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RESUMEN

La fabricacién de hidrogeles esta comprendida dentro de la medicina regenerativa con el
objeto de crear nuevos productos sanitarios aptos para ingenieria de tejidos e
investigacion biomédica. Son estas aplicaciones las que han condicionado la busqueda de
matrices de alta biocompatibilidad. Para garantizar un producto sostenible, se estan
estudiando polimeros de origen natural, entre ellos destaca el quitosano por su ausencia
citotoxicidad, buena solubilidad en medio acuoso y facil entrecruzamiento con distintos
agentes quimicos. En este trabajo, se ha llevado a cabo la sintesis quimica de derivados
del mismo mediante su entrecruzamiento con dietoxi(3-glicidiloxipropil)metilsilano
(GPTMS), 1,4-benzoquinona o para-benzoquinona (p-BQ) y genipin siendo exitosa para
GPTMS y genipin, pero no para p-BQ por un proceso de downstream demasiado agresivo.
Dichos derivados han sido caracterizados mediante espectroscopia de infrarrojo por
transformada de Fourier (FTIR) y solo los modificados con GPTMS y genipin por
microscopia electronica de barrido (SEM) y posterior evaluacion de citotoxicidad y
adhesion en un cultivo de fibroblastos de raton L929 (ATCC CCL-1). Los estudios
celulares constataron de acuerdo a la literatura la biocompatibilidad de ambos materiales
a distintas concentraciones (viabilidad>80% en todos los casos) sin encontrar diferencias
significativas (p>0,05). No obstante, el derivado de GPTMS presentd una mejor adhesion
celular que el de genipin (p<0,001) lo que inclina el empleo de uno u otro de acuerdo a
alcanzar una densidad celular especifica. Esto es de especial interés a la hora de elaborar
matrices implantables. Estos descubrimientos, junto a la mejora en su proceso de
obtencion, pueden dar lugar a un material biosostenible de aplicaciones biomédicas.

ABSTRACT

Hydrogel fabrication is comprehended inside Regenerative Medicine with a view to
create new Medical Devices apt for Tissue Engineering or other products for Biomedical
research. These applications have conditioned the search for high-biocompatibility
matrixes. To guarantee a sustainable product, natural-derived polymers are being studied.
Among them, chitosan outstands for its lack of cytotoxicity, good solubility in agqueous
media and easy cross-linking with diverse chemical compounds. In this work, chemical
synthesis of chitosan derivatives has been carried out by its crosslink with Diethoxy(3-
glycidyloxypropyl)methylsilane (GPTMS), 1,4-benzoguinone or para-benzoquinone (p-
BQ) and genipin succeeding for GRTMS and genipin, but not for p-BQ due to aggressive
downstream conditions. Such derivatives have been characterized by Fourier-transform
infrared spectroscopy (FTIR) and only the ones of GPTMS and genipin by Scanning
Electron Microscopy (SEM) and later cytotoxicity and adhesion evaluation by mouse
fibroblast L929 (ATCC CCL-1) culture. Cellular studies corroborated both material’s
biocompatibility enacted by literature at different concentrations (viability>80% in all
cases) without significant differences (p>0,05). However, GPTMS-derivative presented
better cell adhesion than genipin’s (p<0,001) which inclines one or other’s usage
according to reaching a specific cell density. This is of special interest at times of
developing implantable matrixes. These findings, alongside obtention procedure
improvement can yield a sustainable material for biomedical applications.



INTRODUCCION

La definicion clésica de hidrogel es la de un entramado polimérico afin al solvente con la
capacidad de acumular agua en su estructura hinchandose en el proceso [1]. Esta
propiedad caracteristica ha sido el motivo de su uso en distintos ambitos.

En el campo de la biomedicina se han planteado para el transporte de moléculas de interés
(farmacos, genes 0 ARNI) o drug delivery sirviendo de vectores no virales, lo que ha dado
pie a la concepcidn de nuevas vacunas basadas en ADN encapsulado [2], potenciadores
de la respuesta inmune frente a infecciones cronicas como la causada por el virus de
inmunodeficiencia humana (VIH) [3], secrecién de agentes terapéuticos para el
tratamiento tumores sélidos [4] y en la creacién de modelos reconstructivos de tumores
para fines diagndsticos por la buena reproducciéon de la matriz extracelular (MEC)
tumoral [5]. Han probado ser una herramienta Gtil en la ingenieria de tejidos por su labor
en regeneracion de lesiones epidérmicas [6], cartilaginosas, dseas [7] y de musculo liso
mediante administracion in situ, actuando como un agente aglutinante y de relleno, capaz
de ir liberando moléculas retenidas en su seno que promueven procesos de reparacion
como cicatrizacion o angiogénesis [8]. Su macroestructura consiste en una matriz porosa
o lisa (dependiendo del material, método de sintesis y finalidad) que actia a modo de
soporte o scaffold. El recurso a incorporar en esta matriz ha sido motivo de cambio a lo
largo del tiempo. En la década de los ochenta comenzd y predominé la inclusion de
células madre de alta proliferacion que pudieran regenerar el tejido dafiado [9], no
obstante, a partir del 2000 y con el crecimiento de la industria farmacéutica y
biotecnologica, comenzo la busqueda de nuevas formulaciones con moléculas bioactivas
(nutrientes y factores de crecimiento) que ofrecieran una alternativa al auto y alotrasplante
[10].

El principal problema de este campo es lo invasivo que puede resultar el tratamiento
segun la ubicacién del 6rgano o tejido a tratar; para limitarlo, se estan estudiando nuevas
vias de administracion para que los hidrogeles mantengan su actividad terapéutica a pesar
de no encontrarse cerca del area de la lesion [11].

En investigacion basica los usos mas frecuentes de estos geles son el cultivo bacteriano y
electroforesis en distintos soportes. Los polimeros mas empleados son la agarosa y la
acrilamida ya que son faciles de entrecruzar, preparar y ofrecen un tiempo de gelificacion
breve [12]. Los geles de agarosa o agar poseen una alta citocompatibilidad por lo que la
adicion de nutrientes los convierte en medios aptos para cultivos celulares y la capacidad
de los mondmeros de su matriz de formar microporos los posiciona como materiales aptos
para la separacién de macromoléculas (acidos nucleicos y proteinas principalmente) por
tamafo. Se trata de una caracteristica que comparte con los geles de poliacrilamida,
aungue estos poseen un mayor poder resolutivo al formar microporos mas pequefios, y en
segunda instancia no son validos para cultivos celulares por su actividad carcinogénica y
proapoptatica [13].

La remediacion del medio ambiente es otro campo predominante de las aplicaciones de
los hidrogeles, siendo mayormente empleados como medios filtrantes para la
potabilizacion de novo de agua o en el tratamiento de aguas residuales. Sobre ello, Van
Tran et al. (2018) [14] concluyeron que las morfologias mas habituales de uso en



biorremediacion eran esferas, peliculas y resinas y que los principales contaminantes de
mayor toxicidad que eran capaces de retener eran metales pesados (Pb?*, Ni*, Cu?*, entre
otros), tintes industriales halogenados como el cristal violeta y radiontclidos como el
%Co 0 el ¥¥'Cs.

Existen distintas formas de clasificar los hidrogeles. Segun Thakur, Thakur y Arotiba
(2018) [1] las catalogaciones mas extendidas son segun su origen, composicion, carga
i0nica, estructura fisica y entrecruzamiento. La Figura 1 ilustra estas clasificaciones e
indica los tipos mas habituales de hidrogel para cada una.

