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ABSTRACT

In the present investigation, hydrogels based on
collagen-polyurethane-pectin semi-interpenetrated
polymeric networks (semi-IPN) were designed, with
different concentrations of pectin (10-40 %m) and their
effect on in vitro biocompatibility was evaluated. The
pectin used in this work was enzymatically extracted
from orange peels. The parameters equivalent weight,
free acidity, percentage of methoxyl, degree of esteri-
fication and percentage of galacturonic acid anhydride
(GAA) of the pectin were determined according to
the methodology proposed by Owensl. The hydrogels
were characterized by FTIR and SEM. In addition, the
degree of cross-linking, swelling, and storage modulus
of the hydrogels were evaluated. The biocompatibility
of the hydrogels was evaluated through cell viability
assays with monocytes and fibroblasts. In addition, the
hemolytic activity of the hydrogels was evaluated. High
pectin concentrations decrease the swelling capacity
significantly, and promote a slight improvement in
crosslinking and a significant increase in the storage
modulus of the semi-IPN matrix. FTIR and SEM cha-
racterization confirmed the formation of semi-interpe-
netrated collagen-polyurethane-pectin networks. The
formulated hydrogels do not have a cytotoxic character.
The viability percentage of fibroblasts reached 75%
while the viability of monocytes reached 105% for up
to 48 h of incubation. The formulations containing 10
and 20 %m of pectin showed better biocompatibility in
vitro, since the presence of high semi-interpenetrated
granular regions in the collagen-polyurethane matrix
shows an impact on cell metabolism.

Paraules clau: Collagen, hydrogel, pectin, polyurethane

RESUMEN

En la presente investigacién se disefiaron hidrogeles a
base de redes poliméricas semi-interpenetradas (semi-
IPN) de colageno-poliuretano-pectina, con diferente
concentracién de pectina (10-40 %m) y se evalud su
efecto en la biocompatibilidad in vitro. La pectina uti-
lizada en este trabajo fue extraida enziméticamente
a partir de cascaras de naranja. Los parametros peso
equivalente, acidez libre, porcentaje de metoxilo, grado
de esterificaciéon y porcentaje de 4cido anhidrido ga-
lacturénico (AAG) de la pectina fueron determinados
de acuerdo con la metodologia propuesta por Owens'.
Los hidrogeles fueron caracterizados por FTIR y SEM.
Ademas, se evalud el grado de entrecruzamiento, hin-
chamiento y médulo de almacenamiento de los hidro-
geles. La biocompatibilidad de los hidrogeles se evalué a
través de ensayos de viabilidad celular con monocitos y
fibroblastos. Ademas, se evalud la actividad hemolitica
de los hidrogeles. Altas concentraciones de pectina
disminuyen la capacidad de hinchamiento significativa-
mente, y promueven una ligera mejora de la reticulacién
y un incremento significativo del médulo de almace-
namiento de la matriz semi-IPN. La caracterizacién
por FTIR y SEM confirmé la formacién de redes semi-
interpenetradas de coldgeno-poliuretano-pectina. Los
hidrogeles formulados no poseen carécter citotdxico.
El porcentaje de viabilidad de fibroblastos alcanzé el
75% mientras que la viabilidad de monocitos alcanzé
el 105% hasta por 48 h de incubacién. Las formulacio-
nes que contienen 10 y 20 %m de pectina mostraron
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mejor biocompatibilidad in vitro, ya que la presencia
de altas regiones granulares semi-interpenetradas en
la matriz coldgeno-poliuretano muestran impactar en
el metabolismo celular.

Palabras clave: Coldgeno, hidrogel, pectina, poliu-
retano.

RESUM:

