Onar N. et al.,
2004.
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Las formas mds comunmente estudiadas son la a- y B-quitina. La a-quitina es la
mas abundante y prevalece en cuticula de artrépodos, pared celular de hongos vy algas,
quistes de Entamoeba y radula y cuticula esofagica de cefalépodos dibranquiados, entre
otros. Presenta una disposicion antiparalela de las cadenas poliméricas, las cuales se
estabilizan por fuertes interacciones por puentes de hidrégeno intercatenarios e
intracatenarios (Blackwell J. et al., 1980). El polimorfo B-quitina consiste en un
ordenamiento paralelo y mas abierto de las cadenas, que se caracteriza por interacciones
intermoleculares por puentes de hidrégeno, mas débiles (Gardner K. et al., 1975). Debido
a esta diferencia estructural la B-quitina exhibe un mejor comportamiento de solubilidad,
mayor capacidad de absorcién de agua asi como mayor afinidad frente a solventes
organicos. Estas propiedades se traducen en una mayor reactividad en comparacién con
la a-quitina, siendo importante para su derivatizacion en posteriores aplicaciones. La 3-
quitina, menos abundante, ha sido estudiada en pluma de calamar, espinas de ciertas
diatomeas, braquiépodos, tubos de pogondforos y vestimentiferos, asi como también en
otros pocos organismos. La B-quitina de pluma de calamar es semicristalina, pero una
forma casi completamente cristalina se aislé de tubos del pogondforo Tevnia jerichonana
(Gaill F. et al., 1992). Datos abundantes Unicamente se encuentran en relacién a las
formas a- y B- de la quitina. Respecto al alomorfo y-quitina, que presenta una disposicién
de dos cadenas paralelas en un sentido y la siguiente en sentido opuesto (figura 1.2.),
existen pocos datos publicados en la literatura debido a la naturaleza inusual de este tipo
de quitina (Jang M. et al., 2004). Inclusive algunos autores se inclinan por considerar este
polimorfo como una variante de la familia a-quitina (Rinaudo M., 2006; Roberts G., 1992).
La forma a-quitina es la mas estable; ello se ve confirmado por la tendencia de
transformacién, mediante tratamientos quimicos, de la forma B- en a- y de igual manera
la forma y- en a-. Rudall y Kenchington (Rudall K. et al. 1973) asocian diferentes funciones
bioldgicas a cada forma polimérfica.

Por ser un producto natural, no es posible esperar una composicién Unica para la
quitina. Debe entenderse por esto que las diferentes moléculas del polimero presentan
variabilidad entre ellas. La variabilidad abarca el tamano molecular, el porcentaje de
grupos amino-acetilos y la secuencia de estos a lo largo de la cadena. Es asi entonces que
la quitina aislada se caracteriza mas especificamente evaluando el grado de acetilacion

(DA), definido como la fraccion molar de unidades glicosidicas N-acetiladas (Roberts G.,
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2008) (unidades A en la figura 1.3.). Este valor refleja el efecto de la solubilidad y

propiedades en solucidn de la quitina y sus derivados.

o
ch_<
NH

Figura 1.3. Grado de acetilacion de la quitina. Las unidades repetitivas de monosacarido en la
quitina se hallan representadas por N-acetil-2-amino-2-desoxi-D-glucosa (A) y 2-amino-2-desoxi-
D-glucosa (D). Basado en Aranaz I. et al., 2009.

Algunos autores argumentan que la quitina natural posee un grado de acetilacion
de 0,66, es decir, que una de cada tres de sus unidades se encuentran desacetiladas
(Peniche Covas C., 2006), otros (Ravi Kumar M., 2000) que el DA tipico de la quitina es
0,90; de acuerdo a los datos bibliograficos no se observa una conformidad entre los
diferentes autores. La quitina obtenida a partir de diatomeas constituye una excepcion ya

gue todos los grupos amino estan acetilados (Blackwell J., 1967).

1.2. Fuentes de obtencion de quitina.

A pesar de que la quitina estd ampliamente distribuida en la naturaleza (Fungi,
Algae, Protozoa, Cnidaria, Aschelminthes, Endoprocta, Bryozoa, Phoronida, Brachiopoda,
Echiurida, Annelida, Mollusca, Onycophora, Arthropoda, Chaetognatha, Pogonophora,
Tunicata), desde el punto de vista practico, los exoesqueletos de diversos tipos de
crustaceos acuaticos (camarones, langostas, cangrejos y krill) y mas recientemente pluma
de calamar, son las fuentes mas accesibles de quitina por ser materiales de desecho de
plantas procesadoras de la industria pesquera (Kurita K., 2006).

La actividad de procesado industrial de los productos de la pesca, especialmente
de crustaceos (langostino, camardn, centolla, entre otros) y moluscos cefalépodos

(calamar), genera actualmente una gran cantidad de residuos, que suponen a nivel
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mundial, un grave problema medioambiental. Cerca del 10 por ciento de los productos
acuaticos pesqueros mundiales consisten en especies ricas en material quitinoso.

Se estima que la industria mundial de captura, la acuicultura y el procesamiento
de crustdceos y moluscos genera anualmente aproximadamente 144.10* toneladas de
desechos quitinosos sélidos, donde Iberoamérica produce aproximadamente un 12 % de
esa cifra (Goycoolea F. et al., 2004). En la década del ‘70 la necesidad de dar una
respuesta a la creciente concentraciéon de los desperdicios de las industrias pesqueras,
estimularon investigaciones en torno a las distintivas propiedades de la quitina y sus
derivados y el potencial de estos polimeros naturales.

Actualmente las principales fuentes de desechos mundiales aprovechadas para

producir quitina comercialmente son los crustaceos.

1.2.1. Desechos quitinosos en Iberoamérica.

Las distintas especies de crustaceos y moluscos que abundan en Iberoamérica y
gue son comercialmente importantes, difieren segun la regién. En conjunto los
camarones y langostinos son el grupo mas importante de materia prima potencial para la
produccién industrial de quitina en Iberoamérica. Goycoolea y colaboradores (Goycoolea
F. et al., 2004) realizaron una revisidén detallada de los principales géneros y especies.
Dichos autores presentan ademas los datos experimentales de composicidon quimica de
los principales desechos quitinosos industriales de importancia comercial en
Iberoamérica. Como se observa en la tabla 1.1., la composicidon quimica varia con la
especie y la época del afio.

Para los crustaceos la composiciéon del desecho en base seca estd dada
tipicamente por proteina (13-58 %), carbonatos y fosfatos de calcio (20-72 %), lipidos
(0,8-12 %) y quitina (14-35 %). El contenido en humedad varia entre 50-80% dependiendo
del origen bioldgico y el manejo de los desechos previo a su procesamiento.

Tal como se esbozd anteriormente, la quitina ha sido identificada bajo diferentes
formas en varios grupos de moluscos (Peters W., 1972) y se han realizado estudios
comparativos acerca de las composiciones de los complejos quitinosos en cefalépodos
(Hunt S. et al., 1981). Si bien los calamares dentro de los cefalépodos poseen los tres

alomorfos de quitina, la pluma de calamar constituye el principal desecho quitinoso. A
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pesar de no ser la fuente mas comunmente utilizada, la pluma de calamar es una fuente
potencial alternativa por poseer el alomorfo [-quitina, y por estar compuesta
principalmente de quitina y proteinas, se observa un mayor rendimiento en quitina
respecto a la fuente crustaceo, con un porcentaje de quitina mayor al 40 % y una minima

cantidad de material mineral (menor al 1 %).

Composicion Quimica (%)

Origen Humedad  Proteinas Cenizas Lipidos Quitina
Caparazones de jaiba y cangrejo
Callinectes sapidus 46,8 7 38,5 0,4 7,3
Paralithodes camtschaticus 50 11 23 0,5 15,5
Chionectes opilio n.r. 10,3 57,9 1,35 26,65
Camaron (langostino) Penaus sp.
cabeza 77,04 12,9 5,2 2,06 2,8
cascara 65 22,1 9,2 0,5 6,2
Krill Euphasia superba n.r. 41 23 11,6 24
Langosta
Linuparus trigonus 13,5 17 54,7 n.r. n.r.
Palinurus argus 11,8 11,0-14,0 55 n.r. 10,6
Pluma de calamar
Dosidicus gigas(calamar gigante) 60 24,16 0,4 0,26 18,9
Loligo sp.(calamar comun) 50 32,75 0,25 n.r. 17

Tabla 1.1. Composicion quimica porcentual de las principales fuentes de materia prima de quitina.
(n.r.: valor no registrado). Tomado de Goycoolea F. et al., 2004.

1.2.2. Obtencion de calamares en Argentina.

Los moluscos cefaldopodos constituyen un grupo de 700 especies marinas
distribuidas en todos los océanos del mundo que se caracterizan por poseer una cabeza
bien desarrollada rodeada por diez apéndices moviles con hileras de ventosas con anillos
quitinosos. La boca se abre en el interior de la corona de brazos y lleva un par de
mandibulas quitinosas. El cuerpo o manto lleva internamente una conchilla quitinosa
denominada pluma o gladio.

El comercio mundial de cefalopodos ha experimentado un considerable
crecimiento en las ultimas décadas, constituyendo en el afio 2002 una de las principales

pesquerias de invertebrados. Las capturas registradas para dicho afno fueron cercanas a
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los 3,2 millones de toneladas, dentro de las cuales alrededor de 2,2 millones de toneladas
corresponden a calamares (FAO, 2005). Las principales zonas de pesca (figura 1.4.) se
encuentran en el Pacifico Noroccidental (Area 61, FAO) y Atldntico Sudoccidental (Area
41, FAO), las cuales aportan cerca de las dos terceras partes del total de las capturas
mundiales. Los cefaldpodos representan el 27% de los desembarques totales del Atlantico
Sudoccidental. Por el volumen de pesca (80%), los calamares constituyen el grupo mas
importante dentro de los cefaldpodos. Entre los calamares, los omastréfidos (potas) y los
loliginidos (calamaretes) incluyen el mayor numero de especies explotadas
comercialmente (Brunetti N. et al., 1999).

Los calamares de aleta corta de la Familia Ommasthephidae se distribuyen
mundialmente en la regidn neritica y ocednica. Esta Familia es la mas importante desde el
punto de vista pesquero, ya que cerca del 70 % de las capturas mundiales de cefalépodos
corresponden a ella (FAO, 2005; Roper C. et al., 1984; Caddy J., 1995). El calamar
argentino lllex argentinus y Todarodes pacificus, son las principales especies de

omastréfidos y constituyen el 46 % de las capturas mundiales de cefalépodos (FAO, 2005).
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Figura 1.4. Mapa de zonas de pesca mundiales segun FAO. Resaltadas se encuentran las
principales areas pesqueras. Tomado de FAQO, 2005.

Seis especies de calamares omastréfidos habitan en la regidon del Mar Argentino
y/o region ocednica adyacente. La mas importante, debido a su elevada abundancia, es
lllex argentinus, la cual se distribuye especialmente sobre la plataforma y talud
continental. La especie soporta una gran presién pesquera, la cual ha aumentado

considerablemente en la ultima década, lo que la convierte en la segunda especie de
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interés econdmico del Mar Argentino. Martialia hyadesi (calamar negro) y Ommastrephes
bartrami (calamar rojo) son la base de pesquerias locales o en desarrollo y por lo tanto
potencialmente explotables, si bien no existe actividad pesquera dirigida a ellas en el
presente. Ornithoteuthis antillarum y las especies restantes solo son capturadas
ocasionalmente en la region (Brunetti N. et al., 1998).

lllex argentinus (figura 1.5. a) es una especie de calamar de mediano tamafio y de
ciclo anual que se encuentra desde los 54°S hasta los 23°S, con presencia frecuente entre
los 52°S hasta los 35°S. Su distribucion estd limitada a aguas templado-frias de la
corriente de Malvinas (figura 1.5. b). La temporada de pesca se extiende entre el 1° de
febrero y el 31 de agosto, cuando la especie se encuentra migrando sobre la plataforma
continental; en tanto que entre septiembre y enero se aplica una veda destinada a
proteger los juveniles. En la Argentina la mayor parte del calamar es congelado a bordo
en buques y una menor proporcidon es conservada a bordo en hielo. Se comercializa

enfriado o congelado (entero, vaina, tubo, anillos, tentaculos, aletas) y en conserva.

a b

Figura 1.5. Vista dorsal (a) y distribucion (b) geogrdfica de calamar omastréfido Illex argentinus.
Tomado de FAO, 2005.
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Por otra parte los calamaretes de la familia Loliginidae, representados en el Mar
argentino por Loligo sanpaulensis y Loligo gahi, tienen importancia econdmica a nivel

regional por ser la base de pesqueras locales (Brunetti N. et al., 1999).

1.2.3. Pluma de calamar.

La pluma o gladio es la conchilla interna presente en calamares y sepidlidos (figura
1.6. a). A diferencia de las estructuras calcareas caracteristicas de las sepias, la pluma de
los calamares posee una estructura que esta principalmente compuesta por B-quitina en
asociacion con proteinas (Hunt S. et al., 1981; Hunt S. et al., 1990; Wu S. et al., 2003). Se
ubica en un saco de la conchilla y corre a lo largo de la linea dorsal del manto. Se forma
tempranamente en la ontogenia y crece desde la parte posterior del cuerpo hacia
adelante por adicion de capas de quitina. Su forma varia con el estilo de vida de la
especie, pero en general consiste de un raquis central, expansiones laterales y un cono

terminal (figura 1.6. b).

Figura 1.6. Morfologia general de la pluma de calamar. a) Vista general de la pluma de lllex
argentinus. b) Vista dorsal de la pluma y posicion en relacion al manto del omastréfido lllex
lllecebrosus (especie emparentada a lllex argentinus) a-intervalo de un cm. de longitud, b-
expansiones o costillas laterales, c-raquis, d-cono, e-lineas de crecimiento. Tomado de Perez J. et
al., 1996.
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Bizikov (Bizikov V., 1991a) describid la estructura interna de la pluma y demostrd
gue es filogenéticamente homdloga a la conchilla de otros moluscos, y que consiste de
tres capas: una capa intermedia (ostraco), una capa interna (hipostraco) y una capa
externa (periostraco), con diferentes planos de crecimiento.

En la mayoria de los omastréfidos como Illex argentinus y en los loliginidos, la
pluma consiste en un raquis estrecho con 2 costillas laterales y un cono terminal (figura
1.6 b). El ostraco estd bien desarrollado y es responsable del crecimiento longitudinal de
la pluma, desde el extremo posterior hacia el anterior, de manera casi periddica y paralela
al crecimiento del manto; el periostraco e hipostraco no estan bien desarrollados. El
hipostraco crece en la superficie ventral de la regidn posterior del ostraco y el periostraco
se encuentra reducido a un cono o espina al final de la pluma (Perez J. et al., 1996; Bizikov

V., 1991b; Arkhipkin A. et al., 1998).

1.3. Métodos de obtencion de quitina.

Las caracteristicas de la quitina tales como el grado de polimerizacién y su grado
de acetilacion estan fuertemente afectadas por los tratamientos empleados en su
extracciéon desde la biomasa (Lavall R. et al., 2007). Las técnicas de extraccion de quitina
reportadas son muy variadas, pues dependen en gran medida de las caracteristicas de la
fuente y la composicidon del material de partida, los cuales varian notablemente de una
especie a otra. Por lo tanto, es posible obtener polimeros con diferentes propiedades,
tanto desde el punto de vista quimico como funcional, dependiendo de la fuente de
obtencidon materia prima y de las condiciones de aislamiento.

A su vez, la seleccion del biodesecho a utilizar como materia prima varia
dependiendo las cantidades disponibles, la composicion quimica, las impurezas incluidas,
la zona geografica de captura, la época del afo y la aplicacidon deseada. Estas variables
condicionan los protocolos de procesamiento empleados.

En general los procesos de obtencidon de quitina requieren pasos consecutivos de
acondicionamiento de la materia prima, aislamiento y purificacidon de la quitina (figura
1.7.). El aislamiento y purificacidn involucra la extraccion de proteinas (desproteinizacion),
la eliminacién de las impurezas inorganicas (desmineralizacion) y la separacion de

pigmentos (decoloracion) de la quitina obtenida.
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Materia prima:
caparozones crustaceos, plumo
de calomar y micelios de
hongos.

ACONDICIONAMIENTO

Lavado, secadoy
reduccion de tamano
( molienda y tamizado)

|

DESPROTEINIZACION

l NaOH

DESMINERALIZACION

l He

DECOLORACION

|

Figura 1.7. Esquema destacando las principales etapas en la obtencion de quitina.
1.3.1. Acondicionamiento de la materia prima.

Debido a su composicién quimica y su alto contenido en humedad, los desechos o
materia prima para producir quitina y quitosano constituyen una biomasa altamente
perecedera desde el punto de vista microbioldgico. Su manejo previo requiere atencion,

para reducir el deterioro durante el transporte, almacenamiento y triturado de la
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biomasa antes de ser procesada. Para preservar las caracteristicas de la materia prima
existen distintas alternativas, tales como el enfriamiento (congelacion o refrigeramiento)
y secado (Goycoolea F. et al., 2004).

El acondicionamiento consiste en el lavado de la muestra a procesar con agua y
separacion de la materia organica u otro material extrafio que pueda quedar adherida a
los mismos. Posteriormente se procede a su molienda hasta el tamafio de particula

adecuado para la extraccion, que generalmente es de varios milimetros.

1.3.2. Aislamiento y purificacion de la quitina.

Uno de los mayores problemas relacionados a la purificacion de la quitina es la de
mantener la estructura lo mas cercana posible a su forma nativa, minimizando la
desacetilacion parcial y la degradacion de cadena causada por los tratamientos de
desmineralizacion, desproteinizacion y blanqueado aplicados durante el procesamiento
de la materia prima (Roberts G., 1992).

La mayor parte de las técnicas desarrolladas consisten en procesos quimicos de
hidrélisis de la proteina y la remocidon de la materia inorganica. Dependiendo de la
estructura del material a extraer, el proceso inicial es la extraccién de proteinas y luego la
de minerales, como es el caso de materiales con importante cantidad de proteinas y
material soluble, aunque esta secuencia puede invertirse en el caso de materiales con
estructura calcarea densa.

A continuacidn se brinda una resefia breve sobre cada uno de estos procesos.

1.3.2.1. Desproteinizacion.

La desproteinizacién puede llevarse a cabo por métodos quimicos o enzimaticos.
El procedimiento mas comunmente utilizado consiste en tratar quimicamente las
muestras con una solucién acuosa diluida de NaOH con el fin de disolver la proteina. Los
métodos de desproteinizacion por extractos enzimaticos o enzimas aisladas y
fermentaciones microbioldgicas constituyen una alternativa y se han probado con relativo

éxito, pero tienen la desventaja de emplear largos tiempos y suelen dejar de 1-7% de
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proteina residual, que resulta dificil de eliminar (Wu S. et al., 2003; Hackman R., 1954;
Brine C. et al., 1981).

En la actualidad la mayoria de los tratamientos quimicos convencionales emplean
NaOH a temperaturas entre 65°C y 100°C, con una gran variacién no sélo en el intervalo
de concentraciones (0,25-2,5M) sino también en tiempos de duracién (0,5-72 horas) y
numero de operaciones (1 a 5 veces).

Percot y colaboradores (Percot A. et al., 2003) realizaron un estudio completo de
la cinética de desproteinizacion en muestras de crustaceos y concluyen que la utilizacion
de NaOH en una concentracion 1M, con una temperatura menor a 70 °C y tiempo de
reaccion de 24 horas no produce efectos en el peso molecular ni el grado de acetilacion
del polimero. Chaussard y colaboradores (Chaussard G. et al., 2004) posteriormente
aplican estos estudios al aislamiento del biopolimero desde la pluma de calamar de Loligo
sp., llegando a las mismas conclusiones. El tratamiento alcalino prolongado, bajo
condiciones severas, causa depolimerizacién, desacetilacion y modificaciones indeseables

a las proteinas.

1.3.2.2. Desmineralizacion.

El contenido mineral de los residuos de origen crustaceo conforma entre el 30 y el
55 % y estd constituido principalmente por carbonato de calcio (CaCOs) y fosfato de calcio
(Caz (PO4);) en menor proporcién. La eliminacién del componente inorganico se realiza
por tratamiento acido y se suelen emplear soluciones diluidas de acido clorhidrico (HCI)
de hasta 10% v/v a temperatura ambiente. De todas maneras la concentracidon de acido
clorhidrico, el volumen utilizado y el tiempo de tratamiento varian de acuerdo con la
materia prima, pero deben evitarse los tratamientos a temperaturas mas elevadas, que

provocan la degradacion del polimero (Brzeski M., 1982; Kurita K. et al., 1993).

1.3.2.3. Decoloracion.

Los exoesqueletos de crustaceos, muchos de ellos fuertemente coloreados, contienen

pigmentos como astacina, astaxantina, cantaxantina, luteina y [-caroteno. Los
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tratamientos previamente explicados generalmente no son capaces de eliminar estos
compuestos. Los pigmentos suelen extraerse a temperatura ambiente con acetona,
cloroformo, éter, etanol, acetato de etilo o mezcla de solventes (No H. et al., 1997).

La pluma de calamar, como se comentd previamente, estd compuesta
principalmente por B-quitina y proteinas. Ademas se caracteriza por carecer de
pigmentos y por poseer un bajo contenido en minerales, especialmente por la ausencia
de carbonato de calcio (presente en abundancia en la principales fuentes de a-quitina)
(Lavall R. et al., 2007, Chaussard G. et al., 2004; Tolaimate A. et al., 2003). Como
consecuencia se puede obviar el blanqueado y la desmineralizacion, responsables de una
disminucién en el peso molecular promedio.

Como consecuencia de lo detallado mas arriba, se hace notable la importancia de
la seleccidn de las condiciones experimentales en el proceso de obtencidn de quitina, asi
como la necesidad de su realizacién o no segun el interés que se persiga con el producto a

obtener.

2. QUITOSANO.

2.1. Generalidades.

El quitosano (figura 1.8.) es un polisacarido lineal que se obtiene por
desacetilacion extensiva de la quitina. Si bien no existe una especificacion comunmente
aceptada, se lo describe como un copolimero compuestos por dos tipos de unidades
estructurales, la N-acetil-D-glucosamina y la D-glucosamina, unidas entre si por enlaces
glicosidicos del tipo B (1—4), las cuales se distribuyen de manera aleatoria (distribuciéon
Bernouliana) y varian en su proporcion a lo largo de la cadena.

Lo que usualmente se conoce como quitosano no es una entidad quimica Unica y
definida sino que es una familia de quitinas que varian entre si su composicién y tamafio
molecular y poseen diferente grado de desacetilacion.

La capacidad del quitosano de disolverse en soluciones acuosas diluidas de acidos
tales como el 4cido acético (CH3COOH) es el criterio comunmente aceptado para

diferenciarlo de la quitina (Peniche Covas C., 2006). De acuerdo a la nomenclatura
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propuesta por la Sociedad Europea de Quitina (European Chitin Society, EUCHIS) quitina y
qguitosano deben clasificarse en base a su solubilidad en acido acético 0,1M (Roberts G.,

2007). El material soluble es llamado quitosano mientras que la quitina es insoluble.

o)
r OH H3C ]
NH, NH
HO O/&/OHD
10 HO o
O NH,
OH OH i

Figura 1.8. Estructura quimica del quitosano.

El quitosano, en contraste a la quitina, se encuentra muy raramente presente en la
naturaleza. Se puede hallar de forma natural en las paredes de algunas plantas y hongos
(por ejemplo en Mucor rouxii y Choanephora cucurbitarum, donde llega a representar
hasta un tercio de su peso). Sin embargo, la fuente mas importante de quitosano, a nivel
industrial, lo constituye la quitina, la cual, mediante un proceso de desacetilacion quimica
o enzimatica, ha permitido producirlo a gran escala (Ldrez Veldsquez C., 2006).

El quitosano es el Unico polisacarido catidnico pseudonatural; al poseer en su
estructura una amina alifatica primaria es basico, forma sales con &acidos y origina
polielectrolitos a pH menores que 6,5. Ello le confiere caracteristicas especiales que lo
hacen util en una amplia gama aplicaciones. Ha sido descrito como el biomaterial mas
versatil de la naturaleza (Sandford P., 1989), debido a que posee propiedades Unicas
como lo son su biocompatibilidad, biodegradabilidad, baja toxicidad y bajo costo (Shahidi
F. et al., 2005), lo que se traduce en casi 200 aplicaciones en ramas como biomedicina,
biotecnologia e industria alimenticia.

Quitina y quitosano tienen masas molares de hasta varios millones g/mol. El
quitosano comercialmente disponible posee un peso molecular promedio de entre 3800 y
500.000 g/mol y un grado de acetilacion (DA) entre 2-40% (Ravi Kumar M., 2000).

En el caso del quitosano para identificar el porcentaje relativo de grupos amino en
el polimero se puede utilizar tanto el grado de acetilacion (DA) como el grado de

desacetilacion (DD).
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2.2. Obtencion de quitosano por desacetilacion.

La principal reaccién de derivatizacion de la quitina es la hidrdlisis de las funciones
quimicas acetamida para generar el polimero desacetilado quitosano (figura 1.9.a).
Aunque las amidas, en principio pueden hidrolizarse en condiciones acidas o alcalinas, se
excluye el uso de la hidrdlisis dcida debido a la susceptibilidad de los enlaces glicosidicos
de la quitina a dicho tratamiento.

La reaccion de N-desacetilacion se corresponde con una hidrdlisis en la que el i6n
hidréxido, fuertemente nucleofilico, ataca inicialmente al 4tomo de C carbonilico de la
funcién quimica amida mediante un mecanismo de adicidon nucleofilica-eliminacion

(Streitwieser A. et al., 1989) (figura 1.9.b).

0
H30—<
H NH,
HO OH o -
o] 4 — |0 . 4+  CHsCOO a
OH OH

; 2 -
)k R /I”’ N, i
o i \\ﬁﬁ,n s|R™ SH + CHiCOOH |_, CH;CO0™ + RNH, b
OH I
H

)|
o~ H

Figura 1.9. Mecanismo de reaccion que interpreta a la reaccion de desacetilacion de la quitina
para obtener quitosano. a) Reaccion generalizada. b) Detalle del mecanismo de reaccion.

La desacetilacion se conduce bajo condiciones alcalinas severas, debido a la
combinacion de tres factores: 1) la baja reactividad debida a la configuracion trans de los
sustituyentes acetamida con respecto al grupo OH unido al dtomo de C3 del anillo
piranésico de la unidad monomérica (Horton D. et al., 1965); 2) |la presencia de puentes
de hidrégeno entre los grupos hidroxilo y carbonilo y amida de cadenas adyacentes; y 3)
el denso empaquetamiento de las cadenas en el enrejado cristalino de la quitina, que
previene el acceso del alcali a los sitios reactivos.

Normalmente son necesarios tratamientos térmicos de la quitina en soluciones

acuosas muy concentradas con el objetivo de desacetilar parcialmente el polimero y
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obtener quitosano (Goycoolea F. et al., 2004). La desacetilacion puede ser parcial o casi
total.

Actualmente, el quitosano es producido por la desacetilacion termoalcalina de la
quitina. Las condiciones especificas de la reaccién dependerdn de diversos factores, tales
como el material de partida, el tratamiento previo, y el grado de desacetilacion deseado.
La concentracién de alcali, la temperatura y tiempo de reaccién afectan la distribucion de
los grupos acetilos remanentes (Peniche C. et al., 1984). Otros factores que afectan el
grado de desacetilacidn son los tratamientos previos, el tamafo de particula y la densidad
de la quitina. Estos dos ultimos afectan la velocidad de penetracién del alcali en las
regiones amorfas del polimero y, en cierta medida, también en las regiones cristalinas, lo
gue es necesario para que tenga lugar la hidrélisis (Aranaz I., 2009).

La desacetilacion de quitina a quitosano se puede llevar a cabo por dos
metodologias diferentes: desacetilacion en fase heterogénea o en fase homogénea.
Independientemente de la metodologia, la reaccién de desacetilacidon se lleva a cabo en
soluciones concentradas de alcali (40-50 % p/v NaOH) y tiempos relativamente largos.

El tratamiento mds comunmente utilizado consiste en la desacetilacion
heterogénea de la quitina sélida empleando soluciones concentradas de hidréxido de
sodio (NaOH) o hidréxido de potasio (KOH) 40-50% p/v a temperaturas superiores a
1009C y tiempos de reaccién cortos, preferiblemente en atmdsfera inerte o en presencia
de sustancias reductoras como el borohidruro de sodio (NaBH4) o el tiofenol (PhSH) para
evitar la depolimerizacidn de la macromolécula. Sannan y colaboradores (Sannan T. et al.,
1976) sugieren que la desacetilacion en fase heterogénea de la quitina, por ser un
polimero semicristalino, tiene lugar preferentemente en las regiones amorfas, dejando
casi intactas las regiones cristalinas de la quitina nativa y luego ocurre desde el exterior
hacia el interior de la regidn cristalina y que, como resultado se obtienen copolimeros en
bloque.

La reaccion en condiciones homogéneas permite una modificacion mas uniforme
del polimero, y se realiza sobre la quitina previamente solubilizada bajo presién reducida.
La misma se obtiene sometiendo una suspension alcalina de quitina a tratamientos de
congelacion-descongelacion hasta producir una solucién acuosa de quitina en hidréxido
de sodio. La desacetilacion homogénea se lleva a cabo con concentraciones de alcali mas

moderadas (alrededor del 30% p/v), a 25-40°C por tiempos de 12 a 24 horas. Estas
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condiciones permiten que la reaccion no se localice en determinados lugares de la cadena
y que el ataque a los grupos amino sea mas uniforme, resultando en residuos acetilados
aleatoriamente distribuidos (Aiba S., 1991). Asi es que los productos obtenidos por los
procesos homogéneo y heterogéneo, aun con el mismo grado de acetilacién, por lo
general muestran comportamientos diferentes que se deben a la variacidon en la
distribucién de las diferentes unidades repetitivas. Se ha demostrado que mientras que
los quitosanos obtenidos en el proceso heterogéneo presentan polidispersidon en cuanto
al grado de acetilacién de sus cadenas, los obtenidos por via homogénea tienen la misma
composicion (Roberts G., 1998). Recientemente Lamarque y colaboradores (Lamarque G.
et al., 2004) estudiaron el mecanismo de desacetilacidon en profundidad y proponen que
no debe utilizarse la terminologia homogénea o heterogénea sino localmente homogénea
o heterogénea.

Kurita y colaboradores (Kurita K. et al., 1993) determinaron las condiciones
experimentales éptimas para la desacetilacion heterogénea de B-quitina de pluma de
calamar utilizando NaOH 40% p/v, 80°C y una duracion del tratamiento de 3 horas.
Inclusive demostraron que la desacetilacion de la B-quitina en estas condiciones ocurre
mas rapidamente que para la a-quitina. Debido a las diferencias estructurales existentes
entre ambos polimorfos, la forma - es mds reactiva por su menor cristalinidad (dada por
la debilidad de sus fuerzas intermoleculares) y por lo tanto se requieren condiciones
menos severas. Numerosos investigadores (Tolaimate A. et al., 2003; Lamarque G. et al.,
2004; Tolaimate A. et al.,, 2000; Rhazi M. et al.,, 2000; Methacanon P. et al., 2003;
Chandumpai A. et al., 2004; Lamarque G. et al.,2007; Chen C. et al., 2004; Jiang C. et al.,
2006) se basaron en este trabajo y estudiaron el rol de la fuente de quitina, del grado de
acetilacién y de los distintos pardmetros de reacciéon que conllevan a la obtencién de un
quitosano derivado de [-quitina con elevado peso molecular y elevado grado de
deacetilacion. Tolaimate, Rhazi y colaboradores (Tolaimate A. et al., 2003; Tolaimate A. et
al., 2000; Rhazi M. et al., 2000) bajo condiciones de desacetilacién suaves obtuvieron
valores de peso molecular promedio de 500.000 g/mol para una muestra de B-quitina
completamente desacetilada en atmdsfera inerte de N,.

En la actualidad se exploran métodos alternativos para reducir los tiempos de

desacetilacion de la quitina y la cantidad de alcali utilizado; éstos hacen uso de la
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radiacidon con microondas (Goycoolea F. et al., 1998) o de tratamientos termo-mecdanicos

(Pelletier A. et al., 1990), entre otros.

3. PROPIEDADES Y APLICACIONES DE QUITINA'Y QUITOSANO.

Existen numerosisimos articulos respecto a las propiedades y aplicaciones de
quitina y quitosano, por lo que en esta seccion se nombraran brevemente las propiedades

y aplicaciones mas relevantes.

3.1. Propiedades fisicoquimicas y bioldgicas de quitina y quitosano.

Quitina y quitosano son un recurso natural de elevado peso molecular con
propiedades polielectroliticas y que presentan grupos funcionales reactivos (amida,
amino e hidroxilos) quimica o enzimaticamente modificables (Tharanathan R. et al.,
2003).

Entre las propiedades fisicoquimicas mas destacables se hallan la capacidad de
formacion de peliculas, geles (Kurita K., 2006; Rinaudo M., 2006) y fibras, la capacidad de
adsorcion de iones metalicos, hidrocarburos aromaticos y proteinas (Kurita K., 2006), la
coagulacién de suspensiones o solutos (Kurita K., 2006) y su comportamiento como
agentes quelantes (Dutta P. et al., 2004; Kurita K., 2006).

Ademas poseen interesantes propiedades bioldgicas, fisioldgicas y farmacoldgicas,
en su mayor parte relacionadas con el comportamiento catiénico del quitosano (Aranaz I.
et al., 2009) como ser no téxicos, biodegradables, biocompatibles en plantas y animales,
presentando una importante actividad bioldgica en relacidn a sus efectos analgésicos,
antimicrobianos (Aranaz I. et al., 2009; Kurita K., 2006), hemostaticos (Dutta P. et al.,
2004; Aranaz I. et al., 2009), antioxidantes, mucoadhesivos, hemostaticos, fungistaticos,
antitumorales (Dutta P. et al., 2004), hipocolesterolémico (Kurita K., 2006), por presentar
actividad inmunoldgica (Kurita K., 2006) y por poseer propiedades regenerativas (Dutta P.
et al., 2004).

Todas estas propiedades son ciertamente ventajosas para aplicaciones

biotecnoldgicas e industriales. Es por ello que los productos de quitina, en particular
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quitosano y sus derivados, estan comenzando a encontrar un amplio rango de

aplicaciones en varios campos.

3.2. Derivatizacion de quitina y quitosano.

Quimicamente quitina y quitosano son bases débiles que grupos funcionales
reactivos, sin embargo debido a la naturaleza cristalina, la limitada solubilidad y pobre
reactividad de la quitina, es necesario preparar derivados mediante modificaciones
quimicas de modo de utilizar dicho polimero (Kurita K., 2001; Kurita K., 2006). Por otro
lado el quitosano es mds accesible a reactivos presumiblemente por que es menos
cristalino y se disuelve en acidos (Tharanathan R. et al., 2003). Es por ello que, si bien
estas reacciones son llevadas a cabo tanto sobre quitina como sobre quitosano, la
mayoria de las derivatizaciones por modificacion quimica se dan sobre el quitosano.

La cationicidad neta del quitosano asi como la presencia de grupos reactivos
funcionales, un grupo amino y dos grupos hidroxilo por residuo monomérico, hacen que
sea una molécula muy interesante a la hora de su derivatizacién (Dutta P. et al., 2004;
Prashanth H. et al., 2007).

La mayoria de las reacciones de derivatizacidon del quitosano involucran reacciones
especificas del grupo amino primario, un nucleéfilo potente que puede experimentar N-
acilacién, cuaternizacion, aminacion reductiva y reacciones Schiff entre otras, lo que
permite incluir grupos funcionales diferentes (Tharanathan R. et al., 2003; Dutta P. et al.,
2004; Rinaudo M., 2006). También pueden darse modificaciones por reacciones
inespecificas en los hidroxilos particularmente aquel en C-6 y C-3, siendo éstas
generalmente esterificaciones y eterificaciones (Tharanathan R. et al., 2003; Rinaudo M.,
2006).

Las modificaciones de quitina y quitosano en materiales con funciones
especificas eficientes permite la manipulacion y la preparacién de un amplio espectro de
derivados para usos en aplicaciones de una gran diversidad de areas (Kurita K., 2006;

Prashanth H. et al., 2007).
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3.3. Aplicaciones de quitina y quitosano.

Tal como se comentd previamente, la pobre solubilidad de la quitina es el principal
limitante para su utilizacion. Sin embargo se utiliza como derivatizado en columnas
cromatograficas de afinidad; para inmovilizar enzimas y células y como fibras de sutura
absorbibles, como cicatrizante de heridas; como biosensores; como polutantes
industriales; como fibras en papel y aplicaciones biomédicas; como excipiente y carrier de
drogas en film, gel o en polvo y en aplicaciones para el tratamiento de aguas (Ravi Kumar
M., 2000; Rinaudo M., 2006).

Es importante resaltar que dependiendo de las aplicaciones son requeridas una o
mas de las diferentes propiedades de quitina y quitosano y que ademas dichas
propiedades varian con el grado de acetilacidn y el peso molecular (Dutta P. et al., 2004;
Kurita K., 2006). Por ejemplo, el caracter cationico del quitosano, sus propiedades
filmogénicas y su bioactividad son importantes en aplicaciones biomédicas, cosméticas y
farmacéuticas (Rinaudo M., 2006).

Las aplicaciones industriales del quitosano incluyen desde su uso como
ingredientes de productos cosméticos relacionados con el cuidado de cabello y piel,
pastas de dientes y enjuagues bucales, debido a sus propiedades fungicidas vy
fungistaticas (Dutta P. et al., 2004; Kurita K., 2006; Tharanathan R. et al., 2003);
aplicaciones en el tratamiento de aguas se deben a la naturaleza catidnica del quitosano,
siendo utilizado como agente floculante y quelante y adsorbiendo proteinas, compuestos
organicos y metales pesados (Dutta P. et al., 2004, Kurita K., 2006; Ravi Kumar M., 2000;
Aranaz |I. et al., 2009; Tharanathan R. et al., 2003); aplicaciones en relaciéon con la
industria textil y papelera, donde se utiliza como pulpa de papel asi como para el acabado
del papel y papel reciclado, textiles higiénicos, para impartir estaticidad y como repelente
de suciedad, para decoloracién de efluentes textiles, hilados y fibras(Dutta P. et al., 2004;
Kurita K., 2006; Ravi Kumar M., 2000; Tharanathan R. et al., 2003, Rinaudo M., 2006).

Ademds presenta interesantes en agricultura como agente antifingico acelerante
del crecimiento de semillas y aplicaciones en alimentos e industria alimenticia ya sea
como oligosacaridos, ingredientes de alimentos, suplementos dietarios como también

como agente emulsificante y antioxidante y para preservamiento de productos
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alimenticios del deterioro microbiano (Dutta P. et al., 2004, Kurita K., 2006; Ravi Kumar
M., 2000; Aranaz I. et al., 2009; Tharanathan R. et al., 2003, Rinaudo M., 2006).

Otras aplicaciones incluyen su utilizacion en biocatdlisis para inmovilizacién vy
atrapamiento de enzimas y células, su uso en fotografia (por su habilidad para formar
films) y como baterias en estado sdélido (Dutta P. et al., 2004; Kurita K., 2006, Ravi Kumar
M., 2000; Tharanathan R. et al., 2003; Rinaudo M., 2006).

En relacién a sus aplicaciones biomédicas, farmacéuticas y en biotecnologia se
destacan sus aplicaciones en el tratamiento y cicatrizacidon de heridas (Dutta P. et al.,
2004; Ravi Kumar M., 2000; Aranaz I. et al., 2009; Tharanathan R. et al., 2003) (ya que el
quitosano activa inmunocitos y células inflamatorias ademas de servir como agente
anticoagulantes, antitrombogénicos y hemostaticos), como dispositivos médicos tanto en
implantes, suturas, oftalmologia, y bajo la forma de hidrogeles, films, tabletas,
microcdpsulas, microesferas y nanoparticulas en ingenieria de tejidos y sistemas de
liberacién controlada de drogas (Dutta P. et al., 2004, Kurita K., 2006; Ravi Kumar M.,
2000; Aranaz |I. et al., 2009; Tharanathan R. et al., 2003; Rinaudo M., 2006). Estas dos
ultimas aplicaciones seran desarrolladas mas adelante en la seccion B de este trabajo de

tesis.

Por ultimo y tal como lo indica Hirano (Hirano S., 1999) “Quitina y quitosano se
encuentran circulando en la atmdsfera, bidsfera, hidrdsfera y litosfera, y la funcion de
autodefensa del cuerpo para seres humanos animales y plantas estd potenciada por
contacto celular con estos biopolimeros. Quitina y quitosano son bioldgicamente
renovables, biodegradables, biocompatibles, no-antigénicos, casi no toxicos y
biofuncionales. Sin embargo, es importante el uso de estos biopolimeros en beneficio de
toda la vida sobre la tierra, como materiales biotecnoldgicos ecolégica y ambientalmente

amigables, sin perturbar su circulacion natural”.
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METODOS DE CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE QUITINA Y
QUITOSANO

Tanto la composicién de las cadenas de quitina y quitosano como sus dimensiones
varian en dependencia con el material de partida y la rigurosidad del método de
obtenciéon. La determinacién del grado de acetilacion y su masa molecular son
pardmetros de obligatorio conocimiento para caracterizar una muestra de dichos
polisacaridos, ya que ambos tienen una gran incidencia en sus propiedades. Otras
caracteristicas, tales como la polidispersidad de su masa molecular, cristalinidad,
propiedades en solucion, el contenido de humedad, proteinas y cenizas son también de
obligado conocimiento.

Existen numerosas técnicas para caracterizar ambos polimeros, tal como se
observa en la tabla 2.1., las cuales se encuentran bien descritas en las referencias
senaladas, ademas de estar revisadas en diversos libros. A continuacion se resefian y se

discuten los métodos empleados en esta tesis para caracterizar estos biopolimeros.

Caracteristicas

. . . Métodos de determinacion
Fisicoquimicas

Espectroscopia IR (Sannan T. et al., 1978; Baxter A. et al., 1992;
Brugnerotto J. et al., 2001a), Espectroscopia UV (Muzzarelli R. et al.,
1985; Wu T. et al., 2008) , Espectroscopia RMN (*H y **C) (Duarte M.
et al., 2001; Van de Velde K. et al., 2004; Varum K. et al., 1991),
Conductimetria (Raymond L. et al., 1993), Potenciometria (Jiang X.
et al., 2003), DSC (Guinesi L. et al., 2006, Garcia I. et al., 1983),
Analisis elemental (Roberts G., 1992), Cromatografia GPC (Aiba S.,
1986), Dicroismo circular (Domard A., 1987).

Grado de acetilacion

Peso molecular promedio Viscosimetria (Rinaudo M. et al, 1993), Cromatografia GPC
y/o distribucion de peso (Brugnerotto J. et al., 2001b), Dispersion de Luz (Terbojevich M. et
molecular al., 1997).