CARGA

ORIGEN COMPOSICION IONICA

ESTRUCTURA ENTRECRUZAMIENTO

Homopolimérico
Natural Neutros
Copolimérico
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Figura 1. Clasificaciones mas habituales de hidrogeles y tipos de los mismos. Adaptado de Thakur, Thakur y Arotiba
(2018) [1]

La pertenencia a un grupo u otro de un hidrogel esta condicionada por su aplicacion final.
Idealmente, los hidrogeles destinados al tratamiento de lesiones por implante deberian
presentar una alta biocompatibilidad, degradacion lenta (de semanas a meses) y un
método de fabricacion sencillo y poco costoso [15]. Sin embargo, ningun hidrogel
presenta tal conglomerado de propiedades y es por eso por lo que se recurre a mezclas de
ellos [16] o a la modificacion de composiciones ya existentes [17] para conseguir
propiedades a la carta. Ligado a todo ello, resulta de especial interés y ha sido objeto de
investigacion el hallar una fuente sostenible para la obtencion de las materias primas de
fabricacion [18], por lo que los hidrogeles mas investigados han sido aquellos de origen
natural (quitosano, alginato, agarosa, etc.).

Buscando un material que satisfaga los criterios anteriores y que pueda usarse como
soporte celular en ingenieria de tejidos o base biocompatible de cremas o lociones topicas
de regeneracion celular en medicina regenerativa, en este trabajo se ha llevado a cabo la
sintesis quimica de derivados del quitosano para hallar un nuevo polimero que presente
distintas propiedades al original.



El quitosano es un polisacarido estructural de glucosamina de enlaces B(1-4) lineal sin
ramificaciones. Procede de la desacetilacion de la quitina, un polimero de N-
acetilglucosamina de idéntica estructura presente en el exoesqueleto de muchos
artrépodos (cangrejos, langostas, gambas), insectos y hongos [19] cuya biosintesis natural
se debe a las enzimas de la familia quitina sintasa, presente en estos animales [20]. Se
trata de un polimero natural, biocompatible, biodegradable, con propiedades
antimicrobianas [21], apto para aplicaciones biomedicas como ingenieria de tejidos o
drug delivery.

El método de obtencién de quitosano mas empleado consiste en la desacetilacion de
quitina natural de artropodos. Dicha modificacion puede obtenerse por dos métodos
distintos: quimico y enzimatico.

En el método quimico, las conchas de artropodos se someten a un tratamiento &cido de
desmineralizacion con &cido clorhidrico (HCI) de 1-24 horas, un lavado en agua destilada
(dH20) hasta alcanzar la neutralidad y un fuerte paso alcalino con hidréxido de sodio
(NaOH) al 40% a 120°C durante 1-3 horas para la desproteinizacion del polimero y su
desacetilacion [19]. Con este método el grado de desacetilacion, abreviado comimente
como DD (deacetylation degree) oscila entre el 70 y 90% [22]. A pesar de ser el proceso
industrial estandarizado porque es el que ofrece el mejor rendimiento, el tratamiento con
acidos y bases fuertes hidroliza los enlaces O-glucosidicos y causan fragmentacion
interna en las cadenas, lo que supone un descenso en la masa molecular del compuesto,
ademas el desecho de elevados volumenes de bases fuertes puede suponer un problema
medioambiental [22].

En el método enzimatico, el micelio fungico un amplio abanico de especies es fermentado
en biorreactores en presencia de proteasas y quitina deacetilasas (CDAS) provenientes de
hongos y bacterias como Mucor rouxii [23], Colletotrichum lindemuthianum [24] o
Streptomyces kurssanovii [25]. En contraposicién a ser un método sostenible, ofrece un
rendimiento mas bajo que el método quimico de produccion (un DD entre 60-80%) y
unos costes de produccion mas altos [22].

El principal parametro afectado por el método de obtencion es el DD ya que de él
dependeran otras caracteristicas quimicas del material como su solubilidad, punto de
ebullicidn, velocidad de degradacion u oxidacion. Cobra especial importancia la primera
ya que la solubilidad del quitosano en medios acuosos es esencial para asegurar la
biocompatibilidad del material. Generalmente, se considera quitosano aquella quitina
cuyo grado de desacetilacion es igual o superior a la mitad del material total (DD>50%)
[26].

Este trabajo pues, trata de sintetizar derivados del quitosano mediante modificacion
quimica de la estructura del polimero con agentes entrecruzantes que le aporten al
material nuevas propiedades o refuercen las ya existentes para su uso en ingenieria de
tejidos y medicina regenerativa. Para ello se ha entrecruzado el compuesto con GPTMS,

p-BQ y genipin.
» GPTMS: Se trata de un epoxido unido a un grupo siloxano. Se supuso que la

adicion de un grupo funcional con silicio en su composicion supondria un cambio
en la elasticidad, viscosidad y adherencia del material. Bajo la premisa de obtener
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un material de consistencia similar al de una silicona y con resultados positivos
de citocompatibilidad [27], se aprob0 este reactivo para su uso.

» p-BQ: También llamado para-benzoquinona. Se trata de un grupo areno con dos
carbonilos unidos en posicion para. Posee interesantes propiedades de 6xido-
reduccion al ser capaz de captar hidrogeniones (H*) por las cetonas de su
estructura, estabilizar la carga por resonancia y cederlos de nuevo al medio. No se
ha encontrado literatura especifica de su uso como agente entrecruzante de
quitosano, no obstante, la suposicion inicial barajé que su reactividad seria similar
a la de algunos dialdehidos [28] como el glutaraldehido o glioxal, por este caracter
novedoso del posible producto se aprob6 el reactivo para su utilizacion.

» Genipin: Es un compuesto aislado de Gardenia Jasminoides [29]. Quimicamente
es la fraccion no glucidica o aglicona del alcaloide genipdsido. Se trata de una
molécula entrecruzante de grupos amino apta para su empleo con cualquier
estructura aminoacidica o de quitosano. Por contraparte, presenta una baja
citotoxicidad necesaria a tener en cuenta antes de postular su uso para aplicaciones
biomédicas. A pesar de ello, es un agente entrecruzante ampliamente extendido
para la gelificacion de quitosano y documentado. La cantidad de informacion al
respecto en la literatura sirvié como motivo para aprobar su uso.

Estos procesos de modificacion son acoplables a la obtencion industrial del polimero, por
lo que es posible producir hidrogeles con distinto DD acorde a su método de obtencién
(quimico o enzimatico) y aplicacion.

OBJETIVOS

1. Sintesis de derivados modificados de quitosano por reacciones de
entrecruzamiento.

2. Caracterizacion de la estructura de los hidrogeles sintetizados por FTIR y SEM.

3. Evaluacion de citotoxicidad y adhesion de los materiales mediante ensayos
celulares con fibroblastos de raton L929.

4. Realizacién de un balance de la sostenibilidad de los materiales obtenidos.

MATERIALES Y METODOS

A menos que se especifique lo contrario, todos los reactivos fueron adquiridos de Sigma-
Aldrich. Se emplearon los protocolos extraidos de Li, Weng, & Huang (2020) [30] para
el derivado de GPTMS, Ding et al (2021) [31], para el derivado de p-BQ y Gao et al
(2014) [32] para el derivado de genipin. Se hicieron modificaciones pertinentes en las
concentraciones de los reactivos o eleccion de los solventes. En el Anexo | se presentan
las formulas (Tabla S1) para la determinacion de las cantidades de cada reactivo, asi
como la determinacion de la masa molecular del quitosano empleado (Ecuacion S1).



Preparacion de soluciones stock de guitosano

Se realizaron dos diluciones del polimero distintas. Se disolvio 1,0 g de quitosano de
exoesqueleto de gambas (DD >75%) en 100 mL de &cido acético 5% (v/v) obteniendo
una concentracion de 1% (m/v), la disolucién se repitié con 2,0 g de quitosano en el
mismo volumen de solvente consiguiendo una segunda solucién al 2% (m/v). Para
garantizar la méxima solubilidad del quitosano se dejaron ambas en agitacion magnética
a 700 rpm durante 12 horas a temperatura ambiente.

Sintesis del hidrogel derivado de GPTMS

Se realizaron dos reacciones paralelas de sintesis del derivado de GPTMS empleando las
disoluciones stock al 1% y al 2% de quitosano anteriores. Cada una de ellas fue trasvasada
a un matraz de reaccion de dos cuellos y puesta en agitacion a 600 rpm. Se administraron
972 pL y 1940 pL de GPTMS por goteo con una jeringuilla de 1 mL.