En aquesta investigacié es van dissenyar hidrogels
a base de xarxes polimériques semi-interpenetrades
(semi-IPN) de collagen-poliuretano-pectina, amb
diferent concentraci6 de pectina (10-40 %m) i se'n
va avaluar l'efecte en la biocompatibilitat in vitro.
La pectina utilitzada en aquest treball va ser extreta
enzimaticament a partir de closques de taronja. Els pa-
rametres pes equivalent, l'acidesa lliure, el percentatge
de metoxil, el grau d'esterificacid i el percentatge d'acid
anhidrid galacturonic (AAG) de la pectina van ser
determinats d'acord amb la metodologia proposada per
Owensl. Els hidrogels van ser caracteritzats per FTIR
i SEM. A més, es va avaluar el grau d'entrecreuament,
inflament i modul d'emmagatzematge dels hidrogels.
La biocompatibilitat dels hidrogels es va avaluar a
través d'assajos de viabilitat cel-lular amb monocits i
fibroblasts. A més a més, es va avaluar l'activitat hemo-
litica dels hidrogels. Altes concentracions de pectina
disminueixen la capacitat d'inflament significativament
i promouen una lleugera millora de la reticulacié i un
increment significatiu del modul d'emmagatzematge de
la matriu semi-IPN. La caracteritzacié per FTIR i SEM
va confirmar la formacié de xarxes semi-interpene-
trades de collagen-poliuretano-pectina. Els hidrogels
formulats no tenen caracter citotoxic. El percentatge
de viabilitat de fibroblasts va assolir el 75% mentre que
la viabilitat de monocits va assolir el 105% fins a 48 h
d'incubacié. Les formulacions que contenen 10 i 20
% m de pectina van mostrar millor biocompatibilitat
in vitro, ja que la preséncia d'altes regions granulars
semi-interpenetrades a la matriu collagen-poliureta
mostren impactar en el metabolisme cellular.

Paraules clau: Col-lagen, hidrogel, pectina, poliureta

INTRODUCCION

La pectina es un polisacarido de origen vegetal que
posee excelentes caracteristicas de gelificacién, bio-
degradabilidad y biocompatibilidad?. Los hidrogeles a
base de coldgeno utilizados como biomateriales son
de suma importancia para la ingenierfa de tejidos y
en medicina regenerativa debido a su excelente bio-
compatibilidad y baja inmunogenicidad?.

Se ha reportado que estos biomateriales estimulan
los procesos bioquimicos vitales como la migracién,
proliferacién, sefializacién y modulacién del meta-
bolismo de diferentes tipos de lineas celulares*. Los
biomateriales en forma de hidrogeles son materiales
poliméricos hidrofilicos formados por una red tridi-
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mensional de cadenas poliméricas flexibles entrecru-
zadas®. Estos materiales tienen la capacidad de retener
grandes cantidades de agua por lo cual son una buena
alternativa para la regeneracién de tejidos ®”. Ademas,
los hidrogeles permiten la difusién de metabolitos
de interés que mejoran la respuesta biolégica de los
procesos de reparacion tisular®.

Para lograr que los hidrogeles tengan una aplicacion
exitosa en el campo de la biomedicina e ingenieria
tisular se deben cumplir algunos requisitos estructu-
rales y de propiedades que aseguren su funcionalidad.
Principalmente, la velocidad de degradacién debe ser
controlada, deben tener buena resistencia mecanicay
gelificar in situ. Ademds, deben tener la capacidad de
liberar sustancias terapéuticas de forma controlada
y poseer alta biocompatibilidad®. Una estrategia para
la obtencién de estos materiales es la formacién de
matrices de redes poliméricas semi-interpenetradas
(semi-IPN) a base de polimeros naturales y sintéti-
cos’. Los polimeros naturales como el coligeno y los
polisacdridos como la pectina permiten mantener
y regular la biocompatibilidad de los hidrogeles'®!.
Mientras que los polimeros sintéticos como el po-
liuretano adaptan la respuesta mecdnica, regulan la
degradacidn y la capacidad de liberacién de firmaco'**3.
Basados en esto, en este trabajo se propone la formu-
lacién de nuevos hidrogeles con redes semi-IPN de
coldgeno entrecruzado con poliuretano y pectina. La
estructura, propiedades y biocompatibilidad de estas
matrices fue regulada ajustando la concentracion de
pectina en la matriz semi-IPN. Con los resultados de
esta investigacidn se busca desarrollar hidrogeles que
puedan ser empleados en problemdticas actuales de
importancia regional y nacional como la atencién de
heridas crénicas' >

MATERIALES Y METODOS.

