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Resumen— El tratamiento de heridas cutdneas suele enfocarse
en lograr un cierre rapido y una cicatriz funcional y estéticamente
satisfactoria. En el presente trabajo se evalud la capacidad para
modular el proceso de curacion cutdnea e inducir una regeneracion,
haciendo uso de un hidrogel compuesto de coldgeno tipo I
entrecruzado con oligouretano y recubierto con particulas de silice
coloidal. Los hidrogeles de colageno se obtuvieron a partir de
tendon de Aquiles bovino (TAB) descelularizado. Estos se
entrecruzaron con prepolimero de poliuretano, y a la vez que se
cargaron con silice. Se aplicaron, como resultado de una
gelificacion in situ, sobre la cama de heridas cutdneas en ratas
Wistar. Los resultados indicaron que después de 14 dias el cierre
de herida alcanzo 97.7+3.2% al usar hidrogeles que contienen
silice. Asimismo, se encontrd6 un mayor ordenamiento de
fibroblastos, incremento de matriz extracelular (ECM) madura,
presencia de anexos cutaneos, neovascularizacion y una mayor
expresion del TFG-B. Mostrando con ello una tendencia a cicatrizar
mas rapido que el control y el resto de los materiales. En
consecuencia, estos hidrogeles podrian ser de gran utilidad en la
ingenieria de tejidos suaves, en particular en el control o
aceleracion de la curacion de heridas cutaneas.
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I. INTRODUCCION

Actualmente existe un especial interés en el estudio de
biomateriales que modulen la respuesta del huésped,
después de la implantacion, para inducir un proceso
regenerativo por encima de una repuesta tipica de
cicatrizacion. Los hidrogeles tienen especial interés debido a
que su estructura de red tridimensional (3D) tiene la
capacidad de retener grandes cantidades de agua, encapsular
células o moléculas bioactivas y facilidad para transferir
nutrientes [1]. En particular, los materiales a base de
colageno son una alternativa en el disefio de sistemas para
favorecer la curacion de heridas cutaneas [2]. Esto, en parte
debido a que es un biopolimero biocompatible y
biodegradable [3]. Sin embargo también es necesario el uso
de entrecruzamientos quimicos para mejorar su estabilidad
estructural y mecdanica [4] ya que puede ser degradado en
diferentes entornos bioldgicos. El uso de oligouretanos
como entrecruzantes de colageno en estado gel permite que
células como fibroblastos y macréfagos se mantengan

viables en cultivos in vitro [5]. Por otro lado, la silice se ha
asociado con la capacidad de estimular la polarizacién de la
respuesta de macrofagos de un fenotipo proinflamatorio a
uno antiinflamatorio en un cultivo 3D sobre hidrogeles de
colageno-oligouretano [6]. Por lo tanto, en este trabajo se
presentan los resultados de un estudio in vivo con el fin de
evaluar si la cicatrizacion cutanea puede mejorarse mediante
la aplicacion de hidrogeles de colageno tipo I modificados
con poliuretano, sintetizado a partir de diisocianato de L-
lisina (LDI) y poli(etilén glicol) (PEG), y silice derivada de
tetraetilortosilicato.

II. METODOLOGIA

1) Obtencion de la solucion de colageno 'y
preparacion de los hidrogeles: El TAB se sometid a un
proceso de descelularizacion mediante su agitaciéon en una
solucion de Triton X-100 (0.1%), y tratamiento con
nucleasas (DNAsa y RNAsa) [7]. El contenido residual de
acido desoxirribonucleico (DNA) y de glicosaminoglicanos
sulfatados (GAGs) se determiné en el TAB descelularizado
mediante técnicas espectrofotométricas. A partir del TAB
descelularizado, se obtuvo la solucion de coldgeno como
resultado de una extraccion acido-enzimatica [7]. La
concentracion de proteina en la solucién se estimé por el
método de acido bicinconinico (BCA), y la presencia del
tropocolageno como la proteina mayoritaria en la solucion
se valido por electroforesis SDS-PAGE. La formacion del
hidrogel se indujo al cambiar el pH (de 3 a 7) de la solucion
por la adicion de un bufer de fosfato salino (PBS, 10X), y al
vaciar la mezcla sobre la cama de la herida, como se
describe en la siguiente seccion. En el caso de los hidrogeles
modificados, previo a la adicion de PBS, se adiciono el
entrecruzante y el entrecruzante con silice, de acuerdo con
un método previamente reportado [7]. Tres diferentes
hidrogeles fueron comparados: colageno (Col), coladgeno
entrecruzado con oligouretano (Col+LDI), y colageno
entrecruzado y con particulas de silice (Col+LDI/Si).