La reaccion se dej6 trascurrir durante 1 hora a 700 rpm a temperatura ambiente y después
a 60°C durante 12 horas a la misma velocidad de agitacion.

Una vez terminada la sintesis, se vertio el producto de reaccion en una placa estéril de 6
pocillos (VWR®) a 3 pocillos por concentracion. La placa se mantuvo a 40°C durante 72
horas (3 dias) como proceso de curacion, en el cual el gel adquiere su consistencia final,
que generalmente es mas sélida por eliminacion de liquidos por evaporacion, en este caso
agua y acido acético del disolvente. Pasado ese periodo se obtuvieron unas membranas
de consistencia similar al plastico adheridas al fondo de los pocillos (Figura 2A). Para
desmoldarlas se emplearon pinzas de acero inoxidable y se les recortaron los bordes con
unas tijeras del mismo material (2B).

(A) (B)

Figura 2. A Hidrogeles de quitosano-GPTMS en placa multipocillo. La fila de arriba se corresponde con una
concentracién de quitosano al 1% y la de abajo al 2%. B Detalle ampliado de un hidrogel de quitosano-GPTMS al
1% desmoldado y con los bordes ya recortados. Fuente propia.

Sintesis del hidrogel derivado de p-BQ

En vez de repitir las mismas disoluciones stock al 1y 2% con el mismo volumen de 100
mL, se realiz6 una disolucién preliminar al 1,43% afiadiendo 1 g de quitosano en 70 mL
de acido acético 5% (v/v) y se trasvaso a un matraz de reaccion de doble cuello al que se
le afiadié metanol en una proporcion 2:1, donde el volumen de quitosano es el doble que
el del alcohol. El fin de afiadirlo es disminuir la viscosidad de la disolucion y facilitar la




reaccion de adicion de la quinona. Paralelamente, se disolvieron 0,238 g de p-BQen
metanol durante 1 hora a 700 rpm a temperatura ambiente hasta alcanzar una
concentracion final de 1,19 % (m/v). La solucién de p-BQ fue vertida por goteo sobre la
de quitosano. Al terminar la mezcla se dejé la solucién en agitacién a 740 rpm a 60°C
durante 12 horas. Tras ese plazo se dejo enfriar a temperatura ambiente. Se elevd a pH 9
por adicion de NaOH 2M lo que provocé la aparicion de un precipitado gelatinoso de
coloracion oscura. El producto de reaccion fue lavado en 150 mL de etanol durante 3
horas, filtrado a vacio y resuspendido en el mismo volumen de etanol. Se realizaron 5
ciclos de lavado. Posteriormente, se dej6 el producto de lavado en el horno calefactor a
60°C durante 12 horas. El producto final de secado es un polvo negro azabache (Figura
3).

Figura 3. Producto final del hidrogel derivado de p-BQ tras los lavados en etanol y su secado a 60°C. Fuente
propia.

Sintesis del hidrogel derivado de genipin

Se repitieron las mismas disoluciones de quitosano al 1% y 2% y se trasvasaron 10 mL a
un matraz de polietileno. EI matraz se puso en agitacion a 700 rpm a temperatura
ambiente. Se pesaron y adicionaron 10 mg de genipin (Challenge Bioproducts Co. Ltd.)
para conseguir una concentracion de 0,1% (m/v) para ambas concentraciones de
quitosano. Se dejaron ambos matraces en agitacion durante 2 horas y después se
trasladaron a una placa multipocillo de 12 pocillos (Figura 4A) donde la reaccion de
entrecruzamiento trascurrid durante 48 horas (2 dias). Trascurrido ese tiempo, se
desmoldaron los geles con unas pinzas de acero inoxidable y se cortaron en laminas de 2
mm de grosor (Figura 4B).

(A) (B)

Figura 4. A Hidrogeles de quitosano-genipin en placa multipocillo. La columna de la izquierda se corresponde con
una concentracion de 1% de quitosano, la del centro-izquierda con quitosano al 2% y la de la derecha de nuevo al
1%. Todas ellas contienen genipin al 0,1%. B Fotografia de un hidrogel al 2% cortado con un grosor de 2 mm. Fuente
propia.



Preparacion de las muestras para FTIR

El equipo empleado fue un Nicolet iS50 FT-IR (Thermo Fisher) donde los parametros de
ajuste empleados para todos los geles fueron: 64 escaneos de muestra, resolucion de 4
cm?y la frecuencia del laser de 15798 cm™. Se realiz6 un escaneo de infrarrojo medio de
4000 cm™* a 500 cm™. Los espectros se obtuvieron y corrigieron con el software OMNIC
(Thermo Fisher) y graficados con Origin2021 (OriginLab®).

Para la caracterizacion del gel derivado de GPTMS se despegaron dos membranas
preparadas con las distintas concentraciones de quitosano y se mantuvieron en el horno
calefactor a 40°C durante 48 horas (2 dias). Se lavaron en NaOH 0,1 M durante 10
minutos para neutralizarlas y se sumergieron en nitrégeno liquido 3 minutos. Después se
liofilizaron en un equipo FreeZone 2.5 Liter Benchtop Freeze Dryers (Labconco) durante
24 horas a -50°C y 0,05 mbar. Por dltimo, se analiz6 cada membrana por Reflectancia
Total Atenuada (ATR, en ingles).

El proceso para el hidrogel derivado de p-BQ fue directo. Se pudo emplear el polvo que
quedd como producto de secado, para ello se hizo un pretratamiento de deshidratacion a
100°C durante 72 horas en un horno calefactor. Posteriormente se analiz6 el polvo final
por ATR.

Para caracterizar el gel derivado de genipin se sumergieron los geles en nitrogeno liquido
3 minutos y se liofilizaron con el mismo equipo y condiciones de operacion durante 24
horas. Finalmente, se analizaron ambas membranas por ATR.

Para obtener un espectro base de referencia, se caracterizd por ATR el reactivo de
quitosano de exoesqueleto de gambas (DD >75%) puro sin pretratar.

Evaluacion de la microestructura por microscopia electronica de barrido (SEM)
Para la caracterizacion por microscopia de barrido (SEM, en inglés) se empled un equipo
Apreo 2 SEM (Thermo Fisher) con un voltaje de 2 kV, una corriente de 13 pA y un
detector Everhart-Thornley (ETD).

En el tratamiento del hidrogel derivado de GPTMS para SEM se repitio la sintesis con el
protocolo indicado y el producto se reaccidn se depositd en una placa de 12 pocillos,
correspondiendo 6 a cada concentracion (1 y 2%). La placa se dejo secar en un horno
calefactor a 40°C durante 72 horas hasta obtener unas membranas desmoldables. Se
tomaron 2 en total, una de quitosano al 1% y otra al 2% y se sumergieron en nitrégeno
liquido 2 minutos hasta que se perdiera la elasticidad. A continuacion, se llevaron a
liofilizar con las mismas condiciones que para el analisis por FTIR para extraer la
humedad remanente. Se repiti esta operacién para el gel derivado de genipin.

Las muestras se cortaron de tal forma que se obtuvieran 2 laminas de cada concentracion
(1y 2%) para cada tipo de gel (derivado del GPTMS y del genipin) y se pudieran observar
la superficie formal del material y la de corte. Las muestras se dispusieron encima de una
cinta conductora de carbono en los portaobjetos de aluminio SEM (Figura 5). Por altimo
y como pretratamiento, se sometieron a una etapa de recubrimiento o sputter coating en
un equipo Q150T ES (Quorum). Se realiz6 un recubrimiento de 5 nm con oro (Au)
durante 2 minutos a una corriente de 25 mA.