SINTESIS DE LOS HIDROGELES DE COLAGENO-
POLIURETANO-PECTINA

El coldgeno de tipo I empleado en la formulacién de
los hidrogeles fue extraido a partir de segmentos de
tendén bovino mediante hidrélisis enzimatica'®. La
pectina se extrajo del mesocarpio de Citrus sinensis
mediante hidrélisis enzimadtica. El prepolimero de po-
liuretano utilizado como agente entrecruzante se pre-
par6 haciendo reaccionar hexametilendiisocianato con
glicerol etoxilato siguiendo el procedimiento reportado
en la literatura, para ello se usa una relacién molar 4/1
de isocianato/poliol para generar prepolimeros que son
solubilizados en presencia de bisulfito de sodio por la
formacién de carbamoilsulfonatos altamente solubles.
El grado de reaccién obtenido abarca la formacién
desde heptdmeros, pentdmeros y trimeros con grupos
isocianatos disponibles para la reticulacién deseada.
Se eligi6 un valor constante de 15 %m con respecto a
la masa de coldgeno ya que se ha reportado que pro-
porciones mayores de este reticulante disminuye la
biocompatibilidad nativa del colageno'® ¥. El cloruro
de sodio, cloruro de potasio, fosfato dibdsico de sodio



dihidratado y fosfato monobdsico de potasio utilizados
para la preparacién de la solucién tamponada con
fosfatos (PBS-10X), asi como la ninhidrina, glicerol
etoxilato, hexametilendiisocianato y el bromuro de
3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol (MTT)
se encuentran disponibles comercialmente y fueron
utilizados sin purificacion previa.

En el presente trabajo se usé la metodologia descrita
por Claudio-Rizo et al 2020 ?°, para generar un nuevo
hidrogel basado en coldgeno-poliuretano-pectina. La
referencia en cuestion sélo prueba con polisaciridos
como almidén, hidroxietilcelulosa e hidroxipropilme-
tilcelulosa; y deja como perspectiva que usar polisaca-
ridos con diferente estructura quimica podria generar
sistemas de hidrogeles semi-IPN con propiedades
requeridas para medicina regenerativa. Para ello, se
emplearon soluciones de coligeno (6 mg/mL) de der-
mis porcina y pectina (2% m/v) en agua desionizada.
Para la preparacién de todos los hidrogeles, se siguié
el siguiente procedimiento: primero se mezclé 1 mL
de la solucién de coldgeno con el poliuretano (15 %m
con respecto a la masa de colageno). La mezcla fue
enfriada a4 ° Cy posteriormente se adiciond la pectina
en diferentes proporciones (10-40 %m con respecto
a la masa de coldgeno) manteniendo la mezcla a 4
°C. A continuacion, el pH de la mezcla de reaccién
fue ajustado a 7.4 adicionando 200 pL de PBS-10X.
Finalmente, la reaccién de entrecruzamiento para
formar la red semi-IPN fue llevada a cabo a 37 °C en
una estufa de incubacién por 5 h*.La designacién y
composicién de los diferentes hidrogeles formulados
se muestra en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion de los hidrogeles formulados.

Formulacién* mgde coligeno mgde poliuretano mg de pectina

Col-Pect10% 6 0.9 0.6
Col-Pect20% 6 0.9 12
Col-Pect30% 6 0.9 1.8
Col-Pect40% 6 0.9 2.4

CARACTERIZACION FISICOQUIMICA

Los espectros de FTIR fueron adquiridos en un es-
pectrofotémetro Perkin Elmer Frontier utilizando un
accesorio de reflectancia totalmente atenuada (ATR)
con una resolucién espectral de 4 cm™. Las muestras
de hidrogeles para FTIR y microscopia electrénica de
barrido (SEM) fueron previamente secadas antes de
realizar los experimentos. El mdédulo de almacena-
miento de los hidrogeles fue obtenido por reologia
de pequena amplitud oscilatoria de cizallamiento
utilizando un reémetro MCR 300 Anton —Paar, el
equipo fue precalentado a 37 ° C y se emple6 una
geometria plato-plato de 40 mm de didmetro; con
una trampa de disolvente para evitar la evapora-
cién de agua. Por ultimo, las micrografias de SEM
fueron adquiridas en un microscopio electrénico de
barrido marca JEOL modelo JSM-6510LV/LGS con
un voltaje de aceleracién de 15kV. Las muestras de
xerogeles fueron fijadas en cinta de carbono para
su observacioén.

ANALISIS DE LA PECTINA

Las caracteristicas de la pectina extraida del meso-
carpio de Citrus sinensis fueron analizadas de acuerdo
con la metodologia reportada por Owens que consiste
en titulaciones dcido-base'. Los experimentos fueron
realizados con una solucién de pectina en agua desio-
nizada (2 % m/v) y empleando hidréxido de sodio 0.1
M como titulante.