2) Proceso quirurgico: Las 12 ratas Wistar (de aprox.
400 g.) usadas en este estudio fueron suministradas por el
bioterio de la Universidad de Guanajuato campus Ledn.
Estas fueron separadas en cuatro grupos que
correspondieron con los cuatro lapsos de tiempo estudiados
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(1, 2, 6 y 14 dias). Los animales se sometieron a anestesia
general por inhalacion de sevoflurano. Entonces, el pelo en
el area de cirugia fue retirado, seguido de una limpieza con
yodo povidona (Isodine) y de la aplicacion de anestesia via
parenteral de manera local con lidocaina. Cuatro incisiones
se realizaron con ayuda de un bisturi de aproximadamente 1
cm? en el dorso de cada rata, seguido de un lavado con
solucion salina. Finalmente, los tres diferentes hidrogeles se
vaciaron sobre la cama de la herida, antes de su completa
gelificacion, de manera aleatoria. Una de las heridas fue
tratada con PBS, como blanco.

3) Andlisis del proceso de curacion: Las heridas
fueron fotografiadas a diferentes tiempos para determinar el
area de cierre con ayuda del programa “Imagen] Launcher”.
Al final de la evaluacion, los cuatro tejidos de cicatrizacion
(los tres hidrogeles y el blanco) se recuperaron para su
andlisis. En cada uno de ellos se realizaron cortes
histologicos y tinciones con H&E, asi como la extraccion y
cuantificaciéon de la proteina total, y la cuantificacion del
factor de crecimiento transformante Bl (TGF-Bl) y del
factor de necrosis tumoral (TNF-o), involucrados en el
proceso de curacion de heridas, por medio de ensayos por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA).

4) Andalisis estadistico: El analisis estadistico de los
datos se realiz6 mediante andlisis de varianzas de una via
(ANOVA). Se utiliz6 la prueba de Tukey para la
comparacion entre las medias de datos. Los resultados se
consideraron significativamente diferentes en los valores de
P inferiores a 0.05 y se presentan como media + desviacion

estandar (D. E.).
1Il. RESULTADOS

A. Caracterizacion de la solucion de coldgeno y formacion
de los hidrogeles

El proceso de descelularizacion empleado removi6 hasta
en un 88.42+4.5% el contenido de DNA en el tejido
descelularizado, teniendo un porcentaje final de 1.3£1.1% en
la solucion de colageno (Fig. 1A). El contenido de GAGs
disminuyd con la descelularizacion y con el proceso de
extraccion de colageno, sin embargo, se retuvo un
33.3%%10.7% en la soluciéon empleada para la formacion de
los hidrogeles (Fig. 1B). La concentracion de proteina
presente en la solucion fue de 7.35+0.5 mg/mL, por lo que la
gelificacion de los hidrogeles se efectud en un intervalo de 5
a 7 min. Este tiempo se redujo con la incorporacion de
alguno de los entrecruzantes empleados. El ensayo de
electroforesis mostr6 las tres bandas caracteristicas del
colageno tipo I, las que corresponden a las subunidades al y
02, y a la subunidad B a 128 kDa, 112 kDa y 238 kDa,
respectivamente (Fig. 1C).
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Fig. 1. Caracterizacion de solucion de colageno y formacion de hidrogeles.
A) Porcentaje de DNA residual en el tejido descelularizado y en la solucion
de colageno. B) Contenido de GAGs en tejidos y solucion. Los resultados
muestran la media + D.E., n=3, P<0.05. C) Bandas al, a2 y B, caracteristicas
del colageno tipo I presentes en la solucion proteica. D) Fotografias de la
solucion de colageno y de los hidrogeles formados.