Figura 5. Soporte para portamuestras SEM. Comparativa visual de muestras recubiertas 1-4 con muestras por
recubrir 5-8. Distribucion: Muestra 1. Corte lateral de gel quitosano-GPTMS para quitosano al 1%, Muestra 2. Corte
de superficie de gel quitosano-GPTMS para quitosano al 1%, Muestra 3. Corte lateral de gel quitosano-GPTMS para
quitosano al 2%, Muestra 4. Corte de superficie de gel quitosano-GPTMS para quitosano al 2%, Muestras 5-8 sin
recubrir siguen el mismo patrdon con el gel de genipin. Fuente propia.

Este Gltimo paso es necesario ya que el quitosano al no ser un material conductor
acumularia los electrones empleados para su visualizacion sobre su superficie cargando,
degraddndose y generando areas de blanqueamiento por la carga acumulada que
impedirian la visualizacion de la superficie afectada.

Pruebas de solubilidad y gelificacion del derivado de p-BQ
Se realizaron las siguientes soluciones con el polvo negro producto de reaccién p-BQ:

-10 mg de polvo p-BQ en 100 pL de dH20 .
-100 mg de polvo p-BQ en 10 mL de dH20.
-25 mg de polvo p-BQ en &cido acético al 5%.

Todas ellas se mantuvieron en agitacion a 700 rpm durante 12 horas. Solo la segunda
solucién pudo disolverse por lo que se empleé dH20 como solvente para los estudios de
gelificacion.

Para estudiar la gelificacidn se empled genipin como agente entrecruzante a las siguientes
concentraciones:

-A una disolucién de p-BQ al 1% (m/v) se le afladié 1 mg de genipin para alcanzar una
concentracion de 1% respecto a la masa de p-BQ (m genipin/m p-BQ).

-A una disolucion de p-BQ al 1% (m/v) se le afiadieron 100 mg de genipin alcanzando
una concentracion de 1% respecto al volumen total de disoluciéon (m genipin/v total de
disolucion).

Ambas soluciones se mantuvieron 12 horas en agitacion a 700 rpm.

Estudio de citotoxicidad

La evaluacion de la citoxicidad de los geles se efectud siguiendo la norma ISO 10993-
5:2001 [33], para su testado en dispositivos médicos. Se dividieron los ensayos en dos
tipos: test de contacto directo e indirecto. En un primer paso, se repitio la sintesis de los
materiales entrecruzados con GPTMS y genipin a ambas concentraciones de quitosano y
se cortaron en discos de 8x2 mm. Los discos se esterilizaron en etanol al 70% haciendo 2




lavados de 20 minutos y después se acondicionaron en tampon PBS destilado (dPBS) 2
veces durante 10 minutos. Se prepararon extractos de cada gel incubandolos con dPBS
durante 24 horas a 37°C y recolectando el sobrenadante, estos conformarian las muestras
para el test de contacto indirecto. Los materiales incubados fueron preservados para
incluirse en los test de contacto directo como muestras posextraccion, mientras que un
segundo set los mismos materiales no incubados como preextraccion.

Se cultivaron fibroblastos de ratén L929 (Thermo Fisher) en medio DMEM (Dulbeco’s
Modified Eagle Medium, Gibco) suplementado al 10% con FBS (Fetal Bovine Serum,
Gibco), penicilina 100 U/mL y estreptomicina 100pg/mL. El cultivo se mantuvo a 37°C
con CO; al 5% en atmosfera humeda. Cuando las células llegaron al 80% de confluencia
se despegaron con una solucion de tripsina al 0,25% (Thermo Fisher) y EDTA 1 mM y
se sembraron en una placa de 48 pocillos a una densidad de 1,8 x 10* células/pocillo, se
volvieron a acondicionar con medio fresco y se cultivaron 24 horas a las mismas
condiciones hasta la formacion de una monocapa. EI Anexo 11 presenta los calculos
pertinentes.

Se descarté el sobrenadante, se adicionaron los discos de gel pre y posextraidos encima
de la capa de células y los extractos de cada gel con diluciones 1:2 y 1:4. Se prepard un
control positivo para los test directos con DMEM suplementado y dPBS para los
extractos, teniendo cada dilucion su propio control. Se readicion6 medio y se incubaron
las muestras a las mismas condiciones. Todas las muestras se analizaron por triplicados.
La distribucidn se detalla en la Tabla 1:

Tabla 1. Distribucion esquematica de la placa multipocillo empleada para los test realizados. Cada grupo fue

realizado por triplicado. No se analizo el gel de quitosano1%-GPTMS (test directos e indirectos) por no disponer de
mas espacio en la placa. Elaboracion propia.

TEST DIRECTOS

Control . .,
. Muestras preextraccién Muestras posextraccion
Quitosano Quitosano Quitosano Quitosano | Quitosano Quitosano Quitosano
DMEM 1% - 2% - 2% - 1% - 1% - 2% - 2% -
Genipin Genipin GPTMS GPTMS Genipin Genipin GPTMS

TEST INDIRECTOS

Con_trol Extractos al 50% (Dilucion 1:2) Control - Extractos al 25% (Dilucion 1:4)
Quitosano Quitosano Quitosano Quitosano Quitosano Quitosano
dPBS 1% - 2% - 2% - dPBS 1% - 2% - 2% -
Genipin Genipin GPTMS Genipin Genipin GPTMS

Los mismos geles y extractos se cultivaron en otra placa en paralelo sin células, por lo
que servia como control negativo. Tras la incubacion se retiré el medio y llevé a cabo un
analisis de viabilidad con el reactivo PrestoBlue™ (Invitrogen) siguiendo el protocolo
del fabricante. Después de 1 hora de incubacion a 37°C se retir6 el medio de cada pocillo
y midid su fluorescencia en un lector de microplacas Infinite M Plex (Tecan) a 560 nm.

Estudio de adhesion celular
En una segunda placa de 48 pocillos se incubaron discos de quitosano-GPTMS y
quitosano-genipin solo para la concentracién de 2%, previamente esterilizados con el




mismo procedimiento. Los discos se depositaron en el fondo del pocillo y sobre ellos se
sembraron los fibroblastos a la misma densidad que el estudio anterior (1,8 x 10*
celulas/pocillo). Tras 24 horas de incubacion a las mismas condiciones que el anterior
ensayo se llevd a cabo una evaluacion de viabilidad con el reactivo PrestoBlue™ y se
prepararon las muestras para SEM. Se empled para esto el mismo protocolo descrito por
Gibney, Patterson & Ferraris (2021) [34].

Las muestras fueron fijadas con formaldehido al 4% disuelto en dPBS durante 1 hora a
temperatura ambiente. Se lavaron tres veces en dPBS durante 7 minutos y dos veces en
dH20 el mismo tiempo. Después, se deshidrataron sumergiéndolas en concentraciones
crecientes de etanol disuelto en dH20 (30%, 50%, 70%, 90% y 100% v/v) durante 10
minutos por concentracion y dos veces en etanol al 100%. Para lograr una mayor
desecacion las muestras Se sumergieron en concentraciones crecientes de
hexametildisilazano (HMDS) disuelto en etanol (33%, 50%, 66% y 100% v/v) durante
15 minutos por concentracion y dos veces en HMDS al 100%. Posteriormente, los discos
fueron troceados con pinzas de acero inoxidable y se dejaron secar en papel de aluminio
12 horas. Las muestras secas se colocaron en portaobjetos SEM con cinta de carbono y
se les dio un recubrimiento de 5 nm con Au a una corriente de 20 mA.

RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados de la sintesis

La reaccion de entrecruzamiento de quitosano con GPTMS dio como resultado una serie
de membranas trasparentes flexibles con propiedades elasticas de un color amarillento
notorio en aquellas que habian sido sintetizadas con una mayor concentracion de
quitosano. Estas caracteristicas son similares a las de las membranas obtenidas en otros
estudios empleando los mismos reactivos [35, 36]. El producto de reaccién esperado
habria sido un coloide de tipo gel, en el que la fase continua fueran las cadenas lineales
de quitosano y la dispersa el agua y trazas de &cido acético del disolvente (si no hubieran
llegado a eliminarse tras la neutralizacion). Segun Liu, Su & Lai (2004) [36] la
compactacién de gel a membrana puede explicarse por la formacion de grupos siloxano
durante la reaccion de entrecruzamiento, los cuales constituyen el esqueleto de las
siliconas y le conceden al polimero unas propiedades fisicas similares a las mismas.