Difraccién por rayos X (Jang M. et al., 2004; Kurita K. et al., 1993;
Yui T. et al., 1994 Okuyama K. et al., 1997).

Gravimetria (Tolaimate A. et al., 2000; Kim S. et al., 1996; ASTM.
F2103-01, 2001).

Gravimetria (Lavall R. et al., 2007, Chandumpai A. et al., 2004;
ASTM. F2103-01, 2001).

Contenido en proteinas  Bradford (Bradford M., 1976; Chaussard G. et al., 2004).

Cristalinidad

Contenido en humedad

Contenido en cenizas

Tabla 2.1. Caracteristicas fisicoquimicas de quitina y quitosano y métodos de determinacion.
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1. CARACTERIZACION ESTRUCTURAL DE QUITINA Y QUITOSANO

1.1. Difraccion por Rayos X.

La cristalinidad de la quitina ha sido investigada por largo tiempo. Los estudios por
difraccidn de rayos X demostraron que la quitina, al igual que la celulosa, se encuentra en
la naturaleza formando una matriz sélida hidratada compuesta por regiones amorfas en
las que coexisten porciones cristalinas y altamente ordenadas. El patrdén tipico de la
quitina muestra fuertes reflexiones cercanas a 20 = 9-10° y 26 = 20-21° junto con
reflexiones menores a valores de 20= 26,4° o superiores (Abdou E. et al., 2008).

Tal como se comenté anteriormente, dependiendo de su fuente de origen, la
estructura cristalina de la quitina se halla presente en tres polimorfos diferentes
denominados a-, B-, y y- quitina (figura 1.2.). Estas formas difieren entre si en la
disposicion de las cadenas dentro de las regiones cristalinas y por lo tanto pueden ser
diferenciadas mediante el analisis de sus difractogramas de rayos X (Jang M. et al., 2004).
Kurita y colaboradores (Kurita K. et al.,, 1993) estudiaron los cambios en los
difractogramas de quitinas y quitosanos de diferentes fuentes y observaron que los picos
de la B-quitina a 20 = 19° y 8° son mas anchos que los correspondientes a la a-quitina,

comportamiento que indica una menor cristalinidad (figura 2.1.).

B— quitina

o— quitina

[ NSRRARALAS NEAR A A 0 I A Mt 0 MR 08 A 04 A 04 B8 0 Mg 00 00 20 0000 it 0 aa as 2o ]
0 10 15 20 25 30 s 40

20

Figura 2.1. Patrones de difraccion de rayos X de o y B-quitina de camardn (Penaus sp.) y pluma de

calamar (Dosidicus gigas) respectivamente. Tomado de Goycoolea F. et al., 2000. (Una

comparacion detallada de los patrones de difracciones por rayos X de a-, B- y y-quitina se puede
hallar en Jang M. et al., 2004).
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Como en el caso de la quitina, el quitosano también es cristalino y muestra
polimorfismo, tal como se evidencia por sus patrones de difraccion de rayos X. Su
estructura es diferente de los alomorfos de la quitina y han sido refinadas las estructuras
cristalinas de varias formas incluyendo formas anhidras e hidratadas, asi como de varios
tipos de sales (Yui T. et al., 1994, Okuyama K. et al., 1997). Se ha observado que la
estructura cristalina depende en alguna extension del método utilizado en la preparacion
de la muestra, ya que presentan estructuras de diferente estabilidad y nivel de

hidratacion.

1.2. Determinacion del grado de acetilacion.

La determinacion del valor del grado de acetilacion, definido anteriormente como
la fraccion molar de unidades glicosidicas N-acetiladas, se refleja en la solubilidad vy
propiedades en solucidn de la quitina y sus derivados.

Para la determinacion del grado de acetilacion se han reportado distintas técnicas,
tales como la espectroscopia de infrarrojo (Sannan T. et al., 1978, Domszy J. et al., 1985,
Baxter A. et al., 1992; Brugnerotto J. et al., 2001), la espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (*H- y *C-RMN) (Duarte M. et al., 2001; Van de Velde K. et al., 2004;
Varum K. et al., 1991; Raymond L. et al., 1993), la espectroscopia UV primera derivada
(Muzzarelli R. et al., 1985; Wu T. et al., 2008), |a potenciometria (Jiang X. et al., 2003) y la
conductimetria (Raymond L. et al., 1993). Otras técnicas alternativas incluyen el analisis
elemental (Roberts G., 1992), el analisis térmico (Guinesi L. et al., 2006; Garcia |. et al.,
1983), la cromatografia de permeacién de gel (Aiba S., 1986) y el dicroismo circular

(Domard A., 1987).

1.2.1. Espectroscopia Infrarroja.

La espectroscopia infrarroja puede ser utilizada tanto para identificar
estructuralmente quitina y quitosano como para evaluar su grado de acetilacion (DA). Por
su simplicidad es el método mdas empleado en la determinacién del grado de acetilacion.

El método consiste en correlacionar las intensidades de absorbancia de dos
bandas determinadas, una tomada como testigo o referencia y otra la de prueba, con el

porcentaje de acetilacion (2.1):
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Av/Ar (2.1)

donde: Ay es la intensidad de la banda caracteristica o de prueba y Ag es la intensidad de
la banda de referencia.

Ay es una medida del contenido de grupos N-acetilo o aminos, y por lo tanto
proporcional al DA y Ag es la intensidad de la banda de referencia, que es independiente
del DA, y sirve a modo de referencia interna para corregir las diferencias en espesor de las
peliculas o de concentracién en las pastillas de KBr. Asi, el grado de acetilacion de una
muestra problema se estima comparando el valor de la relacion Ay/Ag correspondiente a
dicha muestra con el muestras de referencia con un valor conocido de DA (Kasaai M.,
2008). Los valores DA para ambas muestras deben ser similares para obtener un mejor
resultado.

Van de Velde y Kiekens (Van de Velde K. et al., 2004) comentan que la
determinacién de valores precisos absolutos del DA empleando espectroscopia IR
dependen marcadamente de la forma y preparacion de la muestra, de la eleccion de las
lineas de base, de referencia y de las sefiales cuyas intensidades se miden asi como de la
calibracién por el uso de técnicas directas como la espectroscopia “>C RMN.

Brugnerotto y colaboradores (Brugnerotto J. et al., 2001a) realizaron una extensa
investigacion en la que analizaron veinticinco muestras de quitina y quitosano
provenientes de diferentes fuentes y con grados de acetilacion desde 0,5% hasta 97,9%,
determinados por espectroscopia 'H RMN v 13 RMN. Tomaron como banda caracteristica
(Am) a aquella localizada a 1320 cm?, correspondiente al estiramiento C-N del grupo
amida (amida 11) con linea de base = 1402-1478 cm™ y como referencia (Ag) a la banda a
1420 cm™ asignada a la deformacién C-H y con linea de base = 1276-1348 cm™ (figura
2.2.). Con la informaciéon obtenida propusieron la correlacion lineal que viene expresada

por la relacion (2.2):

A1320/A1420 = 0,3822 + 0,03133 - DA (%) R2 =0.990 (2.2)

Asi el grado de acetilacidon se obtiene de la siguiente ecuacién (2.3):

DA (%) = 31,92 (A1320/A1420) — 12,20 (2.3)
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Dichos autores proponen que esta calibracidn es vdlida para el rango entero de DA y para
todo tipo de muestras, independientemente de la composicion quimica, técnica, estado o
estructura ya que sus valores estan de acuerdo a los DA determinados por espectroscopia
'H RMN y *C RMN. Ademas plantean que las intensidades y las posiciones de las bandas

elegidas no cambian ni con la humedad de la muestras ni con el tipo de puentes de

hidrégeno existentes (Brugnerotto J. et al., 2001b).

60 -

a0 |- II' /

Transmitancia (%)

L L | L L
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 2.2. Espectro FTIR de una muestra de quitosano. Las lineas de base c y d (resaltadas en
rojo) son las utilizadas por Brugnerotto. Tomado de Brugnerotto J. et al., 2001a.

1.2.2. Espectroscopia *C RMN CP-MAS en estado sélido.

La espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) de alta resolucion es un
método muy util, simple, rapido y no invasivo para el estudio de las estructuras quimicas
y estéricas de los polisacaridos. La espectroscopia >*C-RMN CP-MAS de estado sélido es
muy sensible a los cambios en el orden estructural ya que combina aditamentos
especiales que mejoran la resolucion y sensibilidad tales como un desacoplador de protén
de alto poder para la polarizacidon cruzada (CP) que mejora la sefal, un desacoplador
protén-dipolar (DD) que elimina las interacciones de los protones y un accesorio de

rotacién de muestra de alta velocidad de dngulo magico (MAS) para alta resolucion de los
desplazamientos quimicos.

5



Seccidn A: Quitina y Quitosano
Il. Métodos de Caracterizacidn Fisicoquimica de Quitina y Quitosano

Heux y colaboradores (Heux L. et al., 2000) plantean que la determinacion del DA
por espectroscopia >C RMN puede ser evaluado a partir de las integrales relativas de los
grupos metilo o carbonilo en comparacion con las integrales de los carbonos del anillo del
polisacarido. Ademas aclaran que si se considera el pico del carbonilo se puede tener un
error de por lo menos el 4%, por ello es que es mas preciso considerar Unicamente la

integracién de las sefiales del grupo metilo.

2. CARACTERIZACION DE LA MACROMOLECULA EN SOLUCION

Las propiedades fisicas de los polimeros en solucion son dependientes de la
concentracién. Los polisacdridos en solucidn presentan una dindmica sensible a los
tamafios de cadena, su forma y numero de cargas, las cuales dependen de la
concentraciéon del polimero. La hidrodinamica se refiere a las propiedades de soluciones
diluidas mientras que la reologia por lo general se encuentra asociada con soluciones
concentradas (Harding S., 1995).

En el régimen diluido las cadenas macromoleculares de las soluciones poliméricas
se encuentran aisladas estadisticamente unas de otras en el solvente, y los parametros
mas importantes que determinan las propiedades fisicas son el volumen hidrodindmico y
la conformacidon de las moléculas. En el régimen concentrado, las macromoléculas se
encuentran entrelazadas y las dimensiones de la cadena son independientes de la
concentracion del polimero (Dobrynin, A. et al., 1995; Célfen H. et al., 2001).

Los regimenes diluido y concentrado se definen por parametros de concentracion
denominados concentracion de solapamiento (C*) y concentracion de enmarafiamiento o
“entanglement” (Ce).

La transicidn entre un régimen diluido y uno semidiluido se define por C*, que es
la concentracién a la cual hay contacto fisico del polimero ya que los dominios
moleculares de las cadenas poliméricas comienzan a solaparse. C* es una medida del
tamafio molecular y de la conformacién del polimero: a mayor peso molecular y
conformacion mas rigida mas pequefio es el valor de C*(Hwang J. et al., 2000). En
régimen diluido la concentracién del polimero (C) es menor que C*(Cho J. et al., 2006).

En la transicidon del régimen semidiluido a un régimen concentrado se halla Ce,

gue representa la concentracién por encima de la cual predominan los “entanglements”
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en las cadenas del polimero y las dimensiones de las cadenas son independientes de la
concentracién del polimero. La concentracidn Ce corresponde al régimen semidiluido. En
régimen concentrado C es mayor que Ce (Cho J. et al., 2006; Desbriéres J., 2002).

Para caracterizar el comportamiento de una macromolécula en solucién y
especialmente su reologia, uno de los parametros fundamentales a determinar es su peso
molecular promedio o masa molecular relativa, por ser de importancia en el
entendimiento de sus aplicaciones biotecnoldgicas. Las propiedades en solucidon de
quitina y quitosano no solo dependen del peso molecular y DA sino también de la
distribucién de los grupos acetilos.

Los métodos mas cominmente utilizados para determinar el peso molecular de la
quitina y quitosano son viscosimetria (Rinaudo M. et al., 1993), dispersién de luz
(Terbojevich M. et al., 1997) y cromatografia en permeacion de gel (Baxter A. et al., 1992).
En esta tesis se utilizé la metodologia viscosimétrica por viscosimetria capilar vy
viscosimetria rotacional.

La viscosidad es una propiedad hidrodindmica de las soluciones poliméricas que
depende del tamafio molecular y de la forma o grado de expansién de la macromolécula.
La viscosidad de un polimero en solucién depende de la naturaleza del polimero y del
solvente, de la distribucion de pesos moleculares, de la concentracion y de la
temperatura.

En soluciones diluidas la viscosidad esta influenciada por las propiedades de las
cadenas aisladas rodeadas por solvente, o por varias cadenas interaccionando entre si. En
cambio, en soluciones no diluidas o concentradas, el comportamiento del flujo esta
dominado por las interacciones colectivas entre las cadenas y los “entanglements”
frecuentemente juegan un rol dominante.

Los polimeros en solucién incrementan la viscosidad de ésta desde un valor de ng
a n, donde n y ng son, respectivamente, las viscosidades de la solucion y la del solvente
puro. Asi en régimen diluido es de importancia este incremento. Por otro lado, en
soluciones no diluidas y concentradas el objeto de estudio es la viscosidad del sistema y el

solvente Unicamente actia como diluyente.
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2.1. Estudios en régimen diluido. Evaluacion del peso molecular

promedio por viscosimetria capilar.

En régimen diluido, las propiedades fisicas de las soluciones se caracterizan por la
viscosidad intrinseca [n]. La viscosidad intrinseca tiene unidades de volumen/masa y esta
directamente relacionada con el peso molecular promedio del polimero en solucidn.
Depende no sélo del tamafio de la macromolécula sino también de su conformacién y de
la naturaleza del solvente.

Experimentalmente las medidas de la viscosidad de un polimero en régimen
diluido se llevan a cabo por medio de la técnica de viscosimetria capilar (Billmeyer F.,
1984; Harding S. et al., 1991; Harding S. 1997), un método sencillo y muy utilizado para
obtener el peso molecular de la quitina y quitosano. El método tiene la desventaja de no
ser una técnica absoluta, por lo que requiere la determinacién de las constantes
mediante la correlacién de valores de viscosidad intrinseca con valores de pesos
moleculares medidos por un método absoluto.

En viscosimetria se emplean viscosimetros capilares del tipo Ostwald, Ubbelhode,
o Cannon-Fenske en los que, basdandose en la ley de Poiseuille, se mide el tiempo de caida
del solvente puro (t,) y la solucidén (t) en un tubo capilar entre dos marcas fijadas, a una
temperatura determinada. Debido a que en viscosimetria capilar las concentraciones
utilizadas son muy pequenas, se considera que la densidad de la solucidn es similar a la
densidad del solvente y por ello se sustituyen las viscosidades por el tiempo de caida.

Los valores obtenidos se relacionan con la viscosidad por medio de coeficientes de
viscosidad relativa (nrel) y viscosidad especifica (nsp), de acuerdo a las expresiones (2.4) y
(2.5) respectivamente. Cuando se tiene en cuenta el efecto de la concentracion del
polimero (C) en la viscosidad se utilizan la viscosidad reducida (neq) Y Viscosidad inherente

(ninn), definidos por las expresiones (2.6) y (2.7) respectivamente.

Mrel =70 % (2.4)

Nsp = Mret — 1 = o o =0 (2.5)
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_ Msp _ (t=tp) . 1
Nred = c t C (2-6)
(InNreq)
Minh = (2.7)

Aun en soluciones muy diluidas las moléculas de polimero interaccionan con las
moléculas de solvente. Para eliminar estas interacciones y hallar asi el valor de viscosidad
intrinseca o viscosidad limite ([n]) es necesario extrapolar a concentracion igual a cero

segln la siguiente expresion (2.8):

] = lime_,o(M —Mo) / Mo€) =Mred) 0 =Minh) c—o (2.8)

Se conocen diferentes ecuaciones empiricas para realizar la extrapolacién indicada en la
expresion (2.8), tales como las de Huggins, Kraemer, Martin, Schulz — Blaschke y Solomon
— Ciuta (Solomon 0. et al., 1962), siendo el procedimiento mas comunmente utilizado el

empleo de las Ecuaciones de Huggins (2.9) y Kraemer (2.10) por doble extrapolacion:
Ms
== nly + ky Ml c (2.9)

Umired) — 11 — ke ]2 ¢ (2.10)

C

Donde ky y k¢ son las constantes de Huggins y Kraemer, respectivamente. Estas
constantes dependen de la forma de las moléculas y de la calidad del solvente. La
sumatoria de ambas constantes debe ser de un valor cercano a 0,5 (Smidsrgd O. et al.,
1971).

Por lo tanto, para calcular la viscosidad intrinseca se mide el tiempo de caida de
las soluciones diluidas de distinta concentracién y el tiempo de caida del disolvente puro.
Luego, a partir de estos valores se calcula la viscosidad relativa y la viscosidad especifica,
que permite obtener las viscosidades inherente y reducida. Finalmente, se representa
grafica y conjuntamente la viscosidad inherente y reducida frente a la concentracién del

polimero disuelto y se realizan las regresiones lineales correspondientes a los puntos
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obtenidos. La viscosidad intrinseca serd el valor medio de las ordenadas en el origen de
ambos ajustes.

Una vez calculada la viscosidad intrinseca, se puede determinar el peso molecular
viscosimétrico (M,) de un polimero a partir de la Ecuacidn de Mark-Houwink-Kuhn-
Sakurada (MHKS) (2.11), que plantea la dependencia de la viscosidad intrinseca con el

peso molecular promedio.
[n] = K. M2 (2.11)

Donde Ky a son constantes empiricas validas sélo para un sistema establecido de
solvente-polimero, las cuales dependen de la naturaleza del polimero, del sistema de
disolvente utilizado y temperatura. Generalmente el valor de K varia entre 102y 10™. El
exponente a permite estimar la flexibilidad de una macromolécula y su conformacién en
solucién haciendo uso del tridngulo de Haug. Este triangulo describe los tres niveles de
conformaciones macromoleculares representados en cada uno de los vértices, los cuales
dependen del valor de a; un mayor valor de a corresponde a una mayor extension de la
cadena. Asi un valor de a= 0 corresponde a esfera compacta, un tubo rigido corresponde
a un valor de a= 1,8 y un valor de a entre 0,5 y 0,8 se presenta para el caso de polimeros
de cadenas flexibles en buenos solventes (Solomon O. et al., 1962; Terbojevich M. et al.,
1986).

Con la informacion proporcionada por las mediciones viscosimétricas se pueden
determinar ademas las concentraciones que definen la transicién entre los regimenes
diluido y concentrado. Para ello se utilizan diferentes aproximaciones propuestas por
distintos autores.

Desbrieres (Desbrieres J., 2002) tomando en cuenta que la viscosidad especifica
(nsp) puede expresarse por la Ecuacién de Huggins (2.9) (Dobrynin A. et al., 1995)
determiné C* como el valor de la pendiente de la curva en el cual la variacién de la
viscosidad especifica (nsp) versus la concentracion {C[n] + ku(C[n1)?} se desvia en uno en la
Ecuacidn de Huggins.

Por su parte Hwang y colaboradores (Hwang J. et al., 2000) determinan en

soluciones de quitosano la concentracién C* a partir de medidas de la viscosidad
especifica (nsp) como funcion de C[n]. Otros criterios utilizados para la estimacion de la

concentracion C* consisten en hallar la relacion del producto C*[n] = 1 (Carreau P. et al.,
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1997) o por medio de la obtencién del valor al cual la viscosidad de una solucidn
polimérica (n) es el doble de la del solvente (ne) (Dobrynin A. et al., 1995).

La Ce también puede ser determinada de acuerdo a distintos enfoques. Desbrieres
(Desbrieres J., 2002) la designa como aquella concentracion en la cual se inicia el dominio

terminal lineal en la gréfica log-log de viscosidad especifica versus C[n] + ku(C[n])*

2.2. Evaluacion de propiedades reoldgicas en régimen no diluido

mediante viscosimetria rotacional.

Por encima de la concentracién C* las propiedades reoldgicas de las soluciones
poliméricas semidiluidas y concentradas se caracterizan en términos de la deformacion
por medio de la viscosidad de corte o simplemente viscosidad (n) (Cho J. et al., 2006).

La reologia es la ciencia que investiga la deformacién definida como el cambio de
forma o tamaiio y el flujo de los materiales ante un esfuerzo. El esfuerzo (1), se define

como la fuerza aplicada (F) por unidad de area (A) de acuerdo a la ecuacion (2.12).

T =F/A (2.12)

La deformacién puede ser reversible o irreversible, y de acuerdo a esto se habla de
elasticidad, cuando el material retorna a su forma original una vez retirada la fuerza y
plasticidad o flujo viscoso cuando los materiales se deforman irreversiblemente. Ciertos
polimeros, como quitina y quitosano, pertenecen a esta ultima categoria.

Asi cuando un esfuerzo (T) externo y constante en el tiempo es aplicado a un
polimero ocurre una deformacién irreversible que causa que las capas de fluido se
muevan a una cierta velocidad hasta alcanzar una velocidad de deformacidn constante en
el estado estacionario. Las distintas capas del fluido, separadas a una distancia Ay,
difieren una de la otra en una velocidad Av. La tasa de cambio de la velocidad con la

distancia se denomina gradiente de velocidad (y) (Ecuacion 2.13).

v = Ay/Av (2.13)

11
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La relacién de proporcionalidad entre el esfuerzo y el gradiente de velocidad es la

Ley de Newton de viscosidad (2.14).

T=n.y (2.14)

Aguellos sistemas para los cuales la viscosidad permanece constante
independientemente del gradiente de velocidad se denominan newtonianos. En un
grafico de esfuerzo (1) versus gradiente de velocidad (y) describen una linea recta que
intercepta en cero con un Unico valor de la viscosidad como pendiente denominado
viscosidad a gradiente cero (no) (figura 2.3. a). Si la viscosidad es dependiente del
gradiente de viscosidad el sistema se denomina no newtoniano. Existen dos tipos de
desviaciones del régimen newtoniano: sistemas pseudopldsticos y dilatantes. En el
primero (figura 2.3.b) la viscosidad disminuye con el aumento del gradiente de velocidad
(o dicho de otra manera, a medida que aumenta el esfuerzo la viscosidad disminuye) y en
aquellos dilatantes (figura 2.3.c) la viscosidad aumenta con el gradiente de velocidad. En
dichos casos la viscosidad se define por un gradiente de velocidad y un esfuerzo dados.
Asi esas sustancias no se caracterizan por un Unico valor de viscosidad, sino por una
viscosidad aparente (nap) @ un gradiente de velocidad particular. En un grafico esfuerzo
versus gradiente de velocidad describen una curva. La curvatura es una medida de la

desviacion del comportamiento newtoniano.

//
/,/ N
—

Figura 2.3. Curvas de esfuerzo (t) versus gradiente de velocidad ( y) para sistemas newtonianos (a)
y no newtonianos: (b) pseudopldstico y (c) dilatante.
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La regidn de flujo pseudoplastica tiende a un régimen dado por la Ley de potencia
o Ecuacion de Ostwald de Waele (Hiemenz P., 1984) (2.15) que plantea que esfuerzo es

proporcional a la potencia n del gradiente de velocidad.
T=K@y)" (2.15)
De esta manera la viscosidad aparente queda definida por la expresion: (2.16)

Nap = T/y = K(}})n_l (2.16)

K y n son parametros reoldgicos derivados de la curva del logaritmo del esfuerzo
versus el logaritmo del gradiente de velocidad (Mucha M., 1997). K es el indice de
consistencia y n es el indice de comportamiento de flujo. Este ultimo adquiere el valor
unitario en fluidos newtonianos y es menor a 1 para fluidos pseudoplasticos.

Cuando la viscosidad de las soluciones poliméricas se mide en funcidn del
gradiente de velocidad, la variacién de la viscosidad en funcién del gradiente de velocidad
presenta, en general, dos regiones distintivas (Cho J. et al., 2006):

1) a bajo gradiente de velocidad se observa una regiéon en meseta denominada
zona newtoniana en la cual la viscosidad a gradiente cero (no) es constante e
independiente de la velocidad de deformacion.

2) a elevado gradiente de velocidad, con valores superiores a un gradiente de
velocidad critica (y,) la viscosidad es aparente (Nap), disminuye y es dependiente del
gradiente de velocidad (Hwang J. et al., 2000). La (y,) marca el inicio del comportamiento

pseudoplastico que depende del peso molecular del polimero y de la concentracién de la

solucion.

2.3. Propiedades de quitina en solucién.

Los estudios de las propiedades en solucién de la quitina son limitados debido a la escasa
solubilidad del polimero en la mayoria de los solventes conocidos, incluso aquellos
sistemas de solventes tipicos para la celulosa, sin que se produzca una degradacién

apreciable. La solubilizacién de la quitina presenta un importante problema
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principalmente debido a la existencia de fuertes interacciones por puentes de hidrégeno
(Vincendon M. ,1985). La a-quitina no es soluble en solventes cldsicos y solo es soluble en
solventes especiales fluorados como hexafluoroacetona que normalmente degradan la
quitina o su uso no es ambientalmente conveniente.

Un sistema efectivo es aquel reportado por Austin, compuesto por N,N-
dimetilacetamida (DMAc) conteniendo cloruro de litio (CILi) 5-8% (Austin P.
1975a;1975b). En dicho sistema el acetilo de la quitina forma un complejo de
coordinacion con el CILi, el cual es soluble en DMAc. Vincendon (Vincendon M. ,1985)
demostrd que la disolucion de la quitina en DMAc-5%CILi procede por un mecanismo de
interaccion fuerte entre una molécula de CILi con protones comprometidos en enlaces
puentes de hidrégeno intermoleculares de los grupos OH o NH de los residuos de N-
acetilglucosamina. Esta interaccion destruye los puentes de hidréogeno intercatenarios
permitiendo que la quitina se hinche y finalmente se solubilice.

Terbojevich y colaboradores (Terbojevich M. et al., 1988; Terbojevich M. et al.,
1996) y Poirier y colaboradores (Poirier M. et al., 2002) llevaron a cabo estudios en
soluciones diluidas y moderadamente concentradas de quitina en DMAc/ CILi 5-8% con el
fin de evaluar el peso molecular promedio. Determinaron mediante viscosimetria,
cromatografia de exclusién molecular (SEC-MALS) y por dispersion de luz las constantes a
y K de la ecuacién MHKS (ecuacion 2.11), asi como el indice de persistencia. Por otro lado,
Mucha (Mucha M., 1997) y Chen y colaboradores (Chen B. et al., 2004) realizaron
estudios reoldgicos de quitina en el mismo solvente.

Si bien actualmente se han encontrado otros sistemas para solubilizar el polimero
(mezclas de acidos clorhidrico, fosfdrico, sulfurico o nitrico en 2-cloroetanol), la
solubilidad de la quitina depende en gran medida de la fuente de extraccién del
biopolimero. Por lo que el complejo DMAc/ CILi 5 % es el mds utilizado para la
determinacién de propiedades en solucién no sélo de la quitina y celulosa sino también

de una gran variedad de polisacdridos de alto peso molecular.

2.4. Propiedades del quitosano en solucidn.

El conocimiento del comportamiento polielectrolito del quitosano en solucién y su

reologia son muy importantes, ya que para la mayoria de sus aplicaciones (preparacién de
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peliculas, membranas, fibras e hidrogeles) son necesarias soluciones de este polisacarido
(Brugnerotto J. et al., 2001b; Berth G. et al., 2002).

El quitosano en su forma cristalina es normalmente insoluble en soluciones
acuosas, pero, en contraste con la quitina, el quitosano puede ser disuelto en soluciones
de acidos organicos diluidos tales como &acidos acético y férmico, entre otros. La
solubilizacién se alcanza debido a grupos amino libres protonables presentes en su

estructura molecular (Park J. et al., 1983), segun el siguiente equilibrio:

Quito — NH, + H;0t = Quito — NH;* + H,0

Asi, el quitosano se comporta como polielectrolito con grupos potencialmente
ionizables, con un valor de pK, = 6,3 (Rinaudo M. et al., 1999). Su comportamiento en
solucidn se encuentra en gran medida dominado por esta capacidad. El valor del pK, esta
relacionado con el grado de acetilacién, por lo que la solubilidad del quitosano es
dependiente del DA y del método de desacetilacion (Hwang J. et al., 2000). El caracter
polielectrolitico influye, entre otras cosas en sus propiedades hidrodinamicas, acido-base,
conductimétricas y reoldgicas (Argiielles W. et al., 2004).

Las propiedades en solucion son afectadas por varios parametros incluyendo el DA
(Matsumoto T. et al., 1991), pH (Chen R. et al., 1994), fuerza idnica (Tsaih M. et al., 1999),
la concentracion (Guo H. et al., 2002), la temperatura (Chen R. et al., 1998), la
concentracion (Rinaudo M. et al., 1999) y naturaleza (Kurita K., 2001) del acido utilizado
para la protonacién, asi como la distribucién de los grupos acetilo a lo largo de la cadena
polimérica (Kubota N. et al., 1997).

Asimismo es importante considerar las uniones por puentes de hidrégeno inter- e
intracatenarias y el caracter hidrofébico de los grupos acetilo, como también de las
condiciones de aislamiento y secado del polimero.

Una dificultad importante respecto a la solubilidad del quitosano es la de
encontrar un solvente que permita su caracterizacién y evite la formacién de agregados,
ya que estos perturban la determinacién del peso molecular no solo por viscosimetria
sino también por dispersion de luz (Rinaudo M., 2006). Es por ello que Rinaudo y
colaboradores (Rinaudo M. et al., 1993) proponen la mezcla de acido acético 0,3 M y

acetato de sodio 0,2M para estudios en solucion del quitosano.
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HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

HIPOTESIS DE TRABAJO

El quitosano obtenido a partir de quitina extraida de pluma del calamar de lllex
argentinus puede constituir una materia prima potencialmente Util para aplicaciones

biomédicas.

Sobre la base de esta hipodtesis se trazé el siguiente objetivo general.

OBIJETIVOS

Objetivo general:

Investigar las propiedades en estado sélido y en solucion del quitosano derivado

del calamar argentino lllex argentinus, como fuente novedosa de esta macromolécula.

Para dar cumplimiento a este objetivo general se plantearon los siguientes

objetivos especificos:

Objetivos especificos:

1) Aislamiento y posterior caracterizacién fisicoquimica de la quitina de pluma de
calamar lllex argentinus mediante analisis de la estructura cristalina, grado de acetilaciéon

y evaluacién del peso molecular promedio.

2) Obtencidn de quitosano por desacetilacion de la quitina de pluma de calamar

previamente aislada.
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3) Caracterizacion fisicoquimica del quitosano preparado mediante Ia
determinacién de parametros estructurales, estimacion del peso molecular promedio y

evaluacion de las propiedades reoldgicas.

Dichos objetivos se plantean para responder las siguientes preguntas mas relevantes:

1) ¢Cudl es el peso molecular de los quitosanos obtenidos a partir de la B-quitina de
la pluma de calamar Illex argentinus?

2) (Es posible obtener muestras de quitosano de alto peso molecular?

3) ¢Cudles son los pardmetros estructurales de quitina y quitosano? ¢Pueden ser
descriptos como cadenas flexibles o semiflexibles en solucién?

4) ¢Coémo varian las propiedades de dichas macromoléculas en solucion?

La variedad de quitosanos comerciales de otras fuentes en existencia en el
mercado es enorme. El interés de la presente tesis en los derivados de la pluma de
calamar lllex argentinus obedece a razones cientificas bdsicas, tales como obtencién,
caracterizacion y estudio tedrico-experimental de muestras de alto peso molecular, ya
que de esta especie sélo se ha estudiado la composicion porcentual en quitina vy
proteinas, pero no se dispone de informacién respecto a las caracteristicas
macromoleculares de quitina y quitosano. De modo de poder evaluar el comportamiento
y las propiedades relevantes para aplicaciones biomédicas es necesario realizar una
caracterizacion estructural completa de la macromolécula.

La importancia de este estudio se basa en dos aspectos fundamentales. Por un
lado, en nuestro pais se dispone de materia prima derivada de un desecho proveniente
de una de las principales industrias pesqueras del Mar Argentino, el cual puede constituir
una fuente alternativa para la obtencion de quitina y quitosano. Por otro lado, debe
considerarse que en la actualidad la Unica fuente disponible de estos biopolimeros es a
partir de productos de importacion. Este aspecto no es menos importante, considerando
la relevancia de las aplicaciones biomédicas propuestas y la proyeccién en el costo del
producto final. De lo dicho se deduce el interés aplicado (estudio de la respuesta de
peliculas preparadas con quitosano como sistemas de liberacion controlada de drogas de

uso farmacoldgico), que sera desarrollado en la siguiente seccion.
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PARTE EXPERIMENTAL

1. OBTENCION DE QUITINA

El procedimiento incluye la extraccidn, aislamiento y purificacidn de la B-quitina a
partir de la pluma del calamar lllex argentinus. Las muestras fueron obtenidas a partir de
ejemplares frescos de origen comercial procedentes de la Plataforma Continental Este del
Océano Atlantico Sur entre las latitudes 35-40° S, durante la época de pesca comprendida

entre Marzo y Agosto.
1.1. Acondicionamiento de la materia prima.

En esta primer etapa se extrajeron cuidadosamente las plumas del calamar /llex
argentinus y se procedié a su limpieza. La misma consistié en un primer lavado con agua
corriente para asi separar la masa corporal y otros contaminantes que pudieron quedar
adheridos a la pluma. Posteriormente se secaron a temperatura ambiente, hasta obtener
plumas con estructura dura y quebradiza y por ultimo se procedié al lavado con agua
destilada. Previo al aislamiento y purificacidon de la quitina las plumas se secaron hasta
peso constante a temperatura ambiente en tambor de vacio para asi poder determinar su
contenido en agua.

Una vez secas las plumas fueron cortadas en piezas de tamafio aproximadamente
entre 2-5 cm y se sometieron a molienda en acetona a 0° C durante 30 segundos en un
homogeneizador Ultra Turrax T25 (velocidad de 70 rpm) hasta tamafo de particulas de
varios milimetros. Posteriormente se separaron por centrifugacién (20 minutos a una
velocidad de 5000 rpm) las piezas de la acetona y se secaron a temperatura ambiente en
tambor de vacio hasta peso constante. Por ultimo las muestras fueron separadas por
tamizado, en tres grupos de tamanos de entre 0,45 y 0,85 mm con tamiz nimero 40 y
numero 20 respectivamente (Weast, R. et al., 1986). De esta manera se seleccionaron
para su posterior analisis aquellas muestras con tamafio de particula (t) 0,45 mm<t<0,8

mm. Las muestras fueron almacenadas en freezer hasta su posterior andlisis.
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1.2. Aislamiento y purificacion de la quitina.

El protocolo de aislamiento y purificaciéon aplicado en este trabajo de tesis se
confecciond en base al trabajo realizado por Chaussard y Domard (Chaussard G. et al.,
2004) debido a que las condiciones elegidas por esos autores evitan la posible

degradacion del polisacarido preservando asi en mayor medida su estructura original.

1.2.1. Extraccion de lipidos y lipoproteinas.

Percot y colaboradores (Percot A. et al., 2003) demostraron que tanto los lipidos
como las lipoproteinas pueden ser los responsables de limitar la desproteinizacion, en
relacidon a pardmetros cinéticos desfavorables; se hace evidente entonces la importancia
de su extraccion. Trabajos previos basados en métodos convencionales no consideran el
rol de estas moléculas en la etapa de desproteinizacion. Estos autores, basandose en
Folch y colaboradores (Folch J. et al., 1957) realizan la extraccion de lipidos y lipoproteinas
con la mezcla cloroformo/metanol 2:1 v/v. Siguiendo este procedimiento se llevaron a
cabo tres extracciones sucesivas, de una hora de duracién cada una, reflujando la
muestra en una relacion de 1 gramo de pluma: 100 ml de mezcla, manteniendo la

temperatura a 40 °C.

1.2.2. Desproteinizacion.

La desproteinizacién se realizd siguiendo los lineamientos de Percot vy
colaboradores (Percot A. et al., 2003) con NaOH 1M en una relacién 1 gramo de pluma:
15 ml de NaOH 1M, manteniendo agitacién mecanica, durante 24 horas a temperatura
ambiente.

Luego de este tiempo, el extracto se filtro empleando un embudo Buchner y la
quitina aislada se lavé hasta neutralidad para remover el exceso de NaOH. Por ultimo la
quitina fue liofilizada y secada hasta peso constante y almacenada en freezer hasta su

posterior utilizacién.
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La ausencia de color en la muestra al final del tratamiento es indicativa de que se

han removido las proteinas (Falini G. et al., 2001).

2. OBTENCION DE QUITOSANO

El enfoque utilizado en la obtencién de quitosano fue aquel propuesto por Kurita
(Kurita K. et al., 1993) con modificaciones basadas en estudios de Lamarque vy
colaboradores (Lamarque G. et al., 2004) y Chandumpai y colaboradores (Chandumpai A.
etal., 2004).

El procedimiento consistié en la desacetilacion con NaOH 50 % (p/v), a 40 °C. La
reaccioén se llevd a cabo empleando una relacion 1 gramo de quitina: 20 ml de NaOH. La
suspension de quitina en la solucion de NaOH se mantuvo con agitacion mecdnica, en
atmosfera inerte de nitrégeno y con recirculacion de vapores por medio de una columna
de reflujo, durante 48 horas. La mezcla reaccionante se sumergié en un bafio de hielo
molido-agua para detener la reaccidn y se neutralizé con HCI 0,1 M a 02C hasta pH 8,5.
Posteriormente se centrifugd y se separd el producto sélido aislado. El quitosano
obtenido fue liofilizado a peso constante y almacenado en freezer hasta su posterior
caracterizacion.

En la tabla 3.1. se resumen las condiciones utilizadas en la obtencién de quitina y

quitosano a partir de la pluma de calamar lllex argentinus.

. Concentracion | _, .. L. .
Reactivos y . Sélido: liquido Tiempo de
Etapa de reactivos y Temperatura .,
solventes (p/v) reaccién
solventes
Acondicionamiento | Agua, acetona - - 25y 0°C -
Extraf:cién de ’Iipidos Cloroformo/ 2:1v/v 1:100 40°C 3 horas
y lipoproteinas metanol
Solucién acuosa
D inizacio 49 1:1 25° 24 h
esproteinizacion de NaOH % p/v 5 5°C oras
Solucién acuosa
D ilacié 9 1:2 40° 48 h
esacetilacion de NaOH 50 % p/v 0 0°C 8 horas

Tabla 3.1. Resumen de las condiciones utilizadas en la obtencidn de quitina y quitosano.
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3. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE QUITINA Y
QUITOSANO

3.1. Caracterizacion de la pluma de calamar.

Se llevd a cabo un analisis de la composicion de la pluma de calamar. Se determind
el contenido porcentual en humedad, minerales y de los lipidos, lipoproteinas y proteinas
extraidos. Asimismo se realizo la caracterizacién de los productos extraidos.

La determinacion del porcentaje de humedad se realizd por andlisis gravimétrico
de la pluma previa y posteriormente a su acondicionamiento.

El contenido porcentual de minerales sobre la pluma inicialmente molida se
determiné por incineracion de la muestra a 700 2C y posterior cuantificacion gravimétrica.
Se llevd a cabo un estudio mediante microscopia electrénica de barrido (Modelo Philips,
SEM 505) utilizando energia de dispersidon por rayos X (EDX) con un detector SUTW-
Sapphire (EDAX). El analisis EDAX aportd informacion respecto de los principales
elementos presentes en las cenizas.

El contenido porcentual de lipidos y lipoproteinas fue determinado por analisis
gravimétrico de la muestra previo y posteriormente de realizada la extraccidon con
cloroformo/ metanol 2:1 v/v. Un método sencillo para confirmar que los lipidos vy
lipoproteinas fueron eficazmente extraidos consiste en la eliminacidon del solvente del
extracto organico, que contiene solubilizados una mezcla de lipidos diferentes vy
lipoproteinas, por rotaevaporacién a 40°C y posterior caracterizacién cualitativa del
residuo solido obtenido mediante espectroscopia infrarroja (Shimadzu IR435).

El contenido de proteinas se cuantific6 en el sobrenadante mediante
espectrofotometria UV utilizando el Método de Bradford (Bradford M., 1976) y por

analisis gravimétrico en la quitina obtenida.

3.2. Caracterizacion de la B-quitina purificada.

Como se comentd anteriormente, las diferencias estructurales que presentan las

diferentes fuentes de quitina (caparazén de crustaceos con a-quitina y pluma de calamar

4



Seccidn A: Quitina y Quitosano
IV. Parte Experimental.

con B-quitina) son determinantes de caracteristicas tales como grado de cristalinidad,
peso molecular promedio y grado de acetilacion. Dichas caracteristicas tienen
importancia sobre las propiedades finales y aplicaciones de la macromolécula. Se
emplearon técnicas de B3C-RMN CP/MAS en estado sdlido, espectroscopia IR y difraccion
de rayos X. Estas técnicas se complementaron con los datos obtenidos mediante

viscosimetria capilar y rotacional.

3.2.1. Caracterizacion estructural.

3.2.1.1. Espectroscopia Infrarroja.

El andlisis estructural de la quitina se realizd por espectroscopia infrarroja
empleando un equipo marca Shimadzu IR435. Los espectros se midieron en estado sélido
en forma de pastilla. La muestra se mezclé con bromuro de potasio (KBr) formando una
pastilla por compresién en prensa hidrdulica. El espectro infrarrojo fue obtenido en un
intervalo de frecuencias de 4000 a 500 cm™.

El espectro resultante fue comparado con datos bibliograficos y por concordancia
de las bandas caracteristicas de modo de corroborar la presencia del alomorfo - de la

quitina.

3.2.1.2. Determinacién del grado de acetilacién por espectroscopia *>C-

RMN CP-MAS en estado sdlido.

El espectro *C RMN CP-MAS de la B-quitina en estado sélido se registré con un
instrumento Bruker-Avance Il a 75,47 MHz. El tiempo de contacto fue de 1 milisegundo, el
tiempo de repeticion de 4 segundos y se acumularon 4096 escaneos. Las condiciones de
transferencia de magnetizacidon entre protén y carbon fueron optimizadas empleando
una muestra de adamantano.

Siguiendo a Brugnerotto y colaboradores (Brugnerotto J. et al., 2001a; Brugnerotto
J. et al., 2001b) el grado de acetilacion (DA) fue determinado de acuerdo a la relacidn

entre la intensidad de la resonancia del carbono del grupo metilo (lcus) v el promedio de

5



Seccidn A: Quitina y Quitosano
IV. Parte Experimental.

todas las intensidades de resonancia de todos los carbonos del anillo glucosidico (lc1, lc2,

Ic3, lca, Ics, Ics) [122] segun la siguiente expresion (4.1):

ICHS x100
Ic1+ Icz +lcs Hcatlcs+ Icel/6

DA(%) = [ (4.1)

3.2.1.3. Difraccion por Rayos X.

El difractogramas de rayos X en polvo de la quitina purificada se obtuvo
empleando un difractometro de rayos X de amplio angulo Philips PW1710 provisto de un
monocromador de rayo difractado con radiacién de CuK, (A =1,5406 ,&). El voltaje fue
seleccionado en 40 kV y la intensidad en 30 mA. El intervalo angular (20) fue escaneado
entre los 4° y 40° con incrementos de 0,02° y el tiempo de medicion de 2
segundos/incremento. La distancia entre planos en cada direccion fue calculada
utilizando la Ecuaciéon de Bragg.