B. Contraccion de heridas cutaneas en ratas Wistar

El registro fotografico del proceso de curacion sugiere
que el cierre de herida se vio favorecido con la presencia de
los hidrogeles de colageno (Fig. 2). Efecto incrementado al
emplear hidrogeles entrecruzados con oligouretano y los
modificados con particulas de silice.

El porcentaje de contraccion de herida (CH) (Fig. 3) a
los distintos tiempos se calculd con el area de las heridas,
empleando la siguente ecuacion:

%CH= ((Ai-A)/4;) x100 1)
Donde 4; es el area de la herida a t=0 y 4, es el area de
herida al tiempo evaluado ¢.

La CH después de 24 horas aument6 con el empleo de
algin hidrogel sobre la cama de la herida. Este incremento
fue estadisticamente diferente para Col+LDI/Si respecto del
blanco (PBS). Después de 72 horas, Col+LDI/Si presento el
mayor porcentaje de CH con respecto al blanco y al resto de
los materiales. A los 6 dias, el uso de cualquiera de los
materiales aumentd considerablemente el porcentaje de CH
(arriba del 50%), registrandose nuevamente el porcentaje
mas alto para Col+LDI/Si (63.83£5.36%). El blanco alcanz6
un cierre Unicamente del 26.81£13.68% después de los 6
dias. En el resto del proceso no se observaron diferencias
significativas, sin embargo, siempre se observd una
tendencia a acelerar el proceso de cicatrizacion con el uso de
hidrogeles.
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Fig. 2. Fotografias representativas del proceso de curacion de heridas
cutaneas respecto al tiempo y de acuerdo al material empleado. n=3.

Para el blanco y los materiales Col y Col+LDI, en las
primeras 72 horas, se aprecid una etapa inflamatoria
caracterizada por una baja velocidad de cierre de herida.
Entre 6 y 11 dias, se apreci6 la etapa proliferativa, donde la
velocidad de contraccion de herida se ve incrementada. Por
otro lado, para el material Col+LDI/Si no fue posible
identificar la etapa inflamatoria, debido a que la velocidad se
mantuvo casi constante del inicio y hasta los 11 dias. Lo que
sugiere que este material promueve el proceso de curacion,
comparado al resto de materiales y mas todavia al blanco.

E. Calidad del tejido cicatricial y presencia de proteinas
anti y pro-inflamatorias

La tincion H&E en todas las heridas a los 14 dias
mostré una completa reepitelizacion de la epidermis, con
presencia de fibroblastos ordenados para formar ECM
madura, presencia de vasos sanguineos y de anexos cutaneos
(Fig. 4). Esto implica que la curacion de heridas se llevo a
cabo de manera exitosa para todos los casos. Sin embargo,
al evaluar el proceso de curacion a tiempos menores, se
observd una clara mejoria en el cierre de herida al emplear
los hidrogeles de colageno y los hidrogeles entrecruzados.
Después de 24 horas, en el blanco se observd una gran
cantidad de edema, caracteristico de la fase inflamatoria,
mientras que, en el Col, el edema disminuy6 y las células
dieron lugar a su ordenamiento en la superficie para
posteriormente llevar a cabo la repitelizacion. El hidrogel
Col+LDI presentd un tejido de granulacion ordenado,
inicios de angiogénesis, y el Col+LDI/Si mostré la presencia
de capilares y organizacion de tejido de granulacion para
formar la epidermis. En el blanco y en el material Col, la
presencia de vasos sanguineos se detectd hasta los 6 dias,
mientras que en Col+LDI y Col+LDI/Si el inicio de la
angiogénesis se observd después de 2 dias y 1 dia,
respectivamente. Después de 14 dias, en el blanco se aprecid
el ordenamiento de los fibroblastos, mientras que en Col y
Col/LDI, esto se observo después de 6 dias. Por su parte, en
las heridas tratadas con Col+LDI/Si, después de 6 dias se
observo la presencia de ECM madura.
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Fig. 3. Porcentajes de contraccion de heridas respecto al tiempo y de
acuerdo con la formulacién usada en los hidrogeles. Los resultados
muestran la media + D.E., n=3, P<0.05. * denota diferencias significativas.