Se puede dividir la sintesis (Figura 6) en tres reacciones consecutivas. La primera
consiste en una reaccién similar a una sustitucion nucleofilica SN1 en la que se produce
la apertura del epoxido en medio &cido y su adicién a la molécula formando un alcohol
secundario [30]. La segunda reaccion consiste en la hidrolisis acida reversible del grupo
siloxano a silanol lo que provoca la aparicion de hidroxilos nucleofilos que pueden
atacarse intermolecularmente hasta formar una red de siloxanos, siendo esta la tercera 'y
ultima reaccion de condensacion o entrecruzamiento [30]. EI maximo nimero de puentes
Si-O-Si que puede establecer una molécula es 3, no obstante, Shirosaki et al. (2009) [35]
ya reportd en un mismo estudio que el nimero medio de estos enlaces es de 2,6
independientemente de la concentracion de GPTMS. Para intentar justificarlo, Meyers
(2001) [37] propone que la sustitucion completa del grupo silanol se ve desfavorecida ya



que un mayor namero de enlaces Si-O-Si reduce la basicidad de los oxigenos adyacentes
a ambos atomos de silicio, lo que dificulta su protonacion para la reaccion de
condensacion. Este fendmeno explica que un pH menor durante la sintesis garantizara un
mayor grado de entrecruzamiento y un material mas similar a una silicona, esto es, mayor
elasticidad y flexibilidad.
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Figura 6. Esquema de sintesis del derivado quitosano-GPTMS. Se han denotado los intermedios de reaccién entre
corchetes cuadrados y los reactivos iniciales y productos finales entre paréntesis circulares en caso de tratarse de
una unidad polimérica. Reacciones adaptadas de: Li, Weng & Huang [30] y Liu, Su & Lai [36].

La gelacion del quitosano con p-benzoquinona es similar a la de otros agentes
entrecruzantes dicarbonilicos como el glutaraldehido [38] o el glioxal [39]. Todos ellos
tienen en comun la condensacion de sus dos aldehidos con las aminas primarias de los
mondmeros de quitosano formando iminas o bases de Schiff (Figura 6), sin embargo,
también pueden condensarse con grupos hidroxilo y establecer el entrecruzamiento por
la formacidn de enlaces hemiacetales o hemicetales. Para evitar reacciones con los grupos
alcohol del quitosano se ha realizado la sintesis del derivado en medio &cido, que segln
recopilaciones de estudios previos [40, 41, 42] favorece la reactividad de la amina
primaria sobre la de los alcoholes.

En el presente estudio, se consiguié un producto gelatinoso de color negro al lavar el
producto de sintesis con NaOH 2M. La falta de literatura sobre el uso de la p-BQ como
agente entrecruzante dificultdo la confirmacion de si este gel se trataba del producto
esperado entrecruzado con una doble imina, ya que normalmente se emplean derivados
monocarbonilicos del reactivo como grupo protector de aminas primarias [43, 35]. Tras
la etapa de lavado el producto se fragmentd en solidos menos viscosos y tras el
tratamiento de secado solo quedd un polvo negro fino y homogéneo. Para recuperar la
consistencia de un gel se quiso reacondicionar el material en un disolvente por lo que
primero se llevo a cabo un estudio de solubilidad en el que se disolvié el producto en
acido acetico 5% (v/v) y dH20. Tras doce horas en agitacion se determind que el material
solo era soluble en el segundo solvente, pero no gelificaba. Para forzar la formacion de
un solido, se afiadié genipin a dos concentraciones como segundo agente entrecruzante



con el objeto de que uniera cadenas con grupos amino libres. El resultado fue negativo y
la disolucion con el polvo del derivado de p-BQ se mantuvo liquida.

Por la imposibilidad de formar un gel con este material se descontinud su uso ya que su
estado como polvo no es apto para realizar el andlisis celular ni SEM con él, no obstante,
el producto si fue valido para FTIR. Se atribuye la imposibilidad de volver a gelificar a
las condiciones de los lavados con etanol que ocasionaron su fragmentacion y un secado
excesivo del material que aparte de eliminar todo el solvente, provoco rupturas en las
cadenas de su estructura.
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Figura 7. Esquema de sintesis del derivado p-Benzoquinona diimina-quitosano. Reacciones adaptadas de: Abid &
Ramadan (2018) [44]

El entrecruzamiento con genipin dio como producto un gel de coloracion azul con menos
elasticidad que el derivado de GPTMS y que a diferencia de este, presentaba una
estructura mas voluminosa y menos flexible. EI genipin es un agente entrecruzante que
une al quitosano por el ataque nucleofilico del grupo amino del polimero al carbono 3 del
genipin (Figura 8), lo que provoca su union, la apertura del anillo de dihidropirano y la



formacion de un intermediario aldehidico [45]. Este aldehido seréa atacado por la amina
ahora secundaria del quitosano para formar un nuevo ciclo con una amina terciaria que
unira el genipin al polimero. Este producto puede dan lugar a dos formas de
entrecruzamiento distintas [46]. La forma A, que consiste en una sustitucion nucleéfila
SN2, en el que el éster del genipin es sustituido por la amina primaria del polimero
formando una amida, y la forma B, catalizada por oxigeno que consiste en la unién de
dos moléculas de genipin por oxidacion de los anillos y formacién de un puente
conjugado entre moléculas.

Este segundo producto (B) otorga al material su caracteristico color azul oscuro y es
producido de manera simultanea al producto A, cuya sintesis es independiente de
oxigeno. La conjugacion del sistema y el gran nimero de orbitales = es lo que le dotan de
una coloracion azul [47]. El producto B y su catalisis dependiente de oxigeno explican el
motivo por el que los geles entrecruzados con genipin se tifieron de manera gradual de un
color azul oscuro, y porqué la capa de hidrogel en contacto con el aire presentaba una
coloracion ligeramente superior al resto del volumen de los geles (Figura 9).

/

ADICION O SN

48h, RT
B S NH—auit | —— =

CH,COOHMH,0" 4
oo 2/ A

OH HO HO

ENTRECRUZAMIENTO

Quitosano Genipin

Quit

NH,

CH,0H
Quit

N
4 “Quit

HO

Figura 8. Esquema de sintesis del derivado genipin-quitosano. Reacciones adaptadas de: Butler, Ng & Pudney
(2003) [45] y Dimida et al. (2015) [46]

Figura 9. Fotografia comparativa de hidrogeles entrecruzados con genipin a distintos tiempos de gelacién. Reaccion
a 2 (izquierda), 12 (centro) y 24 horas (derecha). Fuente propia.
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Resultados de espectroscopia infrarroja (FTIR)

Se tomo el espectro obtenido a partir del quitosano sin modificar como referencia (Figura
10). De acuerdo a Gregorio-Jauregui et al. (2012) [48], el quitosano presenta una serie de
picos notorios, estos son: la tension N-H (3354 c¢cm™) de la amina primaria, que
habitualmente suele encontrarse solapada con la tension O-H [48] (3293 cm™) de los
alcoholes secundarios del anillo de N-acetilglucosamina. Es una banda de gran intensidad
y amplitud por la formacion de puentes de hidrogeno inter e intramoleculares tanto por la
amina como los hidroxilos. La tension C-H asimétrica y simétrica [49, 50] (2917 y 2866
cm™) del C6 de los mondmeros, que es caracteristica de los dextranos. La flexion N-H
(1549 cm™) de la amina primaria, que es un pico confirmatorio del grupo funcional [51].
Y por Gltimo, la tension C-O (1064 y 1026 cm™), que también son un par de picos propios

de dextranos que como indica Shingel (2002) [52] debidos a la vibracion del enlace C-O
del C4 y C6, respectivamente.