Se calculé el Indice de cristalinidad (IC) de la quitina segin el método de Ia
intensidad de los picos propuesto por Focher y colaboradores (Focher B. et al., 1990). El
método consiste en medir la maxima intensidad de los picos de difraccién de la fase

cristalina (l110) y la méxima intensidad de los picos en la fase amorfa (l,,) de acuerdo a la

ecuacion (5.2):
IC (%) = [(l110 - lam)/ 1110].100 (4.2)

Donde ly19 es la maxima intensidad del pico de refraccién (110) a 26 = 19,4 y I,
corresponde a la intensidad de difraccion amorfa a 206 = 12,6 (ambos expresados en
unidades arbitrarias) (Cdrdenas G. et al., 2004).

Asimismo se determind el tamafio de los cristalitos (D) por la Ecuacién de
Scherrer, que relaciona la maxima intensidad del pico (26) con el tamafio de los
cristalitos, la longitud de onda de la radiacion CuK, (A =1,5406 ,&) y el angulo del pico

segun la ecuacion (4.3):

6



Seccidn A: Quitina y Quitosano
IV. Parte Experimental.

A(20)=0,9 1 / (D cos 0) (4.3)

Donde A(20) es el ancho a la mitad de la altura maxima del pico a 26=19,4°y O es

% del angulo de Bragg (expresado en radianes) correspondiente al pico cristalino.

3.2.2. Caracterizacion de la macromolécula en solucion.

3.2.2.1. Evaluacion del peso molecular viscosimétrico de la quitina.

La determinacién de la viscosidad intrinseca de la B- quitina obtenida se llevé a
cabo mediante la técnica de viscosimetria capilar en solucién de N,N-dimetilacetamida
(DMAC) conteniendo 5% de ClLi a 25°C. La quitina (C ~ 0,2 mg/ml) fue disuelta en solucidn
de DMACc/LICl 5% bajo agitacion mecanica durante 48 horas a temperatura ambiente.
Fueron preparadas diluciones a partir de una solucidon stock de manera tal que la
viscosidad especifica (nsp) cumpla la condicién 0,3 < 1, < 0,8. Las viscosidades capilares se
obtuvieron midiendo la viscosidad de cada dilucion del stock con un viscosimetro Ostwald
de 0,3 mm de didmetro, a una temperatura de 25 (+0,05) C° con un tiempo de caida para
el solvente de to > 120 segundos y un gradiente promedio de 240 seg-'.

Los parametros K'y a de la ecuacién de MHKS (4.4) utilizados para calcular el peso
molecular promedio viscosimétrico fueron aquellos obtenidos por Terbojevich vy
colaboradores (Terbojevich M. et al., 1988) mediante el empleo de técnicas de

viscosimetria y dispersion de luz a 25 °C.

[nl(cm3/g) = 0,24 My*° (4.4)

Con el objetivo de evaluar la dependencia de la viscosidad de la solucién de B-
quitina en funcion del gradiente de velocidad, se utilizé un reédmetro rotacional Haake
Rotovisco RV2 utilizando sensores cilindricos coaxiales NV y un cabezal de medicién MK
50. Las medidas fueron llevadas a cabo en una concentracion de 0,1 mg/ml de B- quitina
en DMACc/LICl 5% a 25 (+0,05) C°, en funcién del gradiente de velocidad en un rango de
200-950 5.
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3.2.2.2. Modelizacidn de la quitina como macromolécula flexible.

La conformacién en solucion de muchos polisacaridos puede describirse en
términos de pardmetros estadisticos tales como el radio de giro (<Rg), la longitud
estadistica de Kuhn (b) y la longitud de persistencia (g). Estos parametros hidrodindmicos
permiten predecir la rigidez de la macromolécula en solucién y pueden ser calculados a
partir de medidas de viscosidad intrinseca [n].

El radio de giro (¢<Rg>) esta definido como el cuadrado medio de la distancia de
extremo a extremo de una cadena y su cdlculo puede derivarse de medidas de [n] y pesos
moleculares. La relacion existente entre la [n] y el radio de giro se da por la siguiente

ecuacién (4.5) (Carreau P. et al., 1997):
(Rg)®
[n] = &= (4.5)

Donde @ es una constante universal (2,1.10>> mol™) y Mn es el peso molecular
promedio en nimero.

La longitud estadistica de Kuhn (b) puede ser determinada por la relacién existente
entre el radio de giro (Rg>, la longitud virtual del enlace por unidad monomérica (/) y el
grado de polimerizacién (DP) (Anthonsen M. et al., 1993) de acuerdo a la ecuacion (4.6).

En general el valor de b aumenta con el aumento de la rigidez de la cadena.

__ 6(Rg)?
b= o (4.6)

La longitud de persistencia (q) indica la distancia en la cual la cadena puede ser
considerada como rigida. Para el caso de polimeros semiflexibles se considera igual a %2 b
(Mazeau K. et al., 2000).

Una caracteristica general de los polisacaridos es su limitada flexibilidad debido a
los impedimentos estéricos que imponen los enlaces glicosidicos. Ademas la aparicién de

puentes de hidrégeno restringe los movimientos segmentales y origina un ovillo aleatorio

mas expandido e inflexible.
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Mazeau y colaboradores (Mazeau K. et al., 2000; Mazeau K. et al., 2004) llevaron
a cabo un analisis conformacional de quitinas con diferentes grados de acetilacion (DA) y
concluyeron que tanto quitina como quitosano son polimeros semiflexibles
caracterizados por una longitud de persistencia (q) que depende moderadamente del DA.
Ademas plantean que la rigidez de dichas macromoléculas se relaciona con la
conformacion de la molécula y especialmente con los puentes de hidréogeno
intramoleculares. Asi la presencia de unidades acetiladas incrementa la rigidez de la
cadena por razones estéricas y/o por puentes de hidréogeno entre dos residuos
adyacentes.

El modelo de cadena vermiforme ha sido probado satisfactoriamente para el
estudio de las caracteristicas conformacionales de los polisacaridos. La Teoria de
Yamakawa y Fujii (YF) (Yamakawa H. et al., 1974), desarrollada para un modelo de
cadena vermiforme, interpreta la viscosidad intrinseca [n] de cilindros semiflexibles de
longitud L y diametro d en términos de diametro reducido d’ y longitud de contorno
reducido L". Ambos valores se expresan en unidades de longitud de persistencia q. Asi

dicha teoria queda definida por la siguiente ecuacion (4.7):

Ml =®dL3?)3M (4.7)

Siendo (Terbojevich M. et al., 1988):

® una funcién de la longitud contorno reducido L"y didametro reducido d’;

M el peso molecular real de la cadena macromolecular;

L" representa la relacidon existente entre el peso molecular real (M) y el factor de

corrimiento (M,) de acuerdo a la relacion (4.8):

L'= M/ M, (4.8)

Donde M, corresponde a la masa molar por unidad de longitud de acuerdo a la siguiente

ecuacion (4.9):

M= M, /Lo = 39,50 Da/ A (4.9)

9
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Siendo My el peso molecular de la unidad repetitiva, que equivale a 203 Da y Ly la
proyeccién de la unidad repetitiva sobre el eje de la cadena, que posee un valor de 5,14
A.

El diametro reducido d’, tabulado por la teoria YF, se define de acuerdo a relacién
entre el diametro de cilindro equivalente (d), determinado por difraccién de rayos X, y el

indice de persistencia (g) (5.10):

d=dqg'=6,63A-g" (5.10)

1/2
Donde = (MO/SNLO> (5.11)

Siendo 6 la densidad del polimero y equivalente a 1,49 g/cm.
Tequivalentea s q, asi: 1/2 q (5.12)
Y por lo tanto: t™1=2q=b (5.13)

En esta tesis la rigidez de la cadena macromolecular de la quitina fue analizada en
términos de la teoria de Yamakawa y Fujii (YF) (Yamakawa H. et al., 1974), con los valores
de viscosidad intrinseca hallados en DMACc/CILi 5% a 25 °C calculados a partir de
parametros de Mark—Houwink reportados en la literatura (Terbojevich M. et al., 1988;

Terbojevich M. et al., 1996; Poirier M. et al., 2002).

3.3. Caracterizacion de quitosano.

3.3.1. Caracterizacidn estructural. Determinacion del grado de acetilacion.

Se realizaron mediciones por espectroscopia infrarroja con el fin de corroborar la
identidad quimica del quitosano obtenido por desacetilacion, asi como para determinar

su grado de acetilacion.



Seccidn A: Quitina y Quitosano
IV. Parte Experimental.

Las medidas se realizaron mediante la formacién de una pelicula por evaporacién
de una solucién del quitosano en acido acético 1 % v/v; el espectro fue obtenido en el
infrarrojo medio, en un intervalo de frecuencia de 4000-500 cm™.

La caracterizacion funcional del quitosano fue corroborada a partir de datos
bibliograficos de bandas caracteristicas en muestras similares.

El grado de acetilacién del quitosano fue calculado a partir de la integracion de
bandas caracteristicas a 1320 cm™ y 1420 cm'de acuerdo a la ecuacion (2.3) expuesta por

Brugnerotto y colaboradores (Brugnerotto J. et al., 2001a):

Grado de N-acetilacidn (%) = 31,92 (A1320/A1420) — 12,20 (2.3)

3.3.2. Propiedades del quitosano en solucidn.

3.3.2.1. Evaluacion del peso molecular promedio viscosimétrico.

Se llevd a cabo la determinacién de la viscosidad intrinseca del quitosano
mediante la técnica de viscosimetria capilar en buffer acido acético 0,3 M /acetato de
sodio 0,2M a 25°C. Asi el quitosano fue disuelto en solucién de acido acético (AcH) 0,3 M
bajo agitacion mecdnica durante 72 horas a temperatura ambiente. Posteriormente se
afadid acetato de sodio (AcNa) 0,2M vy disolvid bajo agitacidon mecanica durante 24 horas.
Una vez disuelta la solucién fue filtrada con filtro acuoso 0,45 um.

Se prepararon diluciones a partir de una solucion stock de manera tal que la
viscosidad especifica (nsp) estuvo comprendida entre 0,3 < ns, < 0,8. Las viscosidades
capilares se obtuvieron midiendo la viscosidad de cada dilucion con un viscosimetro
Ostwald de 0,4 mm de diametro, a 25 (+0,05) C° con un tiempo de caida para el solvente
de tg < 120 segundos y un gradiente promedio de 643 s

El peso molecular viscosimétrico fue calculado a partir de los pardmetros MKHS
hallados por Rinaudo y colaboradores (Rinaudo M. et al., 1993) y posteriormente

corroborados por Brugnerotto y colaboradores (Brugnerotto J. et al., 2001b) (4.14):

[M](cm3/g) = 0,082 MY7® (4.14)
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A partir de los datos viscosimétricos y con el fin de constatar que las medidas se
hallaban en régimen diluido, se hall6 C* como el valor de la pendiente en la gréfica de
viscosidad especifica en funcion del producto C[n] de acuerdo a la aproximacién utilizada
por Desbrieres (Desbrieres J., 2002) a partir de la Ecuacién de Huggins (2.9) (Dobrynin A.
etal., 1995).

N s = CInl+ ku (C[N])? (2.9)

Como se comentd dicha ecuacién presenta un comportamiento lineal en la zona
diluida y se aleja de ésta en el régimen semidiluido. Por lo tanto se puede hallar a C*

como el valor de la pendiente en la cual se desvia en uno de la expresion de Huggins.
3.3.2.2. Reologia de quitosano.

Debido a los escasas publicaciones sobre quitosanos en soluciones no diluidas se
iniciaron estudios referentes a las propiedades reoldgicas de los mismos. Los ensayos se
llevaron a cabo con soluciones de quitosanos de lllex argentinus y, a fines comparativos,
con muestras comerciales de quitosanos de origen crustaceo (Aldrich) en AcH al 1% v/v.
Se utilizé un viscosimetro rotacional Haake RV2 con sensores cilindricos coaxiales NV y un
cabezal de medicién MK 50. Las mediciones se realizaron con soluciones de polimero al
0,25 - 1 % p/v, a una temperatura de 25+0,1°C. Debido a la sensibilidad del equipo las
medidas abarcaron un rango de gradientes entre 1y 10° seg™.

Para el analisis de las curvas reoldgicas se utilizd el Modelo de Cross (Cross M.,
1965) (4.15) que permite estimar el valor de la viscosidad a gradiente cero (n,), el tiempo
caracteristico (t1), que representa el tiempo en que tardan las moléculas en desenredarse

en un régimen semidiluido y la pendiente (1-n) en la zona no newtoniana.

Mo

n = 1+ [tl)-/](l_n) (4.15)
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. CARACTERIZACION DE LA PLUMA DE CALAMAR.

Las plumas del calamar lllex argentinus representan el 0,2 % p/p del calamar. Por
analisis gravimétrico se encontré que las plumas contienen, en base seca, un 1% de cenizas,
2,3% de lipidos y lipoproteinas, un 64 % de proteinas y un 31% de quitina.

Resultados similares fueron obtenidos por otros autores con pluma de calamar de
otras especies, tal como se observa en la tabla 5.1, donde Kurita y colaboradores (Kurita K. et
al., 1993) con ejemplares de Ommastrephes bartrami obtienen 58 % de proteina y 35-40 %
de quitina, Chaussard y colaboradores (Chaussard G. et al., 2004) con ejemplares de Loligo
hallan valores de 42,5 % de proteina y 32,5 % de quitina, 2% de de lipidos y lipoproteinas y
2% de cenizas. Lavall y colaboradores (Lavall R. et al., 2007), Tolaimate y colaboradores
(Tolaimate A. et al.,2003) y Chandumpai y colaboradores (Chandumpai A. et al., 2004)
obtienen valores similares. Las diferencias pueden ser atribuidas al origen de la fuente asi

como al protocolo de extraccién y en ultima instancia al modo en que fueron analizados los

extractos.
Composicién Quimica (%)
Especie estudiada ipi Referencia
P Humedad Proteinas Cenizas |, Llp:dos’y Quitina f
lipoproteinas

Ommastrephes bartrami n.r. 58 <<< n.r. 35-40 Kur/ttlx ;(9 ; tal,

. Chaussard G. et
Loligo sp. 13 42,5 2,4 2 32,5 al., 2004
L. lessoniana y L. 0,025- Chandumpai
formosana nr nr 0,042 n.r 3538 | p et al., 2004
L. sanpaulensis y L. plei 9,4 n.r. 19 n.r. 40-42 LavallR. et al.

2007

lllex argentinus n.r. 64 1 2,3 31 esta tesis

Tabla 5.1. Comparacion de la composicion quimica (%) de la pluma del calamar lllex argentinus
respecto a los reportados por otros autores. n.r.: valor no registrado.
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A partir del andlisis EDAX de las cenizas de la pluma de calamar (figura 6.1.) se
hallaron los principales elementos, mayoritariamente constituidos por fdésforo, sodio,
potasio, calcio y en menor medida magnesio.

El bajo contenido porcentual en materia inorganica obtenido respecto a los otros
extraibles (tabla 5.2.) se halla en concordancia con aquellos reportados por otros autores
(Lavall R. et al., 2007; Chaussard G. et al., 2004; Kurita K. et al., 1993; Chandumpai A. et al.,
2004) y sustenta el hecho de que no sea necesario el paso de desmineralizacién en el
proceso de purificacién, contrariamente a lo que sucede con las fuentes de a-quitina.

En la figura 5.2. se observa el espectro infrarrojo del extracto de lipidos y
lipoproteinas obtenido. Chaussard y colaboradores (Chaussard G. et al., 2004) demostraron
que la extraccién con la mezcla cloroformo/ metanol 2:1 v/v es un sistema eficiente para
separar lipidos y lipoproteinas. La presencia de bandas de absorcion caracteristicas en el

espectro IR del extracto, tales como uoy =3400 cm—, Uc-o 1730 cm-, uny =1640 cm-' (amida

1) y 1600 cm-t (Ucis RHC=cHR), confirman la presencia de ambos compuestos.

| Ca

0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50

Figura 5.1. Composicion EDAX de materia inorgdnica de la pluma del calamar Illex argentinus.
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Elementos quimicos presentes en las cenizas (ppm)

Referencias

Na Mg P K Ca Fe Mn Cu cad

170 121 287 19 344 4 n.r. n.r. n.r. |Kurita K.et al.,
1993.

8540 1220 n.r. 255 1025 30 1 15 4 | Chaussard G.
etal., 2004.

n.r. 3,3/5,5 nr. nr. 17,7/24,2 7,7/17,2 n.r. 0,9/16,2 8,1 |Chandumpai
A. etal.,
2004.

nr. 11,7+4/-1 nr. nr. 945+/-5 3,5+4/-0,6 3,5+/-0,6 n.r. n.r. |LavallR. et
al., 2007.

280 350 5700 150 10600 n.r. n.r. n.r. n.r. | Tolaimate A.
etal., 2003.

750 100 510 210 170 n.r. n.r. n.r. n.r. | esta tesis

Tabla 5.2. Comparacidn con datos bibliogrdficos acerca de los principales elementos hallados en las

cenizas. Elementos expresados en ppm. n.r.: valor no registrado.
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| |
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Figura 5.2. Espectro IR de los lipidos y lipoproteinas extraidos de la pluma de calamar lllex argentinus.
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2. CARACTERIZACION DE LA QUITINA PURIFICADA
2.1. Espectroscopia Infrarroja.

El espectro infrarrojo de la B-quitina muestra bandas de absorbancias estrechas,
tipicas de los polisacaridos cristalinos (figura 5.3.).

La presencia del alomorfo B-quitina fue confirmada por la aparicién de una Unica
banda a uc-o 1656 cm™ (Amida 1), asignada a la unién por puentes de hidrégeno C=0---H-N
intracatenarios del grupo C=0 de la amida | con el grupo N-H de la amida (Amidas Il) (Kurita
K. et al., 1993). La existencia de una uUnica banda Amida | diferencia claramente al alomorfo
B- del a-, en la cual aparecen una banda a vuc-o 1660 cm™ y hombro asociado a 1627 cm’l,

atribuido a puentes de hidrogeno intercatenarios C=0---HOCH, (Jang M. et al., 2004; Kurita K.
etal., 1993; Focher B, etal., 1992).

1000 st e s T . i~ 100.0
;
0.0 | - - 80.0
- |
X e00— — , L 600
© ‘ ;
o
c =
© i
€ 40— L 40,0
(%] 1
c
O
—
'_
20.0— —— ﬁ 20.0
|
0.0 — bt ettt —t —T —— 00
40000 30000 2000.0 1500.0 1000.0 500.0 400.0

NUmero de onda (cm™)

Figura 5.3. Espectro IR de transmitancia de la f—quitina extraida.
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Asimismo, las siguientes bandas permiten caracterizar el polisacarido (Lavall R. et al.,
2007; Cdrdenas G. et al., 2004): una amplia banda a voy 3420 cm™ atribuida a puentes de
hidrégeno intramoleculares -O(3)H:-+(5) del anillo, una banda a un.y 3280 cm™ debida a la
deformacién axial del grupo amino que participa en la formacion de puentes de hidrégeno
intermoleculares C=0---H-N (Focher B. et al., 1992), una banda Amida Il a up.p (C-N-H)+ én.n
1560 cm™ (Kurita K. et al., 1993), una banda &cy + 6c.chz 1370 cm™, Uen + Snp = 1315 cm™
(amida I11) y bandas a Uc.0 1160 cm™, 1105 cm™, 1060 cm™ y 1025 cm™ asignadas a modos de

vibraciéon de estiramiento C-O-Cy C-O.

2.2. Espectroscopia *C RMN CP-MAS en estado sélido.

En el espectro *C RMN CP-MAS en estado sélido de la quitina obtenida (figura 5.4.) se
observan siete sefiales asignadas a los ocho dtomos de carbono de la unidad repetitiva de la
N-acetilglucosamina. Dichas senales aparecen en los siguientes valores de desplazamientos
quimicos (ppm) (Tanner S. et al., 1990): 6 = 172,6 (C=0), 104,4 (C1), 84,1 (C4), 75,0 (C3 y C5),
61,4 (C6), 5,7 (C2) y 22,8 (CH3). La sefial del carbonilo (C=0) aparece como un pico agudo y
asimétrico, indicando la presencia de un Unico estado conformacional, tipico de la estructura
de la B-quitina. El espectro se caracteriza por la presencia de amplios picos asimétricos y
hombros distintivos en C6 y CHs, Las sefiales de C3 y C5 se superponen en una resonancia
centrada a 75,0 ppm, mientras que para el espectro de la a-quitina estas sefiales son
reportadas como dobletes (Focher B. et al., 1990; Cdrdenas G. et al., 2004). Estas diferencias
son atribuidas a diferentes configuraciones en C3 y C5 como resultado de los puentes de
hidrégenos establecidos en los dos alomorfos. Asi dichas caracteristicas del espectro *C RMN

CP-MAS confirman la identidad quimica de la quitina.
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Figura 5.4. Espectro >C-RMN CP/MAS (75.47 MHz) de la f-quitina obtenida.

2.2.1. Determinacion del grado de acetilacion.

El grado de acetilacién (DA) fue determinado en base a estudios por espectroscopia
13 RMN CP-MAS realizados por Brugnerotto y colaboradores (Brugnerotto J. et al., 2001a;
Brugnerotto, J. et al., 2001b) de acuerdo a la relacién (5.1) (Ottgy M. et al., 1996). Se hallé un
valor de DA = 96% para la B-quitina purificada aislada de pluma de calamar lllex argentinus.
Distintos valores de DA han sido reportados a partir de B-quitinas de diferentes fuentes de
calamares, entre ellos se pueden citar un 92% para pluma del calamar Ommastrephes
bartrami (Kurita K. et al., 1993), 100% para pluma del calamar Loligo vulgaris (Tolaimate A. et
al., 2003; Rhazi M. et al., 2000) y 79% para pluma del calamar Loligo formosana (Methacanon
P. et al.,, 2003).

Las discrepancias entre los valores reportados pueden ser atribuidas no sélo al
método de determinacidn del grado de acetilacion utilizado sino también a las diferencias de
protocolo de aislamiento utilizados, que muchas veces incluyen el paso de desmineralizacion
acidica e incluso desproteinizacion bajo diferentes condiciones alcalinas. Para el caso de esta

tesis, debido al bajo contenido de minerales, la etapa de desmineralizacidon no fue efectuada,
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y la etapa de desproteinizacion fue realizada bajo condiciones suaves (solucién acuosa NaOH
1M, temperatura ambiente y duracidon de la reaccién 24 hs.) tal como lo sugerido por
Chaussard y colaboradores (Chaussard G. et al., 2004) para asi evitar |la posible degradacién
de la macroestructura y desacetilacion de la quitina nativa. Es de esperar que el valor
obtenido sea reflejo de las condiciones de aislamiento utilizadas las cuales preservaron la
estructura original del polisacarido.

Como se comentd previamente numerosos autores se inclinan por determinar el
grado de acetilacion mediante espectroscopia infrarroja. Baxter y colaboradores (Baxter A. et
al., 1992) asi como Chaussard y colaboradores (Chaussard G. et al., 2004) indican que para
aquellas muestras con elevado grado de acetilacion, como es el caso de la B-quitina de pluma
de calamar estudiada en esta tesis, la determinacién del grado de acetilacién por
espectroscopia de infrarrojo subestima los valores de DA debido a que la elevada
higroscopicidad de la muestra aumenta la absorbancia de las bandas OH que se utilizan
como referencia. Es por esto que consideran adecuado la obtencién del DA por

espectroscopia 'H o BBC RMN.

2.3. Difraccion por Rayos X.

Tal como se aprecia en la figura 6.5., el difractograma de rayos X obtenido exhibe dos
amplios maximos de difraccién a 26 = 8,10° (distancia intercatenaria: 10,91 A) y 26 = 19,4°
(4,57 A). Este patron de reflexiéon incluye valores coincidentes con los reportados para
muestras de B-quitina de fuentes similares (Jang M. et al., 2004; Lavall R. et al., 2007; Kurita
K. etal., 1993; Kim S. et al., 1996; Jaworska M. et al., 2003).

Roberts (Roberts G., 1992) aclara que el origen del material afecta fuertemente la estructura
cristalina, dependiendo del tipo de arreglo de cadena y que la distancia intercatenaria
depende del grado de hidratacidn de la muestra, la cual varia entre 9,3 y 11,1 A. Cuanto mas
elevado es el valor de la distancia intercatenaria a lo largo del eje cristalografico c, mayor es
el grado de hidrataciéon. En el alomorfo B de la quitina los puentes de hidrégenos

intercatenarios (a lo largo del eje cristalografico c) estdn ausentes a diferencia de lo que
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ocurre en la o-quitina. En el caso de esta tesis se hallé un valor de 10,91 A, el cual se

corresponde con la estructura 3 de la quitina.

1000 .
800 .
600 .

400+ -

20::: /M\ _

Cuentas

20

Figura 6.5. Difractograma de Rayos X de la -quitina aislada.

Asi fue calculado el indice de cristalinidad (IC) de acuerdo a la ecuacion (5.2) y el
tamano de cristalitas (D) mediante la ecuacién (5.3). Los valores hallados fueron 74,9% vy 2,32
nm respectivamente. Estos resultados estan en concordancia con aquellos provenientes de
muestras de B-quitina de pluma de calamar (Lavall R. et al., 2007; Chaussard G. et al., 2004;
Cdrdenas G. et al., 2004).

Lavall y colaboradores (Lavall R. et al., 2007) explican que la cristalinidad, el tamafio
de los cristalitos y su grado de orientacidn ejercen una profunda influencia sobre la cantidad
de agua adsorbida en la matriz polimérica asi como en la solubilidad del polimero, de ahi la
importancia de dicha informacién. Cardenas y colaboradores (Cdrdenas G. et al., 2004), Lavall
y colaboradores (Lavall R. et al., 2007), asi como Jaworska y colaboradores (Jaworska M. et
al., 2003) obtienen valores de IC de entre 66,3%, 71,8-73,4% y 82,6% respectivamente. El
tamafio de los cristalitos hallados en esta tesis en similar al reportado por Jaworska vy
colaboradores (Jaworska M. et al., 2003), con un valor de 2,6 nm como también al de Lavall y

colaboradores (Lavall R. et al., 2007), que encuentran valores de entre 3,17 nmy 3,24 nm.
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2.4. Evaluacion del peso molecular promedio viscosimétrico de la quitina.

La viscosidad intrinseca de la B- quitina en DMACc/CILi 5% a 252C fue determinada
graficamente a partir de las curvas de viscosidad en funcién de la concentracién de polimero
por doble extrapolacion de las relaciones de viscosidad de Huggins y Kramer (ecuaciones
(2.9) y (2.10) respectivamente) y posterior calculo del promedio de la interseccion en
ordenadas de ambas extrapolaciones.

Como se observa en la figura 6.6., la representacion grafica y conjunta de la viscosidad
inherente y reducida en funcién de la concentracién de polimero presentd el
comportamiento lineal esperado dentro del rango de concentracidon utilizado para las
medidas viscosimétricas (0,02 < c < 0,1 mg/ml).

Por viscosimetria rotacional se analizaron en funcién del gradiente soluciones de [3-
quitina en DMACc/LICl 5% con una concentracion de 0,1 mg/ml y no se observé variacion de la
viscosidad en funcién del gradiente, lo que indica que las medidas fueron realizadas en
régimen Newtoniano.

La viscosidad intrinseca fue estimada en un valor de [n] = 7200 + 200 ml/g. Los
coeficientes de Huggins y Kramer fueron de ky = 0,34 y k¢ = -0,15 respectivamente. La
diferencia entre ambos coeficientes no fue mayor de 0,5 lo cual estda de acuerdo con lo

predicho por el modelo.

9500 ® hsplc b

1 ®m  |n hr/c
9000 - -

8500 | -
8000 | .
7500 .
7000 -\- 4

< L] <
6500 — \I\.\—

6000 =

TlSp/C » In(n))/c (ml/g)

5500 —

5000 ~+————————————————T——T——

C x 10° (g/ml)

Figura 6.6. Viscosidad intrinseca de B-quitina en LiCl (5%)/DMAc a 252 C en funcion de la
concentracion.
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El peso molecular promedio viscosimétrico fue estimado en M, = 3,07.10° g/mol de
acuerdo a los pardmetros K y a de la ecuacion de MHKS (5.4) propuesta por Terbojevich y
colaboradores (Terbojevich M. et al., 1988).

Si bien los estudios de quitina en solucién no son abundantes, el valor hallado en esta
tesis es superior a aquellos reportados por otros autores a partir de ejemplares de Loligo sp.
(Lamarque G. et al., 2004; Kim S. et al.,, 1996; Focher B. et al., 1990) bajo las mismas
condiciones de andlisis de las muestras (solvente utilizado, temperatura y set de constantes
Ky a de la ecuacion MKHS). Por ejemplo Lamarque y colaboradores (Lamarque G. et al.,
2004) y Focher y colaboradores (Focher B. et al., 1990) que encuentran valores de M, =
1,34.10° g/mol y 1,8.10° g/mol respectivamente asi como Kim y colaboradores (Kim S. et al.,
1996) hallan valores de M, = 3,0.10° g/mol.

Es de esperar que el valor de peso molecular promedio viscosimétrico estimado en
esta tesis sea reflejo no sélo del origen biolégico de la B- quitina sino de la preservacién de la
estructura original del polisacarido debida a las condiciones de aislamiento utilizadas. Por
otra parte dicho valor puede deberse a una presumible polidispersidad de la muestra.
Lamarque y colaboradores (Lamarque G. et al., 2004) justifican el uso de las constantes de
Terbojevich y colaboradores (Terbojevich M. et al., 1988) argumentando que las constantes K
y a de la ecuacidn MKHS dependen fuertemente de la polidispersidad de las muestras,
especialmente el valor de la constante K, comentando que cuando la polidispersidad es
elevada el valor de K es subestimado y como resultado se sobreestima el peso molecular.
Una manera de sustentar la correcta estimacién del peso molecular viscosimétrico seria la
obtencion del peso molecular promedio e indice de polidispersidad mediante cromatografia

GPC o por dispersion de luz.

2.5. Modelizacion de la quitina como una macromolécula flexible.

La rigidez de cadena de la quitina fue analizada en términos de la Teoria de Yamakawa
y Fujii (YF) (Yamakawa H. et al., 1974) (5.7), a partir de valores de viscosidad intrinseca

calculados con los parametros de MHKS en DMACc/CILi 5% a 25 °C reportados en la literatura
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(Terbojevich M. et al., 1988; Terbojevich M. et al., 1996; Poirier M. et al., 2002) tal como se

detallan en la tabla 6.3.

K (ml/g) a M., (g/mol)  [n] (ml/g) Referencia
0,24 0,69 0,51. 10° 2100 (Terbojevich M. et al., 1988)
0,021 0,88 1,2.10° 4700 (Terbojevich M. et al., 1996)
0,0076 0,95 0,71.10° 2700 (Poirier M. et al., 2002)

Tabla 6.3. Pardmetros de MHKS reportados en la literatura, valores mdximos de masa molar y
viscosidad intrinseca para quitina en DMAc/ CILi.

Primeramente fue calculada la masa molar a partir del valor de viscosidad intrinseca
estimada por extrapolacion en el rango de validez de Terbojevich y colaboradores
(Terbojevich M. et al., 1988; Terbojevich M. et al., 1996) (T1988 y T1996 respectivamente) y
Poirier y colaboradores (Poirier M. et al., 2002) (P2002) (figura 6.7). Se hallaron valores de
My (r1988)= 3,07.10° g.mol‘1 y My(p2002)= 1,96.10° g.mol'1 respectivamente. Ademads se encontré

que el valor de My (r1996); €S similar My (p2002)-

2,2 —— . —

2,0

Experimental:

1,8
16 —*— T1988

" T1996
1,4
1,96 3,07

1,2

1,0

log [n] (In] 10” ml/g)

0,8

0,6

0,4 ——— . ———r

10° 10°
log M,,

Figura 6.7. Masa molar de B-quitina de pluma de calamar calculada a partir de los set de pardmetros
MHKS citados en tabla 6.3.
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Utilizando los pardmetros hallados por Terbojevich y colaboradores (Terbojevich M. et
al., 1988) se realizaron célculos de viscosidad intrinseca como funciéon de la longitud de
persistencia (g) para pesos moleculares viscosimétricos (M,) del orden de 3.10° g/mol (entre
los limites My = 3,0.10° g/mol y Mg, = 3,2.10° g.mol, obtenidos experimentalmente a partir
de las incertezas en la viscosidad intrinseca). La grafica de las mismas (figura 6.8.) son curvas
crecientes debido a que la [n] crece con g. Posteriormente se determind un rango de valores
de g compatibles con la [n] por interseccidon de dichas curvas con valores constantes

(maximo y minimo) de [n].

100 ——4————F———F———F——F——1——1——1———

1 ML =39.50 g/mol.A
90+ d'=6.63A

80
limite inferior de q
| e —

v
€ 70 ; =
o T incerteza en [n] limite superior de q
3
= 60 M, (g/mol) 1
——M_=3,010°
50 s |
——M__=3110
6
40 - Msup— 3,2.10

B e e I B e e e e e e e I
90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190

Longitud de persistencia (q) (A)

Figura 6.8. Longitud de persistencia (q) en funcion de la viscosidad intrinseca de acuerdo a los
parametros obtenidos por Terbojevich y colaboradores (Terbojevich M. et al., 1988).

De acuerdo a los valores de viscosidad intrinseca y eligiendo los parametros
estructurales de B-quitina de M, = 39,5 g/mol.A (ecuacidn 5.9), d” = 6,63 A (ecuacién 5.10) se
determind una longitud de persistencia g = 145 + 5 A (figura 6.9.). Este valor es coincidente
con el hallado por Terbojevich y colaboradores (Terbojevich M. et al., 1988) para masas
molares menores que 0,51.10° g/mol, lo que permitiria inferir la validez de la extrapolacion
de estos parametros y descartar la existencia de agregados responsables de la elevada

viscosidad intrinseca medida (~ 7200 ml/g).
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110 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1

1004 |— 1,96.10° g/mol (T1988)

1 |——3,07.10° g/mol (T1996 y P2002)
90

80+

experimental:

70

60 -

[n1.107 (ml/g)

50
40

304
—

0d—
80 100 120 140 160 180 200

Longitud de persistencia (q) (A)

Figura 6.9. Longitud de persistencia (q) de la B-quitina de pluma de calamar en funcién de la
viscosidad intrinseca a partir de los set de pardmetros MHKS citados en tabla 6.3.

Poirier y Charlet (Poirier M. et al., 2002) obtuvieron fracciones de quitina con un
indice de polidispersidad angosto (1,3 -1,4) y grado de acetilacién 90-92 % a partir de una
extraccion por coacervacion en DMAc/CILi 5% a 30°C. Dichos autores reportaron una set
alternativo de pardmetros MHKS vélidos para masas molares de hasta 710.10° g/mol
(correspondiente a [n] ~ 2730 ml/g). Utilizando estos parametros el peso molecular de la B-
quitina de pluma de calamar se reduce a M, = 1,96.10° g/mol y la longitud de persistencia
aumenta a g = 190 + 5 A (figura 6.9.). Valores casi similares tanto para M, como para g
fueron obtenidos mediante el uso de un segundo set de pardmetros MHKS determinados por
Terbojevich y colaboradores (Terbojevich M. et al., 1996) a partir de un mayor nimero de
muestras y con diferentes técnicas de fraccionamiento que en (Terbojevich M. et al., 1988).

Lamarque y colaboradores (Lamarque G. et al., 2004) analizaron por viscosimetria
muestras de B-quitina con 90 % DA, reportando dos valores diferentes de pesos moleculares:
Mv(r1088= 1,34.10° g/mol y Mv(r1906= 1,01.10° g/mol segin el set de pardmetros MHKS
utilizados (T1988 o T1996 respectivamente). Aplicando la teoria YF a estos datos,
encontramos una longitud de persistencia de 145 A 0 170 A, respectivamente, demostrando

una misma tendencia que para las muestras analizadas en esta tesis.
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Utilizando los pardmetros MHKS de Poirier y colaboradores (Poirier M. et al., 2002) se
obtiene un Mv = 1,07.10° g/mol y g = 165 A, valores cercanos a las predicciones realizadas

para (Terbojevich M. et al., 1996), tal como se observa en la figura 6.10.

T I T I T I
6 Mv=1,34.106g/mo| B
5 — —
Mv = 1,01.10° g/mol
57 Mv=1,07.105g/mol 7
- 4 :
0
=}
i
= 37 i
3 — —
B — T1988 B
2 4 — T1996 -
1 P2002 1
2 — —
I T T T T I ' I ' I T T T T
10 12 14 16 18 20 22 24

Longitud de persistencia (q) (A)

Figura 6.10. Longitud de persistencia (q) de muestras de B-quitina con 90 % DA obtenidas por
Lamarque y colaboradores (Lamarque G. et al., 2004) analizadas en funcion de la viscosidad intrinseca
a partir de los set de parametros MHKS citados en tabla 6.3.

Por otra parte Mazeau y Rinaudo (Mazeau K. et al., 2004) estimaron la longitud de
persistencia a partir de cdlculos por modelado conformacional de polisacdridos en solucién y
en estado sélido. Dichos autores reportan un valor limite de longitud de persistencia de 125
A para quitina 100 % acetilada. Esta cota estd por debajo de las predicciones de la teoria YF
para la viscosidad intrinseca usando los pardmetros MHKS actuales en experimentos
independientes de viscometria capilar.

Una apropiada caracterizacién de B-quitina requerird discernir entre los conjuntos de
pardmetros MHS, a partir de medidas independientes de la longitud de persistencia con

experimentos de dispersién de luz o rayos X.
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3. CARACTERIZACION DEL QUITOSANO OBTENIDO

3.1. Caracterizacion estructural del quitosano y determinacion del grado de

acetilacion.

En la figura 6.11. se muestra el espectro infrarrojo del quitosano obtenido. Las
porciones mas significativas del espectro corresponden a bandas caracteristicas en Uoy Y Unn
3373 cm'l, Ucn2924y 2841 cm™. También se observan bandas caracteristicas de las amidas a
Uceo 1153 cm™ (tension antisimétrica del puente C-O-C) y ucy (C-N-H)+6n 1556 cm? (Amida
1) @ Uc-o 1640 cm™ (Amida 1) y ucn +6n.n 1316 cm™ (Amida 111), asi como bandas a 6c.y 1466—
1377 cm* (del grupo CH2) y bandas a uco 1078 cm™, 1032 ecm™, 1105 cm™ (asignadas a
modos de vibracién de estiramiento C-O-C y C-O propias del esqueleto pirandsico). Todas las
bandas nombradas permiten corroborar la funcionalidad tipica del quitosano.

En comparacion con el espectro de la B-quitina (figura 6.3.) se observa como la banda
a 1656 cm™ disminuye a menores longitudes de onda mientras que aquella ubicada a 1560
cm™ incrementa su valor, indicacion de la prevalencia de grupos NH,.

La evaluacién del grado de acetilacion fue realizada mediante la integracion de las
bandas localizadas a 1316 cm™ (banda caracteristica correspondiente a la amida Ill) y 1456
cm™ como banda de referencia, de acuerdo a la correlacién (2.2) expuesta por Brugnerotto y

colaboradores (Brugnerotto J.et al., 2001a):

DA (%) = 31,92 (A1316/A1ase) — 12,20 (2.2)

El grado de acetilacidon porcentual (DA%) resultante es de 7,4 %. El valor hallado es
consistente con aquellos obtenidos por Chandumpai y colaboradores (Chandumpai A. et al.,
2004) bajo similares condiciones de reaccion. Dichos autores determinan el DA en valores

cercanos a los 7,5y 20 %.

15



Seccion A:Quitina y quitosano
V. Resultados y Discusion.

%T
611,21

~
«©
o
~
]
©

o
|
2923,62

e e e R
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm'l)

Figura 6.11. Espectro FTIR del quitosano obtenido.

Las similitudes o diferencias entre los valores reportados con los hallados en esta tesis
pueden ser atribuidas no sdélo a las diferentes condiciones de desacetilacion utilizadas sino
también debido a las diferencias en materia prima (fuentes de quitina), composicién y
dimensiones de la cadena.

Puede considerarse que las condiciones de desacetilacion utilizadas durante la
obtencién de quitosano (NaOH 50 % p/v a 40 2C, durante 48 hs. en una relacién 1 gramo de
quitina: 20 ml de NaOH con agitacibn mecanica, en atmodsfera de nitrogeno y con
recirculacion de vapores por medio de una columna de reflujo) son el principal factor que
determina el valor hallado en esta tesis permitiendo la gran extensién de la desacetilacion y
evitando la degradacion del polisacarido.

En relacién a la materia prima utilizada, distintos valores de DA han sido reportados a
partir de quitosanos obtenidos de B-quitina de pluma de diferentes fuentes de calamares,
como ejemplo se puede citar a Tolaimate y colaboradores (Tolaimate A. et al., 2000;
Tolaimate A. et al., 2003) y Methacanon y colaboradores (Methacanon P. et al., 2003). Dichos
autores hallan un valor de DA% de entre 1 - 4 % para muestras desacetiladas de quitina de

calamar Loligo vulgaris y 5 - 16% para muestras de Loligo formosana respectivamente.

16



Seccion A:Quitina y quitosano
V. Resultados y Discusion.

Por dltimo las discrepancias pueden deberse al método utilizado para determinar el
grado de acetilacion. Brugnerotto y colaboradores (Brugnerotto J. et al., 2001a) comentan
gue la titulacion asi como la espectroscopia RMN en estado liquido son vdlidas para
materiales perfectamente solubles mientras que el analisis elemental, si bien es conveniente
es menos preciso. Un claro ejemplo se puede observar en los valores hallados por Rhazi y
colaboradores (Rhazi M. et al, 2000) mediante técnicas potenciométricas y por
espectroscopia "H RMN asi como también Abdou y colaboradores (Abdou E. et al., 2008)
mediante potenciometria, andlisis elemental, espectroscopia '"H-RMN y por espectroscopia
IR. Ademas en caso de que la metodologia utilizada fuera, espectroscopia IR, se conoce que
el valor de DA se halla en estrecha relacién con las lineas de base utilizadas para realizar
dicho calculo. En el caso de esta tesis se realizd la determinacion del DA mediante
espectroscopia IR de acuerdo a la correlacién de bandas expuesta por Brugnerotto y
colaboradores (Brugnerotto J. et al., 2001a) por considerarla acertada independientemente

de la fuente, el grado de acetilacion y pureza y solubilidad del polimero.

3.2. Propiedades del quitosano en solucion.

3.2.1. Evaluacion del peso molecular promedio viscosimétrico del quitosano.

La viscosidad intrinseca del quitosano en buffer dcido acético 0,3 M /acetato de sodio
0,2M a 2540,12C fue determinada graficamente (figura 6.12.) de manera similar a la indicada
para la quitina, de acuerdo con las relaciones de viscosidad de Huggins y Kramer (ecuaciones
(2.9) y (2.10) respectivamente) y posterior cadlculo del promedio de la interseccién en
ordenadas de las dos extrapolaciones.