El peso equivalente (PE) y la acidez libre (AL) de la
pectina se determinaron utilizando las Ecuaciones 1
y 2 respectivamente:

mg componente acido (1)

Peso equivalente (PE)= meq A (NaOH)

Acidez libre (AL) = _meq A (NaOH)

g componente 4cido 2

Donde meq A (NaOH) son los miliequivalentes de
NaOH utilizados en la titulacién y el componente
acido representa la masa de pectina utilizada en la
valoracién expresada en mg o g segtin corresponda.

El porcentaje de metoxilo de la pectina se determiné
utilizando la Ecuacién 3:

meq B * 31 * 100

mg componente acido

% Metoxilo (ME)= 3)

Donde 31 es el peso molecular del grupo metoxilo
(CH,O) expresado en mg/meq, meq B son los mi-
liequivalentes de NaOH utilizados en la titulaciéon
y el componente acido es la masa de la muestra de
pectina (mg).

El porcentaje del grado de esterificacién se determiné
de acuerdo con la Ecuacién 4:

meq B

% Grado de esterificacién (GE) = eq A+ meqB

@

Donde meq A son los miliequivalentes de NaOH
utilizados en la primera titulacién y meq B son los
miliequivalentes de NaOH utilizados en la segunda
titulacién para determinar el contenido de metoxilo.

Finalmente, el porcentaje de dcido anhidrido galactu-
rénico (AAG) que permite conocer el grado de pureza
de la pectina se determiné con la Ecuacién 5:

176 * 100 — (meq A + meq B)
mg componente acido

% AAG =

(5)

Donde 176 es el peso molecular del dcido anhidri-
do galacturénico expresado en mg/meq, meq A son
miliequivalentes de NaOH utilizados en la primera
titulaciéon y meq B son miliequivalentes de NaOH
utilizados en la segunda titulacién para determinar
el contenido de metoxilo y el componente acido es el
peso de la muestra (mg).
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GRADO DE ENTRECRUZAMIENTO E HINCHA-
MIENTO DE LOS HIDROGELES.

La evaluacién del grado de entrecruzamiento de los
hidrogeles se realizé con la prueba de ninhidrina'®. En
un tubo falcén se colocé un hidrogel y 1 mL de solucién
de ninhidrina (1 ml, 1 %m, tampén de citrato, pH 5,0).
Las muestras se calentaron a 90 ° C durante 120 min. Al
término de la reaccion, la mezcla se enfrié a temperatura
ambiente y se diluy6 con 3 mL de agua destilada. La
absorbancia dela solucién fue medidaa 560 nm empleando
un espectrofotémetro Thermo Scientific MultiSkan Sky.
Se realizaron de forma independiente tres experimentos
por cada formulacién. El grado de hinchamiento de los
hidrogeles se determiné gravimétricamente utilizando
la ecuacién 6:

Grado de hinchamiento = —tidrogel Mxerogel 43 (6)

Myerogel

Donde m, y m son las masas del hidrogel y
hidrogel xerogel

xerogel respectivamente.

EVALUACION DE LA VIABILIDAD CELULAR /N
VITRO

La viabilidad celular de monocitos humanos y fibroblas-
tos dérmicos de porcino se evalué mediante el ensayo de
bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazol
(MTT) para determinar la citotoxicidad iz vitro de los
hidrogeles.

Las células fueron sembradas en placas de cultivo de
poliestireno e incubadas en una atmésfera humidificada
de 95% de aire y 5% de CO, a 37 ° C usando como medio
de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
para fibroblastos y medio Roswell Park Memorial Institute
(RPMI) para monocitos, suplementados con suero fetal
bovino (10% v/v). Las suspensiones de células (50 000
células/hidrogel) se agregaron a los pocillos que contienen
hidrogeles semi-IPN y control (PBS-1X), cultivados por
24y 48 h, respectivamente. La viabilidad celular se de-
termind por la capacidad de las células con metabolismo
activo para reducir las sales de MTT en formazano. Se
afiadié a los pocillos con hidrogeles la solucién MTT (1%
m/v) y controles, y luego las células se mantuvieron en
condiciones de cultivo durante 2h a 37 ° C. Se decanté el
medio y los cristales azules de formazano se disolvieron
en 2-propanol y se midi6 la absorbancia del sobrenadante
a 560 nm. La absorbancia de MTT reducida por células
cultivadas en pocillos libres de materiales representa el
100% de la actividad metabdlica (control).”” El porcentaje
de viabilidad celular se calculé con la ecuacién 7.

absorbancia de hidrogel
absorbancia del control

ACTIVIDAD HEMOLITICA.