Adicionalmente, se pueden encontrar otros picos no identificativos del compuesto como
las tensiones residuales C=0y C-N [53] (1657 y 1304 cm™) propias de la amida primaria.
Estas bandas se deben a una minoria de residuos aun acetilados, como el quitosano de
exoesqueleto de gambas de partida presentaba un grado de desacetilacion del 75% se trata
de una sefial esperada que indica la impureza del reactivo. La tension C-O-C [54] (1153
cm™) es propia del enlace O-glucosidico y esta presente en compuestos glucidicos de mas
de dos unidades. Finalmente, segun la literatura la region entre 2800 y 1700 cm™ no suele
contener ninguna banda significativa y es completamente llana por lo que la presencia de
picos, especialmente poco intensos y estrechos es indicador de ruido instrumental.
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Figura 10. Espectro de infrarrojo medio de polvo de quitosano de exoesqueleto de gambas desacetilado al 75%
(Sigma-Aldrich). Elaboracion propia.



Para el derivado quitosano-GPTMS (Figura 11) se identificaron los picos que confirman
las reacciones de adicion y polimerizacion. La apertura del anillo de oxirano y la
formacion de la amina secundaria se constatd observando una disminucion en la
intensidad de la banda de flexion N-H de la amina primaria (1655 y 1652 cm™) [36] y su
desplazamiento aproximado de 100 cm™ por el cambio en su entorno quimico ya
documentado [50].

La introduccion de atomos de silicio conllevé un aumento en la amplitud de la doble
banda situada sobre 1000 cm™. Esta ampliacion se debe a la tension Si-O-H (921 y 904
cm™) propia de grupos silanol libres por un entrecruzamiento incompleto [36] vy a la
tension Si-O-Si (1070, 1068 y 1023, 1020 cm™) que se ha solapado por completo con las
sefiales de los alcoholes secundarios presentes en el espectro control de quitosano.

Como datos accesorios, en este caso el pico presente a 3368 y 3365 cm™ (tensiones N-H
y O-H) comprende dos grupos funcionales capaces de generar puentes de hidrégeno como
una amina u alcohol secundario/as y pueden apreciarse bandas propias de dextranos como
las mencionadas bandas de tension C-H simétrica y asimétrica y la tension del enlace O-
glucosidico [54].

el gt L Ton WAL
i w\ f \I‘. g 'W ‘ v“‘ i ‘ “I i / r Hﬁ il
\ i | -L,;‘,L!‘\ A ’s ‘ll |
1 / Vol |
\ § | /' |
| fool 1655
T { . Flexion
{ Wl (e
—_ / il ~NH ‘ [ o
3‘2 / / | Amina 1 1197 | | Tensién
~ ! \ Tension | | Si-OH
© [ 2930 2930 c-oc |
'O ./ Flexién C-H  Flexién C-H Enlace | "
[ A3 imétri 5 O-glucosidico | g
& Wt asimetrica simétrica 9 \‘ [ Quitosang 2%-GPTMS
= | Quitosano 1%-GPTMS
£ T 3"3'650 H 5291 \
ension O-| 0 L
7] Alcohol 20 Tension I-H ya |
c Amina 2 V. Tension
1068 "™ 1023 i
Y (1068 "~ 1023 | GG
|_ b ] A o g, -} Y AR m, AN .
o -dw‘umﬁ"‘-'«ui*r\‘rh ST M]"'.Ulll'll"k“'”" 'N‘M’rﬁ)«-" Y \ H,r 5, A / W‘w‘ﬁ-w
X AR, 0 /v oy / ! / :
i ﬂf’ ‘IJ A% 1ner /904
M I 1652 Tension { Tensién
s ‘ Flexion — So¢ 4 |
Tension N-H 2978 2881 Enlace \ | SiOH
Amina 2 Flexién G-H Flexion C-H NH - oguesive |/ -
-1 T:,Tso'fg,ng asimétrica  asimétrica Amina 1° ’710?0\ 1020—‘1-‘”]5'0n
- Si-0-Si

' I ' I ' I ' I ' 1 I 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)

Figura 11. Espectro de infrarrojo medio de las membranas de quitosano-GPTMS a ambas concentraciones de
fabricacion. Elaboracion propia.

Se analizo6 el derivado quitosano-p-BQ por FTIR (Figura 12) a la Unica concentracion de
sintesis (1,43%) y se identificaron las bandas caracteristicas. La unién de la quinona al
polimero pudo confirmarse con la banda de tension C=N [55] (1650 cm™) propia de las
bases de Schiff formadas y por la tension C=C (ciclico) del anillo a 1575 cm™. La
formacion de la imina conlleva la disminucion de intensidad del pico de 3343 cm™ por la
pérdida de la amina primaria ya que ahora tnicamente se debe a los puentes de hidrégeno
formados por los grupos hidroxilo y la desaparicion de la banda de flexion N-H [56]
confirmatoria de este grupo.



El espectro presenta una banda doble de intensidad media sobre 2000 cm™ no
documentado en ninguna fuente consultada. Por su gran cantidad de oscilaciones y

variaciones sUbitas de la sefial se llegd a la conclusion de que se trataba de ruido
instrumental que la correccion de ATR no pudo eliminar.
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Figura 12. Espectro de infrarrojo medio del polvo de quitosano-pBQ a la Unica concentracion de fabricacion.
Elaboracion propia.

Se identificaron las bandas mas caracteristicas del espectro de infrarrojo para los geles de
quitosano a distintas concentraciones entrecruzados con genipin (Figura 13). El espectro
ofrece bandas identificativas de los dos productos de entrecruzamiento (A y B) de la
Figura 8. El producto A estd definido por la formacion de un enlace amida por la
transesterificacion del metilo del genipin con la amina primaria del quitosano, este grupo
puede observarse por la aparicion de un pico intenso a 1545y 1552 cm de la deformacion
N-H propio de las amidas secundarias y un segundo pico confirmatorio a 1649 cm™ de
tension C=0 [57]. Por otra parte, ambos productos contienen una amina terciaria
heterociclica por la apertura del anillo de dihidropirano, que presenta un pico de tension
C=N-C a 1376 cm™ [58]. El motivo de que se trate de un doblete puede ser por el

solapamiento de otros picos de tensién o flexion C=C de las insaturaciones de los anillos
del genipin.

Otro pico confirmatorio de la amida formada en el producto A es la banda de tension N-
H de amidas secundarias, que se encuentra solapada con la tension O-H de los alcoholes
secundarios del quitosano. Como presenta un doblete, se le atribuyd una posicion de
menor energia a la amida, y la de mayor al alcohol, siendo estas de 3277 y 3354 cm™,

respectivamente. La region entre 2800 y 1700 cm™ ostenta una cantidad de ruido
moderada.
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Figura 13. Espectro de infrarrojo medio de las membranas de quitosano-genipin a ambas concentraciones de
fabricacion. Elaboracién propia.

Resultados de la evaluacion de la microestructura por SEM

Los geles visualizados por SEM se contrastaron con un estandar de quitosano puro, que
se identifica como el material sin modificar. El estandar se elaboré a cuatro
concentraciones distintas de quitosano (1%,2%,3% y 5%) con en el mismo solvente
empleado en la fabricacion de los otros geles (acido acético 5% (v/v)). Se le aplico el
mismo protocolo de preparacién para SEM cambiando el voltaje a 5 kV.

Las micrografias indican que el quitosano a bajas concentraciones presenta una estructura
mixta: fibrosa y laminar (Figura 14A). Al aumentar puede empezar a observarse la
condensacion de las fibras en laminillas de superficie lisa (14B), lo que acarrea una
disminucion de la porosidad. Las laminillas pueden apilarse consigo mismas (14C)
reforzando su rigidez y la del material, no obstante, la union entre ellas no es total. A altas
concentraciones (14D) se compactan ocupando el espacio libre entre ellas y formando un
material escamoso de estructura ordenada.