De acuerdo con la cuantificaciéon de TGF-f en el tejido
de cicatrizacion recuperado después de 14 dias, la secrecion
de esta interleucina fue de 8.18%3.90%, 5.66+3.26%,
5.2542.01%, 4.41+1.46% para Col+LDI/Si, Col+LDI, Col, y
PBS. La interleucina TNF-a no se detectd para ninguna de
las muestras, posiblemente debido a la disminucion de la
inflamacion después de este lapso de tiempo.

IV. DISCUSION

La formacion efectiva de los hidrogeles se da como
resultado del auto ensamblaje del coldgeno bajo condiciones
fisioldgicas simuladas: pH neutro y temperatura de 37°C [8].
Este proceso es compatible con el entrecruzamiento basado
en oligouretanos, i. €., macromoléculas sintetizadas a partir
de dioles o trioles de PEG y diisocianatos alifaticos [6].
Previamente, se reportd que esta modificacion permite
incrementar la resistencia a la degradacion y las propiedades
mecénicas de los hidrogeles de coldgeno [8], a la vez que
favorece la incorporacion de silice coloidal y la liberacion
contralada de farmacos como la dexametasona. Esto
permiti6 moldear el hidrogel de acuerdo a la forma y
dimensiones de las herida, i. e., a través de una gelificacion
in situ en la cama de la herida.

La importancia del andamio de coldgeno en la curacién de
heridas se relaciona con la presencia de motivos (GFOGER)
de reconocimiento de receptores que intervienen en la
interaccion celular a través de integrinas (a2 y 1) de unién
[9]. Por su parte, la silice ha mostrado tener un efecto
positivo en proliferacion de fibroblastos de piel humana de
manera in vitro [10]. En el presente trabajo se observo un
efecto sinérgico sobre la curacion de heridas cutaneas,
cuando se aplica el material Col+LDI/Si.
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Fig. 4. Micrografias representativas (tensiones H&E) de la curacion de heri

Col+LDI

Col+LDI/Si

das cutaneas después de 6 (superior) y 14 (inferior) dias de tratamiento con los

diferentes hidrogeles. La linea negra resalta el avance de la formacion de ECM madura en Col+LDI/Si y Col-LDI, después de 6 y 14 dias, respectivamente.

El mayor porcentaje de contraccion de herida en un
menor tiempo, la reduccion del tiempo de la fase
inflamatoria, asi como la estimulacion de una mayor
secrecion de la proteina antiinflamatoria TGF-f, sugieren
que la cicatrizacion de herida se favorece al aplicar el
hidrogel Col+LDI/Si. Estos resultados estan de acuerdo con
los reportados en otros trabajos donde particulas de silice de
determinado tamafio dispersas en hidrogeles de colageno
aumentan la viabilidad de fibroblastos dérmicos de manera
in vitro [11]. A partir de estos resultados, se sugiere que este
tipo de materiales pueden acelerar la cicatrizacion de heridas
cutaneas, produciendo un tejido funcional en menor tiempo.

V. CONCLUSION

La aplicacion de hidrogeles de colageno modificado en
el tratamiento de heridas cutaneas acelera el proceso de
curacion. Al utilizar el hidrogel Col+LDI/Si, la etapa
inflamatoria disminuye, mientras que la angiogénesis, el
ordenamiento de fibroblastos, la sintesis de ECM maduro y,
en general, el cierre de herida se lleva a cabo en menor
tiempo en comparacion a la cicatrizacion de heridas
normales. El entrecruzamiento con oligouretanos y la
incorporacion de particulas de silice parecen actuar de
manera sinérgica en la promocion de un cierre funcional de
la herida.
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