La representacion grafica y conjunta de la viscosidad inherente y reducida en funcién
de la concentraciéon de polimero presentd el comportamiento lineal esperado dentro del

rango de concentracion utilizado para las medidas viscosimétricas (0,1 < ¢ < 0,3 mg/ml).
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Figura 6.12. Viscosidad intrinseca del quitosano obtenido en buffer AcH 0,3 M/AcNa 0,2M a 25° C en

funcion de la concentracion.

La viscosidad intrinseca fue estimada en un valor de [n] = 2343 ml/g. Los coeficientes
de Huggins y Kramer fueron de ky=0,32 k= - 0,16 respectivamente. La diferencia entre
ambos coeficientes fue de 0,48. Dicho valor es consistente con los esperados para esta
relacién.

El valor calculado de la constante de Huggins (ku), que aporta informacién de la forma
de las moléculas y de la calidad del solvente, fue de 0,32. Dicho valor se halla en coincidencia
con lo dicho por Park y colaboradores (Park J. et al., 1983), que plantean que ky posee un
valor de 0,35 en un buen solvente. Asi el buffer AcH 0,3 M/AcNa 0,2M utilizado es un buen
solvente para el quitosano.

El peso molecular promedio viscosimétrico calculado fue de M, = 779500 g.mol™ de
acuerdo a los pardmetros K y a de la ecuacion de MHKS (5.14) propuestos por Rinaudo y
colaboradores (Rinaudo M. et al., 1993). Todas las muestras estudiadas evidenciaron un
comportamiento similar. Si bien no puede realizarse una comparacion precisa con la
informacion de la literatura debido a la diversidad de la distribucion de grupos acetilo y pesos
moleculares, el valor hallado es elevado y muestra que tanto las condiciones de aislamiento y
purificaciéon de quitina como las de obtencién de quitosano preservaron la estructura original

del polisacarido, evitando la degradacion.
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Con el fin de constatar que las concentraciones utilizadas medidas por viscosimetria
capilar fueron realizadas en régimen diluido se efectué una comparacion con muestras de
alto peso molecular, de origen comercial (Sigma Aldrich, DA 21% determinado por FTIR y Mv
511000 g/mol). Se realiz6 la representacion grafica de la viscosidad especifica (nsp) en funcion
de la concentracién C[n] (figura 6.13.) a partir de la Ecuacidon de Huggins (2.9) (Carreau P.et

al., 1997):

=

2= ]y + ky Ml c (2.9)

10 ———r

O Quitosano comercial
A Quitosano I. argentinus

L

0,1 1 10
Cnl

Figura 6.13. Grdfica log-log de la dependencia de la viscosidad especifica como funcion del pardmetro
de solapamiento C[n] para el quitosano obtenido en esta tesis y quitosano comercial.

Como se comentd previamente dicha ecuacién presenta un comportamiento lineal en
la zona diluida y se aleja de ésta en el régimen semidiluido. De este modo fue hallada C* para
las muestras de /llex argentinus en un valor de 6,2.10 g/ml y en 2,25.10° g/ml para el caso
del quitosano de origen comercial, como el valor de la pendiente en la cual se desvia en uno
de la expresion de Huggins de acuerdo a la aproximacion utilizada por Desbrieres (Desbrieres
1., 2002).

La diferencia entre los valores obtenidos de C* respecto a los datos bibliograficos
reportados puede explicarse como debida no sélo a los diferentes métodos de obtencion de

los datos viscosimétricos (viscosimetria capilar o rotacional) y a las diferentes aproximaciones
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utilizadas por los distintos autores sino también a las diferencias en materia prima de
quitosano y fuerza idnica de los solventes utilizados para dichas mediciones. Desbrieres
(Desbriéres J., 2002) a partir de soluciones de quitosanos de origen comercial (Mv =193000
g/moly 0,12 DA) en AcH 0,3 M/AcNa 0,2M a 252 C realizé un analisis por viscosimetria capilar
y rotacional en régimen diluido. Dicho autor hallé valores de C* en 1,5.10° g/ml, con C[n]
cercano a 1,07 y [n]=1013 ml/g (utilizando ky de 0,45). Por otro lado Gartner y colaboradores
(Gartner, C. et al., 2010) realizaron medidas de viscosidad en funcién del gradiente de
velocidad a por reometria rotacional a 25 °C con quitosanos de origen comercial Aldrich (Mw
de 226 kD y 30 % DA) en 4cido acético 0,3M vy diferentes fuerzas idnicas. Mediante la
aproximacion de Dobrynin obtuvieron valores de C*= 2,1.10° g/ml y a partir de la

aproximacion de Carreau un valor de C* = 1,2.10° g/ml.
3.2.2. Maedidas de quitosano por reometria rotacional.

En la tabla 6.4. se reportan los pardmetros del Modelo de Cross (Cross M., 1965) de la
ecuacion 5.15, hallados a 25°C en un rango de concentracién de 0,5y 1 % p/v para soluciones

de quitosano comercial y 0,25 y 0,5 % para soluciones del quitosano obtenido en esta tesis.

_ Mo
= Wiy (5-15)

Quitosano C (% p/v) No ( Pa.s) t; (seg.) 1-n
lllex argentinus 0,25 0,018 0,0002 0,483
(Mv=779500 g/mol) 0,50 0,232 0,0090 0,654
Comercial 0,50 0,106 0,0057 0,487
(Mv=511000 g/mol) 1,0 0,264 0,0054 0,635

Tabla 6.4. Paradmetros del Modelo de Cross para soluciones de quitosano en AcH 1% v/v obtenido por
desacetilacion y de origen comercial.
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Se observd un comportamiento no newtoniano pseudoplastico para todas las
soluciones en el rango de mediciones realizadas (figura 6.14.). Las mediciones ponen en
evidencia el efecto del peso molecular y la concentracidn sobre el comportamiento reoldgico
del sistema.Con respecto al valor de la viscosidad a gradiente cero (n,) se observa que a
medida que el peso molecular aumenta también lo hace la viscosidad. El tiempo
caracteristico (t;) tiene una respuesta similar en el rango de concentraciones utilizadas. El
valor de la pendiente (1-n) en la regidn lineal esta de acuerdo a los generalmente obtenidos

para soluciones de quitosanos.

lllex argentinus 0,25% p/v

O lllex argentinus 0,5 % p/v
D%@@D O Quitosano Comercial 0,5 % p/v

Quitosano Comercial 1% p/v

0,1

1 (Pa.s)

0,01 4

1 10 100 1000 10000

(s

Figura 6.14. Efecto de la concentracion sobre la viscosidad para soluciones de quitosano obtenido en
esta tesis (lllex argentinus) y quitosano comercial (Aldrich).

La dependencia de la n con la concentracion del quitosano fue estudiada por
Desbrieres (Desbriéres J., 2002) y Mucha (Mucha M., 1997) entre otros. Mucha (Mucha M.,
1997) presenta resultados de la caracterizacion reoldgica de quitosanos de bajo peso
molecular con distintos grados de acetilacion en AcH, en un rango de concentracién de 0,5-
5% y temperaturas entre 20 y 41°C. Muestra que la pendiente de la relacidn n versus y (Ley
de potencia) disminuye con el aumento del peso molecular y la concentracién del quitosano,
pero que aumenta con el aumento de la temperatura. Dicha autora reporta que la
concentracidén es el efecto que mas importancia ejerce sobre el gradiente y la viscosidad de

las soluciones, ya que ambos se incrementan con el aumento de la concentracidn
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(aumentando mas rapido la viscosidad que la concentracién), lo que se corresponde al
aumento progresivo de “entanglements” entre las cadenas macromoleculares.

Por su parte, Hwang y colaboradores (Hwang J. et al., 2000) a partir de quitosanos de
a-quitina con Mw= 1,71. 10° g/mol ([n] = 1454 ml/g en 0,1M NaCl/ 0,1M AcH) evaluaron la
dependencia de la viscosidad versus el gradiente en un rango de concentraciones de entre
0,25 a 2,5 %. Dichos autores observaron que el comportamiento pseudopldstico es mas
pronunciado para soluciones concentradas de quitosano debido al aumento en los
“entanglements” a gradiente elevado.

Wang y colaboradores (Wang W. et al., 1994) agregan que el caracter no newtoniano
aumenta con el aumento del grado de desacetilacion (DD) debido a la estructura expandida
de las cadenas y al aumento de “entanglements”.

Martinez-Ruvalcaba y colaboradores (Martinez-Ruvalcaba A. et al., 2004) estudiaron
la influencia de la concentracidn, temperatura, el tipo de acido utilizado y la adicién de sal
sobre las propiedades reoldgicas de soluciones concentradas de quitosanos de origen
comercial (Mw= 1,08. 10° g/mol y DD de 25%) para un rango de concentraciones entre 0,5 y
2% p/p. El andlisis de dichas mediciones fue realizado mediante el Modelo de Cross. Dichos
autores plantean que las soluciones de quitosano presentan un comportamiento
pseudopldstico relacionado con las elevadas fuerzas intermoleculares por puentes de
hidrégeno incluso a baja concentracidn, debido a la tendencia del quitosano a la formacién
de “entanglements”. Hallaron que la viscosidad aumenta en funcién del aumento de la
concentracién, por la aparicion de interacciones intermoleculares, y disminuye con el

aumento de la temperatura.
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CONCLUSIONES, RECOMENDACIONES Y PERSPECTIVAS

CONCLUSIONES

A lo largo de la literatura disponible el énfasis principal estd en la calidad vy
propiedades fisico-quimicas de quitina y quitosano, que varian ampliamente con las
diferentes fuentes de quitina y métodos de preparacion.

Con el fin de ofrecer una alternativa para el procesamiento de la pluma de calamar
generado en las zonas pesqueras del Mar Argentino, para obtener quitina y quitosano de alta
calidad, se adecuaron las condiciones de aislamiento y purificacién de la B-quitina a partir de
la pluma del calamar lllex argentinus, el cual no ha sido reportado como materia prima para
la obtencién de los mencionados polimeros. Las condiciones se llevaron a cabo de modo de
preservar la estructura original del polisacérido y evitando asi su posible degradacién.

Mediante la aplicacion de las técnicas de 3C.RMN CP/MAS en estado sélido,
espectroscopia IR y estudios de difraccion de rayos X se logrd caracterizar estructuralmente
la B-quitina aislada, la cual presentd tanto un alto grado de acetilacién (96%) como un
elevado grado de cristalinidad (74,9%) en acuerdo con B-quitina aisladas de otras especies de
calamares. Estas determinaciones se complementaron medidas de viscosimetria capilar en
DMAC/CILi 5%, lo que permitié estimar un alto peso molecular promedio viscosimétrico
(superior a 2.10° g/mol).

Los requerimientos de cristalinidad, peso molecular promedio y grado de acetilaciéon
tienen importancia sobre las propiedades finales y aplicaciones de la macromolécula, y
pueden variar en funcion de la aplicacion deseada. Se considera que la B-quitina aislada tiene
una calidad equiparable con la quitina comercial disponible.

La longitud de persistencia estimada para la B-quitina mediante la teoria de YF se
halla en el rango 145 a 190 A, dependiendo de los parametros MKHS utilizados. Estas
discrepancias también se encontraron en otros autores. Los resultados de este estudio
contribuyen al entendimiento de la rigidez y la conformacién de quitina en solucién.

Se obtuvo quitosano partir de la B-quitina aislada por el método convencional de

desacetilacion.
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Las condiciones de desacetilacion utilizadas son el principal factor que permiten Ila
gran extension de la desacetilacion y evitan la degradacion del polisacarido.

Empleando las metodologias que involucraron espectroscopia IR y viscosimetria
capilar en AcH 0,3 M/AcNa 0,2M se halla que el quitosano obtenido presenta una alta
calidad debido a posee un elevado peso molecular promedio viscosimétrico (M, = 779500
g/mol) y menor grado de acetilacion (DA 7,4 %) que el estandar de quitosano comercial
obtenido a partir de crustaceos. El quitosano proveniente de calamar posee caracteristicas
valiosas para uso en aplicaciones biomédicas. Sin embargo es ambiguo concluir que el
proceso utilizado es el éptimo para la produccion de quitosano porque los intereses de las
aplicaciones pueden variar de un estudio a otro e incluso de una aplicacién a otra.

Mediante la realizacién de estudios reoldgicos se observd un comportamiento no
newtoniano pseudoplastico y se puso en evidencia el efecto del peso molecular y la

concentracién sobre el comportamiento reolégico del sistema.

RECOMENDACIONES

Para complementar este trabajo se sugiere realizar estudios mds exhaustivos de
propiedades en solucidn de quitina y quitosano mediante dispersion de luz asi como por
cromatografia GPC, ya que dichas medidas permitirian ampliar el conocimiento del
comportamiento en solucién de los biopolimeros.

Dado que el quitosano es un polielectrolito catidénico la evaluacion de sus propiedades
fisicoquimicas en solucidon no es sencilla, debido a que la mayoria de los métodos utilizados
se ven afectados por fendmenos de asociacion y adsorcion como consecuencia de
interacciones moleculares derivadas de este tipo de macromolécula. Esto trae como
consecuencia un comportamiento hidrodinamico caracteristico que lo diferencia de otros
biopolimeros y polimeros sintéticos de naturaleza no idnica.

Teniendo en cuenta estas dificultades, es necesario disponer de muestras bien
caracterizadas que puedan ser utilizadas como estandar. Esto significa obtener muestras de
peso molecular bien definido, en un amplio rango de pesos moleculares, con distribucion

angosta y el mismo grado de acetilacion. Esta ultima condicidon es sumamente importante a
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fin de garantizar el mismo comportamiento conformacional de las fracciones, ya que se ha
demostrado que ciertos pardmetros, relevantes a la calibracién son fuertemente
dependientes del grado de acetilacion de las muestras. Una forma de obtener muestras que
solo difieran en el peso molecular, sin modificar la estructura quimica de la macromolécula
es mediante una degradacidon mecanica y por ultrasonido.

Asimismo se podria profundizar en el analisis reoldgico del quitosano acerca del
efecto de la temperatura sobre las propiedades de soluciones mas concentradas.

En vista de lo anterior, es recomendable que, a efectos de lograr la uniformidad y el
control de la calidad del producto adecuado para el uso particular de quitosano, la relacién
entre los procesos de protocolo, las condiciones y las caracteristicas especificas de los

productos resultantes de quitosano sean monitoreados constantemente y correctamente.

PERSPECTIVAS

Argentina es un pais con una riqueza de biomasa marina incalculable, pero
lamentablemente este recurso se explota muchas veces irracionalmente, sin tomar en
cuenta las implicaciones medio ambientales que esta genera. La industria pesquera en el
procesamiento de recursos trae consigo un incremento en la cantidad de desechos que
constituyen una fuente de contaminacidon ambiental. Sin embargo, existe la posibilidad de
utilizar los desechos tales como exoesqueletos de crustaceos y pluma de calamar como
fuentes de materia prima para produccién de quitina. Teniendo en cuenta que la Argentina
es el principal productor iberoamericano de calamar y a pesar de que la demanda de quitina
y quitosano en el mercado argentino es aln pequefa, estamos en presencia de un mercado
cautivo con perspectivas de crecimiento muy promisorias. Si bien en la actualidad la pluma
de calamar no es la principal fuente de quitosano es un producto innovador y de calidad que

puede ser facilmente introducido al mercado argentino.

3



VII.

Referencias Bibliograficas
de la Seccion A.



Seccidon A:Quitina y quitosano
VII. Referencias

REFERENCIAS

Abdou, E.S; Nagy, K.S.A.; Elsabee, M.Z. “Extraction and characterization of chitin and
chitosan from local sources”. Bioresource Technology, 99(5): 1359—1367 (2008).

Aiba, S. “Studies on chitosan: 1. Determination of the degree of N-acetylation of chitosan
by ultraviolet spectrophotometry and gel permeation chromatography”. International
Journal of Biological Macromolecules, 8(3): 173-176 (1986).

Aiba, S. “Studies on chitosan: 3. Evidence for the presence of random and block
copolymer structures in partially N-acetylated chitosans”. International Journal of
Biological Macromolecules, 13(1): 40-44 (1991).

Anthonsen, M. W.; Varum, K. M.; Smisdrgd, O. “Solution properties of chitosans:
conformation and chain stiffness of chitosans with different degrees of N-acetylation”.
Carbohydrate Polymers, 22(3): 193-201 (1993).

Aranaz,l.; Mengibar,M.; Harris,R.; Pafios, |.; Miralles, B.; Acosta, N.; Galed G.; Heras A.
“Functional Characterization of Chitin and Chitosan”. Current Chemical Biology, 3(2): 203-
230 (20009).

Arguelles-Monal W.; Goycoolea F.M.; Peniche C.; Higuera-Ciapara |. “Rheological study of
the chitosan/glutaraldehyde chemical gel system”. Polymer Gels and Networks, 6(6): 429-
440 (1998).

Argiielles-Monal, W.; Heras Caballero, A.; Acosta, N.; Galed, G.; Gallardo, A.;Miralles, B.
“Caracterizacién de quitina y quitosano”. En: Quitina y Quitosano: Obtencion,
caracterizacion y aplicaciones. Resultado del Proyecto CYTED IV.14: Obtencion de quitina y
quitosano a partir de desechos de crustdceos. Ed. Ana Pastor de Abram. Pontifica
Universidad Catdlica de Peri/ Fondo Editorial. 105-144 (2004).

Arkhipkin,A. ; Perez,J.A.A. “Life-History reconstruction”. En: Squid recruitment dynamics.
“The genus lllex as a model. The commercial lllex species. Influences on variability”.
Rodhouse, P.G.; Dawe, E.G.; O'Dor R.K. (Eds.). FAO Fisheries Technical Paper. No.376.
Rome. 157-180 (1998).

ASTM. F2103-01 “Standard guide for characterization and testing of chitosan salts as
starting materials intended for use in biomedical and tissue-engineered medical product

applications”. (2001).

Austin, P.R. “Purification of chitin”. US Patent 3,879,377(1975a).

1



Seccidon A:Quitina y quitosano
VII. Referencias

Austin, P.R. “Solvents for and purification of chitin”. US Patent 3,892,731 (1975b).

Baxter, A.; Dillon, M.; Taylor, K.D.A;Roberts, G.A.F. “Improved method for infrared
determination of the degree of N-acetylation of chitosan”. International Journal of
Biological Macromolecules, 14(3): 166-169 (1992).

Berth, G.; Dautzenberg H. “The degree of acetylation of chitosans and its effect on the
chain conformation in aqueous solution”. Carbohydrate Polymers, 47(1): 39-51 (2002).

Billmeyer, F. W. Jr. Textbook of Polymer Science, John Wiley & Sons, Inc. Carpenter, D. K;
Westerman, L. Chapter 7: “Viscosimetric methods of studying molecular weights and
molecular weight distribution” . p 379-500. New York (1984).In: Polymer Molecular
Weights. Part Il. Ed. Slade, P.E. Jr. In. Techniques & Methods of Polymer Evaluation. Vol.4.
Marcel Dekker, Inc. New York (1975).

Bizikov, V.A. “Squid gladius: it use for the study of growth, age and intraespecies
structure and evolution (on the example of the family Ommastrephidae)”. Tesis doctoral,
Inst. Oceanologia, Acad. Ciencias URSS, Moscu, 513 pp. (En ruso, resumen en inglés).
(1991a).

Bizikov, V.A. “A new method of squid age determination using the gladius”. En: Squid age
determination using statoliths. Jereb, P.; Ragonese, S. and Boletzki, S. V. (Eds.). N.T.R. -
I.T.P.P., Special publication, n. 1. Mazzara del Vallo, Italy, 39-51(1991b).

Blackwell, J.; Parker, K.D.; Rudall, K.M. “Chitin fibres of the diatoms Thalassiosira
fluviatilis and Cyclotella cryptic”. Journal of Molecular Biology, 28(2): 383-385 (1967).

Blackwell, J.; Weih, M.A. “Structure of chitin-protein complexes: Ovipositor of the
Ichneumon fly Megarhyssa”. Journal of Molecular Biology, 137(1): 49-60 (1980).

Braconnot, H. “Sur la Nature des Champignons”. Annals of Chemistry and Physics, 79:
265-304 (1811).

Bradford M. “A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram quantities
of protein utilizing the principle of protein dye binding”. Annals of Biochemistry, 72: 248-
54 (1976).

Brine, C.; Austin, P.R. “Chitin isolates: species variation in residual amino acids”.
Compilation of Biochemistry and Physiology, 70: 173-178 (1981).

2



Seccidon A:Quitina y quitosano
VII. Referencias

Brugnerotto, J.; Lizardi, J.; Goycoolea, F.M.; Arglielles Monal, W.; Desbriéres, J.; Rinaudo,
M. “An infrared investigation in relation with chitin and chitosan characterization”.
Polymer, 42(8): 3569-3580. (2001a).

Brugnerotto, J.; Desbriéres, J.; Heux, L.; Mazeau, K. y Rinaudo, M. “Overview on structural
characterization of chitosan molecules in relation with their behavior in solution”.
Macromolecular Symposia, 168(1): 1-20 (2001b).

Brunetti, N.E; Ivanovic M.L; Elena B. “Calamares Omastréfidos (Cephalopoda,
Ommastrephidae)”. El Mar Argentino y sus recursos pesqueros, Tomo 2. Los moluscos de
interés pesquero. Cultivos y estrategias reproductivas de bivalvos y equinoideos. Boschi,
E.E. (Ed.). Publicaciones Especiales INIDEP, Mar del Plata, 37-68 (1998).

Brunetti, N.E.; Ivanovic, M.L.; Sakai, M. “Calamares de importancia comercial en
Argentina. Biologia, distribucidn, pesquerias, muestreo bioldgico”. Instituto Nacional de
Investigacion y Desarrollo Pesquero (INIDEP), Mar del Plata, Argentina. 45p (1999).

Brzeski, M.M. “Concept of chitin/chitosan isolation from Antartic Krill (Euphasia superba)
shells on a technical scale”. Proceedings of the Second International Conference on Chitin
and Chitosan. Hirano, S.; Tokura S. (Eds.). The Japan Society of Chitin and Chitosan,
Sapporo, Japan, 1-15 (1982).

Caddy, J.F. “Cephalopods and demersal finfish stocks: some statistical trends and
biological interactions”. En: Squid 94 Venice, the 3" International Cephalopod Trade
Conference proceedings, Dawe, E.G.; Warren, W.G. (Eds.).Agra Europe, London. 148-174
(1995).

Cardenas, G.; Cabrera, G.; Taboada E.;Miranda, S.P. “Chitin Characterization by SEM, FTIR,
XRD and 3C Cross Polarization/Mass Angle Spinning NMR” Journal in Applied Polymeric
Sciences,93(4):1876-1885 (2004).

Carreau, P. J.; De Kee, D. C. R. y Chabra, P. R. “Rheology of polymeric systems: Principles
and applications”. Munich, Germany: Hanser Publishers, 52p. (1997).

Chandumepai, A.; Singhpibulporn, N.; Faroongsarng, D. y Sornprasit, P. “Preparation and
physicochemical characterization of chitin and chitosan from the pens of the squid
species, Loligo lessoniana and Loligo formosana”. Carbohydrate Polymers, 58(4): 467-474
(2004).

Chaussard, G.; Domard, A. “New aspects of the extraction of chitin from squid pens”.
Biomacromolecules, 5(2): 559-564 (2004).

3



Seccidon A:Quitina y quitosano
VII. Referencias

Chen, B.; Sun, K.; Zhang K. “Rheological properties of chitin/lithium chloride, N,N-
dimethyl acetamide solutions” Carbohydrate Polymers, 58(1): 65-69 (2004).

Chen, R. H.; Lin J. H.; Yang, M.J. “Relationships between the chain flexibilities of chitosan
molecules and the physical properties of their cast films” Carbohydrates Polymers., 24:
41-46. (1994).

Chen, R. H.; Tsaih, M. L. “Effect of temperature on the intrinsic viscosity and
conformation of chitosans in dilute HCl solution” International Journal of Biological
Macromolecules., 23(2): 135-141 (1998).

Chen, Ch-H.; Wang, F-Y.; Ou, Z-P. “Deacetylation of B-Chitin. I. Influence of the
Deacetylation Conditions”. Journal of Applied Polymer Science, 93(5): 2416-2422 (2004).

Cho, J.; Heuzey, M.C.; Bégin, A.; Carreau, P.). “Viscoelastic Properties of Chitosan
Solutions: Effect of Concentration and lonic Strength” Journal of Food Engineering, 74
(4):500-515 (2006).

Colfen, H. Berth, G.; Dautzenberg H. “Hydrodynamic studies on chitosans in aqueous
solution”. Carbohydrate Polymers, 45(4): 373-383 (2001).

Cross, M.M. “Rheology of non-Newtonian fluids: A new flow equation for pseudoplastic
systems” Journal of Colloid Science, 20(5): 417-437 (1965).

Desbriéres J. “Viscosity of semiflexible chitosan solution: Influence of concentration,
temperature, and role of intermolecular interactions”. Biomacromolecules, 3(2): 342-349
(2002).

Dobrynin, A. V.; Colby, R. H.; Rubinstein, M. “Scaling Theory of Polyelectrolyte Solutions”.
Macromolecules,28(6): 1859-1871(1995).

Domard, A. “Determination of N-acetyl content of chitosan samples by circular dichroism
measurements”. International Journal of Biological Macromolecules, 9(6): 333-336 (1987).

Domszy, J.G.; Roberts, G.A.F. “Evaluation if infrared spectroscopic techniques for
analysing chitosan”. Die Makromolekulare Chemie, 186(8): 1671-1677(1985).

Duarte, M.L.; Ferreira, M.C.; Marvao, M.R.; Rocha, J. “Determination of the degree of
acetylation of chitin materials by **C CP/MAS NMR spectroscopy”. International Journal of
Biological Macromolecules, 28(5): 359-363 (2001).

4



Seccidon A:Quitina y quitosano
VII. Referencias

Dutta, K.P.; Ravi-Kumar, M.N.V.; Dutta, J. “Chitin and Chitosan for versatile applications”.
Journal of Macromolecular Science, 42(3): 307-354 (2002).

FAO. Review of the state of world marine fishery resources. FAO Fisheries Technical
Paper. No. 457. Rome, FAO .Marine Resources Service, Fishery Resources Division. 235 p
(2005).

Falini, G.; Fermani, S.; Ripamonti A. “Oriented crystallization of octacalcium phosphate
into beta-chitin scaffold”. Journal of Inorganic Biochemistry, 84(3-4): 255-258 (2001).

Focher, B.; Beltrame, P.L.; Naggi, A.; Torri, G. “Alkaline N-deacetylation of chitin enhanced
by flash treatments. Reaction kinetics and structure modifications”. Carbohydrate
Polymers, 12(4): 405-418 (1990).

Focher,B.; Naggi, A; Torri, G; Cosani, A. ;Terbojevich, M. “Structural differences between
chitin polymorphs and their precipitates from solutions—evidence from CP-MAS 13C-
NMR, FT-IR and FT-Raman spectroscopy” Carbohydrate Polymers., 17(2):97-102 (1992).

Folch, J.; Lees,M.; Stanley,G.H.S. “A simple method for the isolation and purification of
total lipids from animal tissues”. Journal of Biological Chemistry, 226: 497-509 (1957).

Gaill, F.; Persson, J.; Sugiyama, J.; Vuong, R.; Chanzy, H. “The chitin system in the tubes of
deep sea hydrothermal vent worms”. Journal of Structural Biology ,109(2):116-128
(1992).

Garcia, I.; Peniche, C.; Nieto, J.M. “Determination of the Degree of Acetylation of Chitin
and Chitosan by Thermal Analysis”. Journal of Thermal Analysis, 28(1): 189-193(1983).

Gartner, C.; Lépez, B.L.“Medidas de la rigidez del quitosano en solucion a través de la
viscosidad intrinseca”. Revista de la Facultad de Ingenieria Universitaria. Antioquia, 53:
20-29 (2010).

Gardner, K.H.; Blackwell, J. “Refinement of the Structure of B-chitin”. Biopolymers, 14(8):
1581-1595 (1975).

Goycoolea, F.M.; Agulld, E.; Mato, R. “Fuentes y Procesos de Obtencion”. En: Quitina y
Quitosano: Obtencion, caracterizacion y aplicaciones. Resultado del Proyecto CYTED IV.14:
Obtencion de quitina y quitosano a partir de desechos de crustdceos. Ed. Ana Pastor de
Abram. Pontifica Universidad Catdlica de Perd/ Fondo Editorial. p. 105-144 (2004).

Goycoolea F.M.; W. Arguelles-Monal; C. Pencihe, |.; Higuera-Ciapara. “Chitin and
chitosan”. En: Novel Macromolecules and Food Systems Developments in Food Science

5



Seccidon A:Quitina y quitosano
VII. Referencias

Series. D. G. Doxistakis and V. Kiosseoglou (Editores). Elsevier Science. pp. 267-305.
(2000).

Goycoolea, F.M.; Higuera-Ciapara, |.; Hernandez, J.L.; Garcia,K.D. “Preparation of
chitosan from squid (Loligo spp) pen by a microwave- accelerated thermochemical
process”. En: Advances in Chitin Science. Domard, A.; Roberts, G.A.F., Varum,K.M.
(Eds.).Lyon: Jacques André.p.78-83 (1998).

Guinesi, L. y Cavalheiro, E. “The use of DSC curves to determine the acetylation degree of
chitin/chitosan samples”. Termochimica Acta, 444(2):128-33 (2006).

Guo, H-F. Lin H-L.; Yu, T. L. “Dilute solution properties of chitosan in propionic acid
aqueous solutions”. Journal of Macromolecular Sciences Part A Pure Applicated
Chemistry, 39 A: 837-852 (2002).

Hackman, R.H. “Studies on Chitin: |.Enzymatic degradation of chitin and chitin esters”
Australian Journal of Biological Sciences,7: 168-178 (1954)

Harding. S.E. “On the hydrodynamic analysis of macromolecular conformation”.
Biophysical Chemistry, 55: 69-93 (1995).

Harding,S.E. “The intrinsic viscosity of biological macromolecules. Progress in
measurement, interpretation and application to structure in dilute solution”. Progress in
Biophysics and Molecular Biology, 68: 207-262 (1997).

Harding, S.E.; Varum, K.M.; Stokke, B.T.; Smidrgd, O. “Molecular weight determination of
polysaccharides”. En: Advances in Carbohydrate Analysis, Vol |, White, C.A. (Ed.). JAI
Press, Birmingham. 63-144 (1991).

Heux, L.; Brugnerotto, J.; Desbriéres, J.; Versali, M.-F.; Rinaudo, M. “Solid-State NMR for
Determination of Degree of Acetylation of Chitin and Chitosan”.Biomacromolecules,1(4):
746-751 (2000).

Hiemenz, P.C. “Polymer Chemistry-The Basic Concepts”, Marcel Dekker,Inc. New. York
and Bassel pp. Capitulo 2 “The viscous state” 75-87 (1984).

Hirano, S. “Chitin and chitosan as novel biotechnological materials”. Polymer
International, 48: 732-734 (1999).

Horton, D.; Lineback, D.R. “N-deacetylation: chitosan from chitin”. En: Methods in
Carbohydrate Chemistry. Whistler R. L.; Wolfrom M.L. (Eds). Academic Press, Nueva York,
403 (1965).

6



Seccidon A:Quitina y quitosano
VII. Referencias

Hunt, S.; El Sherief, A.A. “Periodic structure in the “pen” chitin of the squid Loligo
vulgaris”. Tissue & Cell, 22(2):191-197 (1990).

Hunt, S.; Nixon, M. “A comparative study of protein composition in the chitin-protein
complexes of the beak, pen, sucker disc, radula and oesophageal cuticle of cephalopods”
Comparative Biochemistry and Physiology Part B: Comparative Biochemistry, 8(4): 535-
546 (1981).

Hwang, J. K.; Shin, H. H.“Rheological properties of chitosan solutions”. Korea-Australian
Rheology Journal, 12(3/4): 175-179 (2000).

Jang, M-K.; Kong, B-G; Jeong, Y-I; Lee, C.H.; Nah, J-W. “Physicochemical characterization
of a-chitin, B-chitin, and y-chitin separated from natural resources”. Journal of Polymer
Science Part A: Polymer Chemistry ,42(14): 3423-3432 (2004).

Jaworska, M.; Sakurai, K.; Gaudon, P. ; Guibal, E. “Influence of chitosan characteristics on
polymer properties. I: Crystallographic Properties”. Polymer International, 52(2): 198-205
(2003).

Jiang, Ch.; Xu,M.Q. “Kinetics of Heterogeneous Deacetylation of B-Chitin”. Chemistry
Enginer Technology, 29(4): 511-516 (2006).

Jiang, X.; Chen, L.; Zhong, W. “A new linear potentiometric titration method for the
determination of deacetylation degree of chitosan”. Carbohydrate Polymers, 54(1): 457-
463 (2003).

Kasaai M., “A review of several reported procedures to determine the degree of N-
acetylation for chitin and chitosan using infrared spectroscopy”. Carbohydrate Polymers,
71(4): 497-508 (2008).

Kim, S.S.; Kim, S.H.; Lee, Y.M. “Preparation, Characterization, and Properties of B-Chitin
and N-acetylated B-Chitin”. Journal of Polymer Science: Part B: Polymer Physics, 34(14):
2367-2374 (1996).

Koide, S.S. “Chitin-Chitosan: properties, benefits and risks”. Nutrition Research, 18(6):
1091-1101 (1998).

Kubota, N.; Eguchi,Y. “Facile preparation of water-soluble N-acetylated chitosan and
molecular weight dependence of its water-solubility”, Polymer Journal, 29: 123-
127(1997).

7



Seccidon A:Quitina y quitosano
VII. Referencias

Kulicke, W. M.; Kniewske, R. “The shear viscosity dependence on concentration”.
Rheological Acta, 23: 75-83 (1984).

Kurita, K. “Controlled functionalization of the polysaccharide chitin”, Progress in Polymer
Sciences, 26:1921-1971 (2001).

Kurita, K. “Chitin and Chitosan: Functional Biopolymers from Marine Crustaceans”.
Marine Biotechnology, 8(3):203-226 (2006).

Kurita, K.; Tomita, K.; Tada, T.; Ishii, S.; Nishimura, Sh-I.;Shimoda K. “Squid chitin as a
potential alternative chitin source: Deacetylation behavior and characteristic properties”
Journal of Polymer Science Part A: Polymer Chemistry, 31(2):485-491 (1993).

Lamarque, G.; Chaussard, G. ;Domard, A. “Thermodynamic Aspects of the Heterogeneous
Deacetylation of B-Chitin: Reaction Mechanisms”. Biomacromolecules, 8(6):1942-1950
(2007).

Lamarque, G.; Viton, C.; Domard, A. “Comparative Study of the First Heterogeneous
Deacetylation of a- and B-Chitins in a Multistep Process”. Biomacromolecules, 5(3):992-
1001 (2004).

Larez Velasquez, C. “Quitina y quitosano: Materiales del pasado para el presente y el
futuro”. Avances en Quimica, 1(2):15-21 (2006).

Lavall,R.L.; Assis, 0.B.G; Campana-Filho, S.P. “B-Chitin from the pens of Loligo sp.:
Extraction and characterization” Bioresource Technology , 98(13): 2465-2472 (2007).

Martinez-Ruvalcaba, A.; Chornet E.; Rodriguei, D. “Dynamic rheological properties of
concentrated chitosan solutions “ Journal of Texture. Studies, 35: 53-74 (2004).

Matsumoto, T.; Kawai M.; Masuda, T. “Heterogeneous molecular aggregation and fractal
structure in chitosan/acetic acid systems”, Biopolymers, 31: 1721-1726 (1991).

Mazeau, K.; Pérez, S.; Rinaudo M. “Predicted influence of N-acetyl group content on the
conformational extension of chitin and chitosan chains”. Journal of Carbohydrate
Chemistry,19: 1269- 1284 (2000).

Mazeau, K.; Rinaudo. M.”The prediction of the characteristics of some polysaccharides
from molecular modeling. Comparison with effective behavior”. Food Hydrocolloids,
18(6): 885-898 (2004).

8



Seccidon A:Quitina y quitosano
VII. Referencias

Methacanon, P.; Prasitsilp, M.; Pothsree, T.; Pattaraarchachai, J. “Heterogeneous N-
deacetylation of squid chitin in alkaline solution”. Carbohydrate Polymers, 52(2): 119-
123(2003).

Mucha,M. “Rheological characteristics of semidilute chitosan solutions” Macromolecular
Chemistry and Physics, 198: 471-484 (1997)

Muzzarelli,R.A.A.; Rocchetti, R. “Determination of the degree of acetylation of chitosans
by first derivative ultraviolet spectrophotometry”. Carbohydrate Polymers, 5(6): 61-72
(1985).

No, H.K.; Meyers, P. “Preparation of chitin and chitosan”. En: Chitin Handbook. Muzarelli,
R.A.A.; Peter, M.G. (Eds.). European Chitin Society, Grottammare. 475- 489 (1997).

Odier, A. “Mémoire sur la Composition Chimique des Paties Cornées des Insectes”. Mém.
Soc. Historie Nat., 1: 29-42 (1823).

Okuyama, K.; Noguchi, K.; Miyazawa, T.; Yui, T.; Ogawa, K. “Molecular and Crystal
Structure of Hydrated Chitosan” Macromolecules, 30(19): 5849-5855 (1997).

Onar, N.; Sariisik, M., "Using and Properties Biofibers based on Chitin and Chitosan on
Medical Applications", 3rd Indo-Czech Textile Research Conference, (2004).

Ottgy,M.H.; Varum,K.M.; Smidrgd, O. “Compositional heterogeneity of deacetylated
chitosan”. Carbohydrate Polymers, 29(1): 17-24 (1996).

Park, J.W.; Choi, K.H.; Park, K.K. “Acid-base equilibria and related properties of chitosan”
Bulletin of Korean Chemistry Society, 4:68-72 (1983)

Pelletier, A.; Lemire, |.; Sygusch, J.; Chornet, E.; Overend, R.P. “Chitin/chitosan
transformation by thermo-mechano-chemical treatment including characterization by
enzymatic depolymerization”. Biotechnology Bioengineering, 36(3): 310-315 (1990).

Peniche, Covas, C.A. “Influencia de Algunos Parametros en la Obtencién de Quitosano y
sus Caracteristicas”. Bioorg. Khimia, 1(9): 1248-1252 (1984).

Peniche Covas, C.A. “Estudios Sobre Quitina y Quitosano”. Tesis para el Grado de
cientifico de Doctor en Ciencias, Facultad de Quimica, Universidad de La Habana, La
Habana, Cuba, (2006).

Percot, A.; Viton, C.; Domard, A. “Characterization of Shrimp Shell Deproteinization”.
Biomacromolecules, 4(5): 1380-1385 (2003).

9



Seccidon A:Quitina y quitosano
VII. Referencias

Perez,J.A.A.; O'Dor,R.K.; Beck, P.; Dawe, E.G. “Evaluation of gladius dorsal surface
structure for age and growth studies of the short-finned squid, Illex illecebrosus
(Teuthoidea: Ommastrephidae)” Canadian Journal of Fish Aquatic Sciences, 53(12): 2837-
2846 (1996).

Peters, W. “Ocurrence of Chitin in Mollusca”. Comparative Biochemistry and Physiology
Part B: Comparative Biochemistry, 41(3):541-544 (1972).

Poirier,M.; Charlet, G. “Chitin fractionation and characterization in N,N-
dimethylacetamide/lithium chloride solvent system”. Carbohydrate Polymers, 50(4) : 363-
370 (2002).

Ravi-Kumar, M.N.V. “A review of chitin and chitosan applications”. Reactive and
Functional Polymers, 46(1): 1-27 (2000).

Raymond, L.; Morin, F.G.; Marchessault, R.H. “Degree of deacetylation of chitosan using
conductometric titration and solid-state NMR”. Carbohydrate Research, 246(1): 331-336
(1993).

Rhazi, M.; Desbrieres, J; Tolaimate, A.; Alagui, A.; Vottero, P. “Investigation of different
natural sources of chitin: influence of the source and deacetylation process on the
physicochemical characteristics of chitosan”. Polymer International, 49(4): 337-344
(2000).

Rinaudo,M. “Chitin and chitosan: Properties and applications”. Progress in Polymer
Science, 31(7): 603-632 (2006).

Rinaudo, M.; Milas, M.; Le Dung, P. “Characterization of chitosan. Influence of ionic
strength and degree of acetylation on chain expansion”. International Journal of
Biological Macromolecules, 15(5): 281-285 (1993).

Rinaudo, M.; Pavlov G.; Desbriéres,).” Influence of acetic acid concentration on the
solubilization of chitosan” Polymer, 40: 7029-7032 (1999)

Roberts, G.A.F. “Chitin Chemistry”, 1°* Ed. MacMillan Press Ltd., London, UK, (1992).
Roberts, G.A.F. “Chitosan production routes and their role in determining the structure

and properties of the product”. En: Advances in Chitin Science, Domard, A.; Roberts,
G.A.F.y Varum, K.M. (Eds.).Jacques André Publisher: Lyon. 22-31. (1998).

10



Seccidon A:Quitina y quitosano
VII. Referencias

Roberts, G.A.F. “Thirty years of progress in chitin and chitosan”. Progress on chemistry
and application of chitin and its derivatives. Polish Chitin Society, Lédz, Poland. Volume
XIll, (2008).

Roberts, G.A.F. “The Road is long...” Advances in Chitin Sciences, 10:3-10 (2007).

Roper, C.; Sweeney, M. y Nauen, C. FAO Species Catalogue. Vol 3: Cephalopods of the
World. FAO Fisheries Synopsis, 125 p. (1984).

Rudall, K.M.; Kenchington, W. “The Chitin System”. Biological Review, 49: 597-636 (1973).

Sandford, P.A. “Chitosan: commercial uses and potential applications”. En: Chitin and
Chitosan Chitin and Chitosan: Sources, Chemistry, Biochemistry, Physical Properties and
Applications. Skjak-Braek, G.; Anthonsen T.; Sandford, P. (Eds.). Kluwer Academic
Publishers Group. (1989).

Sannan, T.; Kurita, K.;lwakura, Y. “Studies on Chitin, 2: Effect of deacetylation on
solubility”. Die Makromolekulare Chemie, 177(12): 3589-3600 (1976).

Sannan, T., Kurita, K.; Ogura, K.; Iwakura,Y. “Studies on Chitin: 7. I.R. spectroscopic
determination of the degree of deacetylation”. Polymer, 19(4): 458-459 (1978).

Shahidi, F.; Abuzaytoun, R. “Chitin, chitosan, and co-products: chemistry, production,
applications, and health effects” Advances in Food Nutrition Research ,49 : 93—135 (2005).

Smidsrgd, O.; Haug. A. “Estimation of the Relative Stiffness of the Molecular Chain in
Polyelectrolytes from Measurements of Viscosity at Different lonic Strengths”.
Biopolymers, 10: 1213- 1227 (1971).

Solomon, O.; Ciuta, |. “Détermination de la viscosité intrinseque de solutions de
polyméres par une simple détermination de la viscosité”. Journal of Applied Polymer
Sciences, 6(24):683-686 (1962).