% viabilidad celular = *100 (7)

La hemocompatibilidad de los hidrogeles se evalué
mediante la prueba de hemdlisis; esta prueba mide
la hemoglobina liberada cuando la célula destruye la
membrana de los eritrocitos. Para ello, se obtuvo sangre
humana de donantes sanos, recolectada y centrifugada
a 3000 rpm para 5 min a 4 °C. El plasma se decanté y la
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fase roja que incluia los eritrocitos se lavé con solucién
de Alsever (dextrosa 0,116 M, cloruro de sodio 0,071 M,
citrato de sodio 0,027 M vy citrico 4cido 0,002 M) tres
veces. Se tomd una alicuota de 100 pL de eritrocitos
purificados y se diluy6 en 10 ml de solucién de Alsever.
A continuacién, se mezclaron 112 pL de esta solucién
con 150 pl de lixiviado extraido de los hidrogeles en
tubos Eppendorf individuales. El volumen fue ajustado
a 2000 pL con solucién de Alsever. La solucién de Al-
sever y agua desionizada en conjunto con la solucién de
eritrocitos se utilizaron como controles negativos (0%
de hemdlisis) y positivos (100% de hemolisis), respecti-
vamente. Se prepararon tres muestras individuales para
cada material evaluado. Los tubos se incubaron a 37 °
C con agitacién continua (250 rpm) durante 30 min.
Finalmente, los tubos se centrifugaron y se tomaron
alicuotas del sobrenadante. La hemoglobina liberada fue
cuantificada mediante espectrofotometria midiendo la
absorbancia de la solucién a 415 nm. El porcentaje de
hemdlisis se determiné con la Ecuacién 8:

A —A
muestra™ “icontrol(-) %100 (8)
control(+)_Acontrol( )

% hemdlisis =

Donde A_ ..o Aol ¥ Acontrolisy SON 1as absorbancias
de la muestra, del control negativo y del control positivo,
respectivamente. El valor de porcentaje de hemdlisis
obtenido para cada material se comparé con ASTM
F 756-08 para evaluar el comportamiento de hemo-
compatibilidad™.

ANALISIS ESTADISTICO

Todos los experimentos se realizaron de forma
independiente al menos tres veces. La media y la desviacién
estdndar se presentan para cada conjunto de datos. Los
conjuntos de datos se compararon mediante andlisis de
varianza de una via (ANOVA). La diferencia de las medias
se comprobd con una prueba de Tukey y fue considerado
estadisticamente significativo a nivel de p <0,05.

RESULTADOS Y DISCUSION
ANALISIS DE LA PECTINA

La Figura 1 muestra la estructura de la pectina la cual
consiste en una cadena de poli (dcido galacturénico)
parcialmente esterificada. Las unidades monoméricas
de 4cido galacturdnico poseen caricter altamente
hidrofilico el cual disminuye en aquellas unidades
que contienen el éster metilico. La proporcién entre
unidades metoxiladas y no metoxiladas es de vital
importancia para predecir el comportamiento de
gelificacion de la pectina y su potencial aplicacion.

COOH
o %h
OOCH;4

Figura 1. Estructura de la Pectina.



Tabla 2. Caracteristicas de la pectina.

PE (mg/meq) AL (meq/g) % ME %GE %AAG
195.875 + 23 3.134 £ 0.04 0.578 + 0.06 0.0167 + 0.004 70.397 + 4.3
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Figura 2. a) Grado de hinchamiento, b) grado de entrecruzamiento y ¢) médulo de almacenamiento (G’) de los hidrogeles.

La Tabla 2 contiene los resultados obtenidos del andlisis
de la pectina. El peso equivalente de la pectina es de
195.875 + 23 mg/meq que corresponde al nimero de
unidades de dcido galacturénico anhidro. El porcentaje
de metoxilo es menor al 7% por lo que se puede concluir
que es una pectina de bajo metoxilo. Este tipo de pecti-
nas requiere iones de calcio para formar uniones entre
cadenas e inducir la gelificacién. En la formulacién de
los hidrogeles de colageno-poliuretano-pectina no se
anadié el ion Ca?* debido a que la matriz semi-IPN se
forma a través del entrecruzamiento del coldgeno con
el poliuretano formando una red en la cual la pectina
permanece inmovilizada mediante uniones de corto
alcance tales como puente de hidrogeno y en menor
medida uniones covalentes. El porcentaje de acido
anhidrido galacturénico indica la pureza de la pectina.
Por lo tanto, la pectina analizada se considera de alta
pureza al tener un 70.397 + 4.3% de dcido anhidrido
galacturénico®.