Estas transiciones en la microestructura ya han sido observadas en estudios previos. Jana,
Florczyk, Leung & Zhang (2012) [59] descubrieron y discutieron que a altas
concentraciones de quitosano (>8%) el polimero exhibia problemas de compactacién y
cristalinidad pues la protonacion de los grupos amino de la estructura es irregular, esto
impide la compactacion de las laminillas y un menor aumento del esperado en la rigidez
del material. Xu, Yuan, Han, Lin & Zhang (2017) [60] en un estudio ampliatorio
identificaron parametros relevantes en la formacion del material. Concluyeron que a parte
de la concentracion de quitosano; el pH durante la gelacion y el tiempo de liofilizacion
para preparar la muestra para microscopia de barrido eran condicionantes de la
microestructura final del gel y su porosidad.



Esta Gltima es clave en fendmenos de adhesion y proliferacion celular. EI quitosano por
si mismo no puede formar un hidrogel al no estar entrecruzado. Sin embargo, en
elementos protésicos una porosidad baja o nula es necesaria para impedir la colonizacion
que trae la degradacion del material por productos del metabolismo celular [53]. En el
sentido opuesto, una alta porosidad permite alojar células de tamafo inferior al del poro
facilitando su instalacién en el material y crecimiento por todos los espacios libres que
presente, esto es de especial interés en soportes o scaffolds para ingenieria de tejidos para
desarrollar productos que favorezcan la migracion y colonizacion celular.
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Figura 14. Micrografias SEM para muestras de quitosano puro a distintas concentraciones. A 1% B 2% C 3% D
5%. Preparacion a pH 7. Escalas de 50 um (A-B) y 200 um (C-D). Fuente propia.

El segundo set de micrografias (Figura 15) se corresponde con las muestras de los geles
entrecruzados con GPTMS y genipin. Pudo observarse que la superficie de corte lateral
de la membrana de GPTMS 1% (15A) porta una morfologia porosa. La superficie formal
también presentaba porosidad, pero de poca profundidad (15B). EI tamafio de poro era
heterogéneo. Al aumentar la concentracion del polimero a 2% se identificé la transicion
de superficie porosa a una rugosa en el corte lateral (15C) y la formacion de bordes mas
finos y menos ramificados en la superficie formal (15D).

Esto se relaciona con el material ideado por Purwanto et al. (2017) [54], un hibrido de
quitosano-GPTMS que presenta una superficie porosa de color blanquecino similar a la
identificada en este trabajo por SEM y de buena elasticidad y flexibilidad, por lo que se
demuestra de nuevo que este reactivo es usado para conferirle al material con el que se
entrecruza propiedades similares a una silicona.
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Figura 15. Micrografias SEM de quitosano modificado con GPTMS (A-D) y genipin (E-H) al 1% (A,B,E,F) y 2%
(C,D,G,H) para superficie de corte (A,C,E,G) y superficie formal (B,D,F,H). Preparacion a pH 7. Escalas de 20 um
(A, C, D), 500 nm (B), 500 wm (E), 50 um (F), 200 um (G) y 100 um (H).
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El hidrogel entrecruzado con genipin posee una microestructura mas hueca que el
derivado anterior (15E). Se aprecia la compactacion de laminillas dejando amplias fisuras
entre ellas (15F). Al elevar la concentracion se observa como el tamafio de poro aumenta
(15G) y dichos espacios pueden ser rellenados con mas matriz. En ciertas partes del gel
se observa ausencia de poros (15H), aunque la superficie no llega a ser suave o plana en
ningun punto pues sigue presentando oquedades o pliegues.

Esta morfologia es idéntica a la descrita por Gao et al. (2014) [32], cuyo estudio analizd
la estructura de geles de quitosano al 1y 2% entrecruzados con distintas cantidades de
genipin. Concluyeron que la aparicion de poros es debido a una menor concentracion
local de genipin lo que provoca una menor frecuencia de entrecruzamiento y el
debilitamiento de la estructura. Esto es mas propio y queda patente en las muestras de
quitosano al 2%, cuyo mayor didmetro de poro se debe a un mayor trabajo de difusion
del genipin en el interior de un material mas denso.

Resultados del estudio de citotoxicidad

Los datos del ensayo de viabilidad PrestoBlue™ fueron recogidos por el software i-
Control™ (Tecan) del lector de microplacas y exportados a Microsoft Excel 2018
(Microsoft Corporation) para su procesado. La media del control negativo empleada
como blanco fue descontada de los valores de todos los grupos para reducir el ruido
instrumental. Se calcul6 la media de cada grupo y su desviacion estandar. Para todos los
test se tomo la sefial de fluorescencia del control positivo como la equivalente a la de
todas de células vivas identificAndose como la viabilidad al 100% y se normalizaron los
otros tratamientos respecto a ella. Este control consistia en células cultivadas en medio
sin ningun hidrogel. El control negativo de los test directos se baso en incubar medio
DMEM suplementado sin hidrogel ni células, mientras que el de los indirectos era
unicamente dPBS. El andlisis estadistico consistio en una prueba de normalidad Shapiro-
Wilk con el Freeware online Statistics Kingdom (Anexo |1, Tabla S2) para la que los
test directos e indirectos demostraron seguir una distribucion normal (p>0,05 en todos los
casos). En segundo lugar, se llevo a cabo un test paramétrico ANOVA de 1 factor con el
Freeware online Good Calculators (Tabla 2) para encontrar diferencias significativas
entre los grupos de cada tratamiento. No se encontrd ninguna para las distintas
concentraciones de los geles (p>0,05 en todos los casos).

Los resultados del test ANOVA indican que independientemente de qué derivado de
quitosano se emplee como hidrogel de soporte, la viabilidad celular no se ve afectada. Un
material se considera citotoxico cuando esta es inferior al 80% [33]. Como todos los datos
presentes sobrepasan el 100% (Figura 16), no puede emitirse una conclusion efectiva.
No es frecuente obtener valores por encima del maximo, no obstante, tampoco es inusual.
El reactivo PrestoBlue es una solucion basada en resazurina, un tinte celular que en estado
oxidado presenta un color azul caracteristico, pero que al reducirse a resorufina por
oxidorreductasas mitocondriales se torna rosa. Presenta una correlacion directa con la
actividad mitocondrial y la respiracion celular. Un periodo de incubacion prolongado
permite la acumulacion de resorufina oxidada que ocasiona saturacion de fluorescencia
[62], por lo que es posible obtener sefiales que al normalizarse sobrepasen el 100%. Para
evitar esto, debe determinarse el tiempo de incubacion adecuado para cada linea celular
teniendo en cuenta el metabolismo de la respiracion de cada unay construir una recta de
calibrado a partir de ensayos de tincion previos con la linea de interés [63].



En otros estudios donde se han analizado extractos de quitosano entrecruzado con genipin
[64, 32] los autores también obtienen sefiales iguales y superiores al 100%. La
justificacion que proporcionan es que la infima toxicidad del genipin, aproximadamente
10.000 veces inferior al glutaraldehido (en fibroblastos de raton 3T3y extrapolable) sigue
permitiendo la proliferacion de las células durante la incubacién, por lo que la sefial puede
superar el maximo, ademas el reactivo de viabilidad PrestoBlue™ al carecer de toxicidad
tampoco lo impide, a diferencia de las sales de tetrazolio en las que se basan los métodos
convencionales que resultan letales para las células por la formacion de cristales salinos
en su interior. En este caso, puede asumirse que ambos materiales son citocompatibles en

concordancia con los estudios anteriores, ya que ademas en ningun caso la viabilidad es
inferior al 80%.

En general, se aprecia un descenso entre el porcentaje de viabilidad de los test directos
(16A 'y B) y los indirectos (C y D), lo que quiere decir que la supervivencia celular es
menor en presencia de extractos de los materiales que de los mismos. Esto puede deberse
a proliferacion en la superficie del gel en contacto con la monocapa celular.
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Figura 16. Resultados del test de viabilidad con el reactivo PrestoBlue™ para los test directos (A y B) e indirectos
(C y D).Quitosano es abreviado como “Q” y genipin como “Gnp”. Elaboracién propia.