Streitwieser, A.; Heathcock, C.H. En “Quimica Orgdnica” Mc Graw Hill 3° ed. p 544 (1989).

Tanner, S.F.; Chanzy, H.; Vincendon, M.; Roux J.-C. ; Gaill, F. “High-resolution solid-state
carbon-13 nuclear magnetic resonance study of chitin”. Macromolecules, 23(15): 3576—
3583 (1990).

Terbojevich, M.; Carraro, C.; Cosani, A.; Marsano, E.; “Solution studies of the chitin-
lithium chloride-N,N-dimethylacetamide system” Carbohydrate Research, 180(1):73-86
(1988).

11



Seccidon A:Quitina y quitosano
VII. Referencias

Terbojevich, M.; Cosani, A. “Molecular weight determination of chitin and chitosan” En:
Chitin Handbook. Muzarelli, R.A.A.; Peter, M. eds. Grotammare. European Chitin Society.
87-101 (1997)

Terbojevich, M.; Cosani, A.; Bianchi, E.; Marsano, E. “Solution behaviour of chitin in
III

dimethylacetamide / LiCl”. En: Advances in chitin science Vol. 1. Domard, A.; Jeuniaux, C.;
Muzzarelli, R.; Roberts, R. (Eds.). Lyon : Jacques André. 333-339 (1996).

Terbojevich, M.; Cosani, A; Palumbo, M.; Pregnolato, F. “Structural properties of
hyaluronic acid in moderately concentrated solutions” Carbohydrates Research ,149:363-
377 (1986).

Tolaimate, A.; Desbrieres, J.; Rhazi M.; Alagui, A. “Contribution to the preparation of
chitin and chitosan with controlled physicochemical properties” Polymer, 44(26):7939-
7952 (2003).

Tolaimate, A.; Desbriéres, J; Rhazi, M.; Alagui, A.; Vincendon, M.; Vottero, P. “On the
influence of deacetylation process on the physicochemical characteristics of chitosan
from squid chitin”. Polymer 41(7): 2463-2469 (2000).

Tsaih, M. L.;Chen, R. H.”Effect of ionic strength and pH on the diffusion coefficients and
conformation of chitosans molecule in solution” Journal in Applied Polymer Sciences., 73:
2041-2050 (1999).

Van de Velde, K.; Kiekens, P. “Structure analysis and degree of substitution of chitin,
chitosan and dibutyrylchitin by FT-IR spectroscopy and solid state *C NMR”.
Carbohydrate Polymers, 58(4):409- 416 (2004).

Varum, K.M.; Anthonsen, M.W.; Grasdalen, H. Smidrgd, O. “Determination of the degree
of N-acetylation and the distribution of N-acetyl groups in partially N-deacetylated chitins
(chitosans) by high-field n.m.r. spectroscopy”. Carbohydrate Research, 211(1):17-23
(1991).

Vincendon, M. “*‘H-NMR Study of the Chitin Dissolution Mechanism”. Die
Makromolekulare Chemie, 186(9):1787-1795 (1985).

Wang, W.; Xu, D. “Viscosity and flow properties of concentrated solutions of chitosan
with different degrees of deacetylation” International Journal of Biological
Macromolecules,16(3): 149-152 (1994).

12



Seccidon A:Quitina y quitosano | 13
VII. Referencias

Weast, R.C.; Lide, D.R. CRC Handbook of Chemistry and Physics, 67 th edition. CRC Press,
pag. F110 (1986).

Wu, T. Zivanovic, S. “Determination of the degree of acetylation (DA) of chitin and
chitosan by an improved first derivative UV method”. Carbohydrate Polymers, 73(2): 248-
253 (2008).

Wu, S.D.; Wu, C.S. y Chen, H.C. “Cuticle structure of squid Illlex argentinus pen”. Fisheries
Science, 69(4): 849-855 (2003).

Yamakawa, H. ;Fujii, M. “Intrinsic Viscosity of Wormlike Chains. Determination of Shift
Factor”. Macromolecules, 7(1):128-135 (1974).

Yui,T.; Imada, K.; Okuyama, K.;Obata, Y.;Suzuki, K. ;0gawa, K. “Molecular and crystal
structure of the anhydrous form of chitosan”. Macromolecules, 27(26): 7601-7605
(1994).



Seccion B.

Biomateriales para ingenieria
de tejido oseo.



Ingenieria de Tejidos.
Generalidades,
Definiciones

y
Aplicaciones.



Seccidn B:Ingenieria de Tejidos | 1
I. Ingenieria de Tejidos: Generalidades, Definiciones y Aplicaciones.

INGENIERIA DE TEJIDOS EN SISTEMA OSEO: GENERALIDADES,
DEFINICIONES Y APLICACIONES.

1. INGENIERIA DE TEJIDOS EN SISTEMA OSEO.

1.1. Ingenieria de tejidos. Generalidades.

El dafio tisular o pérdida de érganos son las principales causas de enfermedad y
muerte en el mundo. Las lesiones en cartilago y hueso, principalmente como resultado de
una poblacion cada vez mas envejecida/senil, enfermedades degenerativas, fallas
terminales o accidentes traumaticos, comprometen de manera significativa la calidad de
vida resultando en un creciente problema socio-econémico.

Los tratamientos convencionales para la reparacién se basan en el empleo de
dispositivos mecanicos o el injerto/trasplante de tejidos y drganos. En esto ultimo el
tejido u drgano puede provenir del mismo paciente (autoinjerto) de otro individuo
(aloinjerto) e incluso de otras especies animales (xenoinjerto). Si bien estos métodos
mejoran significativamente la supervivencia del paciente, conllevan una serie de
limitaciones. En el caso de los dispositivos su éxito se ve seriamente limitado por la
durabilidad de los mismos, infecciones asociadas y tromboembolizacidn (Fuchs J. et al.,
2001).

Por otra parte, el trasplante de érganos es una cirugia compleja, cara y limitada
por la escasez de donantes y el tiempo en que los drganos se pueden conservar fuera del
cuerpo. En el caso de los autoinjertos las principales limitaciones consisten en la
morbilidad del sitio donante, la inflamacion crénica asi como el riesgo asociado de
infeccién (Godbey W. et al., 2002). Los aloinjertos y xenoinjertos no sélo deben superar la
escasez o disponibilidad de donantes de érganos, sino también el rechazo de los mismos.
Esto plantea serias restricciones debido a immunoincompatibilidad, obligando a los

pacientes a someterse a un tratamiento inmunosupresor de por vida. Ademas suponen
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numerosos efectos secundarios asociados como un mayor riesgo de infeccidn, la
transmision de enfermedades virales, el desarrollo de tumores, entre otros.

En este contexto de carencia de terapias médicas efectivas para el tratamiento de
heridas y enfermedades se desarrolla la ingenieria de tejidos como un estrategia

terapéutica innovadora alternativa al reemplazo tisular o de un implante permanente.

La ingenieria tisular es una ciencia multidisciplinaria que aplica principios y
métodos de la ingenieria de materiales y la biologia molecular para el disefio y desarrollo
de materiales funcionales en los que se pueda sembrar células y posteriormente crear
sustitutos bioldgicos que restauren/reparen, mantengan o mejoren la funcién bioldgica

de un tejido u érgano dafado (Shalak R. et al., 1988).

El enfoque que plantea la ingenieria de tejidos evita muchos de los inconvenientes
de las técnicas de injerto, como lo son la escasez de tejidos y érganos, la morbilidad del
sitio donante, el rechazo inmunoldgico y la transferencia de patégenos.

Los tejidos son estructuras tridimensionales compuestas por agregados de células
rodeadas de una sustancia intercelular o matriz extracelular (MEC). La MEC es un
ensamblaje dinamico de moléculas que actia como marco estructural de las células y
desempeiia un papel importante en la regulacién del mantenimiento de la funcién, el
comportamiento celular y en las interacciones célula-célula y célula-MEC (Nair L. et al.,
2006). La vision de la ingenieria de tejidos utiliza sobre todo la construccién célula-matriz

para desarrollar tejidos funcionales.

1.2. Matrices poliméricas tridimensionales o scaffolds.

Langer y Vacanti (Langer R. et al., 1993) reportaron que el enfoque mas comun
hacia el desarrollo de sustitutos bioldgicos estd basado principalmente en tres
componentes: las células, las moléculas bioactivas y las matrices poliméricas
tridimensionales o “scaffolds”.

Las células son las encargadas de sintetizar la matriz extracelular del tejido nuevo y

restaurar la funcién de los tejidos dafiados, mientras que el scaffold proporciona un
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ambiente favorable para la adhesidn, proliferacion y diferenciacion celular. Esto puede
ser mediante la expansion in vitro de células autdlogas sobre el scaffold o la implantacién
in vivo de un scaffold acelular, que guie a las células del paciente para la regeneracion y
reparacion de tejido. Las moléculas bioactivas por otra parte facilitan y promueven la
regeneracién del celular del nuevo tejido. Durante el proceso de regeneracion, el scaffold
no soélo proporciona una estructura tridimensional temporal en donde se organizan las
células y los estimulos que dirigen la formacién del nuevo tejido sino que también puede
ser utilizado como vehiculo para la liberacion de las moléculas bioactivas. Por ultimo el
scaffold sufre degradacion al mismo tiempo en que ocurre la regeneracion del tejido, por
lo que una vez que el tejido se desarrolla completamente, el scaffold deja de existir como
tal y el tejido recién creado puede realizar la funcién del tejido perdido (Ross J., 1998),
eliminando asi la presencia de un cuerpo extrafio en el lugar de implantacion y su
consecuente inflamacion crénica.

Los scaffolds cumplen diferentes funciones en el campo de la ingenieria de tejidos.
Para llevar a cabo esa variedad de funciones deben ser morfoldgica y estructuralmente
similar al tejido nativo y ser capaz de realizar funciones bioldgicas similares. Ademads
deben cumplir una serie de requerimientos tales como tener apropiada
biodegradabilidad, no ser tdxico y ni inmunogénico, es decir, no inducir ninguna
respuesta adversa en el organismo y, lo mas importante, poseer buena biocompatibilidad
con los tejidos.

Como funcién principal el scaffold debe proporcionar apoyo estructural al
crecimiento de las células y crear un entorno tridimensional que guie la formacion de
tejido nuevo. Para ello la morfologia, la arquitectura tridimensional y sus propiedades
mecanicas deben ser apropiadas para la aplicacion deseada y para el periodo previsto.

La arquitectura tridimensional del scaffold debe poseer una morfologia y una
porosidad (morfologia, tamafio de poro e interconectividad) tal que las células puedan
organizarse en tejidos in vitro y para la angiogenesis in vivo. La angiogenesis y la
organizacién del tejido son procesos que se ven afectados tanto por la porosidad del
material como por la morfologia del poro (Madihaly S. et al., 1999).La formacién de una
estructura porosa con poros interconectados es de suma importancia ya que permite

transporte y la migraciéon de las células, lo que favorece no sdélo el contacto y la
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proliferaciéon celular sino también el transporte de nutrientes gases, metabolitos,
moléculas bioactivas y desechos desde y hacia el medio circundante.

Ademas de las propiedades mecanicas y la arquitectura tridimensional, importan
las propiedades superficiales del scaffold. Las propiedades fisicas y quimicas de la
superficie de los materiales constituyentes determinan las interacciones entre las células
y los materiales y en consecuencia afectan la adherencia de la célula. La adhesién celular
desempeiia un papel crucial en la determinacién de la organizacion celular. Asimismo, el
scaffold debe modular a las células adheridas para que puedan diferenciarse y mantener
la expresion fenotipica (Nair L. et al., 2006).

En relacion a la biodegradabilidad del scaffold, debe ocurrir a una tasa controlada
tal que se corresponda a la tasa de regeneracion del tejido en formacién con el fin de que
el tejido sustituya paulatinamente al scaffold. La degradacién de los constructos célula-
material juega un papel crucial en las aplicaciones a largo plazo debido a que afecta a
varios procesos celulares entre los que se incluyen la proliferacion celular, la regeneracion
del tejido y la respuesta a cuerpo extrafio. Por ejemplo, en la ingenieria de tejidos del
sistema esquelético, la degradacion del scaffold debe ser lenta y ademds debe mantener

sus propiedades mecanicas hasta que el tejido se regenere completamente.

1.3. Eltejido éseo.

La funcién del tejido 6seo es tanto biomecdnica como metabdlica.
Biomecanicamente, el hueso representa el marco estructural principal para mantener la
forma del esqueleto y funciona como apoyo y proteccién de los érganos vitales de la
cavidad craneal, toracica y pélvica. Ademas posibilita la accidn mecanica de los musculos
al servir como palanca para los musculos que se insertan en ellos y transmitir las fuerzas
de la contraccion muscular durante el movimiento. Por Ultimo alberga la médula dsea
hematopoyética. Metabdlicamente sirve como un reservorio de iones, mayormente de
iones de calcio y fésforo, y contribuye a la regulacién de la composicion de la matriz

extracelular.

4
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1.3.1. Estructura arquitectdnica del hueso.

Macroscépicamente, el tejido 6éseo en el esqueleto adulto se organiza bajo dos
formas arquitecténicas: el hueso cortical o compacto, que constituye cerca del 80% del
total del esqueleto y el hueso trabecular o esponjoso, también llamado hueso cancelloso,
que corresponde al 20% restante (Baron R., 2003). El hueso cortical es casi sélido y posee
un 10% de porosidad (Sikavitsas V. et al., 2001). En el otro extremo, el hueso trabecular
posee una porosidad superior, que varia entre el 50 y el 90%, y presenta una estructura
esponjosa en panal de abejas con ramificaciones en barras, placas y varillas de diferentes

tamafios llamados trabéculas (figura 1.1.).
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Figura 1.1. Organizacion interna del hueso cortical y esponjoso. Tomado de Martini F. et al., 2009.



Seccion B:Ingenieria de Tejidos
I. Ingenieria de Tejidos: Generalidades, Definiciones y Aplicaciones.

Las proporciones de las dos formas arquitecténicas difieren en los distintos lugares
del esqueleto. Mientras que el hueso cortical es el constituyente de los hueso largos
(fémur y tibia), cortos (mufieca y tobillo) y planos (bdoveda craneana y huesos irregulares),
el hueso trabecular se halla cominmente en metafisis de los huesos largos (cubiertos por

hueso cortical) y en los cuerpos vertebrales (Sikavitsas V. et al., 2001; Baron R., 2003).

1.3.2. Estructura microscopica del hueso.

El tejido éseo es una variedad de tejido conectivo cuya matriz extracelular esta
mineralizada y contiene a las células que lo secretan. Las células incluyen células
osteoprogenitoras, osteoblastos, osteocitos y osteoclastos. Los osteoblastos secretan la
matriz ésea mineralizada y posteriormente, al quedar rodeados por la matriz, se
convierten en osteocitos alojados en espacios lagunares. Los osteoclastos son células
derivadas de precursores de la linea monocito/macréfago y tienen como funcién la
resorcion y remodelaciéon del hueso. La comunicacion intercelular, particularmente entre
osteoblastos y osteoclastos, es importante para la determinacion de los efectos netos de

la formacidn y resorcion dsea.

1.3.2.1. La matriz dsea.

La matriz 6sea esta integrada por una fase mineral y una fase orgdnica. Debido a
esto, y desde una perspectiva de ciencia de los materiales, el hueso puede ser
considerado como un material compuesto o “composite” (Salgado A. et al., 2004).

La fase mineral es el principal componente de la matriz 6sea y esta constituida
mayoritariamente por calcio y fdésforo en forma de cristales de hidroxiapatita
[Ca10(PO4)6(OH);]. Ademas contiene otros elementos como carbonatos, citratos,
magnesio, sodio y potasio (Gartner L. 2002).

Por otra parte, la fase orgdnica constituye cerca del 35% del peso de la matriz dsea
y estd formada por proteinas colagenosas y no colagenosas. El colageno es el
componente predominante y esta casi exclusivamente conformado por fibras de

colageno tipo I. El colageno tipo | forma parte del osteoide o componente organico no
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mineralizado del hueso y se organiza en un patrén dentro de la microestructura del
hueso. Su funcidn principal es la de servir como un scaffold, modulando los sitios de
calcificacién del hueso (Golub, 2009). Las proteinas no colagenosas asisten al colageno y
modulan la calcificacion y por tanto desempeiian un papel importante en la osteogénesis
y la remodelacion ésea (Golub, 2009). Incluyen citoquinas, glicosaminoglicanos
(principalmente condroitinsulfato, queratansulfato y acido hialurénico), proteoglicanos,
glicoproteinas como osteonectina y trombospondina, proteinas gla como la osteocalcina,
fosfoproteinas entre las cuales se incluyen las proteinas SILBING’s como osteopontina y
sialoproteina dsea, fosfolipidos y factores de crecimiento (Wiesmann H. et al.,2005). Los

componentes no colagenosos de la fase organica del hueso se resumen en la tabla 1.1.

Proteina Funcion y propiedades

Glicoproteina que media en la depositacidn de hidroxiapatita. Une ca®”, colagenoy

Osteonectina . . . , . . .
factores de crecimiento. Puede influenciar proteinas antiadhesivas del ciclo celular.

Glicoproteina que media la adhesién celular y depositacion de hidroxiapatita. Une

. 2 . . . . . . s ..
Trombospondina Ca'™, colageno | y C, osteonectina, heparina, trombina, fibrinédgeno, laminina,

plasmindgeno, entre otras.

Glicoproteina. Unidn osteoblastica al sustrato. Organiza el citoesqueleto y colabora
Fibronectina en la formacion de la red entrecruzada de la MEC por medio de unidn con fibrina,
heparina, colageno.

Proteina SIBLING constituyente de la linea de cemento. Involucrada en el
Osteopontina remodelamiento dseo. Inhibe la mineralizacién y la sintasa de dxido nitrico y quizas
regule la proliferacién, la reparacidn tisular e inicie la mineralizacion.

Proteina SIBLING constituyente de la linea de cemento. Se une a las células vy fija

Sialoproteina dsea 2 . . L
Ca'". Quizas inicie la mineralizacion.

Proteina gla esqueletaria; involucrada en el remodelamiento dseo y quizas también
Osteocalcina en el control de la mineralizacion por inhibicidn. Regula la maduracion del mineral y
quizas regule la actividad de osteoclastos y sus precursores.

Glicoproteina. Adhesion celular proteica debido a que posee sitios de unién para

Vitronectina . . L. . .. .
integrinas. Unidn a colageno, plasmindgeno y heparina.

Acido hialurdnico Quizds capture los sitios/espacios a ser hueso.

Albumina Transporte proteico; inhibe el crecimiento del cristal de hidroxiapatita.

Tabla 1.1. Principales proteinas dseas no colagenosas y sus funciones. Tomado de varias fuentes
(Boskey A., 2006; Buttler W. et al., 1996; Marks Jr., S. et al., 1996; Robey P., 1996; Rossert J. et al.,
1996; TriffitJ., 1996 ; Weiner S. et al., 1998).
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Puede considerarse que la matriz dsea es la responsable de las propiedades
biomecanicas del hueso. Las fibras de coldgeno le proporcionan flexibilidad y resistencia a
la tracciéon mientras que la hidroxiapatita confiere dureza, rigidez y resistencia a la

compresion.

1.3.2.2. Osteoblastos.

Los osteoblastos son las células encargadas de sintetizar y secretar la fase organica
de la matriz 6sea asi como también de controlar el depdsito de las sales minerales tanto
en la formaciodn inicial del hueso como en su posterior remodelamiento.

Son células poliédricas con citoplasma baséfilo, Aparato de Golgi prominente y
abundantes cisternas de reticulo endoplasmatico rugoso (RER) que forman una densa
capa en la superficie del hueso, desde la cual se extienden mediante procesos celulares a
través del hueso (Puzas J., 1993).

Los osteoblastos participan en la calcificacion de la matriz ésea mediante la
secrecion de vesiculas matriciales cargadas con fosfolipidos acidos y ciertas proteinas,
particularmente de la enzima fosfotransferasa fosfatasa alcalina (ALP) tejido no especifica
(Whyte M., 1994), la nucleétido pirofosfatasa fosfodiesterasa (NPP1/PC-1), anexinas,
fosfatidilserina y metaloproteinasas de la matriz (Ali S., 1992). Dichos constituyentes
tienen al menos dos funciones principales en la iniciacion de la mineralizaciéon. Por un
lado la actividad antagonista de las enzimas ALP y NPP1 junto con la ANK regula el inicio
de la calcificacion. La actividad enzimatica de la NPP1 junto con la proteina celular
asociada anquilosis (ANK) incrementan la concentracién extracelular de pirofosfato (PPi),
el inhibidor de la calcificacién, mientras que la actividad hidrolitica del PPi por parte de la
ALP, eleva la concentracién extracelular del fosfato inorganico (Pi), promotor de la
mineralizacion y por tanto crea centros de nucleacion para el depédsito de sales minerales
(Hessle L. et al., 2002; Addison W. et al., 2007). Por otro lado las proteinas, los lipidos y
fosfolipidos sirven como sitios de nucleacion para la depositacion de hidroxiapatita
(Anderson H., 2003).

Ademas de los productos anteriormente mencionados, los osteoblastos generan

varios productos celulares, entre los que incluyen la enzima colagenasa, hormonas como

8
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la osteocalcina, proteinas extracelulares estructurales como osteonectina, fibronectina,
vitronectina, osteopontina y sialoproteina dsea, asi como también factores de
crecimiento, proteoglicanos, proteinas implicadas en la adhesion celular y colageno,
mayormente colageno tipo |. La secrecién proteica varia en tiempo y espacio.

En cultivos celulares in vitro, Liam y Stein (Liam J. et al., 1992 y Stein G. et al.,
1993) observaron el hueso es formado por los osteoblastos en una serie de etapas
consisten en (1) la proliferacion celular y la sintesis de los componente organicos de la
matriz 6sea; (2) el desarrollo y la maduracion de la matriz 6sea, mediante cambios en la
composicion y organizacion de la matriz de modo de que pueda ser mineralizada y (3) la
mineralizacion de la matriz por deposicion de hidroxiapatita. Dichos autores observaron
en estudios in vitro la coincidencia de dichas etapas con la activacidén sucesiva de una
serie de genes especificos que transcriben proteinas asociadas con la matriz, como el
colageno tipo |, la fibronectina, osteonectina y factores de crecimiento en la etapa de
proliferaciéon y sintesis de la matriz 6sea. Posteriormente, durante la maduracion de la
matriz y es posible detectar la fosfatasa alcalina. Esta enzima se expresa en elevados
niveles durante la diferenciacion osteoblastica. Por ultimo, durante la mineralizacion se
produce la activacion de glicoproteinas tales como la sialoproteina dsea, la osteocalcina y

la osteopontina.

1.3.2.3. Células osteoprogenitoras.

Las células osteoprogenitoras (figuras 1.2.a y b) pertenecen al grupo de las células
madre mesenquimales (MSC) no hematopoyéticas del tejido adulto. Las MSC son células
pluripotenciales y con plasticidad celular que poseen un gran potencial de diferenciacion
en osteoblastos y otros fenotipos mesenquimales dependiendo del entorno tales como
fibroblastos medulares o células reticulares del estroma, condrocitos del cartilago vy
adipocitos del tejido graso (Bielby R. et al., 2007; Flores-Figueroa E. et al., 2006).

Las células osteoprogenitoras residen en la capa celular interna del periostio
(tejido que recubre la superficie dsea), recubriendo los canales haversianos, en hueso

trabecular, médula dsea, membrana sinovial y en el liquido sinovial (Bielby R. et al., 2007).
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Morfolégicamente, se caracterizan por presentar una morfologia espigada, en
forma de huso, con la presencia de un nucleo alargado, central, que contiene de dos a
tres nucléolos y citoplasma con abundantes ribosomas libres pero con escaso RER vy
Aparato de Golgi pobremente desarrollado (Flores-Figueroa E. et al., 2006). Estas células
son mads activas durante el periodo de crecimiento éseo intenso y no expresan fosfatasa
alcalina, hasta que han adquirido el compromiso de diferenciacién hacia el linaje
osteoblastico (Pittenger M. et al., 1999).

Las células osteoprogenitoras no solo actian como fuente de progenitores de los
osteoblastos sino que tienen una funcién indirecta en la homeostasis normal del
esqueleto, regulando la osteoclastogénesis a través de la expresion de RANKL y OPG (Gori
F. et al., 2000). Asimismo desempefian también un papel importante en la reparacion de
fracturas o dafio 6seo. Se ha demostrado que las moléculas de sefalizacion que
coordinan la cascada de reparacién pueden regular la actividad celular de las MSC y otros
linajes progenitores, induciendo la proliferacion celular y la diferenciacién in vitro, lo que
conduce a la cura de fracturas y el restablecimiento de la integridad del esqueleto (Bielby

R. etal., 2007).

1.3.2.4. Osteocitos.

Los osteocitos (figuras 1.2.a y c) son células 6seas maduras derivadas de los
osteoblastos. Se encuentran insertos en cavidades de la matriz osificada llamadas lagunas
osteocitarias y su rasgo morfoldgico mas llamativo son las prolongaciones
citoplasmaticas, albergadas en calcéforos o canaliculos de la matriz, que los conectan con
osteocitos vecinos y otras células de la superficie 6sea mediante uniones gap (Baron R.,
2003). Tanto en las lagunas osteocitarias como en calcéforos se encuentra liquido
intersticial que posibilita el intercambio de iones y metabolitos y la comunicacion
quimica y eléctrica entre las células.

Los osteocitos no segregan materiales de la matriz dsea y poseen una escasa
actividad metabdlica. Su funcion es la de mantener el intercambio de nutrientes vy
productos de desecho del tejido éseo y parece ser que su preservacion es necesaria para

que el tejido dseo mantenga sus propiedades biomecanicas. Los osteocitos suelen
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relacionarse con la mecanotransduccién, ya que tedéricamente pueden detectar estrés
mecanico y microlesiones del tejido 6seo y responder a estimulos liberando de adenosin
monofosfato ciclico (AMPc), osteocalcina y factor de crecimiento similar a insulina (IGFl)
(Bozal C., 2006). La liberacion de estos factores facilita la incorporacidn, el crecimiento y
desarrollo de preosteoblastos y también contribuyen a la redistribucién de fuerzas a largo

plazo que actuan en el esqueleto.

Canaliculo Osteocito Matrlz Osteoide Osteoblasto Endostio Célula osteoprogenitora Osteoclasto Matriz

/\/ \Cawdad I _r. --‘?
F medularf

a) g
N Matriz/’é
AR = N %\ A a!/’ L2
Osteocito: célula dsea madura Osteoblasto: célula dsea inmadura Células osteoprogenitoras: Osteoclastos:
que mantiene la matriz dsea  que secreta los componentes de la células madre cuyas divisiones  células multinucleadas que
matriz dsea. producen osteoblastos. secretan dacidos y enzimas

que disuelven la matriz
Osea.

borde en cepillo zona de sellado hueso

Figura 1.2. Tipos celulares 6seos. Imagen esquemdtica (a) y microfotografias (b, ¢ y d). b)
microfotografia (2500x) mostrando los osteoblastos alineados (numerados del 1 al 5) sobre la
superficie del hueso (B) y una célula osteoprogenitora (op); la flecha indica un osteocito con
prolongaciones en canaliculos. c) microfotografia (1000x) mostrando un osteocito en su laguna (L)
con sus prolongaciones (flechas) extendiéndose hacia los canaliculos. d) osteoclasto. Imagen a)
tomada de Martini F. et al., 2009; microfotografias b) y c) tomadas de Marks S. et al., 1988 y d)
tomado de Baron R., 2003.
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1.3.2.5. Osteoclastos.

Los osteoclastos (figuras 1.2.a y d) son células gigantes multinucleadas originadas
por fusion de células mononucleares (derivadas del linaje hematopoyético) que se
encargan de la resorcion de la matriz dsea.

Los osteoclastos se localizan en la superficie del hueso en un area discreta llamada
laguna de reabsorcidon y se caracterizan por la presencia de un borde en cepillo (Mundy
G., 1993; Parfitt A., 1994). El borde en cepillo se une mediante integrinas a la laguna de
reabsorcién y se encuentra completamente rodeado por una zona clara, rica en
filamentos de actina y que carece de organelas (Holtrop M. et al., 1977). Estdn ricamente
dotados con enzimas lisosomales, especificamente la fosfatasa acida tartrato-resistente
(TRAP) y ademas poseen anhidrasa carbdnica, la cual es utilizada en la produccién de
iones H' secretados al borde en cepillo.

Los osteoclastos reabsorben el hueso mediante la disolucién de la fase mineral y
por accidén enzimatica de la fase organica. La fase mineral ésea es reabsorbida por la
secrecién de iones H' que disminuyen el pH, conduciendo a la liberacién de iones Ca*,
HPO,> y H,PO* de la hidroxiapatita. La fase organica del hueso es degradada por medio
de una serie de proteasas y glicosidasas tales como metaloproteinasas de la matriz y

varias proteasas lisosomales de cisteina (Baron R., 2003).

1.3.3. Fisiologia del hueso.

1.3.3.1. Osteogénesis y remodelamiento dseo.

La osteogénesis o crecimiento 6seo es un proceso que ocurre durante toda la vida,
e involucra la remodelacién ésea en los adultos (Duplomb L. et al. 2007). En dicho proceso
participan todos los tipos celulares dseos.

El desarrollo normal del esqueleto durante la embriogénesis en la etapa fetal
comienza con el reclutamiento y la agregacién de células madre mesenquimales (MSC)

para formar condensaciones. Dentro del nucleo de condensacién mesenquimal las células
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se diferencian en condrocitos en la osificacion endocondral o directamente en
osteoblastos en la via de la formacién dsea intramembranosa (Ferguson C. et al. 1999).

La remodelacion dsea es un proceso complejo que involucra una serie de
funciones celulares dirigidas hacia la resorcion ésea seguidos de una fase de formacion de
hueso nuevo. Esto ocurre de manera continua durante la vida adulta normal ya que
necesario para el mantenimiento de una matriz ésea mineralizada y por tanto de la
estructura ésea normal.

En la remodelacién dsea se sustituye el hueso en pequeiias superficies dseas
mediante grupos de células que actlan coordinadamente y que se conocen como
unidades multicelulares de remodelamiento dseo o unidades multicelulares basicas
(BMUs) (Frost H., 1991). El nuevo segmento de tejido resultante de la accién de esta
unidad se denomina unidad estructural ésea (BSU). Durante este proceso no hay cambio
en la forma del hueso porque tanto la formacidn y resorcion 6sea se producen en el
mismo sitio anatémico (Hill P. et al., 1998). El mantenimiento de la masa désea requiere
que la formacidon de hueso por los osteoblastos y la reabsorcién por los osteoclastos
estén equilibrados (Dunstan C. et al., 2007).

La remodelacion ésea depende de la cooperaciéon entre los distintos tipos
celulares del linaje osteoclastico y osteoblastico, ciertos moduladores sistémicos vy
mediante la regulacién de factores locales. A saber: (i) determinados tipos celulares, tales
como MSC y osteoclastos, (ii) hidroxiapatita y moléculas de la matriz extracelular, (iii) la
expresion de hormonas (como lo es la calcitonina, la hormona paratiroidea (PTH), 1,25-
dihidroxivitamina D, hormonas sexuales y otras hormonas esteroides), de factores locales
sintetizados por las células oseas (tales citoquinas, factores de crecimiento y
prostaglandinas) , iones, y vitaminas (Kwan Tat S. et al. 2004); vy (iv) estimulos mecanicos
(Papachroni K. et al., 2009).

Brevemente, el ciclo de remodelado consiste en una serie de fases que se inician
con la en la que activacién de los precursores osteocldsticos, los cuales migran y
diferencian en osteoclastos (fase de activacion). Una vez diferenciados, los osteoclastos
multinucleados inician la fase resorcion dsea en la laguna resortiva mineralizada. Luego de

que una cierta cantidad de hueso fue removido, el osteoclasto entra en apoptosis y se
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lleva a cabo una fase de reposo o inversion en la que se deposita una linea de
cementacioén rica en glicoproteinas y que servira de asiento a los osteoblastos.

Los productos de la resorcidn dsea activan precursores osteoblasticos los cuales
migran hacia las lagunas resortivas. Asi en la fase de reversion dichos precursores se
expanden y proliferan diferenciandose a osteoblastos maduros. Ademds el osteoblasto
produce osteoprotegerina, que inhibe la osteoclastogénesis y por tanto la actividad
resortiva del osteoclasto. Posteriormente comienza la fase de formacion en la que los
osteoblastos maduros ocupan la laguna de resorcion depositando el osteocide no
mineralizado que posteriormente se mineraliza. La fase finaliza cuando la nueva unidad
estructural dsea esta completamente formada.

En la fase de reposo, una vez integrados en el osteoide, los osteoblastos se
convierten en osteocitos diferenciados. La superficie del hueso neoformado se cubre de
osteoblastos que persisten en reposo como células de revestimiento aplanadas hasta que
un nuevo ciclo de remodelaciéon comienza (Hill P. et al., 1998).

La remodelacién es un proceso importante en tres aspectos: en primer lugar el
hueso, por su funciéon de soporte estructural, estd sometido a la fatiga, por tanto el
remodelado éseo reemplaza al hueso que contiene grietas para evitar asi fallas
estructurales. En segundo lugar, la remodelacién dsea es necesaria para adaptar las
propiedades materiales del hueso a las exigencias mecdnicas que se colocan en el
esqueleto. Por ultimo, debido a que el hueso es un importante reservorio de calcio, la
remodelacién del hueso desempefia un papel critico en la regulacién de la homeostasis
del calcio cuando es insuficiente, ya que es liberado del hueso por los osteoblastos para

satisfacer la demanda (Dunstan C. et al.,2007).

1.3.3.2. Mecanismos biologicos de reparacion y regeneracion osea.

El restablecimiento del hueso como consecuencia de una lesidn o fractura si bien
se asemeja mucho al proceso de osteogénesis normal del esqueleto, difiere en algunos
aspectos tales como la inflamaciéon y el aumento de fuerzas mecdnicas en los adultos
(Hutchinson C. et al., 2007). Brevemente, el proceso de reparacidon désea consiste en la

formacidon de un hematoma, seguido por una rapida cascada inflamatoria, angiogenesis
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localizada, vascularizacién y la formacion de un callo. Posteriormente se lleva a cabo la
produccién de matriz extracelular y la remodelaciéon 6sea (Braddock M. et al., 2001;
Deschaseaux F. et al., 2009).

En el proceso de consolidacion de una fractura participan coordinadamente una
compleja red de diferentes tipos celulares (MCS, fibroblastos, macréfagos, condroblastos,
osteoblastos, osteoclastos) y vias moleculares de sefalizacién (efectores de la
inflamacién, factores de crecimiento (TGF-B e IGF), proteinas morfogenéticas dseas,
angiopoyetinas, y factores angiogénicos, entre otros). Las moléculas de sefializacién
evallan el dafio en los tejidos y regulan la actividad celular, induciendo la muerte celular,
el reclutamiento la proliferacion y diferenciacion de linajes celulares progenitores como
las MSC perivasculares en condrocitos u osteoblastos (Bielby R. et al., 2007; Braddock M.
et al.,, 2001; Deschaseaux F. et al., 2009). Todo esto conduce al restablecimiento de la
integridad del esqueleto.

La mayoria de las fracturas son secundarias (indirectas) y se reparan por la
formaciéon de callos a través de una combinacién de osificacién intramembranosa y
endocondral, siendo el periostio la principal fuente de células reparadoras. En la
formacién ésea intramembranosa las MSC peridsticas se diferencian en osteoblastos para
formar hueso sin una etapa anterior del cartilago y hay poco reclutamiento de las células
de otros tejidos (Bielby R. et al., 2007). Sin embargo en la cura de una fractura cortical
primaria o directa hay poca contribucidn periostica, por lo que MSC procedentes de sitios
perivasculares (que quedan atrapadas en el hematoma) proporcionan la fuente de
osteoprogenitores. Por Ultimo ocurre produccién de matriz dsea y la remodelacidén désea
en la que se reemplaza el hueso primario de la formacion intramembranosa de hueso con
hueso secundario, que refuerza adicionalmente la zona de fractura. Al mismo tiempo, se
resorbe el callo y reconstituye la continuidad del hueso (Braddock M. et al., 2001).

La comprension de los mecanismos de reparacién ésea es relevante en el
entendimiento de enfermedades con anomalias en el remodelado dseo, tanto en aquellas
donde el hueso sufre regresién (osteoporosis y osteogénesis imperfecta), asi como en la

artritis, osteolisis inducida por tumor y osteopetrosis (donde el hueso crece en exceso).
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1.4. Ingenieria de tejidos para reparacion y regeneracion osea.

Las lesiones dseas comprometen principalmente el rol biomecanico del hueso
afectado, ya que si bien los otros huesos en el cuerpo pueden compensar la funcién
metabdlica del hueso lesionado no pueden soportar la carga. El trasplante de hueso es
tratamiento mas comunmente utilizado con el objetivo de inducir la osteogénesis, la
osteoinduccién vy asi sustituir el defecto del esqueleto (Leong, J. 1993). En situaciones
donde se requiere la induccién de la osteogénesis se prefiere el hueso esponjoso por
poseer un efecto osteinductivo mucho mas pronunciado que en el hueso cortical. La
elevada porosidad del hueso trabecular permite que el tejido que rodea al injerto se
vascularise en cuestion de semanas y el hueso nuevo crezca en cuestion de meses.
Aungue el trasplante de hueso autélogo es el método de eleccién, a menudo existe el
problema de que el suministro sea inadecuado, la falta de la forma y la geometria
deseada, y esencialmente el aloinjerto éseo se utiliza a menudo como alternativa.

Ante este escenario, los sustitutos biodegradables generados via ingenieria tisular
pueden actuar como un esqueleto temporal que se inserta en los sitios defectuosos del
esqueleto con el fin de soportar y estimular la regeneracién de tejido éseo mientras se
degradan gradualmente y son reemplazadas por tejido 6seo nuevo.

Unos de los principales requerimientos que deberia cumplir un scaffold ideal
deberia es el parecerse arquitecténica y bioquimicamente al hueso trabecular y poseer

propiedades mecanicas similares (Yaszemski M, et al., 1996).

2. POLIMEROS BIODEGRADABLES COMO BIOMATERIALES PARA
REGENERACION OSEA.

Boretos y colaboradores (Boretos J. et al., 1984) y Doherty y colaboradores
(Doherty P. et al., 1992) definen biomaterial como “cualquier sustancia diferente a una
droga o combinacién de sustancias, de origen sintético o natural, destinada a la interfaz
de los sistemas bioldgicos, que puede ser utilizada en cualquier momento con el fin de
valorar, tratar, incrementar o reemplazar cualquier tejido, érgano o funcién del cuerpo

humano”.
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Entre los biomateriales desarrollados para su utilizacion en aplicaciones de
ingenieria de tejido 6seo se encuentran las ceramicas bioactivas y los polimeros. Las
ceramicas bioactivas son interesantes por su similitud quimica con el hueso lo que
permite que se adhieran espontaneamente al hueso y la osteogénesis (Hench et al.,
1984). Sin embargo, la elevada fragilidad, la poca flexibilidad respecto al hueso natural y
su baja biodegradabilidad restringe las aplicaciones clinicas.

Los polimeros biodegradables son ampliamente utilizados en ingenieria de tejidos
Oseo debido a las ventajas que presentan en relacién a su degradabilidad en condiciones
fisiolégicas y eliminacion por vias metabdlicas, asi como por su facilidad de
procesamiento respecto a biomateriales ceramicos o metalicos. Un gran numero de
polimeros biodegradables tanto de origen natural como sintético han sido estudiados
para el desarrollo de scaffolds como sustitutivos dseos (Watanabe J. et al, 2003).

La especial atencidon que han recibido los polimeros naturales se debe a su
semejanza estructural con sustancias macromoleculares que el medio ambiente biolégico
estd preparado para reconocer y metabolizar a residuos no toxicos (Coutinho D. et al.,
2008). La gran mayoria de los biomateriales naturales utilizados hoy en dia estan
constituidos por polimeros presentes en la matriz extracelular de tejido dseo, tejido
cartilaginoso, la piel, los tendones y los ligamentos, entre otros (Herrero J.,1997). Las
proteinas, los polihidroxialcanoatos y los polisacdridos son las clases mas investigadas.
Como ejemplos puede citarse la gelatina (Li X. et al., 2006), el colageno (Ignatius A.et al.,
2005), el almiddon (Gomes M. et al., 2002), el alginato (Li Z. et al., 2005) y el quitosano
(Adekogbe I. et al, 2005; Huang Y. et al., 2005a); cada uno con diferencias importantes en
cuanto a degradabilidad, capacidad de mantener células viables y variaciones en cuanto a
su desempefio mecanico (Sachlos et al., 2003).

Los polimeros sintéticos, en contraste, ofrecen no sdélo la biodegradabilidad
control de las propiedades mecdnicas, sino también su alta reproducibilidad y la
posibilidad de produccidn a gran escala. Entre los polimeros sintéticos los poliésteres han
sido ampliamente estudiados en ingenieria de tejido. Los mas utilizados son el acido
polilactico y el acido poliglicélico (Agrawal C. et al., 1995; Athanasiou K. et al., 1996), sus
copolimeros (Wu Y. et al., 2006) y la poli-e-caprolactona (Sarasam A. et al., 2005; Wiliams

J. et al., 2005). Las ventajas de estos polimeros son su biocompatibilidad y su variacion en
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la velocidad de degradacion en funcién de su peso molecular, su grado de cristalinidad y
la composicién de sus co-mondmeros y/o aditivos (Martinez Palau M., 2008).

Debido a que no existe ningin material que por si solo cumpla con todos los
criterios para que el injerto dseo sea exitoso, gran parte del éxito de los scaffolds consiste
en seleccionar un material y disefio adecuado que pueda hacer frente a las variables

fisicas y bioldgicas inherentes a cada aplicacion.

2.1. Métodos de biofabricacion y procesamiento de scaffolds.

Se han desarrollado numerosos métodos de fabricacidon para cumplir los distintos
requisitos de los scaffolds, los cuales se encuentran bien descritos en las referencias
sefialadas, ademas de estar revisadas en numerosos libros. Dichos métodos utilizan
diferentes técnicas basadas en la evaporacidén de solvente (solvent-casting) y lixiviacion
de particulas (particulate leaching), liofilizacion, separacién de fases, el espumado con gas
o procesamientos mediante derretimiento y fusién asi como por electrospinning vy
prototipado tridimensional. Con excepcién del espumado con gas o por procesamiento
mediante derretimiento estas técnicas utilizan solventes orgéanicos. Cada método de
elaboracidn posee ventajas y desventajas y por tanto confiere al scaffold caracteristicas
estructurales diferentes.