GRADO DE ENTRECRUZAMIENTO, HINCHA-
MIENTO Y MODULO DE ALMACENAMIENTO DE
LOS HIDROGELES

La Figura 2a muestra el porcentaje de hinchamiento
de los hidrogeles formulados. Todos los hidrogeles
formulados poseen un grado de hinchamiento superior
al 3000% mostrando su capacidad elevada para absorber
y retener agua dentro de la red semi-IPN. La capacidad
sumamente elevada de los hidrogeles para absorber
agua se atribuye a la naturaleza altamente hidrofilica
de la pectina. La pectina posee grupos hidroxilo y
carboxilato capaces de formar puentes de hidrégeno
intermoleculares con el agua. Considerando que la
pectina utilizada tiene un grado bajo de metoxilacién
existe una gran cantidad de grupos hidrofilicos
disponiblesenestepolisacdrido que favorecenlaretencion
de agua. Diferencias estadisticamente significativas son
observadas al comparar el hidrogel Col-Pect10% con
respecto a Col-Pect40%; indicando que el incremento en
la concentracién de pectina disminuye la capacidad de
absorcién de agua de los hidrogeles semi-IPN. El grado

de entrecruzamiento de los hidrogeles oscil6 entre 87 y
93% (Figura 2b). Los resultados mostraron que conforme
se incrementa la cantidad de pectina en el hidrogel
no hay un incremento estadisticamente significativo
en el grado de entrecruzamiento. La pectina al ser un
polimero lineal sélo se semi-interpenetra en la matriz
coldgeno-poliuretano, mediante interacciones de puente
hidrogeno y en menor medida por reticulaciones amida,
resultado de la reaccién del isocianato del poliuretano o
aminos primarios del coligeno con los carboxilatos de
la pectina; sin embargo, esto tltimo no ocurre en gran
medida, ya que las condiciones de reaccién (37 °C, pH
7.4) s6lo aseguran que el poliuretano se reticule con los
aminos primarios del coldgeno, y como no se encuentra
en exceso este reticulante (15 %m), no existe una parte
significativa que reticule a la pectina.

Este ligero incremento en la reticulacioén fisicoquimica
de las matrices semi-IPN permite comprender el hecho
de que conforme se incrementa la cantidad de pectina en
el hidrogel haya una ligera disminucién en la capacidad
de hinchamiento. Ya que la capacidad de hinchamiento
y el grado de entrecruzamiento de los hidrogeles se
encuentran relacionados de forma inversamente
proporcional. Modulos de almacenamiento obtenidos
auna frecuencia constante de 0.5 Hz de: 2.03+ 0.2 Pa, 1.68
+0.2Pa, 1.96 + 0.2 Pay 2.98 + 0.2Pa son registrados para
Col-Pect10%, Col-Pect20%, Col-Pect30% y Col-Pect-40%,
respectivamente (Figura 2¢). Diferencias estadisticamente
significativas son determinadas al comparar la matriz
semi-IPN con mayor contenido de pectina con aquellas
que tienen menor contenido; evidenciando que las
interacciones de corto alcance que la pectina promueve
en la red semi-IPN son responsables de incrementar el
modulo de almacenamiento del hidrogel semi-IPN, y
que esta mejora mecanica en el sistema semi-IPN es
dependiente del contenido de pectina.

CARACTERIZACION FISICOQUIMICA
La caracterizacion mediante FTIR (Figura 3) confirmé

la formacién de redes semi-IPN de coldgeno, poliure-
tano y pectina. En los espectros FTIR obtenidos de
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las muestras de pectina (10-40 %m) no se observaron
diferencias significativas entre las formulaciones, ya
que no presentan una reticulacién sin diferencias esta-
disticamente significativas. Se utilizé como referencia
de las formulaciones a Col-Pect40%. En el espectro de
la pectina se observa bandas de absorcion entre 3382
cm™y 3337 cm™ atribuidas a las vibraciones vO-H de
alcohol y acido carboxilico respectivamente. Poste-
riormente, en 2936 cm™ se muestra una banda debida
a la vibracién vC-H de los metinos del esqueleto del
polisacarido. Las bandas 1732 cm™ y 1230 cm™ fueron
asignadas a las vibraciones vC=0 y vC-O de acido
carboxilico asociado mediante puentes de hidrégeno
respectivamente. Las bandas de absorcién en 1631cm™
y 1440 cm™ fueron atribuidas a las vibraciones de elon-
gacion y deformacién de los grupos carboxilato (CO,)
de la pectina. Estas bandas muestras que parte de los
grupos acido carboxilico se encuentran en forma de
sales. La banda debida a la elongacién de los grupos
acetal del esqueleto del polisacérido se observa en
1140 cm™. Finalmente, la banda de absorcién en 1015
cm™ se atribuyé a la elongacién de los enlaces C-O
del acido carboxilico. En el espectro de Col-Pect40%
estan ausentes las bandas de absorcién de 1732 cm™
y 1631 cm™ debido a que los grupos 4cido carboxilico
de la pectina reaccionan con los isocianatos terminales
del poliuretano para formar amidas*??, sin embargo,
no hay variacién significativa de la intensidad de estas
bandas indicando que estos enlaces de reticulacién son
originados en menor medida. Las bandas observadas
en 1630 cm™ y 1541 cm™ corresponden a las bandas
de amida I y amida II, respectivamente. Ademds, las
bandas de absorcién en 3287 cm™y 3071 cm™ fueron
asignadas a las vibraciones vO-H de los grupos alcohol
y acido carboxilico, respectivamente. La banda en 2926
cm fue atribuida a la elongacién vC-H de los metinos
y metilenos de la pectina, coldgeno y poliuretano. La

banda de absorcién en 1395 cm™ es debida a la vibracion
vC-O del 4cido carboxilico. La banda debida a la elon-
gacion de los grupos amino provenientes del coldgeno
se observa en 1336 cm™. Finalmente, en 1233 cm™ se
observa la banda de absorcién de la vibracién vC-O-C
de los enlaces glucosidicos que forman la pectina.
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Figura 3. Espectros FTIR de Col-Pect40% y pectina

La figura 4 muestras las micrograffas de SEM para
hidrogeles formulados. En la Figura 4a se observa
la microestructura de la matriz Col-Pect10% en la
cual se observan las fibras de coldgeno con porosidad
interconectada, y agregados granulares que resultan
del proceso de semi-interpenetracién de las cadenas
de pectina con las fibrillas de colageno reticulado con
poliuretano. En Figura 4b se observa que al incrementar
el contenido de pectina al 20 %m disminuye la cantidad
de fibras de coldgeno visibles, mientras se incrementa
la cantidad de agregados granulares formados por
efecto de la semi-interpenetracién polimérica. En
la Figura 4 c se observa que al afiadir un 30 %m de
pectina, la matriz adquiere una microestructura

Figura 4. Micrografias SEM de los hidrogeles. a) Col-Pec10%, b) Col-Pec20%, c) Col-Pec30% y d) Col-Pec40%
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més homogénea, donde la segregacion granular de la
pectina y presencia de fibras de coldgeno disminuyen,
generando interfaces planas y porosas. Finalmente, en
la Figura 4d (Col-Pect40%) se observa un aumento de
regiones granulares de pectina semi-interpenetradas
entre las fibrillas de colageno generando una superficie
irregular.

VIABILIDAD CELULAR CON MONOCITOS Y FI-
BROBLASTOS

La biocompatibilidad de los hidrogeles formulados
se evalud a través del ensayo de viabilidad celular con
sales de tetrazolio (MTT). La figura 5a muestra que la
viabilidad de monocitos evaluada a las 24 h alcanzé
valores superiores al 80% con todas las formulaciones
evaluadas. A las 48h se observé una disminucién en la
viabilidad de monocitos para aquellas formulaciones
que contienen 30 y 40 %m de pectina. Sin embargo, los
valores de viabilidad se mantienen por encima del 60%
mostrando que ninguna de las formulaciones evaluadas
posee cardcter citotéxico para estas células del sistema
inmune. Diferencias estadisticamente significativas son
determinadas a ambos tiempos de cultivo al comparar
las formulaciones Col-Pect10% y Col-Pect20% con
respecto a Col-Pect30% y Col-Pect40%; indicando
que contenidos mayores al 20 %m de pectina generan
superficies semi-IPN que disminuyen el metabolismo
de los monocitos. Esta disminucién en el metabolismo
de estas células del sistema inmune, creciendo sobre
superficies semi-IPN con alto contenido de pectina,
se asocia con que las interacciones de corto alcance
generadas en estas superficies semi-IPN impiden la
difusion de nutrientes y gases, limitando la capacidad
de reducir las sales de tetrazolio. De esta manera, las
formulaciones con bajo contenido de pectina (10 %m
y 20 %m) presentan buen desempeno, no alterando el
metabolismo de monocitos. En la figura 5b se aprecia
que la viabilidad de fibroblastos es mayor a 74 % para
todas las formulaciones evaluadas a 24 h de incubacién,
disminuyendo la actividad metabdlica respirante de
los fibroblastos a 48 h de incubacién.