Entre las técnicas mas sencillas y convencionalmente utilizadas se encuentran la
técnica de evaporacion de solvente (solvent casting) y la liofilizacion. La técnica de
evaporacion de solvente consiste en el vertido de la solucién de polimero sobre una
superficie y dejarla secar al aire o al vacio hasta evaporacién completa del solvente.
Debido a la cohesién adecuada entre las moléculas, la suficiente difusion y completa
evaporacion del disolvente, las cadenas de polimeros se unen para formar peliculas. Si
bien el procedimiento no requiere de aparatos sofisticados y es método simple vy
reproducible, presenta limitaciones de espesor y en las propiedades mecanicas, y algunos
autores cuestionan la homogeneidad y la interconexiéon de los poros, asi como la
presencia de solvente residual (Mano J. et al., 2007).

La técnica de liofilizacién se diferencia de la anterior en que la solucién de

polimero se congela de modo de formar cristales de hielo, los cuales son posteriormente
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removidos por liofilizacion. Mediante esta técnica se obtienen matrices porosas con un
tamafiio de poro puede ser controlado por la velocidad de congelacién y el pH (Mano J. et
al., 2007 Sachlos E. et al., 2003).

Otros procedimientos mediante los cuales pueden obtenerse matrices porosas son
la lixiviacion de particulas (particulate leaching) y el proceso de espumado por gas.
Mientras que la lixiviacién de particulas requiere de la dispersién de particulas de
porégeno (como sal, azlcar u otros) en una mezcla polimérica y que posteriormente son
retiradas por inmersion en un solvente especifico, en el proceso de espumado por gas se
fabrican esponjas de de alta porosidad mediante saturacién del polimero con gas
(generalmente didxido de carbono) a alta presion y a temperatura controlada. Ambas
técnicas permiten el control del tamafio de poro (ya sea por el tamafo y proporcidn de
porégeno y polimero o variando la temperatura, la presion, y las tasas reduccién de la
presion), pero no asi orientacion y el grado interconexién de los mismos (Buckley C. et al.,
2004; Ma P., 2004a; Ma P., 2004b; Mano J. et al., 2007; Sachlos E. et al., 2003).

Por otra parte pueden utilizarse la técnica de separacion de fases y procesado por
derretimiento y fusion, las cuales pueden procesarse en combinacidn con lixiviacién de
particulas, extrusion y moldeo por inyeccién con agentes de soplado. (Mano J. et al,,
2007; Sachlos E. et al., 2003).

Ademas los polimeros pueden ser procesados mediante extrusion a modo de
fibras textiles y posteriormente unidas en tejidos de malla. La principal ventaja que
poseen es una elevada proporcion de area superficial/ volumen, sin embargo por lo
general poseen una baja integridad mecanica (Sachlos E. et al., 2003; Ma P., 2004a; Ma
P., 2004b).

Entre las técnicas mas recientes y complejas se halla el proceso de electrospinning
que utiliza un campo eléctrico de alta intensidad para la formacion y el depésito de fibras
de polimeros sobre un sustrato y el prototipado tridimensional. Este ultimo implica
estrategias de fabricacién por capas a partir de modelos generados por un ordenador,
utilizando software de disefio asistido y una computadora de manufactura (Mano J. et al,,
2007; Ma P., 2004a; Ma P., 2004b; Sachlos E. et al., 2003).

Por lo dicho anteriormente que se deduce la importancia de seleccionar la técnica

correcta segun la aplicacion final deseada.
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2.2. Quitosano como biomaterial.

La utilizacion del quitosano como biomaterial en ingenieria de tejidos genera
interés debido gran versatilidad. Se ha estimulado su empleo en diversas aplicaciones en
el area biomédica y farmacéutica no sélo por su bajo costo y facil accesibilidad sino por
poseer interesantes propiedades de biocompatibilidad (Muzzarelli R.,, 1993) vy
biodegradabilidad (Shigemasa Y. et al., 1994), por su naturaleza catidnica e hidrofilidad,
ademas de ser no toxico (Hirano S. et al., 1990) y poseer efectos antimicrobianos (Khor E.
et al., 2003). Como se comentd anteriormente la biocompatibilidad y la biodegradabilidad
son una de las caracteristicas biolédgicas mas importantes de ahi que en la actualidad sea
un biopolimero ampliamente utilizado en la ingenieria de tejido y medicina regenerativa.
Otras propiedades tales como sus efectos analgésico, antitumoral, hemostatico,
hipocolesterolémico y antioxidante también han sido reportadas (Ravi Kumar M. et al.,
2004).

La biocompatibilidad del quitosano y por tanto gran parte del interés como
biomaterial se debe principalmente a la similitud estructural y bioquimica de las unidades
de N-acetilglucosamina y glucosamina con la mayoria de las biomoléculas que conforman
los tejidos del cuerpo humano, en particular con los glicosaminoglicanos de la matriz
extracelular de vertebrados que se sabe estan implicados en una amplia variedad de
procesos bioldgicos que incluyen la migracion, diferenciacidon y proliferacién celular, la
respuesta inmune y la organizacion citoesquelética (Khan T. et al., 2000).

La capacidad del quitosano de soportar y modular el crecimiento y proliferacién
celular ha sido probada con éxito en células vasculares del miocardio y endoteliales,
células neuronales, fibroblastos, hepatocitos, y células epiteliales o queratinocitos
(Chatelet C. et al., 2001; Wang J. et al., 2003).

La naturaleza cationica y gran densidad de carga en solucion del quitosano es una
de las propiedades innatas de gran importancia. Los glicosaminoglicanos son una clase de
macromoléculas de naturaleza anidnica que interaccionan con factores de crecimiento,
receptores y proteinas de adhesidn, por lo que el quitosano puede no sdlo interaccionar
con dichos compuestos sino también con proteoglicanos, los cuales tienen la funcién de

organizar y dar funcionamiento adecuado a la matriz extracelular, y otras especies
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cargadas negativamente distribuidas ampliamente en el organismo. En diversas
aplicaciones de ingenieria de tejidos esta propiedad es esencial debido a que un gran
numero de citoquinas y factores de crecimiento son modulados por glicosaminoglicanos
tales como la heparina, hialuronato, dermatan sulfato, el sulfato de condroitina y sulfato
de queratina.

La biodegradabilidad del quitosano ocurre gracias a la hidrdlisis de los enlaces
glicosidicos por medio de hidrolasas tales como quitosanasa, quitinasa, lipasa, glicosidasa,
lisozima, y fosfatasa. En varios fluidos y tejidos de mamiferos la biodegradacion del
quitosano es catalizada por la lisozima, una enzima no especifica (Shigemasa Y. et al.,
1994) y se ha reportado que la escision del enlace glucosidico del quitosano por la
lisozima podria deberse a la union de los residuos de N-acetilglucosamina al sitio activo
de la enzima (Aiba S., 1992). Su accion produce oligoquitosacaridos no téxicos de longitud
variable, que estimulan a las diferentes células, mientras que los mondémeros liberados se
fosforilan y se incorporan por vias metabdlicas a glicosaminoglicanos (acido hialurdnico,
sulfato de queratdn y condroitin sulfato) y glicoproteinas, componentes del tejido
conectivo y matriz extracelular (Muzzarelli R., 1997). Ademds dichos productos pueden
ser excretados (Pangburn S. et al., 1982).

Ademas es importante destacar que la tasa de degradaciéon, la cual se halla
relacionada con que el grado de acetilacién (DA) (Hirano S. et al., 1989) también afecta a
la biocompatibilidad. Tasas degradativas elevadas en muestras de quitosano con alto DA
producen acumulacién de amino azUcares y por lo tanto una respuesta inflamatoria
aguda mientras que quitosanos con bajo DA inducen una respuesta minima debido a la
baja tasa de degradacion (Kurita K. et al., 2000).

Respecto de la actividad antimicrobiana del quitosano y sus derivados, se ha
sugerido, por su naturaleza policatidnica, la interaccion con grupos aniénicos de la
superficie celular de bacterias, levaduras y hongos, lo que generaria una barrera
impermeable al transporte de solutos esenciales (Helander I. et al., 2001).

El quitosano es uno de los materiales con mayor potencial debido no sdélo por sus
propiedades bioldgicas sino también a sus propiedades fisicas y quimicas las cuales
pueden ser controladas bajo condiciones suaves y mediante técnicas de procesamiento

relativamente sencillas. El alto contenido en aminas primarias es una caracteristica
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estructural Unica del quitosano que confiere propiedades funcionales para la
biofabricacién. Tal como se muestra en la figura 1.3, el pH altera sustancialmente el
estado de carga y las propiedades del quitosano. En condiciones acuosas ligeramente
acidas, el grupo amino se encuentra protonado y el quitosano se comporta como un
polielectrolito catidnico soluble. A pH elevado, las aminas se desprotonan, las repulsiones
electrostaticas del quitosano se reducen, y el polimero se insolubiliza (Sorlier P. et al.,
2001; Varum, K. et al., 1994). Siendo el pKa quitosano cercano a la neutralidad (Rinaudo
M. et al., 1999), la transicidn soluble-insoluble se produce a pH entre 6 y 6,5 un rango
ideal para las aplicaciones biolégicas (Yi H. et al., 2005). Esto permite la formacion de
asociaciones interpoliméricas que pueden ser utilizadas para producir diferentes soportes
dependiendo de las condiciones para iniciar la transicion soluble-insoluble (Madihaly S. et

al., 1999; Montembault A. et al., 2005).

Funcionalizacion
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Figura 1.3. Representacion esquemdtica de versatilidad del quitosano en la biofabricacion.
Tomado de Yi H. et al., 2005.

En este sentido ha sido evaluados scaffolds basados en quitosano procesados
como films, hidrogeles, (Ashton R. et al., 2007), esponjas (Izquierdo R. et al., 2008), fibras
(Chew S. et al., 2008), membranas (Costa Martinez E. et al., 2007) asi como scaffolds
inyectables basados tanto en la combinacidon de macroparticulas y células (Garkhal K. et

al., 2007), como de microesferas y nanoparticulas.
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Existen numerosos reportes respecto a las caracteristicas de los films de
quitosano, las cuales varian en relacién a las diferentes fuentes de quitina para producir
quitosano, las propiedades y peso molecular del quitosano, los solventes utilizados, los
métodos de preparacidn de la pelicula, y los tipos y cantidad de plastificantes utilizados,
entre otras (No H. et al., 1999; Nunthanid J. et al., 2001).

El quitosano tiene la habilidad de formar estructuras porosas mediante técnicas de
procesamiento entre las que podemos mencionar la liofilizacién, en la cual una solucidn
de quitosano en acido acético es congelada y seguidamente liofilizada, obteniéndose una
estructura porosa con un tamafo de poro que depende principalmente de la temperatura
de congelacion (Madihally S. et al., 1999). También es posible obtener estructuras
porosas a través del proceso de formacidn interna de burbujas en el cual la solucién de
guitosano se mezcla con un porégeno como el carbonato calcico (Chow K. et al., 2001).
Ademds se han producido fibras de quitosano y mallas 3D por la técnica de
electrospinning (Tuzlakoglu K. et al., 2004).

La preparacién de microparticulas y su aplicacién como scaffold en la ingenieria de
tejido constituye una alternativa frente a los demas tipos de estructuras tridimensionales
utilizadas con este fin. Existen diversos métodos para la obtencidon de microparticulas de
quitosano entre las que podemos mencionar el método de emulsificacién y gelificacién
ionotréopica (Acikgoz M. et al., 1996), coacervacidon (Chellat F. et al., 2000), la
precipitacion y entrecruzamiento quimico (Aggarwal A. et al., 2001), la emulsion y
entrecruzamiento quimico (Denkbas E. et al., 1999), el método de evaporacion de
solvente (Lim S. et al., 2000), y el método de spray-drying (Filipovic-Grcic J. et al., 2003).

Las propiedades hasta ahora descritas y muchas otras hacen del quitosano un
material de gran interés en el campo de la ingenieria tisular. La capacidad del quitosano
de formar soportes ha encontrado muchas aplicaciones dentro de los campos de
ingenieria de tejidos y liberacion de drogas, para mantener, reforzar y en algunos casos
organizar la regeneracion tisular asi como para liberar materiales bioactivos o influenciar
directamente el crecimiento celular.

Los scaffolds de quitosano han sido utilizados en varios tipos de tejidos en los que
se pueden incluir: el tejido éseo (Seol Y. et al., 2004; Malafaya P. et al., 2005), el cartilago
(Suh J. et al., 2000; Oliveira S. et al., 2009), el higado (Li J. et al., 2003), los vasos
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sanguineos, la regeneracion de nervios (Huang Y. et al., 2005b) y en la regeneracién de la

piel entre otros.

2.2.1. Quitosano en aplicaciones de ingenieria en tejido dseo.

Dentro de la gran variedad de polimeros naturales propuestos para el desarrollo
de scaffolds ingenieria de tejido éseo, el quitosano es ampliamente estudiado. Diversos
reportes de biocompatibilidad in vitro demuestran la notable citocompatibilidad vy
capacidad osteogénica del quitosano al promover la adhesion y proliferacion celular de
células osteoblasticas, células madre mesenquimales, células osteoprogenitoras, asi como
por la deposicién de sales minerales en cultivos de osteoblastos (Muzzarelli R. et al.,
1993; Kim I. et al., 2008; Tuzlakoglu K. et al., 2004; Fakhry A. et al., 2004). Ademas el
quitosano puede moldearse en estructuras porosas que permiten la osteoconduccion
(Kawakami T. et al, 1992; Martino A. et al., 2005).

Fakhry y colaboradores (Fakhry et al., 2004) realizaron un andlisis de la adhesidn
celular y de los perfiles fenotipicos de osteoblastos y fibroblastos de ratén cultivados en
quitosano y demostraron una significativa adhesién temprana de osteoblastos, asi como
una mejor extensién y mejor desarrollo del citoesqueleto en comparacidon con los
fibroblastos.

Por su parte Seol y colaboradores (Seol Y. et al., 2004) estudiaron el crecimiento y
proliferaciéon celular de osteoblastos de calvaria de rata sobre esponjas porosas de
quitosano fabricadas por liofilizacion. Dichos autores evaluaron la actividad de la
fosfatasa alcalina, la deposicion de calcio, asi como por estudios histolégicos realizados

luego de 56 dias y corroboraron la formacidn dsea dentro de las esponjas.

2.3. Mezclas de quitosano con otras sustancias.

El quitosano como biopolimero natural, es un material que posee propiedades
bioldgicas adecuadas, y por ello, dentro de la gran variedad de polimeros propuestos para
el desarrollo de scaffolds, ha sido ampliamente utilizado en solitario (Garcia Cruz D. et al.,

2008a; Tuzlakoglu K. et al., 2004). Sin embargo en ocasiones sus aplicaciones en la
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regeneraciéon del tejido 6seo se ven restringidas no sélo por su hidrofilicidad, las pobres
propiedades mecanicas de los scaffolds propias de su alta temperatura de transicion
vitrea y su cristalinidad (Madihally S. et al., 1999) sino también por su elevada tasa de
degradacion (Hirano S. et al., 1989) y limitaciones en el soporte de la adhesidn,
proliferacion celular (Lopez-Perez P. et al., 2007).

Con el objetivo de modificar las propiedades mecanicas del quitosano y mejorar la
biocompatibilidad muchos autores han optado por la combinacién con una gran variedad
de materiales, entre los que se puede destacar la utilizacién de polimeros tanto de origen
natural como sintético (Xiao Y. et al., 2008) y por la adicion de agentes entrecruzantes

que refuerzan las estructura (Berger J. et al., 2004).

2.3.1. Mezclas poliméricas.

La formaciéon de mezclas entre polimeros naturales y sintéticos constituye una
alternativa versatil y mas eficiente que las modificaciones quimicas para desarrollar
nuevos materiales con propiedades combinadas que no se pueden alcanzar mediante el
uso de polimeros individuales. En particular la amplia gama de propiedades fisicoquimicas
y técnicas de procesamiento relativamente sencillas que provienen de los polimeros
sintéticos pueden integrarse con la buena biocompatibilidad y biodegradabilidad dada
por los polimeros naturales.

Existe gran variedad de mezclas poliméricas disponibles en la bibliografia. En el
contexto de este trabajo de tesis importan aquellas mezclas de quitosanos con polimeros
sintéticos como una manera mas eficiente para mejorar la ductilidad de quitosano. En
especial la mezcla de quitosano con un polimero sintético hidrofdbico constituye una
manera sencilla de equilibrar su fuerte caracter hidrofilico y sus pobres propiedades
mecanicas.

En los ultimos tiempos se han estudiado mezclas de quitosanos con poliésteres
alifaticos biodegradables como polihidroxibutirato y el copolimero polihidroxibutirato-co-
valerato, acido polilactico, poliglicélico, policaprolactona y sus copolimeros (Correlo V. et

al., 2005; Castro C. et al., 2005), no sdélo para su utilizaciéon en aplicaciones biomédicas
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sino también en la quimica ambiental con el fin de minimizar los residuos de envases
plasticos y con ello reducir la contaminacién ambiental.

Hsieh y colaboradores (Hsieh C. et al., 2005) modificaron matrices de quitosano
con 4cido y-poli glutdmico (y-PGA), un polimero hidréfilo y biodegradable. Dichos autores
encontraron que la adiciéon de y-PGA aumenta no solo la hidrofilicidad y adsorcién de las
proteinas séricas sino que ademas mejora las propiedades mecanicas, con un incremento
de la fuerza maxima.

Costa-Pinto y colaboradores (Costa-Pinto A. et al., 2008) y Correlo y colaboradores
(Correlo, V. et al., 2009) evaluaron scaffolds porosos 3D basados en quitosano y
poliésteres creados mediante la técnica de moldeo por derretimiento y compresion
seguido por lixiviacion de sal. Mediante dicha técnica obtuvieron scaffolds con
propiedades distintivas concernientes a la porosidad, interconectividad y propiedades
mecanicas dependiendo de la cantidad y el tamafio de particula del porégeno asi como
por la proporcion y tipo de poliéster alifatico utilizado en la mezcla. Dichos autores
hallaron que son adecuados para el soporte en la adhesidn, viabilidad/proliferacién y
diferenciacién osteoblastica de una linea de células progenitoras de médula ésea de

raton.

2.3.1.1. Poli- &- caprolactona.

La poli-e-caprolactona (PCL) es un poliéster semicristalino biodegradable que se
obtiene a partir de la e-caprolactona mediante polimerizacién por apertura del anillo
(figura 1.4.). La estructura molecular de la PCL consta de un grupo éster y cinco grupos
metilenos con caracteristicas apolares que le confieren a la molécula propiedades
similares a las olefinas. Entre sus caracteristicas fisicoquimicas mas relevantes se destacan
un punto de fusion (Tm) relativamente bajo, de alrededor de 60°C y una temperatura de
transicion vitrea (Tg) alrededor de los -60°C (Brode G. et al., 1972).

Debido a su biodegradabilidad, biocompatibilidad, asi como por poseer
propiedades mecdanicas adecuadas y condiciones de procesamiento bastante sencillas (Ng
K. et al., 2000; Sarasam A. et al., 2005) ha sido ampliamente explorado por su uso

potencial en medicina regenerativa. En la actualidad la PCL es de uso comin como
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material de suturas (Amass W.et al., 1998), sistemas de liberacidon controlada de drogas

(Coombes A. et al., 2004).

0]
|C|)
0 > O—(CH2}z—C
n
€- caprolactona Poli-e-caprolactona

Figura 1.4. Reaccidn generalizada de obtencion de poli-e-caprolactona por apertura de anillo.

Sin embargo, las aplicaciones de la PCL en solitario, especialmente aquellas
relacionadas a la ingenieria de tejidos, se encuentran restringidas. Esto se debe a su
naturaleza semicristalina, que retarda la entrada de fluidos a la matriz (Pitt C., 1990), y a
sus propiedades hidrofébicas, su carga neutral y la ausencia de grupos funcionales
bioactivos, que genera una limitada actividad bioregulatoria y por ende una
citocompatibilidad desfavorable en la adhesidn y el crecimiento celular (Chen F. et al.,
2007). Por su cristalinidad e hidrofobicidad, la cinética de degradacion de la PCL es mas
bien lenta (Wu C., 2005). Por otra parte, su biodegradabilidad en medios bioldgicos in
vitro e in vivo es consecuencia de la susceptibilidad de los enlaces éster a la hidrélisis no
enzimatica, seguida de la fragmentacién en oligémeros (Chandy T. et al., 1990). Ademas
presenta gran susceptibilidad a la degradacion microbiana, haciendo de la PCL un
material no favorable para el crecimiento celular.

Como alternativa en nuestro grupo de investigacion de desarrollaron scaffolds a
partir de mezclas de PCL con otros polimeros sintéticos (Cortizo M.S. et al, 2008;
Fernandez J. et al., 2010; Fernandez J. et al., 2011). Dichos materiales fueron estudiados
como scaffolds para el crecimiento de osteoblastos y se observé que poseen mayor
capacidad osteogénica y osteoconduccion respecto a aquellos compuestos Unicamente

por PCL.
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Por todo lo expuesto anteriormente resalta la importancia de generar, por mezcla
de quitosano y PCL, un biomaterial superior en donde las limitaciones del quitosano son
complementadas por la PCL.

De hecho, Sarasam y Madihally (Sarasam A. et al., 2005) reportaron un
mejoramiento en las propiedades mecanicas y en la adhesion celular en membranas de la
mezcla de quitosano con poli-e-caprolactona. Posteriormente Mei y colaboradores (Mei
N. et al., 2005), Garcia Cruz y colaboradores (Garcia Cruz D. et al., 2008b) y Wu vy
colaboradores (Wu H. et al., 2010) prepararon y caracterizaron fisicoquimica, mecanica y
biolégicamente scaffolds similares.

El principal problema para la formacidon de mezclas entre la PCL y el quitosano
radica en encontrar un solvente adecuado que sea comun para los dos polimeros. La PCL
es soluble en solventes orgdnicos, mientras que el quitosano lo es en soluciones acuosas
acidas diluidas. Sarasam y colaboradores (Sarasam A. et al., 2005; Sarasam A. et al., 2006)
estudiaron las propiedades fisicoquimicas y antibacteriales de mezclas de PCL y quitosano
y hallaron como solvente el acido acético glacial para la PCL y una solucién acuosa de
acido acético (0,5M) para disolver el quitosano. She y colaboradores (She H. et al., 2007)
explican que cuando el quitosano se disuelve en acido acético diluido, las cadenas
macromoleculares tienden a alejarse unas de otras y se entremezclan con las cadenas de

PCL.

2.3.2. Refuerzo de la estructura del scaffold por entrecruzamiento.

La incorporacion de un agente entrecruzante en una matriz polimérica resulta
importante en ingenieria de tejidos. Un agente entrecruzante es una molécula que posee
al menos dos grupos funcionales reactivos que permiten la formacion de puentes entre
las cadenas poliméricas, y cuyo peso molecular es mucho menor que el de las cadenas
entre dos entrecruzamientos consecutivos (Berger J. et al., 2004).

Los tratamientos de reticulaciéon permiten modificar el comportamiento mecanico
del material y por ende la integridad estructural del scaffold y también modificar la

bioactividad y el patron de degradacidn del scaffold.
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El entrecruzamiento de los scaffolds puede ocurrir por dos vias: la via quimica
donde la reticulacion ocurre mediante la formacidn de enlaces covalentes entre el
polimero y el agente reticulante y la via fisica, donde la reticulacion tiene lugar por
interacciones electrostaticas.

De los varios agentes quimicos estudiados capaces de reticular el quitosano
pueden citarse a la epiclorhidrina y los dialdehidos como el glutaraldehido, y el glioxal
(Berger J. et al., 2004). A pesar de elevada eficiencia reticulante y su bajo costo, dichas
sustancias no son adecuados bioldgicamente debido a que los productos finales son por
lo general toxicos (Oliveira B. et al., 2005). Sin embargo en los ultimos tiempos la
genipina, un entrecruzante covalente natural ha despertado el interés de muchos
cientificos (Mi F. et al., 2003) debido a que no es tdxico.

El entrecruzamiento fisico evita la posible toxicidad de reactivos y otros efectos
indeseables del entrecruzamiento quimico (Chen S. et al., 2008). Es un procedimiento
simple que no requiere de moléculas auxiliares como catalizadores y por lo general utiliza
contraiones multifuncionales de bajo peso molecular. Entre los mas comunmente se
encuentran moléculas portadoras de grupos fosfatos; como el tripolifosfato, un polianidn
no toxico (Mi F. et al., 1999; Shu X. et al., 2002a; Shu X. et al., 2002b). Ademas los
scaffolds entrecruzados pueden generarse directamente sumergiendo los scaffolds en
soluciones del entrecruzante o por solubilizacién o dispersién de los agentes
entrecruzantes en la solucion polimérica (Berger J. et al., 2004).

El tripolifosfato (TPP) es un anidon multivalente que posee como maximo 5 cargas
negativas puede interaccionar con el quitosano por via electrostatica para formar redes
idnicas entrecruzadas (Shu X. et al., 2002a; Shu X. et al., 2002b). Debido a esto los
scaffolds de quitosano entrecruzados con TPP son ampliamente utilizados en la industria
farmacéutica, particularmente en sistemas de liberacién controlada de drogas (Shu X. et
al., 2002a; Mi F. et al., 2003).

Tal como se comenté previamente en medio acido el quitosano se comporta como
un policatidn cuyos grupos amonios pueden reaccionar con compuestos cargados
negativamente. Esto permite la formacion de una estructura reticulada mediante puentes
idnicos (Muzzarelli R. et al., 2009; Chen S. et al., 2008). El entrecruzamiento del quitosano

depende de la disponibilidad de los sitios catidnicos y de las especies cargadas
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negativamente (Tiwary A. et al., 2010), y el pH juega un papel fundamental en el tipo de
entrecruzamiento (Bhumkar D. et al., 2006). Por tanto las propiedades de los scaffolds de
quitosano estan fuertemente influenciados por las interacciones electrostaticas
existentes entre los aniones y quitosano (Shu X. et al., 2002a; Shu X. et al., 2002b).

Para el quitosano, el incremento del pH (especialmente cercano a su pKa) resulta
en una disminucidn drastica del grado de ionizacion de los grupos amino. A pH superiores
a 7,5 menos del 10% de los grupos aminos se hallan ionizados (Shu X. et al., 2002a; Shu X.
et al., 2002b). Por otro lado la disminucidn del pH hacia una condicién neutral o acidica
reduce el nimero de cargas del TPP (Shu X. et al., 2002a; Shu X. et al., 2002b). Esto
debilita la densidad del entrecruzamiento (Srinatha A. et al., 2008).

El mecanismo de entrecruzamiento del quitosano con el TPP puede ocurrir por
deprotonacion y/o por interacciones idnicas segun las condiciones de pH (figura 1.5)
(Bhumkar D. et al., 2006). En solucién acuosa el tripolifosfato se disocia formando iones
hidroxilo e iones fosfdricos. A pH acido (pH=3) Unicamente estan presentes los iones
fosforicos del TPP, los cuales interaccionan con los grupos amonio del quitosano y la
reticulacion es predominantemente idnica. A pH basico (pH=9) sin embargo coexisten en
el TPP los iones hidroxilo y los iones fosféricos, que compiten entre si por los amonios del
quitosano. Los iones hidroxilo se unen a los grupos amino y tiene lugar la deprotonacion
del quitosano (Bhumkar, D. et al., 2006).

Por otra parte los hidroxilos a lo largo de la cadena del quitosano también puede
reaccionar reticulantes ionicos (Berger J. et al, 2004). Incluso pueden ocurrir
interacciones hidrofébicas adicionales dentro de la red, favorecidas por un aumento del
DA en el quitosano o enlaces de hidrégeno intercatenarios debidos a la repulsion
electrostatica reducida luego de la neutralizacion de quitosano por el reticulante (Ruel-

Gariépy E. et al., 2000).



Seccion B:Ingenieria de Tejidos
I. Ingenieria de Tejidos: Generalidades, Definiciones y Aplicaciones.

COCH;

mmm

CH,OH

0’
o8 7
P/=0 HO —p =0
o o
HO —pP=0 HO —pP =0 a
o ’
HO —| P<C; —Pr=0
- /&/ \*\
W OCH3
COCH;
OH
HN . b
Sl HO o7 ‘
0 o

CH,OH

Figura 1.5. Interaccion entre los grupos funcionales del quitosano y el tripolifosfato por
entrecruzamiento idnico (a) y desprotonacion del grupo amina (b). Basado en Bhumkar D. et al.,

2006.

3. SISTEMAS DE LIBERACION CONTROLADA DE DROGAS EN
INGENIERIA DE TEJIDOS OSEO.

3.1. Sistemas de liberacion controlada de drogas e ingenieria de tejidos.

El problema de la administraciéon convencional y repetitiva de un farmaco es que
en cada administracion la concentracion terapéutica de la droga alcanza picos en el
cuerpo y disminuye rapidamente, sobre todo cuando la velocidad de eliminacién del
mismo es muy elevada. Esto puede llevar a una situacién desfavorable donde en algunos
momentos la concentracion de farmaco serd demasiado bajo para proporcionar un
beneficio terapéutico, y en otros momentos la concentracién sera demasiado alto
resultando en efectos secundarios adversos (Nair L. et al.,, 2006). Ademas muchas

desventajas asociadas al empleo de determinados farmacos consisten en que pueden
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alcanzar gran variedad de sitios en los cuales puede que se encuentren fuera de su
intervalo terapéutico, que sean inactivos, o que su accidn sea indeseada o nociva, y por
tanto, con efectos secundarios negativos (Sdez V. et al., 2003).

La tecnologia de liberacion controlada de drogas mejora la eficacia terapéutica del
farmaco y resuelve muchos de los problemas de la administracién tradicional de drogas
mediante el control de la localizacién espacial y la cinética de liberacion del farmaco. Esto
conlleva al aumento de la especificidad de los agentes terapéuticos para un determinado
tejido celular, asi como un incremento de la tasa terapéutica y biodisponibilidad del
farmaco a un ritmo deseado y por un periodo especifico de tiempo con el fin de mantener
la concentracién del farmaco dentro de la ventana terapéutica del mismo (Uhrich K. et al.,
1999; Nair L. et al., 2006; Liechty W. et al., 2010; Mourifio V. et al., 2010). Ademas reduce
el nimero de tratamientos necesarios y elimina la necesidad de la administraciéon
especializada de farmacos (por ejemplo las repetidas inyecciones) (Uhrich K. et al., 1999)
ya que los sistemas de liberacion controlada pueden ser localizados virtualmente en
cualquier cavidad corporal del organismo en, o cerca de la zona enferma, y pueden ser
implantados, o administrados sistémicamente a través de las membranas nasales (ruta
nasal), de las membranas mucosas de la boca (ruta oral), del ojo (ruta oftdlmica), de la
piel (ruta transdermal), entre otras (Sdez V. et al., 2003).

Por otro lado las investigaciones demuestran que a menudo que los scaffolds por
si solos no pueden proporcionar un modelo suficiente para guiar la reparacion de heridas
y regeneracion de tejidos (Holland T. et al., 2006). Las aplicaciones biomédicas en
ingenieria de tejidos han mejorado significativamente durante las dos ultimas décadas,
principalmente mediante la integracién de los scaffolds con dispositivos de
administracion controlada de de farmacos. Esto permite que los scaffolds puedan realizar
multiples funciones como vehiculos de liberacion controlada de drogas capaces de
controlar y guiar el proceso de regeneracion de los tejidos (Peppas N. et al., 1994; Lee S.
et al., 2007). Bajo este enfoque el agente terapéutico es atrapado en una matriz desde la
cual se libera de manera controlada (figura 1.6.).

Entre los distintos sistemas considerados los polimeros biodegradables han
ganado una considerable atencién por su caracter no invasivo, el control sobre la las

propiedades fisico-quimicas y la biodistribucion, principalmente debidos a su estabilidad y
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una mayor capacidad de carga. Los polimeros incorporados con agentes terapéuticos
pueden tanto ser bioactivos para proporcionar sus propios beneficios terapéuticos como
biodegradarse y mejorar la cinética de liberaciéon agente terapéutico y evitar su
acumulacién (Liechty W. et al., 2010).

La tasa y forma de liberacidon de farmacos a partir de los sistemas poliméricos
estan gobernadas por el control adecuado de una multitud de pardametros tales como la
naturaleza y geometria de la matriz polimérica, el tipo y propiedades de la droga y la
manera en la que se carga la droga, su tasa de depuracién asi como de la interaccion
entre la matriz polimérica y el farmaco (Nair L. et al., 2006, Mourifio V. et al., 2010). La
configuracion de la matriz, en forma de laminas, esponjas, hidrogeles, geles inyectables,
micro y nanoparticulas o sus composites, determina la estabilidad y la cinética de
liberacion del farmaco (Lee S. et al., 2007). El mecanismo y la velocidad de liberacién de
farmacos varia segun el método de incorporacién de la droga a la matriz, quimico
(covalente) o fisico (no covalente, por atrapamiento, adsorcién a la superficie o por

complejacién idénica) (Lee S. et al., 2007; Nair L. et al., 2006).

(a) droga en
solucién/suspension

scaffold
tridimensional

liberacién de drogas por
difusion

-

(i) bioceramica

liberacion
controlada de
drogas por una
matriz cargada
con microesferas

(i) polimero
(iii) composite (b) droga dentro de
microesferas/matriz

droga incluida en
liberacion controlada de drogas

el scaffold [ o
\ ——
III {d) H “ ”
Y por medio de un “scaffold
I* W degradable

Figura 1.6. Representacion esquemdtica de las estrategias mds comunes de liberacion de

fdrmacos mediante scaffolds tridimensionales. Las drogas pueden ser adsorbidas a la superficie
del “scaffold”(a) o atrapadas en la estructura del mismo (b), incluidas directamente (c) o dentro
de microesferas (d). Tomado de Mourifio V. et al., 2010.
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Los hidrogeles, redes tridimensionales entrecruzadas capaces de absorber grandes
cantidades de agua o fluidos bioldgicos (Berger J. et al., 2004), son ampliamente
investigados como sistemas de liberaciéon (Peppas N. et al., 2000). Una de las
caracteristicas mas notorias de dichos sistemas es que el hinchamiento y por tanto de la
tasa de liberacion de farmaco puede ser controlados por los estimulos externos, tales
como el pH, la fuerza iénica y la temperatura (Nair L. et al., 2006). En este contexto se
han investigado hidrogeles poliméricos basados en colageno, fibrina, quitosano (Sokolsky-
Papkov M. et al., 2007; Malafaya P. et al., 2007) asi como por polimeros sintéticos, entre
los que se puede citar al polietilenglicol (Burdick J. et al., 2002). Los hidrogeles basados en
guitosano muestran mayor hinchamiento cuando el pH del medio esta por debajo pKa del
polimero (Nair L. et al., 2006).

La liberacion del farmaco desde las matrices se realiza por la degradacion y la
erosion del polimero, asi los polimeros biodegradables y bioerosionables son los mas
relevantes en aplicaciones de administracion de farmacos. La biodegradacion es con
frecuencia una caracteristica deseable para las aplicaciones de liberacion controlada ya
que permite una eliminacién completa mediante el metabolismo (Uhrich K. et al., 1999).
La degradacion se diferencia de la erosidon en que ruptura del enlace covalente se
produce por reacciones quimicas (Liechty W. et al., 2010). Las rutas mds comunes de la
biodegradacién in vivo son la hidrdlisis y la ruptura enzimatica que resulta en la escision
de la cadena del polimero. Es por ello que los polimeros que poseen en su estructura
enlaces labiles como por ejemplo, anhidrido, éster, amida son sensibles a la actividad
enzimatica. (Liechty W. et al., 2010). Sin embargo, para algunos polimeros, la escision de
las cadenas laterales resulta en un producto soluble que puede ser excretado.

Mientras que en los polimeros naturales como en el quitosano la degradacion
ocurre por ruptura del enlace glicosidico en los residuos de N-acetilglucosamina (Aiba S.,
1992), en la mayoria de los polimeros sintéticos biodegradables como el acido polilactico/
poliglicélico (PLAGA) y la poli-e-caprolactona (PCL) ocurre por hidrdlisis de los enlaces
éster (Liechty W. et al., 2010). Debido a su baja tasa de degradacion y su elevada
permeabilidad a drogas en comparacién con el PLAGA, la PCL es extensamente
investigada como sistema de liberacién controlada de droga a largo plazo (Blanco M. et

al., 2003).
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3.2. Sistemas de liberacion controlada de drogas en ingenieria de tejido

0seo.

La mejora de la actividad bioldogica y el rendimiento de los scaffolds como
sustitutos dseo es una de las principales preocupaciones en la regeneracién dsea
(Mourifio V. et al., 2010). Avances recientes en la biologia, la medicina y la ingenieria han
llevado al descubrimiento de nuevos agentes terapéuticos y nuevos materiales para la
reparacion de grandes defectos éseos causados por trauma, defectos congénitos o
tumores 6seos (Holland T. et al., 2006). La regeneracion de defectos dseos puede
acelerarse mediante la incorporacion de agentes terapéuticos en scaffolds
biodegradables que se liberen controladamente durante un tiempo y a un ritmo
adecuados, de modo de permanecer en los sitios de lesién durante un tiempo suficiente
para reclutar osteoprogenitores y estimular los procesos de cicatrizacion del tejido (Lee S.
etal., 2007).

Existe una amplia gama de materiales poliméricos biodegradables que se pueden
seleccionarse en ingenieria de tejido y liberacion controlada de droga del sistema 6seo,
que muestran diferentes tasa de liberacion del fdrmaco, tasas y mecanismos de
degradacion (Nair L. et al., 2006), asi como la tasa de crecimiento de tejido (Holland T. et
al., 2006). Dependiendo del tamafio, la forma y la estructura de defectos dseos, el
sistema puede ser preformulado antes de la implantacidn, o inyectarse directamente en
el sitio de la lesion (Lee S. et al., 2007).

Respecto a las numerosas estrategias de liberacion de agentes terapéuticos
citadas en la literatura con el fin de promover la regeneracién dsea, éstas consisten en
liberar factores de crecimiento especificos (por ejemplo, citoquinas y hormonas);
morfégenos, proteinas, agentes antimicrobianos y antiinflamatorios (glucocorticoides, la
dexametasona, ibuprofeno), asi como farmacos para el tratamiento de trastornos éseos
(Mourifio V. et al., 2010). De hecho se han formulado scaffolds porosos y nanofibras de
quitosano en combinacidn con factores de crecimiento que promueven la formacién ésea

(Lee S. et al., 2007).
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3.3. Bisfosfonatos.

Los bisfosfonatos (BPs) son compuestos sintéticos de pequefio tamafio (menor a
300Da) que presentan en su estructura acido fosfénico. Son andlogos estables de los
pirofosfatos inorgdnicos (figura 1.7.) y se diferencian de éstos en que el atomo de oxigeno
gue une los grupos fosfato del pirofosfato se halla sustituido por un atomo de carbono.
Esta particularidad les confiere mayor resistencia a la hidrélisis enzimatica (Papapoulos S.,

2008).

OH OH oH ™ OH
| | | |
0O—P—O0—P=—0 O—P—C—P—
| | | ‘ |
OH OH OH OH

R,
a b

Figura 1.7. Estructura quimica genérica del pirofosfato inorgdnico (a) y bisfosfonatos (b).Tomado

de Pappalopulos S., 2008.

En la actualidad los bisfosfonatos son ampliamente utilizados para el diagndstico y
tratamiento de una gran variedad de enfermedades con alto remodelamiento dseo tales
como la enfermedad de Paget del hueso, el mieloma, la hipercalcemia del cancer, la
enfermedad metastasica 6sea y diferentes tipos de osteoporosis (Russell R. et al., 1999;
Panzavolta et al. 2009).

Estudios recientes implican a diversos posibles objetivos para la accion de estos
farmacos. El principal efecto de los bifosfonatos es la inhibiciéon de la resorcion dsea y
esto ocurre por mecanismos fisicoquimicos y mediante efectos celulares sobre
osteoclastos. En el primer caso, la incorporacion de los BPs a los cristales de
hidroxiapatita en la superficie de la matriz 6sea altera el proceso de mineralizacion,
logrando como resultado que la sustancia dsea se vuelva menos soluble, y por tanto
inhiben la precipitacion de fosfato de calcio in vitro y calcificacion in vivo (Rogers M. et al.,
1997). En relacién a los efectos sobre osteoclastos éstos se llevan a cabo por la

disminucién en el desarrollo y reclutamiento de precursores osteoclasticos y osteoclastos
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y por la promocién de la apoptosis de osteoclastos maduros (Hughes D. et al., 1995;
Russell R. et al., 1999). Ademas los BPs ejercen efectos directos sobre osteoblastos,
osteocitos, y macrofagos, regulando asi la funcién de las diferentes células en el

esqueleto.

3.3.1. Relacidon estructura-actividad de los bisfosfonatos.

La inhibicion de la resorcion dsea mediada por bisfosfonatos se halla
estrechamente vinculada por la presencia de dos dominios funcionales de la molécula
(Rogers M. et al., 1997) (figura 1.8.). Por un lado el dominio compuesto por los grupos
fosfonicos es esencial en la afinidad por la hidroxiapatita y para el mecanismo bioquimico
de accidn. La unién con la hidroxiapatita ocurre como resultado de la quelacidn de iones
de calcio mediante la coordinacidn bidentada con los atomos de oxigeno de los grupos
fosfonato (Fleisch H. et al., 1969). Por otro lado, las variaciones en la estructura de las
cadenas laterales, Ry y R, que parten del dtomo de carbono (tabla 1.2.) generan
diferencias en cuanto a su actividad y propiedades bioldgicas, su potencia como
inhibidores de la resorcidn 6sea, la farmacocinética y la toxicidad.

Generalmente R; es un grupo hidroxilo (OH), lo cual maximiza la afinidad de unién
al hueso y previene tanto el crecimiento del cristal como su disolucién (Jung A. et al.,
1973). La estructura de la cadena lateral R, es el determinante fundamental del potencial
antirresortivo, incluyendo efectos en la unién con la hidroxiapatita (Geddes A. et al,,
1994). La maxima potencialidad se debe a la presencia de atomos de nitrégeno en
posiciones criticas de la cadena lateral y en una configuracidn especifica. La metilacion del
grupo amino o la inclusién de éste dentro de un anillo heterociclico incrementa mas aun
la potencia. Asi aquellos BPs que contienen un grupo amino primario (como el
alendronato y pamidronato) son hasta 100 veces mas potente que los que no son
aminados como etidronato o clodronato (Shinoda H. et al., 1983; Schenk R. et al., 1986) y
el ibandronato, risedronato y zoledronato que poseen un grupo amino secundario o
terciario son los BPs de mayor potencia antiresortiva (Sietsema W. et al., 1989).

Una vez localizados en el hueso, la estructura y conformacién del grupo R, asi

como la de los grupos fosfonatos determinan la actividad biolégica e influencian la



Seccion B:Ingenieria de Tejidos

I. Ingenieria de Tejidos: Generalidades, Definiciones y Aplicaciones.

habilidad de la droga a interactuar sobre blancos moleculares especificos (Russell R. et al.,

1999).

Figura 1.8. Dominios funcionales de los bisfosfonatos. Tomado de Russell R., 2007.
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Cadena lateral R2

Etidronato

Clorodronato

Tiluronato

Pamidronato

Alendronato

Neridronato

Olpadronato

Ibandronato

Risedronato

Zoledronato

-OH

-CH;

~CH,-CHy-NH,
-(CHy)5-NH,
-(CHs)s-NH;

-(CH2),-N(CHs),

/CH3
\(CH,)s,—CHs

/<N

—CHZ—N\//
p—

—CH,—N

Tabla 1.2. Estructura de los bifosfonatos utilizados en humanos. Tomado de Ezra A. et al., 2000.
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Anteriormente los distintos BPs se clasificaban sobre la base a su potencia para
inhibir eficazmente la resorcién dsea en BPs de primera generacién (etidronato), segunda
generacion (tiludronato, clodronato, pamidronato) y tercera generacién (neridronato,
olpadronato, ibandronato, risedronato, alendronato) (Rosen C. et al., 1996). Actualmente

se clasifican segiin sus mecanismos moleculares de accion.

3.3.2. Mecanismos de accion y efectos celulares en sistema oseo.

La accidon antirresortiva directa de los BPs sobre los osteoclastos genera efectos
celulares adversos en la funcidn osteoclastica y supervivencia celular, reduciendo el
nimero de osteoclastos maduros. Una vez que se adsorben al mineral 6&seo,
especialmente en los sitios de resorcién (donde el mineral estda mas expuesto), los BPs se
internalizan en los osteoclastos por endocitosis y perturban el metabolismo celular por
inhibicién enzimatica, desorganizando las fibras de actina citoesqueletarias con posterior
pérdida del borde en cepillo (Murakami H. et al., 1995; Sato M. et al., 1991). Esto conlleva
a la pérdida de la capacidad resortiva de los osteoclastos e induce en ultima instancia la
apoptosis (Hughes D. et al., 1995), una forma de muerte celular programada.

Las diferencias en la estructura de la cadena lateral R, de los bifosfonatos ejercen
influencias sobre el mecanismo molecular de accién para causar apoptosis. Los BPs no
aminados como clodronato y etidronato, son metabolizados a analogos téxicos no
hidrolizables del ATP, que se acumulan intracelularmente e inhiben enzimas
dependientes del ATP (Frith J. et al., 1996). Por otra parte BPs aminados y mds potentes
como alendronato y risedronato, interfieren en las reacciones enzimaticas de la via del
mevalonato, lo que previene la biosintesis de compuestos isoprenoides e inhibe la
prenilacion de proteinas regulatorias clave en procesos celulares importantes de la
funcion osteoclastica (Rogers M., 2004).

Ademas del efecto directo proapoptdtico sobre osteoclastos maduros, los BPs
generan efectos que estdan mediados indirectamente por prevencién de fusiéon de
precursores osteoclasticos de la médula o el bazo (Boonekamp P. et al., 1986) o por
acciones sobre células del linaje osteoblastico. Esto uUltimo puede ocurrir por prevencion

de la secreciéon de factores estimulantes de los osteoclastos o por estimulacidon de la
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produccién de factor inhibitorio de los osteoclastos (Sahni M. et al., 1993; Niskikawa M.
et al., 1996). Por ello, las células osteoblasticas tratadas con bifosfonatos exhiben una
capacidad reducida para promover la formaciéon de osteoclastos, e inhiben la resorcién
6sea mediante los osteoclastos maduros (Vitte C. et al., 1996).

Los bisfosfonatos no sélo inhiben la resorcidn ésea sino que también tienen un
efecto positivo sobre la formacién de hueso al afectar directamente a las células del linaje
osteoblastico, estimulando el desarrollo de progenitores (Giuliani N. et al., 1998; Im G. et
al., 2004), asi como la proliferacién y diferenciacién de osteoblastos en cultivo (Vaisman
D. et al., 2004) mediante la regulacidon de diferentes via enzimaticas (Mathov |. et al.,
2001; |Itoh F. et al., 2003). Ademas se ha demostrado in vitro e in vivo el efecto
antiapoptoético de los BPs sobre osteocitos y osteoblastos (Plotkin L. et al., 1999; Bellido T.
et al., 2006). Esto permite el mantenimiento de la funcién mecanorreceptora de
osteocitos y el aumento del grosor del hueso trabecular al demorar la apoptosis de
osteoblastos y por tanto contribuye a la eficacia antifractura de los bisfosfonatos (Balena
R. etal.,, 1993; Storm T. et al., 1993).

Plotkin y colaboradores (Plotkin L. et al., 1999; Plotkin L. et al., 2006) estudiaron
los efectos anti-apoptdticos de los BPs sobre las células del linaje osteoblastico vy
demostraron que estos ocurren por mecanismos diferentes e independientemente de la
estructura del BPs y de su capacidad de inducir la apoptosis en osteoclastos. Ademas
dichos autores demostraron que los efectos antiapoptdticos en osteoblastos y osteocitos
ocurren de manera dosis dependiente a concentraciones observadas de entre 10%a 107
M, varios érdenes de magnitud menores que las requeridas para inducir apoptosis de
osteoclastos, las cuales se hallan entre 10° a 10 M (Plotkin L. et al., 1999; Hughes D.et
al., 1995).

Vaisman y colaboradores (Vaisman D. et al., 2004; Vaisman D. et al., 2005)
investigaron el posible efecto directo de tres BPs nitrogenados (alendronato,
pamidronato y zoledronato) sobre la actividad especifica de la exoenzima osteoblastica
fosfatasa alcalina (ALP), implicada en la formacién ésea y la mineralizacion, a partir de un
extracto de células UMR-106 de osteosarcoma de rata. Dichos autores hallaron que los

BPs inhiben la actividad de la ALP por medio de la quelaciéon de cationes divalentes por
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parte de los grupos fosfonicos, en un modo dosis y tiempo dependiente y en un rango de

concentracién de entre 10° My 107 M.

3.3.3. Bisfosfonatos en sistemas de liberacion controlada de drogas.

A pesar de su amplia utilizacién en enfermedades con alto remodelamiento éseo,
la mayor desventaja de los BPs es su baja biodisponibilidad debido a su minima absorcidn
intestinal, la cual varia tipicamente entre un 1% a 10%, dependiendo de la estructura
quimica, la dosis y la ruta de administracion (Ezra A. et al., 2000). Ademds presenta
importantes efectos secundarios como malestares estomacales, Ulceras de garganta e
inflamacién del eséfago. Como alternativa del tratamiento sistémico de administracion
y con el objetivo de mejorar la biodisponibilidad y la seguridad en el uso de la terapia con
bifosfonatos, se ha estudiado sistemas de administracidn local nasales y subcutaneos, asi
como por la utilizacion de scaffolds de liberacién de drogas (Ezra A. et al., 2000).

En este sentido Nieto y colaboradores (Nieto A. et al., 2008) evaluaron el control
del dosaje del alendronato sddico en scaffolds mesoporosos basados en silica y Fauchex y
colaboradores (Fauchex C. et al., 2009) evaluaron los efectos celulares de la liberacion in
vitro de zoledronato en sistemas basados en apatita deficiente en calcio.

Patashnik y colaboradores (Patashnik S. et al., 1997) prepararon y evaluaron
microesferas de quitosano cargadas con derivados bisfosfénicos. Y por otra parte
Golomb y colaboradores (Golomb G. et al., 1992) evaluaron la eficacia prolongada in vivo

de matrices entrecruzadas de quitosano conteniendo derivados bisfosfénicos.
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HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

JUSTIFICACION

Enfermedades tales como osteoporosis, osteonecrosis, osteogénesis imperfecta y
tumores Oseos se caracterizan por pérdida de masa 6sea con deterioro de la
microarquitectura lo que se asocia con riesgo de fractura en la poblacién general. Las
terapias convencionales para la reparacion de lesiones dseas incluyen la reconstruccion
quirargica, el trasplante, y el reemplazo por prétesis artificiales. En la actualidad el
tratamiento de dichas enfermedades es un area de gran interés, a tal punto que la
ingenieria de tejidos se ha convertido en una terapia alternativa para tratar la pérdida de
hueso por medio de la utilizacion de productos biomédicos obtenidos a partir de

biomateriales con aplicaciones en reparacion de tejidos dafiados.

HIPOTESIS DE TRABAJO

Es posible crear scaffolds biodegradables basados en quitosano obtenido a partir
de la pluma de calamar. Las caracteristicas de este biopolimero extraido de fuentes
marinas encajan perfectamente con aquellas cualidades necesarias para el disefio de
soportes poliméricos biocompatibles que pueden ser utilizados en ingenieria tisular

regenerativa del tejido dseo.

Sobre la base de esta hipdtesis se trazo el siguiente objetivo general:
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OBIJETIVOS

Objetivo general:

Desarrollo y caracterizacion de scaffolds basados en mezclas de los polimeros
biodegradables quitosano y el poliéster sintético poli-e-caprolactona, con o sin drogas con
actividad osteogénica, que favorezcan el crecimiento de células del tejido éseo para su
utilizacion en aplicaciones de ingenieria tisular de reparacion y regeneracion del tejido

0seo y su posterior aplicacién en implantes éseos.

Para alcanzar este objetivo general se plantearon los siguientes objetivos especificos:

Objetivos especificos:

1) Preparacion de scaffolds basados en mezclas de quitosano y poli-e-caprolactona,
compatibilizados mediante el uso del entrecruzante no tdxico tripolifosfato de sodio, con

o sin la inclusién de la droga bisfosfénica alendronato de sodio.

2) Caracterizacién fisicoquimica y estructural de los scaffolds preparados a partir de la

mezcla de quitosano y poliéster utilizando técnicas de microscopia y espectroscopicas.

3) Evaluacion de la respuesta bioldgica (biocompatibilidad y posible citotoxicidad) de los

diferentes scaffolds con un modelo experimental in vitro de osteoblastos en cultivo.

La evaluacion de las caracteristicas fisicoquimicas y bioldgicas de los diferentes scaffolds
permitira seleccionar los mas adecuados para su posterior aplicacion como futuro

material de aplicacion en el tratamiento de lesiones dseas.
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EXPERIMENTAL: DESARROLLO Y CARACTERIZACION DE SCAFFOLDS

BIODEGRADABLES QUITOSANO/POLI-E-CAPROLACTONA PARA
REGENERACION OSEA.

1. ELABORACION DE SCAFFOLDS BASADOS EN QUITOSANO/

POLI-€-CAPROLACTONA POR LA TECNICA DE EVAPORACION DE
SOLVENTE.

Para la elaboracion de los scaffolds biodegradables de quitosano (Qo) y poli-e-
caprolactona (PCL) se utilizé la técnica de evaporacién de solvente o solvent casting, la
cual se basa en la disolucidn del polimero en un solvente orgdnico, y una vez disuelto, se
vierte en un molde para luego dejar que ocurra la evaporacién del solvente.

Respecto de los polimeros utilizados para la preparacién de las mezclas de
quitosano vy poli-ge-caprolactona se utilizaron dos fuentes diferentes de quitosanos de alto
peso molecular: quitosano de origen comercial Sigma Aldrich (QoA) y aquel obtenido por
desacetilacion de quitina del calamar argentino lllex argentinus (Qol), previamente
caracterizado en la seccion A de esta tesis. Dichas muestras poseen grados de acetilacion
de 21% vy 7,4 %, respectivamente (determinado mediante espectroscopia FTIR), y valores
de peso molecular promedio viscosimétrico (Mv) de 511000 y 779500 g/mol
respectivamente. Previo a su utilizacion el quitosano fue purificado por disolucién vy
precipitacion (Rinaudo M., 2006). Para ello fue disuelto en solucién de acido acético 1%
(p/v) y filtrado bajo sistema Buchner. Posteriormente se ajusto el pH de la solucidn en un
valor de 7,5 por adicion de NaOH, lo que causé la insolubilizacién del polimero. Por ultimo
el polimero fue neutralizado con agua destilada, freezado y liofilizado.

La poli-g-caprolactona (PCL) (Aldrich) utilizada posee un peso molecular promedio
en peso (Mw) de 65000 g/mol e indice de polidispersidad de 1.4 (segun lo indicado por el
fabricante).

Se prepararon soluciones de quitosano y PCL en acido acético, por ser un solvente

comun a ambos polimeros (Sarasam A. et al., 2005). La PCL fue disuelta en acido acético

1
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glacial (AcH) vy las muestras de quitosano (QoA y Qol) fueron disueltas en soluciones
acuosas de 4acido acético al 0,5 M (3 % v/v), segin lo reportado por Sarasam vy
colaboradores (Sarasam A. et al., 2005). Las concentraciones de ambos polimeros fueron
de 0,5 % p/v. Todas las soluciones fueron preparadas con agua bidestilada (MilliQ), a
temperatura ambiente y agitadas en un agitador mecdnico a temperatura ambiente hasta
disolucién completa.

Para la realizacién de los scaffolds, fueron mezcladas las soluciones de los polimeros
previamente disueltas en AcH, en una relacion 1:3 v/v Qo:PECL, respectivamente
(Sarasam A. et al., 2005). Se generaron diferentes scaffolds de acuerdo a la adicién o no
del bisfosfonato alendronato sdédico y el entrecruzante idnico tripolifosfato de sodio
(tabla 3.1.).

Con el objeto de generar sistemas de liberaciéon controlada de droga se
prepararon soluciones acuosas de alendronato sddico, acido-1-hidroxi-3-aminobutiliden-
1,1-bisfosfénico (C4P,NOsHgNas.3H,0, con peso molecular 391, provisto por Laboratorio
Elea, Argentina) en un rango de concentracién entre 1,5.10’'M y 1,5.10° M, a partir de
una solucién stock estable de 10*M. El rango de concentracién fue seleccionado en base
a lo reportado por Vaisman y colaboradores (Vaisman D. et al., 2005), Plotkin vy
colaboradores (Plotkin L. et al., 2006) y Gangoiti y colaboradores (Gangoiti M. et al.,
2008).Las diluciones fueron preparadas, de manera tal que se utilizaron concentraciones
equivalentesa 0,1;0,5; 1; 2; 5; 10 % p/p respecto a la masa total de polimero.

El refuerzo de la matriz polimérica se realizé por entrecruzamiento iénico con
tripolifosfato de sodio (NasP307, con peso molecular 367,8) calidad alimenticia, provisto
por Sudamfos S.A. Para ello se prepararon soluciones acuosas del entrecruzante en una
concentracién de 1 % p/p respecto a la masa de polimero, asi como una sal equimolar de
alendronato-tripolifosfato de sodio 1 % p/p y 0,1 % p/p. Dicha sal fue preparada en
solucién acuosa, posteriormente rotavaporeada y preservada en desecador hasta su
utilizacién.

Se utilizaron diferentes protocolos para la generacién de las mezclas, asi como el
modo de secado de los scaffolds. Por un lado se basé en lo realizado por Sarasam y
colaboradores (Sarasam A. et al., 2005), denominado protocolo A y que consiste en la

mezcla de polimeros, posterior desgasificacion por sonicacidon durante un breve periodo y
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por ultimo el secado de los scaffolds se realizd a temperatura ambiente. Ademas se
realizd una variacion del protocolo citado posteriormente por Sarasam y colaboradores
(Sarasam A. et al., 2006) y Garcia Cruz y colaboradores (Garcia Cruz D. et al., 2008),
denominado B, que consistié en calentar las soluciones poliméricas a 40°C bajo ligera
agitacion magnética y posteriormente de modo de formar mezclas homogéneas, la
solucién de quitosano fue adicionada en agitacidon con temperatura, suave y lentamente a
la solucién de PCL. El secado de dichos scaffolds fue realizado en estufa a 40°C.

En relacidon a los scaffolds con alendronato, en el caso del protocolo A, el
bisfosfonato fue disuelto en la solucién de quitosano bajo agitacion mecanica vy
posteriormente se adicion6 lentamente dicha mezcla a la solucién de PCL. Por ultimo la
mezcla fue degasificada por una breve sonicacidn. En el caso del protocolo B (figura 3.1.)
se adiciond lentamente la solucién de quitosano a la de PCL y una vez disuelto ambos
polimeros, se procedié lentamente a la incorporacion de la solucidon acuosa del
bisfosfonato, la cual fue dispersada en la solucién polimérica mediante agitacion
magnética hasta obtener una mezcla completamente homogénea .

En aquellos scaffolds conformados por la adicién de la sal equimolar alendronato-
tripolifosfato de sodio, se realizé del mismo modo que lo anteriormente expuesto para el
alendronato segun protocolo A. En relaciéon a la sal equimolar, fue adicionada como
solucién acuosa a la solucién de quitosano, agitada mecdnicamente y agregada
suavemente a la solucidon de PCL en acido acético. Al igual que en el caso anterior la
solucidén fue degasificada por sonicacion.

Las muestras se colocaron en moldes de polipropileno copolimero random (Aqua-
system), para evitar que la mezcla se adheriera. Posteriormente se dejo evaporar el
solvente de las muestras a temperatura ambiente durante 5 dias para el caso de
protocolo A o en estufa a 40 °C por aproximadamente 72 horas (protocolo B). Con el
objetivo de retirar posibles restos de solvente, las muestras fueron secadas hasta peso
constante en tambor de vacio.

El refuerzo de los scaffolds por entrecruzamiento idnico se realizé sumergiendo los
scaffolds previamente formados en soluciones acuosas de tripolifosfato sddico en un

rango de concentracion del 0,1 al 1 % p/p por el lapso de una hora (Bhumkar D. et al.,
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2006; Shu X. et al., 2002a). Luego de ese tiempo las muestras fueron lavadas con agua
bidestilada hasta neutralidad y secadas en tambor de vacio a peso constante.
Los scaffolds fueron preservados hasta su posterior utilizacién en desecadores con

humedad relativa controlada en 33% mediante cloruro de magnesio.

Quitosano Poli-e-caprolactona

Disolucién en Disolucion en
AcHO,5M AcH glacial

Mezcla uniforme de ambos
polimeros bajo agitacion
magnética a 40°C

|

Incorporacién de la
solucidn acuosa de
Alendronato

Casteo y evaporacién
de solvente
en estufa (72 hs./40°C)

}

Figura 3.1. Esquema del procedimiento seguido para la elaboracion de “scaffold” de quitosano y
poli-e- caprolactona con Alendronato de acuerdo al protocolo B.
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Composicion (% p/p)
Muestra Sal
alendronato |tripolifosfato )
equimolar

Qo-PECL - - -
Qo-PECL-Ale 10 % 10 - -
Qo-PECL-Ale 5% 5 - -
Qo-PECL-Ale 2 % 2 - -
Qo-PECL-Ale 1% 1 - -
Qo-PECL-Ale 0,5 % 0,5 - -
Qo-PECL-Ale 0,1 % 0,1 - -
Qo-PECL-TPP - 1 -
Qo-PECL-Ale 1 %-TPP 1 1 -
Qo-PECL-Ale 0,1 %-TPP 0,1 0,1 -
Qo-PECL-Sal 1%- TPP - 1 1

Qo-PECL-Sal 0,1%- TPP - 0,1 0,1

Tabla 3.1. Resumen de la composicion porcentual en los diferentes scaffolds.

2. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LOS SCAFFOLDS

Existen numerosos parametros que influyen en la interaccion célula-material y por tanto
en la respuesta bioldgica. En especial la composicion quimica de los materiales tiene un
gran peso en la respuesta celular ya que afecta tanto las caracteristicas superficiales del
material como su comportamiento durante la degradacion. Ademas, las propiedades
superficiales y la porosidad del scaffold son determinantes en el soporte de la adhesién
celular, en el crecimiento y la diferenciacion celular en el tejido adecuado. Asi dichos

aspectos son claves y deben ser caracterizadas con detalle.

2.1. Analisis de la micromorfologia superficial.

Se llevo a cabo una estudio cuantitativo acerca de las caracteristicas morfoldgicas
de los diferentes scaffolds obtenidos. Dicho estudio fue realizado mediante técnicas de
microscopia electrénica de barrido (SEM) y microscopia éptica (MO).

Para el estudio micromorfolégico de los scaffolds mediante microscopia SEM se

utilizé un microscopio electrénico de barrido Phillips 505 (Holland). Las superficie exterior
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de los materiales fue previamente cubierta con una capa conductora de oro. Las
micrografias fueron tomadas con un voltaje de 25 kV para asi obtener imagenes de alta
resolucion. Las imagenes fueron analizadas con el software Soft Imaging System ADDAII.
Debido al caracter fluorescente del quitosano (Garcia Cruz M. et al., 2008b) y con el
objetivo de analizar la distribucién de quitosano en el scaffold, las distintas muestras
fueron observadas mediante microscopia O6ptica de fluorescencia (Olympus BX51,
Olympus Corp., Tokio, Japdn), equipado con filtros apropiados (Olympus U-MWG?2). Las
fotografias de la superficie de los scaffolds se obtuvieron con una cdmara color digital
(Olympus DP71) conectada al microscopio. Las imdagenes fueron analizadas con su

correspondiente software.

2.2. Anadlisis de las interacciones moleculares.

El cambio en la estructura quimica y las interacciones fisicoquimicas existentes
entre los distintos constituyentes de los scaffolds fueron evaluados mediante
espectroscopia infrarroja (FT-IR Thermo Nicolet 380, Thermo Electron Corporation,
Madison, WI). Las muestras montadas fueron escaneadas a temperatura ambiente en un
rango de 4000-400 cm™, con una acumulacién de 32 barridos y con una resolucién de 4

cm™. Los espectros obtenidos fueron analizados con el software EZ-OMNIC.

3. ESTUDIOS DE BIOCOMPATIBILIDAD IN VITRO

El comportamiento biolégico de los scaffolds es, en definitiva, su propiedad mas
importante. El éxito de un implante, mas alld de cuestiones como disponibilidad de
materiales, facilidad de fabricacién o costos, depende de provocar una apropiada
reaccion bioldgica in vivo. Previo a los estudios in vivo en animales y finalmente en seres
humanos, es indispensable la realizacion de estudios in vitro, ya que estos aportan
informacidén sobre el tipo de respuesta que se podria esperar al utilizar el biomaterial in

vivo. Los cultivos celulares in vitro son ideales para la observacion y el analisis de las
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interacciones substrato-célula y la influencia de los materiales en el comportamiento

celular respecto a su biocompatibilidad y citotoxicidad.

3.1. Cultivos celulares e incubacion.

Debido a que los materiales desarrollados en la presente tesis doctoral tienen
como finalidad ser utilizados en aplicaciones de reparacidon y regeneracién Osea, el
analisis de la biocompatibilidad de los scaffolds basados en quitosano-PCL fue realizado
con dos lineas de células dseas: (1) células tipo osteoblasto provenientes de la linea
celular UMR-106, derivada de osteosarcoma de rata y (2) células preosteoblasticas
provenientes de la linea celular MC3T3-E1, derivada de calvaria del ratén. Dichas lineas
celulares han sido previamente utilizadas en nuestro grupo de trabajo (Cortizo M.C. et al.,
2004; Molinuevo M. et al., 2007; Gangoiti M. et al., 2008; Fernandez J. et al., 2010).

La linea celular UMR-106 derivada de osteosarcoma de rata fue elegida para llevar
a cabo los experimentos de biocompatibilidad debido a que se ha demostrado que
conservan una serie de caracteristicas fenotipicas de osteoblasto diferenciado (Partridge
N. et al., 1983). Estas caracteristicas incluyen la capacidad de respuesta a los agentes
calciotrépicos como la hormona paratiroidea y 1a,25-dihidroxivitamina D3 (1,25-(0OH),Ds),
la expresion de un nivel relativamente alto de actividad de la fosfatasa alcalina y sintesis
de colageno tipo | (Partridge N. et al., 1989). Sin embargo no expresan osteocalcina,
osteonectina ni mineralizan en cultivo (Partridge N. et al., 1983).

La linea celular preosteobldstica MC3T3-E1 derivada de calvaria del ratdon es
adecuada para estudios del desarrollo osteogénico in vitro, debido a que expresan
marcadores osteobldsticos y llevan a cabo la mineralizacién de la matriz extracelular
(Quarles L. et al., 1992). Durante la primera semana de cultivo proliferan activamente,
pero mantienen su apariencia fusiforme de osteoblasto inmaduro y expresan bajos
niveles de fosfatasa alcalina. Sin embargo cuando se la incuba en presencia de un medio
osteogénico de B-glicerol fosfato y acido ascoérbico, se induce la diferenciacién al fenotipo
osteoblastico (Quarles L. et al., 1992). Bajo estas condiciones los niveles de fosfatasa
alcalina aumentan alcanzado un pico maximo a los 14 dias, mientras que la mineralizacidon

en cultivo se alcanza a la final de la tercer semana.
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Las lineas celulares fueron cultivadas segun protocolos ya establecidos. Las células
fueron sembradas en frascos de cultivo de 75 cm? (Corning, Princeton, NJ, USA) y
cultivadas en medio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM, Gibco, Gaithersburg, MD,
USA) con 10% de suero fetal bovino (FBS, Gen, Buenos Aires, Argentina), 100 U / ml de
penicilina y 100 ug/ml de estreptomicina (McCarthy A. et al., 1997). Las células fueron
mantenidas en incubadoras a 37°C, en una atmésfera equilibrada con 5% de CO,.

Luego del crecimiento en monocapa hasta un 70-80 % de confluencia fueron
subcultivadas cada 7 dias. La confluencia celular fue confirmada visualmente por
observacién del frasco de cultivo bajo microscopia de contraste de fase. El medio de
cultivo fue aspirado, el frasco lavado con 1 ml de solucién salina tamponada estéril de
buffer fosfato PBS-EDTA vy las células desprendidas del frasco mediante tripsinizacion con
1 ml de 0,1% tripsina—1 mM EDTA en solucidn buffer PBS libre de Ca™-Mg*? (Gibco,
Gaithersburg, MD, USA) durante 5 minutos a 37°C. Una vez tripsinizadas, se procedio a
afiadir medio de cultivo para neutralizar la reaccidon de tripsinizacion. Asi las células
fueron resuspendidas por adicién de medio de cultivo.

A partir de la suspension celular se tomaron alicuotas de modo de mantener la
linea celular y para llevar a cabo los diferentes experimentos.

Previo al sembrado celular sobre los scaffolds con las distintas composiciones
(tabla 3.1.) éstos fueron cortados en discos de 14 o 30 mm de didmetro con la ayuda de
un sacabocados, colocados en placas de cultivo tisular de poliestireno (Corning,
Princeton, NJ, USA) y esterilizados con radiacién ultravioleta (UV) por un lapso de 1 hora.
Luego la suspensidn celular fue sembrada sobre la superficie de cada “scaffold” utilizando
una dilucién adecuada y seguidamente incubadas en medio de cultivo con 10% FBS en
atmadsfera humidificada con un 5% de CO, a 37 2 C.

Respecto a la linea celular UMR-106, en los estudios destinados a la observacién
de la morfologia celular se utilizé una mayor concentracién celular y los cultivos se
extendieron durante 24 horas, mientras que para los estudios de diferenciacién donde se
evalud la actividad de fosfatasa alcalina, los cultivos se realizaron por un lapso de 48
horas.

En el caso de la linea pre-osteobldstica MC3T3-E1, una vez que fue plaqueada

sobre los diferentes scaffolds, se incubé en medio de cultivo por el lapso de una semanay
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posteriormente inducida a diferenciarse en un medio osteogénico que contenia 5mM B-
glicerol-fosfato y 25 ug/ml acido ascérbico. Bajo estas condiciones los cultivos se
extendieron por dos semanas (Cortizo A. et al., 2006).

Cada experimento fue realizado por triplicado y se utilizé como control negativo
un pocillo sin el scaffold polimérico o con un scaffold de Qo-PCL sin alendronato ni
entrecruzante. Los valores obtenidos en cada experiencia fueron normalizados respecto a

los controles.

3.2. Estudios de biocompatibilidad.

Aunque la biocompatibilidad de scaffolds basados en quitosano-PECL ya ha sido
estudiada por otros autores (Mei N. et al., 2005; Garcia Cruz D. et al., 2008, Wu H. et al.,
2010), es de esperar que la incorporacién del alendronato y tripolifosfato en la matriz
polimérica modifique su comportamiento bioldgico. Asi las experiencias realizadas tienen
como propésito determinar que tan bien los scaffolds con las diferentes composiciones
pueden soportar el crecimiento, proliferacion y diferenciacion in vitro de las células

osteoblasticas UMR-106 y MC3T3-E1.

3.2.1. Ensayos de morfologia y crecimiento celular.

La morfologia y el crecimiento celular sobre los distintos scaffolds fueron
evaluados transcurridas 24 horas de incubacién.

Para ello las células fueron fijadas 5 minutos con metanol 100% y luego tefiidas
con Giemsa o Hematoxilina- Eosina. Posteriormente se llevé a cabo la observacién con un
microscopio éptico (Nikon Eclipse E400 Nikon Tokio, Japdn) y la toma de fotografias con
una camara digital (Nikon Coolpix 4500, Nikon Tokio, Japdn) adicionada al microscopio. A
partir de las imagenes fotograficas se realizé el conteo de las células tefiidas con el
software Image J. Se efectuaron conteos del nimero de células por campo, con un
objetivo de 40x, en diez campos. Cada campo consistié en una Unica porcidn del scaffold

con su correspondiente area de crecimiento.
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3.2.2. Ensayos de diferenciacion celular.

La diferenciacién celular en los distintos scaffolds fue evaluada por medio de la
expresion del marcador 6seo fosfatasa alcalina. Para ello las células fueron cultivadas
sobre los distintos scaffolds por un lapso de 48 horas en el caso de la linea celular UMR-

106 o durante dos semanas para la linea celular MC3T3-E1.

3.2.2.1. Actividad enzimatica especifica.

Al final del periodo de incubacién y previo retirado del medio de cultivo, las
células crecidas sobre los diferentes scaffolds fueron lavadas con solucion salina de buffer
fosfato (PBS) y posteriormente lisadas en Triton X-100 al 0,1% (Sigma-Aldrich, Buenos
Aires, Argentina). Por ultimo los extractos fueron centrifugados 2 minutos a 7000 rpm, el
pellet fue descartado y se separd el sobrenadante. Se utilizaron alicuotas del extracto
total de células para la determinacion de la actividad enzimatica y determinacién del
contenido de proteinas por el Método de Bradford (Bradford M., 1976).

La evaluacién de la actividad de la ALP se llevd a cabo por un método cinético
cuantitativo basado en la determinacidon espectrofotométrica de la tasa de hidrélisis
inicial de paranitrofenilfosfato (50 mM p-NPP) por medio de la ALP y la formacién del
cromoégeno amarillo paranitrofenol (p-NP) en buffer glicina—Mg (pH 10,5) a una
temperatura de 37 °C. La produccion de p-NP se determina por absorbancia a 405 nm. El
incremento en la absorbancia debido a la formacion del p-NP es proporcional a la
actividad de la ALP (Tietz N., 1983; Cortizo A. et al., 1995). El ensayo de actividad
especifica de la ALP se realizé de acuerdo a la descripcion de Cortizo y colaboradores
(Cortizo A. et al., 1995).

La determinacién de contenido de proteinas se realizé por el Método de Bradford
(Bradford M., 1976). Dicho método es un ensayo colorimétrico que consiste en un analisis
espectroscépico que depende de la composicién de aminoacidos de la proteina medida y
se basa en el cambio de absorbancia del colorante Brilliant Blue G-250, en medio acido,
cuando el colorante se une a proteinas. La unidén de la proteina estabiliza la forma

aniénica azul del colorante, por lo que la cantidad del complejo en disolucién es una
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medida de la concentracién de proteinas presente en la muestra, que puede ser estimada
mediante una lectura del espectro de absorbancia (Noble J. et al., 2009). El cambio
espectral se registra a 595 nm a 37°C.

La determinacién de la concentracidon total de proteina se llevd a cabo por
correlacién de las concentraciones proteicas obtenidas con una curva de calibracidn
estandar de albumina sérica bovina con concentraciones conocidos de 5-50 ug.

A partir de la informacién obtenida por ambas técnicas fue calculada la actividad
enzimatica especifica de la ALP respecto al normalizaron respecto al valor de proteina
total. Los resultados se expresaron como nmoles de sustrato convertido/min.mg de

proteina y se refieren como porcentaje basal respecto del control.

3.2.3. Analisis estadistico de los datos.

Todos los experimentos se repitieron al menos una vez y se realizaron por
triplicado. Los valores obtenidos fueron expresados como el valor promedio de las
réplicas y su desviacion estandar (media + SEM). La significancia estadistica de las
diferencias de los valores medios de los resultados para todos los parametros estudiados
de las distintas muestras fue evaluada utilizando la prueba de One-way-ANOVA y ANOVA
factorial con un intervalo de confianza del 95% y se considerd un nivel de significancia
estadistica p<0,05. Las medias fueron evaluadas por la prueba post-hoc de Tukey y por
medio de la prueba de Fisher de las minimas diferencias significativas para comparacion
de pares, con un nivel de significacion a=0.05. El analisis estadistico se realizd con el

programa Statistica 7.0 (Statsoft, Inc., Tulsa, OK).
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. ELABORACION DE SCAFFOLDS BIODEGRADABLES BASADOS

EN QUITOSANO/ POLI-E-CAPROLACTONA.

Tal como se comentd en el parte experimental los scaffolds fueron preparados
mediante la técnica de evaporacién de solvente siguiendo dos protocolos diferentes. Se
utilizd esta técnica por varias razones: en primer lugar, es una técnica sencilla que puede
ser llevada a cabo en el laboratorio sin la necesidad de poseer equipamientos complejos.
En segundo lugar, esta técnica requiere de una pequefia cantidad de polimero, lo cual es
de gran interés ya que los polimeros son relativamente costosos.

La apariencia general de los scaffolds preparados de acuerdo al protocolo A, que
consistio en adicionar la droga al quitosano y luego dicha mezcla a la PCL con posterior
sonicacién y secado a temperatura ambiente, muestra que dichos scaffolds son

opalescentes (figura 4.1).

Figura 4.1. Apariencia general de los scaffold basados en quitosano y poli-e-caprolactona con
alendronato al 1%, elaborado segtin el protocolo A. a) realizados con quitosano de calamar lllex
argentinus; b) realizados con quitosano de origen comercial (Aldrich).
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Los scaffolds realizados segun el protocolo B, que consistid en la adicién de la
droga bisfosfdnica posterior a la mezcla de ambos polimeros bajo agitacion mecénica con
temperatura a 37°C y posterior secado en estufa a 37°C, poseen una apariencia general
homogénea y son trasllucidos, tal como se observa en la figura 4.2.

En ninguno de los casos se observaron diferencias en el aspecto general de las
diferentes muestras en relacién a la fuente de quitosano, salvo una leve opacidad en
aquellos compuestos por el quitosano obtenido en esta tesis. Ademds tampoco se
observaron diferencias macroscopicas en relacion a la cantidad de droga bisfosfénica
adicionada, si bien se observd para el caso de aquellas muestras realizadas segun el

protocolo A posteriormente entrecruzadas que se tornaron mas opalescentes.

Figura 4.2. Apariencia de los diferentes scaffolds basados en quitosano de origen comercial Aldrich
(ay b)y quitosano de lllex argentinus (c y d) elaborados segun el protocolo B. a) Quitosano-PCL; b)
Quitosano-PCL-Alendronato 1% p/p; c) Quitosano-PCL ; d) Quitosano-PCL-Alendronato 1% p/p.
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2. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LOS SCAFFOLDS.

2.1. Andlisis de la micromorfologia superficial.

La micromorfologia superficial de los diferentes scaffolds basados en las mezclas
de quitosano y poli-e-caprolactona fue examinada mediante microscopia electrénica de
barrido (SEM). Se tomaron imdagenes de los scaffolds segln los diferentes protocolos
realizados.

En relacidn a las imagenes obtenidas de aquellos scaffolds realizados mediante el
protocolo A (figura 4.3) se observa en todos los casos que los scaffolds son levemente
porosos con poros de contorno irregular e interconectados y ademas los componentes
muestran una distribucion homogénea lo largo de su superficie.

La caracterizacion superficial de los scaffolds evidencia un cambio en Ia
micromorfologia a medida que se adiciona alendronato (Ale) o tripolifosfato (TPP) a la
mezcla. Los scaffolds compuestos Unicamente por la mezcla polimérica (figura 4.3.a)
presentan una superficie mds irregular, en cambio aquellos con alendronato (figura 4.3.b)
presentan una estructura compuesta por pequefias plaquetas. Los scaffolds con
alendronato y entrecruzados con tripolifosfato (figura 4.3.c) poseen una estructura con
agrupamientos globulares y poros regularmente distribuidos.

En aquellos scaffolds realizados segun el protocolo B, se observa un cambio en la
microestructura general de los scaffolds (figura 4.4) respecto a aquellas obtenidas de
acuerdo al protocolo A. Los scaffolds poseen una superficie ligeramente lisa con
distribucién homogénea de los componentes, que puede considerarse menos irregular
respecto a aquellos scaffolds obtenidos seglin el protocolo A. Ademas se hallan poros
circulares-elipticos de un tamafio de area promedio de 17,4 um (medidos con el software
Image J), distribuidos regularmente a lo largo de la superficie. Debido a que no se realizd
un andlisis interno de dichos scaffolds no puede determinarse si dichos poros se hallan
interconectados. Al igual que en el caso del protocolo A se evidencia un cambio en la
micromorfologia superficial a medida que se adiciona alendronato en la mezcla. Aquellos

scaffolds compuestos Unicamente por la mezcla polimérica (figura 4.4 a) presentan una
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superficie lisa y homogénea, mientras que la adicidon de alendronato (figura 4.4 b y c)

genera una estructura mas irregular con pequefias prominencias.

Figura 4.3. Microfotografias SEM de la superficie de los diferentes scaffolds realizados de acuerdo
al protocolo A con quitosano de origen comercial (Aldrich). Arriba: scaffolds de Qo-PCL (a), centro:
Qo-PCL-Ale 2 % (b); abajo: Qo-PECL-Ale-TPP (c). Magnificacion 600x.
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Figura 4.4. Microfotografias SEM de la superficie de los diferentes scaffolds realizados de acuerdo
al protocolo B, con quitosano de calamar Illex argentinus. (a) Scaffolds de Qo-PCL; (b) Qo-PCL-Ale
0,5%; (c) Qo-PECL-Ale 1%. Izquierda: imdgenes con magnificacion 300x; derecha: detalle de la
imagen con magnificacion 600x.
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Como técnica complementaria y aprovechando las caracteristicas fluorescentes
del quitosano que absorbe radiacién con un pico de absorcion a 488 nm del UV visible y
que es emitida como fluorescencia de color verde (Garcia Cruz D. et al., 2008), se
observaron las distintas muestras mediante microscopia dptica de fluorescencia con el
objetivo de visualizar la distribucién de los componentes poliméricos en el scaffold. En las
figuras 4.5. y 4.6. se presentan las imagenes obtenidas para las distintas composiciones y
de acuerdo a los protocolos A y B respectivamente.

En la figura 4.4.a, que se muestra como control y que corresponde a scaffolds
compuestos Unicamente por quitosano se observa una fluorescencia homogénea en toda
la superficie, mientras que en aquellos scaffolds compuestos por ambos polimeros la
superficie se observa heterogénea, adjudicandose el campo oscuro a la poli-e-
caprolactona (figura 4.5.b). Esto se halla en concordancia con lo hallado por Garcia Cruz y
colaboradores (Garcia Cruz D. et al., 2008) en muestras de quitosano-PCL analizadas bajo
microscopia confocal. Ademas se observa que a medida que se adiciona alendronato y
tripolifosfato se forman agrupamientos de mayor intensidad fluorescente (figura 4.4. c y

d).

.

Figura 4.5. Distribucion del quitosano lllex argentinus en los scaffolds realizados de acuerdo al
protocolo A visualizados mediante microscopia dptica de fluorescencia. Qo (a); Qo-PCL (b); Qo-

PECL-Ale 0,1% (c) y Qo-PCL-Ale 0,1%-TPP (d). Magnificacion 10x.
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Del mismo modo que en el caso anterior, se observa que en los scaffolds
obtenidos de acuerdo al protocolo B (figura 4.6.) la intensidad de la sefial fluorescente se
interrumpe en los sitios donde se encuentra la poli-e-caprolactona (figura 4.6.a). No se
observan cambios en la intensidad de la sefial fluorescente a medida que se adiciona
alendronato (figuras 4.6. b y c), sin embargo puede notarse una leve diferencia en

intensidad de senal respecto a aquel sin Alendronato.

Figura 4.6. Distribucion del quitosano lllex argentinus en los scaffolds realizados de acuerdo al
protocolo B visualizados por con microscopia dptica de fluorescencia. Qo-PCL (a), Qo-PCL-Ale 0,1%

(b) y Qo-PCL-Ale 1 % (c). Magnificacion 10x.
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2.2. Analisis de las interacciones moleculares.

El cambio en la composicién quimica en relacion a los diferentes scaffolds fue
analizado mediante espectroscopia FTIR. Las figuras 4.7. y 4.9. muestran los espectros
obtenidos.

Se detectaron varias bandas de absorcién especificas para distintos componentes.
Como rasgo mas distintivo en el espectro infrarrojo son evidentes las bandas
caracteristicas de los grupos funcionales presentes en la estructura de los polimeros
quitosano y poli-e-caprolactona (PCL): la sefal correspondiente a las vibraciones de
estiramiento del grupo carbonilo de la PCL que aparece en 1722 cm™ y en el quitosano las
bandas caracteristicas del grupo amida localizadas a 1640 cm™ (amida 1), 1556 cm™
(amida 11) y 1316 cm™ (amida Il1). Dichas bandas han sido reportadas por otros autores
(Bhumkar D. et al, 2006; Sarasam A. et al., 2006; Garcia Cruz D. et al., 2009; Wang Y. et
al., 2009) en espectros de diferentes mezclas, aunque su intensidad varia dependiendo

de la composicion de las mezclas.
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Figura 4.7. Espectro FTIR de absorbancia de quitosano (azul), scaffolds de quitosano y poli-e-
caprolactona (violeta) y scaffolds de quitosano, poli-e-caprolactona y alendronato (rojo).
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En el espectro de las mezclas no se observa ningln desplazamiento de la
frecuencia en las bandas de los grupos funcionales caracteristicos respecto a los
correspondientes componentes puros (datos obtenidos de la bibliografia (Sarasam A. et
al., 2006; Garcia Cruz D. et al., 2009; Wang Y. et al., 2009) y de los espectros IR obtenidos
previamente en la seccién A de este trabajo de tesis), lo cual es indicativo de que no
existe una interaccion mutua con formacion de enlaces covalentes entre las cadenas de
quitosano y PCL y es consistente con lo reportado en la literatura para mezclas de PCL con
otros polisacaridos (Cascone M. et al. 2001).

Otras interacciones posibles entre los componentes poliméricos incluyen enlaces
de hidrégeno intermoleculares entre el &tomo de oxigeno del grupo carbonilo de la PCL y

el hidrégeno del grupo hidroxilo o ion amonio del quitosano (figura 4.8.).

Figura 4.8. Interaccion por puentes de hidrdgeno entre los grupos funcionales del quitosano y la
poli-e- caprolactona. Tomado de Garcia Cruz D. et al., 2009.