Diferencias estadisticamente significativas son en-
contradas al comparar los valores de viabilidad de
fibroblastos con el control y los sistemas semi-IPN
que incluyen pectina para ambos tiempos de cultivo;
evidenciando que las interacciones superficiales que
experimentan los fibroblastos sobre estas matrices
semi-IPN repercuten en alentar su metabolismo para
la reduccién de las sales de MTT, pero no producien-
do superficies citotdxicas ya que valores mayores al
60 % son determinadas en todas las formulaciones.
Similarmente que con el estudio de los monocitos,
la viabilidad de fibroblastos para sistemas con alta
concentracion de pectina (Col-Pect40%) a 48 h de
incubacién disminuye significativamente, debido a la
modificacién superficial de la matriz de coldgeno reti-
culado con poliuretano; asociada con la alta presencia
de segregaciones granulares que la pectina promueve
por semi-interpenetracion en esta matriz, impidien-
do un correcto transporte de nutrientes y gases que
disminuye la actividad metabdlica de los fibroblastos.

Estudios previos realizados en polisacdridos ricos en
cido galacturdénico han mostrado efectos beneficiosos
como la actividad antiinflamatoria ?*. Ademis, se ha
reportado que los productos de hidrdlisis de la pectina
poseen un amplio espectro de actividades bioldgicas
como inmunoestimulante, antibacterial, antiadhesivo,
antiinflamatorio y prebiético®. Por lo tanto, podemos
afirmar que la composicién de los hidrogeles semi-
IPN de coldgeno, poliuretano y pectina es idénea para
generar una respuesta biolégica positiva durante el
tratamiento de heridas graves. De este modo, durante
el proceso de biodegradacién, los hidrogeles liberan al
medio sustancias utiles para la regeneracién del tejido
que incluyen aminoécidos, oligopéptidos y unidades
monoméricas y oligoméricas de dcido galacturénico que
pueden contribuir en el proceso de reparacion tisular.
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Figura 5. Viabilidad celular a las 24 y 48 h de incubacion
a) monocitos y b) fibroblastos

ACTIVIDAD HEMOLITICA

El ensayo de hematocompatibilad de los hidrogeles
mostré que el porcentaje de hemdlisis de todas las
formulaciones estd por debajo del 5% (tabla 3). Por lo
tanto, ninguna de las formulaciones evaluadas presenta
capacidad hemolitica, lo cual puede ser aprovechado
en estrategia de ingenierfa tisular y biomedicina
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en contacto con fluidos sanguineos evitando asf la
formacién de codgulos y alteracién del flujo sanguineo,
demostrando nuevamente que la estructura quimica
de los hidrogeles semi-IPN estudiados es compatible
con eritrocitos, permitiendo su crecimiento y difusién.

Tabla 3. Porcentaje de hemolisis de los hidrogeles.

Muestra Hemolisis (%)
Control (-) 0
Control (+) 100 + 3

PBS-1X 553+1

Col-Pect10% 22+0.2
Col-Pect20% 1.8+0.2
Col-Pect30% 0.04 + 0.05
Col-Pect40% 23+0.2

CONCLUSION

Se sintetizaron y caracterizaron fisicoquimicamen-
te hidrogeles de redes semi-IPN a base de colageno-
poliuretano-pectina, generando superficies con una
microestructura caracterizada por fibras y agregados
granulares semi-interpenetrados con una porosidad ca-
racteristica, el contenido de pectina no muestra afectar
significativamente el grado de reticulacién; mientras que
disminuye significativamente el hinchamiento e incre-
menta significativamente el médulo de almacenamiento
de la matriz semi-IPN. Los hidrogeles demostraron no
poseer caracter citotdxico para monocitos y fibroblastos
creciendo sobre los hidrogeles hasta por 48 h, ademads
presentaron ser materiales con alta hemocompatibili-
dad, por lo cual podrian ser aprovechados en areas de
biomedicina e ingenieria tisular.
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