El espectro FTIR de los scaffolds de las mezclas quitosano-PCL, tanto en presencia
como en ausencia de alendronato, exhibe la banda caracteristica del grupo carbonilo de
la PCLa 1722 cm™ pero aparece un hombro cercano a 1690 cm™, atribuible a puentes de
hidréogeno de los grupos carbonilo con grupos dadores —OH y —NH2 del quitosano.
Ademas las bandas de las amidas se mueven a menor longitud de onda. Todo esto sugiere
la presencia de interacciones por puentes de hidrégeno entre ambos componentes de la
mezcla, lo que indica que los polimeros, con caracteristicas inmiscibles, bdsicamente

coexisten dentro de los scaffolds. Estos resultados se hallan en concordancia con los
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hallados por otros investigadores (Sarasam A. et al., 2006; She H. et al., 2007; Garcia Cruz
et al., 2009;Wan et al., 2009).

Respecto de aquellos scaffolds con alendronato (Ale), independientemente de la
concentracion de droga adicionada, el analisis de area de las bandas 1556 y 1640 cm™
(figuras 4.7 y 4.9) evidenciaria una interaccién idnica entre el quitosano y alendronato, lo

gue estaria en concordancia con lo hallado por Ochiuz y colaboradores (Ochiuz L. et al.,

2009)

Transmitancia (%)

17192

3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de onda (cm'l)

Figura 4.9. Espectro FTIR de transmitancia de los scaffolds de quitosano-PCL-alendronato (rojo) y

quitosano-PCL- alendronato entrecruzados con tripolifosfato (violeta).

Tal como se comentd previamente, Bhumkar y colaboradores (Bhumkar D. et al., 2006)
explican que el tripolifosfato (TPP) en solucidon acuosa se disocia para dar tanto grupos
OH" como iones fosfdricos, los cuales compiten por interaccionar con los grupos amino
protonado del quitosano, uniéndose los grupos OH por desprotonacion y los fosforicos
por interaccion idnica para formar redes entrecruzadas. El espectro del quitosano
muestra una banda tipica a 1646 cm™ atribuible a la Amida I; esta banda desaparece en
aquellos scaffolds entrecruzados con TPP y aparecen dos nuevas bandas a 1653 y 1586

cm™ (figura 4.9.). La desaparicién de esta banda puede ser atribuida a la unién entre los
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iones fosfdricos y amonios, lo cual se halla en concordancia con lo hallado por Bhumkar y
colaboradores (Bhumkar D. et al., 2006), Mi y colaboradores (Mi F. et al., 1999) en
scaffolds basados en Qo y por Garcia Cruz y colaboradores (Garcia Cruz D. et al., 2009) en
mezclas de quitosano y PCL.

Por todo lo expuesto anteriormente puede considerarse que los cambios en la
estructura micromorfoldgica detectados mediante microscopia SEM y microscopia optica
de fluorescencia en los diferentes scaffolds adicionados con alendronato y entrecruzados
con TPP, se deban a las interacciones existentes entre el quitosano con el alendronato y
TPP. Esto estaria de acuerdo con los resultados hallados mediante el andlisis

espectroscopico.

3. ESTUDIOS DE BIOCOMPATIBILIDAD IN VITRO

Es de esperar que la incorporacion del alendronato y tripolifosfato de sodio en Ila
matriz polimérica modifique su comportamiento biolégico. Para ello se investigé el efecto
del agregado de dichos componentes en los scaffolds, evaluando el crecimiento, la

proliferaciéon y diferenciacion de las células osteoblasticas UMR-106 y MC3T3-E1.

3.1. Estudios en la linea celular UMR-106 derivada de osteosarcoma de

rata.

En una primera instancia se evaluo el crecimiento y diferenciacion de células UMR-
106 sobre los scaffolds obtenidos con quitosano de origen comercial (Aldrich), asi como el
efecto la inclusién de diferentes concentraciones de alendronato (Ale). La figura 4.10.
muestra el aspecto y cantidad de células crecidas luego de 24 horas de cultivo.
Cualitativamente puede observarse un menor crecimiento celular sobre los scaffolds de
Qo-PCL (figura 4.10 b) en comparacion con el cultivo control realizado sobre los discos de
plastico comercial (figura 4.10. a). Ademas, se observé que el agregado de 1% p/p y 10%

p/p de alendronato a los scaffolds de Qo-PCL (figuras 4.10. c y d) inhibieron el crecimiento
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celular, indicando un efecto citotdxico con el agregado de 10% de alendronato en el

scaffold.

Figura 4.10. Crecimiento de células UMR-106 sobre discos de pldstico (control) (a), scaffolds de
Qo-PCL (b), scaffold de Qo-PCL-1% Alendronato (c) y scaffold de Qo-PCL-10% Alendronato (d). Las
células fueron cultivadas sobre diferentes sustratos durante 24 horas, posteriormente fijadas,

tefiidas con Giemsa y observadas al microscopio dptico bajo un objetivo 40x.

En base a los resultados obtenidos se decidié disminuir la concentracién de
alendronato para evitar el efecto citotoxico del agregado de 10% p/p de bisfosfonato en
el scaffold. Asi en los siguientes experimentos se estudid el efecto de la adicion en el
scaffold de alendronato al 1, 2 y 5% p/p sobre el crecimiento, a través del conteo de
células tefiidas con Giemsa y estimado a partir del contenido proteico, y sobre la
diferenciacién osteobl3stica, evaluada a través del marcador fosfatasa alcalina (ALP).

De acuerdo al conteo celular por tinciones con Giemsa sobre las mezclas de Qo-
PCL y en las adicionadas con alendronato al 1, 2 y 5 % p/p (figura 4.11.) se observa una
disminucién en la proliferacién celular (p< 0,01) respecto a aquellos scaffolds sin droga
(Qo-PCL (control): 100 +/- 4 %, Qo-PCL-Ale 1%: 38 +/- 2; Qo-PCL-Ale 1%: 32,5 +/- 3; Qo-
PCL-Ale 5%: 21 +/- 1,5).

Por otra parte, tal como se observa en la figura 4.12., la adicion de alendronato
induce una inhibicidn significativa dosis dependiente, tanto en el contenido proteico
como en la actividad de la ALP (p< 0,01).

Estos estudios sugieren que el alendronato liberado al medio de cultivo en el
transcurso de las 48 horas de cultivo estaria ejerciendo un efecto citotdxico sobre el
crecimiento y desarrollo de los osteoblastos UMR-106 cuando son crecidos con

concentraciones de alendronato entre 1y 5 % p/p.
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Figura 4.11. Efecto de la adicion de Alendronato 1, 2 y 5% p/p en el crecimiento de células UMR-
106. a) scaffold de Qo-PCL sin alendronato; b) scaffold de Qo-PCL con alendronato 5% p/p; c)
scaffold de Qo-PCL con alendronato 2% p/p; d) scaffold de Qo-PCL con alendronato 1% p/p. Las
células fueron cultivadas sobre los distintos sustratos durante 48 horas, posteriormente fijadas,

teflidas con Giemsa y observadas al microscopio dptico bajo un objetivo 40x.

1204 I Proteina
: I AP

% basal

Qo-PCL Ale 1% Ale 2% Ale 5%

Figura 4.12. Efecto de la adicion de diferentes concentraciones de alendronato sobre el
crecimiento 'y diferenciacion de células UMR-106. Los osteoblastos UMR-106 fueron cultivados 48
horas sobre scaffolds sin o con el agregado de 1, 2 y 5% p/p alendronato. Al final de dicho periodo,
los scaffolds fueron lavados y la células extraidas con 0,1% de Triton X100. El contenido de
proteinas y la actividad de fosfatasa alcalina fueron determinadas en el extracto. Los resultados se
hallan expresados como porcentaje respecto del basal (scaffold de Qo-PCL sin droga), en

promedio#+SEM, n=6. Diferencias significativas respecto del basal: ** p< 0,01 * p< 0,05.
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En otra serie de experimentos se evalud el efecto de la fuente de quitosano de los
scaffolds de Qo-PCL (Qo de origen comercial Aldrich y Qo de lllex argentinus) en la
diferenciacién celular. En base a los resultados obtenidos previamente, las
concentraciones de alendronato utilizadas fueron aun menores (0,1, 0,5 y 1% p/p). Los
resultados fueron analizados con el test de ANOVA factorial y se muestran en la figura

4.13.

I Qo Aldrich

I Qo lllex
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Figura 4.13. Efecto de las diferentes fuentes de quitosano con varias concentraciones de
alendronato en diferenciacion de células UMR-106. Los osteoblastos UMR-106 fueron cultivados
durante 48 horas sobre scaffolds basados en quitosano comercial Aldrich (Qo Aldrich) y quitosano
de calamar lllex argentinus (Qo lllex) con o sin el agregado de 0,1, 0,5 y 1% de alendronato. Los
resultados se hallan expresados como porcentaje respecto del basal (scaffold de Qo-PCL sin
droga), en promedio #+SEM, n=6. Diferencias significativas respecto del basal (Qo-PCL): ** p< 0,01

* p< 0,05, Diferencias significativas respecto de la fuente de quitosano: # p<0,05.

El analisis de los valores absolutos de fosfatasa alcalina no muestra diferencias
significativas entre los scaffolds preparados con las distintas fuentes de quitosano (1435 *
168 y 1450 + 135 ug/min. mg proteina, para Qo comercial Aldrich y Qo de lllex argentinus,
respectivamente). El agregado de alendronato en concentraciones de entre 0,1y 1% p/p

en los scaffolds indujo un efecto inhibitorio dosis-dependiente. La observacidon de este
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efecto utilizando diferentes tipos de quitosano muestra sélo diferencias significativas
cuando los scaffolds contenian la dosis mas alta de alendronato, es decir, de 1% p/p (p<
0,05). Esta observaciéon podria sugerir que mayores cantidades de alendronato se estarian
liberando al medio de cultivo durante el periodo de incubacidn y asi ejerciendo un efecto
inhibitorio mayor sobre la diferenciacidon osteoblastica.

Finalmente se evalud el efecto del entrecruzamiento idnico de los scaffolds con
tripolifosfato de sodio sobre la diferenciacion celular.

El efecto del entrecruzamiento fue analizado en scaffolds basados en quitosano de
lllex argentinus adicionados con 1% alendronato, de modo de observar si el
entrecruzamiento afecta el efecto citotdxico del alendronato. Los resultados obtenidos de
los ensayos de crecimiento y diferenciacién se muestran en las figuras 4.14.y 4.15.

Claramente puede observarse que la cantidad de células tefiidas con
Hematoxilina-Eosina (figura 4.14.) sobre los scaffolds entrecruzados con TPP (figura
4.14.c) fue mucho menor que las células crecidas sobre los scaffolds de Qo-PCL solo

(figura 4.14.a) o sobre el de Qo-PCL-1% Ale (figura 4.14.b).

Figura 4.14. Efecto del entrecruzamiento con tripolifosfato (TPP) sobre el crecimiento de células
UMR-106. Los osteoblastos UMR-106 fueron cultivados 24 horas sobre scaffolds de quitosano de
calamar lllex argentinus(a), con el agregado de 1 % p/p alendronato (b) o con alendronato 1% p/p
y entrecruzados con 1% p/p de TPP(c).Las células fueron fijadas, tefiidas con hematoxilina-eosina y

observadas al microscopio dptico bajo un objetivo 40x.

En la figura 4.15. puede observarse el efecto del entrecruzante sobre el
crecimiento, estimado a partir del contenido de proteina y sobre la diferenciacién

osteoblastica, evaluada a través de la ALP. Se observa que tanto el crecimiento celular
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como la actividad de la ALP fueron dramaticamente inhibidos cuando las células fueron
cultivadas sobre aquellos scaffolds entrecruzados en comparacién con aquellos no

entrecruzados y adicionados Unicamente con 1% p/p de alendronato (p< 0,05).
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Figura 4.15. Efecto de la adicion del entrecruzante Tripolifosfato de sodio sobre el crecimiento y la
diferenciacion de osteoblastos UMR-106. Los osteoblastos UMR-106 fueron cultivados durante 48

horas sobre scaffolds basados en quitosano de calamar lllex argentinus adicionados con

alendronato 1% p/p con o sin 1% p/p TPP. Los resultados se hallan expresados como porcentaje
respecto del basal (scaffold de Qo-PCL), en promedio+ SEM, n=6. Diferencias significativas
respecto del basal (Qo-PCL): * p< 0,01. Diferencias significativas respecto de Qo-PCL-1%
alendronato: # p<0,05.

Por otro lado se analizo el efecto del modo de adicidén del entrecruzante, es decir,
sumergiendo el scaffold en la solucién del entrecruzante o adicionando una sal equimolar
de alendronato y tripolifosfato al tiempo que se procesa el scaffold; este ultimo en una
concentracién de 0,1%p/p. Para estos estudios se utilizd el quitosano de origen comercial
Aldrich y los scaffolds fueron adicionados con 0,1% p/p de alendronato (figura 4.16.).

Los resultados muestran el entrecruzante idnico, independientemente de la forma
en la que se adiciona disminuye la expresion del marcador osteobldstico ALP y de la

proteina. Este efecto se debe exclusivamente al entrecruzante y es independiente de la



Seccidn B: Ingenieria de Tejidos | 17
IV. Resultados y Discusion.

adicion de la droga (p< 0,01). Dicho efecto puede visualizarse teniendo en cuenta que no
existen diferencias significativas entre el control sin droga ni entrecruzante y aquellos
scaffolds no entrecruzados adicionados con 0,1% alendronato, lo que se encuentra de

acuerdo a lo observado anteriormente (figura 4.13.).
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Figura 4.16. Efecto del modo de adicion de Tripolifosfato de sodio sobre el crecimiento y la
diferenciacion de células UMR-106. Los osteoblastos UMR-106 fueron cultivados durante 48 horas
sobre scaffolds basados en quitosano de origen comercial (Aldrich) adicionados con alendronato
0,1% p/p, con o sin el agregado de 0,1% p/p TPP en solucion o forma de sal equimolar. Los
resultados se hallan expresados como porcentaje respecto del basal (scaffold de Qo-PCL sin droga
ni entrecruzante), en promedio#+ SEM, n=6. Diferencias significativas respecto del basal (Qo-PCL):

** p< 0,01. Diferencias significativas respecto de Qo-PCL-0,1% alendronato: # p<0,01.

3.2. Estudios en la linea celular MC3T3-E1 derivada de calvaria de raton.

En base a los resultados obtenidos con la linea celular UMR-106 se realizaron
estudios similares utilizando la linea celular preosteoblastica MC3T3-E1. Se evalud el
efecto de la fuente de quitosano de los scaffolds de Qo-PCL (Qo de origen comercial

Aldrich y Qo de Illex argentinus) y de la concentracion de alendronato adicionada a los
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mismos (0,1, 0,5 y 1% p/p). Los resultados fueron analizados con el test de ANOVA
factorial y se muestran en las figuras 4.17 y 4.18.

Los resultados muestran diferencias estadisticamente significativas entre las
fuentes de quitosano de origen comercial y de lllex argentinus. Los valores de proteina
obtenidos para los scaffolds sin alendronato fueron de 26 £ 2,7 y 35 £ 0,5 ug
proteina/well. Se observé también un efecto inhibitorio del alendronato sobre el
crecimiento celular. Este efecto no fue dependiente de la fuente de quitosano, sino de la

concentracién del alendronato agregado al scaffold.
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Figura 4.17. Efecto de las diferentes fuentes de quitosano y de la adicion de diferentes
concentraciones de Alendronato sobre el crecimiento de células MC3T3E1. Los osteoblastos
MC3T3E1 fueron cultivados durante 2 semanas en un medio osteogénico sobre scaffolds de Qo-
PCL sin o con el agregado de 0,1, 0,5 o 1 % p/p de Alendronato. Al final del periodo de cultivo, los
scaffolds fueron lavados y las células extraidas con 0,1% de Triton X100. En el extracto se
determino el contenido de proteinas. Los resultados se expresan como porcentaje respecto del
basal (scaffold de QO0-PCL), en promedio + SEM, n=6. Diferencias respecto al basal: * p< 0,05, **
p<0,01.

La figura 4.18. muestra la actividad de ALP de las células MC3T3-E1 diferenciadas
durante dos semanas en un medio osteogénico sobre scaffolds preparados con ambas
fuentes de quitosano. En este caso no se observaron diferencias significativas respecto de

la fuente de quitosano (Qo Aldrich o Qo de lllex argentinus) en los scaffolds sin
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alendronato (9,4 + 0,7 y 8,0 £ 0,8 ug/min. mg proteina respectivamente). Esta
observacion concuerda con lo encontrado en la actividad de ALP de los osteoblastos
UMR-106 (figura 4.14.). El agregado de alendronato indujo un efecto inhibitorio
Unicamente en las mayores concentraciones estudiadas (1% p/p), efecto que fue similar

para los scaffolds preparados con ambas fuentes de quitosano.
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Figura 4.18. Efecto de la fuente de quitosano y de la adicion de diferentes concentraciones de
alendronato sobre la diferenciacion de las células MC3T3-E1. Los osteoblastos MC3T3-E1 fueron
cultivados sobre scaffolds de Qo-PCL basados en quitosano comercial Aldrich (Qo Aldrich) y
quitosano de calamar lllex argentinus (Qo lIllex), sin o con el agregado 0,1, 0,5 y 1% p/p de
alendronato durante dos semanas en un medio osteogénico. Al final de este periodo de cultivo, los
scaffolds fueron lavados y las células extraidas con 0,1% de Triton X100. La actividad de ALP fue
determinada en el extracto. Los resultados se expresan como porcentaje respecto del basal
(scaffold de Qo-PCL), en promedio #+ SEM, n=6. Diferencias significativas respecto del basal: * p<

0,05.

3.3. Discusion.

La adhesion y proliferacion celular son comportamientos celulares indicadores de

la funcionalidad celular y ademas dichos eventos condicionan la diferenciacion. Es por ello
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que los estudios de crecimiento y diferenciacion celular permiten obtener una idea
general acerca de cdmo se desarrollan las células sobre el material, de modo de observar
si el material afecta de alguna manera el comportamiento celular. Los ensayos de
biocompatibilidad in vitro que utilizan cultivos celulares sobre quitosano (o conjugados)
han demostrado que las células proliferan adecuadamente y por tanto su excelente
biocompatibilidad.

La evaluacion de la proliferacion y diferenciacion celular de células UMR-106
realizada en este trabajo de tesis, muestra que tanto en los scaffolds compuestos
Unicamente por la mezcla polimérica de Qo-PCL como en aquellos adicionados con bajas
concentraciones de alendronato, las células presentan una morfologia poliédrica normal y
son capaces de crecer adecuadamente. Respecto a esto puede decirse que el tipo y
proporciéon de ambos polimeros utilizada asi como las bajas concentraciones de
alendronato ensayadas (<0,5% p/p), no causan citotoxicidad alguna y son biocompatibles.
Por tanto dichos scaffolds crean un ambiente adecuado para el crecimiento celular. Esto
se halla en concordancia con lo reportado en mezclas de quitosano y poli-e-caprolactona
por Mei y colaboradores (Mei N. et al., 2005) en estudios de biocompatibilidad in vitro
con fibroblastos, Garcia Cruz y colaboradores (Garcia Cruz D. et al., 2009) y Schagemann
y colaboradores (Schagemann et al., 2009) en estudios in vitro con condrocitos, asi como
por Wu y colaboradores (Wu H. et al., 2010) en estudios de biocompatibilidad in vitro
realizados con osteoblastos de calvaria de rata. Sin embargo en este trabajo de tesis se
reporta por primera vez como la adicién de dosis de alendronato entre 1% y 10% p/p en
los scaffolds generan efectos citotdxicos, observdndose una notoria disminucion en el
numero de células crecidas bajo las condiciones experimentales estudiadas.

Por otra parte se llevaron a cabo ensayos de diferenciacién, que permiten evaluar
la funcionalidad y progresidon hacia un fenotipo osteoblastico especifico. Asi, en este
trabajo de tesis la diferenciacion fue evaluada mediante la expresién del marcador de
diferenciacién fosfatasa alcalina.

De acuerdo a los resultados obtenidos en las experiencias realizadas, puede
decirse que para el caso de la linea celular UMR-106 se observa una reduccién en los
valores de actividad enzimatica especifica en aquellos scaffolds adicionados con dosis de

alendronato entre el 1 % y el 10 % p/p. Este efecto desaparece en concentraciones de 0,5
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% p/p de alendronato. Para el caso de la linea celular MC3T3-E1 se observa un escenario
similar de acuerdo a la evaluacién del crecimiento y diferenciacion sobre scaffolds
conteniendo concentraciones menores a 0.5% de alendronato. En sintesis, para ambos
tipos celulares se encontraron efectos similares del alendronato incorporado en los
scaffolds.

En la bibliografia no se han encontrado reportes acerca de sistemas de liberacién
de drogas basados en scaffolds de quitosano-PCL. Es sabido que el tipo de droga, su peso
molecular y solubilidad, el modo en el que se adiciona al scaffold asi como las
propiedades de disolucién del/los polimeros presentes, las interacciones existentes entre
la droga y polimero, y el/los pKa de la droga son factores importantes que gobiernan los
patrones de liberacion de la droga desde los scaffolds.

Bhattarai y colaboradores (Bhattarai N. et al., 2010) explican que los mecanismos
de liberacién de drogas in vitro a partir de un scaffold puede ocurrir por difusién, por
hinchamiento del scaffold, disoluciéon del polimero, asi como por reacciones quimicas
dentro del scaffold que conllevan a la degradacion de la cadena polimérica, eliminacién
de sus grupos pendientes o erosionando el scaffold. Dependiendo del sistema el
mecanismo de liberacion puede estar regulado principalmente por los cambios de pH, por
la disolucién del polimero y por degradacion (Bhattarai N. et al., 2010). En el caso de que
el mecanismo predominante sea por difusién, la liberaciéon de la droga ocurre
rapidamente y no de manera sostenida, en los periodos iniciales. Lo contrario ocurre en
los mecanismos degradativos (Biondi M. et al, 2008) cuya cinética es controlada por la
naturaleza del polimetro utilizado.

Si bien no se evalud directamente la liberaciéon de alendronato en el medio de
cultivo, se realizd un ensayo preliminar de liberacion con un scaffold basado en quitosano
comercial Aldrich adicionado con alendronato al 5% p/p. Se observé que un 99, 6% del
alendronato contenido en el scaffold fue liberado al medio de disolucion luego de 6 horas
(figura 4.19.). Este resultado sugeriria que luego de 48h de incubacidn, el alendronato
incluido en los scaffolds usados para los estudios de biocompatibilidad celular, se habria

liberado completamente al medio de cultivo.
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Figura 4.19. Perfil de liberacion del alendronato a partir de un scaffold basado en
quitosano de origen comercial Aldrich, adicionado con 5%p/p de alendronato. El scaffold fue

colocado en una cuba de disolucion con buffer fosfato pH=7,4, a 35°C y con paletas de agitacion a

4+

50 rom. Se tomaron alicuotas a diferentes tiempos, las cuales fueron complejadas con Fe'" y

analizadas por espectroscopia UV.

En nuestro grupo de investigacion se ha demostrado un efecto inhibitorio cuando
las células UMR-106 fueron cultivadas en presencia de alendronato en concentraciones
entre 10° a 10° M (Gangoiti M. et al., 2008). Por anteriormente comentado, en caso de
liberarse el 100% de la dosis en aquellos scaffolds adicionados con una dosis de
alendronato de 10 % p/p, la concentracién de alendronato alcanzada seria del orden de
10*M, lo gue explicaria la citotoxicidad observada. Por otro lado, una dosis de 0,1%, que
corresponderia a una concentracion del orden de 10° M, no ejerceria, ninguna inhibicién
sobre el crecimiento celular, tal como se observa en las figuras 4.13 y 4.18. Esto se
hallaria en concordancia con lo reportado por Plotkin y colaboradores (Plotkin L. et al.,
2006) y en nuestro grupo de investigacidon por Gangoiti y colaboradores (Gangoiti M. et
al., 2008).

La droga puede ser adicionada al scaffold directamente mediante simple
permeacién, por atrapamiento o por inmovilizacién. En este trabajo de tesis la droga fue
inmovilizada en la mezcla por interacciones idnicas (tal como se evidencié previamente
mediante técnicas espectroscopicas-FTIR). Existe una tendencia en la bibliografia de

explicar que en aquellos casos donde la droga se halla permeada ocurre una liberacién a
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modo de rafaga o burst que se desencadena rapidamente, y como resultado puede
perderse hasta el 70 % de la carga terapéutica.

La pregunta que surge es ¢porqué siendo que la droga no ha sido incorporada por
simple permeacién, puede liberarse tan rapidamente en un breve lapso de tiempo?
Boonsongrit y colaboradores (Boonsongrit Y. et al., 2006) comentan que la eficiencia de
atrapamiento se halla en funcién de la interaccidn idnica y que varia con los cambios de
pH, siendo maxima cuando el pH de la solucién en la que se prepara el sistema es similar
al pKa de la droga. Podria ser que la eficiencia de atrapamiento de la droga en el sistema
basado en Qo-PCL no sea lo suficientemente buena y/o que ademas ocurra un cambio de
pH cuando los scaffolds entran en contacto con el medio de cultivo, tal que disminuyan
drasticamente las interacciones entre polimero y droga y por ende ocurra una liberacién
en burst. De hecho Ma y colaboradores (Ma Z. et al., 2002) en estudios de liberacion de
insulina en nanoparticulas de quitosano, asi como Boonsongrit y colaboradores
(Boonsongrit Y. et al., 2006) en estudios de liberacion de drogas modelo en
microparticulas de quitosano plantean que el perfil de liberacion de la droga con un
fuerte efecto burst y una total liberacion de la misma en un corto periodo es indicativo de
pobres interacciones idnicas.

Numerosos reportes indican que la tasa de liberacién de la droga puede reducirse
a un 10-25% mediante el entrecruzamiento del polimero. Suponiendo el caso de que la
eficiencia de atrapamiento haya sido adecuada y que la liberacién de la droga podria
reducirse por entrecruzamiento, se analiz6 el efecto del entrecruzamiento vy
posteriormente el modo de adicién del mismo al scaffold.

Ha sido demostrado que el crecimiento y la proliferacidn celular en membranas de
quitosano se ve afectada por la estructura quimica, hidrofilicidad e hidrofobicidad de la
superficie, la carga eléctrica, la microtopografia y la flexibilidad entre otras caracteristicas.
Es conocido que la morfologia de las células cambia de acuerdo a la superficie del
material y en correlacion con la energia superficial del sistema (Dalby M. et al., 2003). En
las figuras 4.14.a se puede observar tanto en el scaffold control sin droga como en aquel
adicionado con alendronato al 1 % p/p (figura 4.14.b) que las células estdn bien

extendidas, con una conformacion tipicamente poliédrica y presentan multiples
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filopodias, favoreciendo el contacto intercelular y formando puentes intercelulares entre
ellas, lo cual sugiere una interaccion entre las células y el sustrato.

Para el caso de los scaffolds entrecruzados el panorama es completamente
distinto, ya que el numero de células viables es mucho menor en comparacién con
aquellos no entrecruzados (tanto con alendronato como sin la droga). A diferencia de lo
anteriormente comentado para el caso de los scaffolds no entrecruzados, las células
sobre los scaffolds entrecruzados adoptan una conformacién mas redondeada y no se
observan filopodias (figura 4.14.c), indicativo de que las condiciones de entrecruzamiento
estudiadas no son las adecuadas para una correcta proliferacidon celular e interaccién con
la matriz.

Shu y colaboradores (Shu X. et al., 2002 b) plantean que el grado de ionizacion del
Qo y TPP se hallan principalmente controlados por el pH de la solucién y que por tanto
scaffolds de Qo entrecruzados con TPP muestran un comportamiento de hinchamiento
dependiente del pH y de la fuerza iénica. Tal como comenta Berger y colaboradores
(Berger J. et al., 2004) para obtener una elevada densidad de entrecruzamiento entre Qo
y TPP, la densidad de cargas global del quitosano y del entrecruzante deben ser lo
suficientemente altas para permitir interacciones entre ambos. Al mismo tiempo debe
prestarse particular atencidn a los tiempos de entrecruzamiento y concentracion del TPP,
de modo de que la reaccidn sea incompleta para impedir que el quitosano precipite y que
el scaffold pueda hincharse en el medio donde debe liberarse la droga. Es por ello que en
este trabajo de tesis se utilizaron concentraciones de TPP de 1% y 0,1% (en ambos modos
de entrecruzamiento) y tiempos de reaccion de una hora (en el caso del
entrecruzamiento por inmersién). Un aumento en la densidad de entrecruzamiento
induce una disminucién en el hinchamiento y en la sensibilidad del sistema por el pH
(Berger J. et al., 2004). Sin embargo la densidad de entrecruzamiento puede modificarse
por condiciones externas, principalmente por el pH del medio de aplicacién del sistema.

De acuerdo a los resultados obtenidos en las experiencias de proliferacion y
diferenciacién se observa claramente un efecto citotdxico por parte del TPP. Hsu vy
colaboradores (Hsu S. et al., 2004) proponen que el ambiente éptimo para el crecimiento
celular ocurre cuando las células cargadas negativamente se encuentran con superficies

con carga positiva. Los resultados obtenidos podrian explicarse por el cambio en la
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estructura quimica del quitosano, si se tiene en cuenta que la reaccién de reticulacion del
biopolimero con el TPP ocurre a través de los grupos amino libres (no acetilados), lo que
afecta el caracter catidnico. El cardcter catidnico le permite mantener una carga positiva a
pH 4acido, por ello puede interaccionar con las superficies celulares y proteinas
plasmaticas, combinando interacciones especificas tipo glicosaminoglicano con otras
inespecificas asociadas a su carga, favoreciendo la proliferacion. De hecho Amaral y
colaboradores (Amaral I. et al., 2007) comentan que un mayor nimero de grupos aminos
libres favoreceria la proliferacién celular. En cambio, al realizar el entrecruzamiento el
caracter cationico del quitosano disminuye con lo que se reduce la capacidad de
interaccionar con las superficies celulares, y por tanto disminuiria la capacidad del
scaffold de presentar una mejor compatibilidad con los osteoblastos. Este efecto podria
ser influenciado por la composicién del medio de cultivo. Ello justificaria el efecto hallado
tanto en scaffolds con alendronato como sin la adicion del bisfosfonato,
independientemente de la forma en la que se entrecruzé el scaffold.

Por ultimo, debido a que el grado de acetilacién (DA) resulta ser un pardmetro
importante que influye en las diferentes propiedades fisicoquimicas del quitosano, asi
como la biodegradabilidad (Tomihata K. et al., 1997), numerosos autores han realizado
estudios sobre la influencia de los diferentes pardmetros fisicoquimicos del quitosano
(Qo) en el comportamiento biolégico (Hamilton V. et al., 2007; Chatelet C. et al., 2001;
Suphasiriroj W. et al., 2009) y mecanico (Santos C. et al., 2006) de los scaffolds basados en
este biopolimero. Es por ello que fueron realizadas experiencias con el objetivo de
analizar el posible efecto de la fuente de quitosano en el comportamiento biolégico de los
scaffolds adicionados con alendronato, tomando en cuenta que el quitosano purificado
en la seccién A de este trabajo de tesis posee un grado de acetilacion menor respecto a
aquel de origen comercial (7,4 % y 21% respectivamente).

Los reportes relacionados a las propiedades bioldgicas son ciertamente variables.
Chatelet y colaboradores (Chatelet C. et al., 2001) investigaron in vitro el rol del grado de
acetilacion (DA) de los films de Qo y demostraron que el DA si bien no afecta la
citocompatibilidad del Qo, un mayor DA genera una menor adhesién y proliferacién de
queratinocitos y fibroblastos. Similares resultados fueron obtenidos posteriormente por

Hsu y colaboradores (Hsu S. et al 2004). Por su parte, Hamilton y colaboradores
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(Hamilton V. et al., 2007) realizaron una evaluacién in vitro sobre la adhesion y
proliferacion de precursores osteoblasticos en films de quitosanos correctamente
caracterizados fisicoquimicamente. Observaron que todos los films fueron
osteocompatibles pero no hallaron correlacién alguna entre las propiedades
fisicoquimicas y el comportamiento biolégico de los mismos. Dichos autores indican que
la gran variabilidad entre los materiales basados en quitosano hace muy dificultoso el
entendimiento y la comparacién de la respuesta bioldgica. Por ultimo, Suphasiriroj y
colaboradores (Suphasiriroj W. et al., 2009) estudiaron el efecto del DA y el peso
molecular sobre la proliferacién y diferenciacion en osteoblastos de la linea celular
MC3T3-E1 en scaffolds basados en quitosano. Dichos autores observaron que
independientemente del peso molecular, a mayor grado de acetilacion se observa una
mayor proliferacién y un mayor porcentaje de expresidon de actividad de la fosfatasa
alcalina; por tanto plantean que el DA es un factor crucial a tener en cuenta para posibles
aplicaciones del Qo en ingenieria de tejido dseo y no asi el peso molecular del polimero.
Estos resultados contradicen las observaciones previas respecto al grado de acetilacién en
relacidn al crecimiento celular.

Diferentes DA resultan en diferentes cantidades de grupos amino presentes en la
superficie del scaffold. La proliferacion celular en materiales basados en quitosano ha
sido atribuida a interacciones electrostaticas no especificas entre los grupos amino
protonado del quitosano y grupos carboxilato y sulfato cargados negativamente que se
encuentran en los proteoglicanos de la superficie celular (Henriksen I. et al., 1996). Es por
ello que podria pensarse que las diferencias en el comportamiento bioldgico respecto a la
fuente de Qo, se hallen en relacién con la cantidad y tipo de moléculas de superficie con
carga negativa resultantes en afinidades especificas de tipo celular en quitosanos con
diferentes grados de acetilacion.

Los resultados de este trabajo de tesis muestran muy pocas diferencias respecto a
la fuente de quitosano. Comparando scaffolds de Qo-PCL sin alendronato, Unicamente se
encontraron diferencias significativas en el crecimiento de las células MC3T3E1 (siendo
estos un 34% mas sobre scaffolds preparados con quitosano de calamar lllex argentinus
respecto al quitosano de origen comercial Aldrich). Esto estaria en contradiccidn con las

observaciones halladas por Suphasiriroj y colaboradores (Suphasiriroj W. et al., 2009)
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pero en acuerdo con lo encontrado por Chatelet y colaboradores (Chatelet C. et al., 2001)
y por Hsu y colaboradores (Hsu S. et al 2004). Sin embargo, este efecto no fue observado
para el caso de las células UMR-106 de osteosarcoma, sugiriendo un efecto dependiente
de la naturaleza de la linea celular. Por otro lado, en las experiencias con scaffolds
conteniendo 1% p/p de alendronato, las diferencias significativas en la expresidon de ALP
se observaron para el caso de los osteoblastos UMR-106 (figura 4.13.). Los scaffolds con
quitosano de Illex argentinus ejercieron un efecto inhibitorio mayor sobre Ila
diferenciacidn osteoblastica respecto de los scaffolds preparados con quitosano de origen

comercial, este ultimo con mayor grado de acetilacién.
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CONCLUSIONES, RECOMENDACIONES Y PERSPECTIVAS

CONCLUSIONES

El objetivo principal de esta seccién fue la de desarrollar y caracterizar un scaffold
totalmente biodegradable basado en biomateriales novedosos con propiedades
bioldgicas superiores, dirigido a aplicaciones de liberacion de farmacos en ingenieria de
tejidos para el tratamiento de heridas o enfermedades 6seas. El enfoque adoptado para
lograr este objetivo fue el mezclar el biopolimero natural quitosano, con un poliéster
sintético policaprolactona (PCL) mediante la técnica de evaporacion de solvente con el
agregado de la droga antiresortiva alendronato. La intencién del uso del quitosano fue la
de aportar una estructura altamente hidrofilica y biocompatible, debido a que sus
caracteristicas encajan perfectamente con aquellas cualidades necesarias para dichas
aplicaciones, mientras que la de la PCL estuvo destinada a reforzar las propiedades
fisicoquimicas y mecdanicas de los scaffolds.

Respecto a las fuentes de quitosano utilizadas, éstas fueron quitosano de calamar
lllex argentinus (purificado en la seccidén A de este trabajo de tesis) y quitosano de origen
comercial Aldrich, ambas con diferentes grados de acetilacion (7,4 % y 21%
respectivamente).

Las propiedades fisico-quimicas y bioldgicas de los scaffolds, fabricados con las

diferentes fuentes de quitosanos, fueron analizadas y comparadas.

En base a los resultados obtenidos, las conclusiones con respecto a los objetivos

especificos son las siguientes:

Se ha logrado preparar scaffolds de quitosano-PCL con diferentes contenidos del
bisfosfonato alendronato y en algunos casos entrecruzadas mediante el uso de

tripolifosfato de sodio.
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La caracterizacion superficial de los scaffolds mediante técnicas de microscopia
electrdnica, dptica y por espectroscopia FTIR permitieron revelar diferencias de acuerdo a
su composicién en alendronato y tripolifosfato.

La morfologia analizada mediante microscopia revela que los scaffolds basados en
mezclas de quitosano y poli-e-caprolactona presentan una estructura levemente porosa
con interaccién interpolimérica. El andlisis de la microtopografia indica que la adicién de
alendronato y tripolifosfato influencia las propiedades superficiales de los scaffolds. A
medida que aumenta el contenido de alendronato en las mezclas, la superficie de los
scaffolds sufre modificaciones y se torna mas irregular.

Mediante espectroscopia FTIR fueron evaluadas las interacciones fisicoquimicas
de los diferentes constituyentes, infiriéndose interacciones por puentes de hidrogeno
entre los componentes poliméricos e interacciones de tipo idnicas entre el alendronato y
tripolifosfato con el quitosano, las cuales serian responsables de los cambios superficiales
observados.

Se evalud in vitro el crecimiento y la diferenciacidon osteoblastica de las células
crecidas en los diferentes scaffolds basados en mezclas de quitosano y poli-g-
caprolactona, observandose que dichos materiales presentan una buena
biocompatibilidad. Las células crecieron bien mostrando una morfologia normal y fueron
capaces de proliferar en todas las matrices poliméricas. En los cultivos in vitro de
osteoblastos se obtienen mejores resultados en cuanto a proliferacion celular vy
diferenciacién con bajas dosis de alendronato. La inclusidn de altas concentraciones de
alendronato induce un efecto inhibitorio dosis-dependiente sobre la progresion celular.
Esto estaria relacionado con la concentracién efectiva de alendronato en el medio de
cultivo.

Sin embargo, los scaffolds entrecruzados con tripolifosfato resultaron ser téxicos
para el crecimiento y diferenciacién de los osteoblastos, induciendo una reduccién de la
actividad de la ALP y de la proteina celular en un 50% respecto de aquellas sin adicion del
entrecruzante.

Finalmente, los estudios caracterizacion fisicoquimica y bioldgica realizados con las

distintas fuentes de quitosano muestran scaffolds que son similares en su morfologia
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superficial y que ambos permiten una adecuada biocompatibilidad con los osteoblastos
en cultivo. Es por ello que puede considerarse el uso del quitosano de /llex argentinus
como una buena alternativa al uso de quitosanos comerciales importados para el
desarrollo de scaffolds. Los estudios ademds sugieren que los scaffolds basados en
quitosano-PCL adicionados con dosis de alendronato entre 0,1y 0,5 % p/p poseen un gran
potencial y serian los candidatos mas adecuados en aplicaciones de ingenieria de tejido

Oseo.

RECOMENDACIONES

Las conclusiones de esta tesis doctoral no estan destinadas a ser definitivas, sino
gue son un resumen de los resultados significativos y las inferencias derivadas de la
investigacion llevada a cabo durante la duracién del trabajo de tesis. Quedan,
evidentemente, muchos otros estudios a realizar, asi como la expansién y el desarrollo de
lo que se ha llevado a cabo.

Los estudios de caracterizacion superficial realizados han sido un primer
acercamiento, por lo que seria interesante analizar con mayor profundidad la interaccién
entre la droga y entrecruzante con el biopolimero, asi como las diferencias superficiales
ya que es un hecho conocido que éste es un punto determinante en la citocompatibilidad
de un material.

Debido a que pueden existir alteraciones significativas en la hidrofilicidad de los
scaffolds cuando se adiciona el bisfosfonato y el entrecruzante, y que tales alteraciones
puedan afectar la viabilidad celular, seria adecuado realizar una completa caracterizacion
de la energia superficial como por ejemplo mediante experiencias de angulo de contacto
de los scaffolds, siempre teniendo en cuenta las interacciones electrostaticas entre la
superficie y el liquido asi como las diferencias en topografia ya que éstas pueden
influenciar la interaccion energética de la interfase sdlido-liquido. Dicho analisis podria
revelar informacién respecto a las propiedades fisicoquimicas de los materiales y su
interaccion con las células.

En lo que concierne al sistema de liberacidon de farmacos es necesario realizar

estudios del comportamiento degradativo del material simulando las condiciones
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fisioldgicas. Estudios adicionales acerca de la naturaleza y forma de liberacion de
alendronato en el tiempo y en diferentes medios proporcionarian informacion
fundamental sobre las caracteristicas de la superficie del material. Ademds, debido a que
el objetivo final de dichos materiales es, en forma general, actuar como substitutos
temporales, siendo reemplazados de forma gradual por el tejido neoformado, es de gran
relevancia el estudio de la evolucion de las diferentes propiedades del material a lo largo
de su degradacién y su influencia en el crecimiento celular.

Es necesario estudiar en mayor profundidad las propiedades bioldgicas vy
biomecdnicas de los scaffolds. Para ellos deben realizarse mayores cultivos celulares con
el fin de validar los resultados descritos en esta tesis, prestando especial atencion a la
capacidad de los scaffolds por mantener el crecimiento y la diferenciacion celular, la
cinética de crecimiento, la absorcion y el depdsito de componentes de matriz
extracelular. También podrian realizarse estudios detallados con respecto a la influencia
del tamafo de poro, forma y porosidad en la colonizacion y el crecimiento celular (es
decir, espesor maximo del scaffolds y la tasa de penetracidn celular entre otros.

Ademas podrian realizarse estudios mas detallados acerca de la influencia la
fuente de origen del quitosano (grado de desacetilacion y peso molecular entre otras
caracteristicas) en la proliferacidn y diferenciacion celular.

Por dltimo deben realizarse estudios de citotoxicidad y evaluaciones in vivo de

modo de caracterizar el sistema de liberacion.

PERSPECTIVAS

En general, se beneficiard la poblacion usuaria de los productos farmacéuticos
novedosos, al poder disponer de formas farmacéuticas estudiadas cuyas caracteristicas,
potencial actividad terapéutica y funcionalidad permitirdn el tratamiento de
enfermedades 6seas, entre otras.

Las consecuencias del proyecto pueden afectar el desarrollo del sector pesquero
de calamar, surgiendo como una alternativa novedosa para el aprovechamiento de

desechos y generacidén de nuevas alternativas de crecimiento a nivel industrial, asi como
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el establecimiento de pequefias industrias de produccion o el desarrollo de nuevas lineas

de investigacion y produccién dentro de las grandes empresas farmacéuticas del pais.
Aunque no existe un scaffold ideal como sistema de suministro de farmacos,

diversos materiales promisorios estan presentes en la investigacion moderna. La

necesidad de una mejor prestacion de los sitios de las heridas sigue siendo un desafio.
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