Tabla 2. Resultados de la prueba ANOVA de 1 factor para todos los grupos experimentales de los test de contacto
directos e indirectos (Figura 16 A-D) para un nivel de confianza del 95% (0=0,05)

ANOVA DE 1 FACTOR
GRADOS DE| SUMA DE MEDIA ESTADISTICO | VALOR
TRATAMIENTO | FUENTE LIBERTAD | CUADRADOS | CUADRATICA F p
Intergrupal 4 10417,72 2604,43 1,49 0,2759
Preextraccion |Intragrupal 10 17438,67 1743,87
Total 14 27856,39
Intergrupal 3 13810,91 4603,6374 2,28 0,1564
Posextraccion | Intragrupal 8 16157,35 2019,67
Total 11 29968,26
Intergrupal 4 7203,22 1800,80 0,52 0,7205
Extractos al
50% Intragrupal 9 30876,01 3430,67
Total 13 38079,23
Intergrupal 4 1582,90 395,72 0,23 0,9111
Extractos al
25% Intragrupal 8 13492,34 1686,54
Total 12 15075,24

Resultados del estudio de adhesién

Los datos del ensayo de viabilidad con PrestoBlue™ se procesaron de la misma forma
que para el test anterior. Se realiz6 un test de normalidad Shapiro-Wilk (Anexo I, Tabla
S3) indicando este que la muestra seguia una distribucion gaussiana (p>0,1). El analisis
ANOVA de 1 factor (Tabla 3) reveld que si hay diferencias significativas entre los
distintos tipos de hidrogel (p=0,0001). Para identificar los grupos anémalos se emple6 un
test post-hoc de Bonferroni con el freeware online GraphPad (Tabla 4) que identific de
cuales se trataba. Se considerd trivial la diferencia entre ambos controles (negativo y
positivo) y la del control negativo con la membrana de quitosano-GPTMS 2% pero se
admitieron las parejas conformadas por el control positivo con la membrana de quitosano-
GPTMS 2% vy la del hidrogel de quitosano-genipin 2% con la membrana de quitosano-
GPTMS 2% (p<0,05 en todos los casos).

Tabla 3. Resultados de la prueba ANOVA de 1 factor para el ensayo de adhesion (Figura 17) para un nivel de
confianza del 95% (0=0,05)

ANOVA DE 1 FACTOR

GRADOS SUMA DE MEDIA ESTADISTICO | VALOR
TRATAMIENTO | FUENTE DE p
LIBERTAD CUADRADOS | CUADRATICA F p
Intragrupal 3 90745,99 30248,66 30,02 0,0001
Adhesion Intergrupal 8 8058,68 1007,33
Total 11 98804,67

A priori es posible asumir que hay mas fibroblastos adheridos a la membrana de GPTMS
por presentar el valor de viabilidad mas alto (Figura 17), superior al del control positivo
y al del hidrogel de quitosano-genipin 2%, sin embargo, debe saberse que este ultimo gel
presentd un pH acido. Esto se identifico cuando el reactivo PrestoBlue™ adquiri6 su
clasica coloracién rosada indicando una acidez inferior a 6,5 (punto de viraje de la




resazurina) que es con toda seguridad por trazas de acido acético residuales del solvente
del quitosano en el hidrogel, indicando una neutralizacion insuficiente con NaOH. No
obstante, el valor inferior del hidrogel de genipin no se debe solo a su acidez sino también
a una adhesion menos efectiva al material. El estudio de imagen por SEM (Figura 18) da
prueba de ello. Los fibroblastos cultivados sobre el gel de genipin presentan una
morfologia esférica mientras que los de la membrana de GPTMS una estructura mas
alargada y aplanada. Solo el segundo caso contempla una correcta estructura de adhesion
fusiforme (18A y 18B). En fibroblastos, las uniones efectivas al soporte se dan por el
desarrollo de filopodios [65] y lamelipodios [66], prolongaciones citoplasmaticas ricas en
actina que se encargan de fijar la célula al soporte y de su desplazamiento por superficies.
En los geles analizados puede verse la formacion de dichas prolongaciones en Gnicamente
en la membrana de quitosano-GPTMS 2% (18C y 18D). Las celulas adheridas al hidrogel
de quitosano-genipin 2% no las presentaban (18E y 18F), sin embargo, esto no puede
atribuirse a una pobre o nula citocompatibilidad y/o adhesion del material, pues
contrastaria con los resultados de todos los articulos de la literatura consultada, sino a que
un pH bajo le ha conferido al material una mayor agresion contra las células que estan en
contacto con él, impidiendo que desarrollen uniones. Esta explicacion de una unién
celular deficiente por pH ya ha sido analizada por varios autores [67, 68, 69] y justifica
la baja adhesion de células al material y junto a un porcentaje de viabilidad no nulo
(Figura 17) no pone en duda la citocompatibilidad del material.

Tabla 4. Resultados del analisis post-hoc de Bonferroni de las medidas de viabilidad de los geles sembrados (Figura
17) para un nivel de confianza del 95% (a=0,05). Quitosano es abreviado como “Q” y genipin como “Gnp”.

BONFERRONI
. DIFERENCIA DE .

COMPARACION MEDIAS ESTADISTICO t p<0,05
Control — vs Control + -100 3,86 Si*
Control — vs Q-Gnp 2% -38 1,47 No
Control — vs Q-GPTMS 2% -229 8,84 Si*
Control + vs Q-Gnp 2% 62 2,40 No
Control + vs Q-GPTMS 2% -129 4,98 Si

o 0, o
(2);/an 2% vs Q-GPTMS 191 737 Si
(o]

*Resultados no considerados por trivialidad
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Figura 17. Resultados del test viabilidad por PrestoBlue™ para las células sembradas sobre los distintos hidrogeles
a una unica concentracion del 2%. Quitosano es abreviado como “Q” y genipin como “Gnp”’
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Figura 18. Micrografias SEM del ensayo de adhesion. A Adhesion de fibroblastos en el hidrogel de quitosano-genipin
2%. Escala 110 um. B Adhesion de fibroblastos en el hidrogel de quitosano-GPTMS 2%. Escala 100 um. Cy D Detalle
de fibroblastos unidos a membrana de GPTMS, donde se aprecian filopodios y lamelipodios (flechas rojas),
respectivamente. Escalas de 10 um. E 'y F Detalle de fibroblastos unidos a hidrogel de genipin sin apreciarse las
extensiones citoplasmaticas mencionadas. Escalas de 10y 5 um.



CONCLUSIONES

La modificacion de quitosano con GPTMS da como lugar membranas (y no hidrogeles)
de elasticidad y flexibilidad creciente al aumentar la concentracion del agente
entrecruzante por la polimerizacion de los grupos silanol a siloxano. El derivado de pBQ
presentaba una consistencia apropiada de gel al final de la sintesis, pero fueron las
agresivas condiciones del proceso de lavado y secado la que provocaron la degradacion
de la red polimérica. Replanteando el proceso de downstream podria obtenerse el hidrogel
deseado. EI material modificado con genipin se exhibe como un hidrogel de color azul,
la procedencia natural de sus componentes (quitosano del exoesqueleto de gambas y
genipin de Gardenia Jasminoides) y su baja toxicidad lo posicionan como una fuente
sostenible para la elaboracion de soportes para ingenieria de tejidos.

El analisis por FTIR corrobora la correcta sintesis de los derivados al presentar los grupos
funcionales esperados tras entrecruzar y SEM su morfologia esperada para decidir
posibles aplicaciones.

El estudio de citotoxicidad no muestra que los materiales testados provoquen muerte
celular (viabilidad>80% en todos los casos) y el analisis estadistico por ANOVA tampoco
revela diferencias significativas entre el tipo de gel o su concentracion (p>0,05). El
resultado de viabilidad contenido en el estudio de adhesion revela muerte celular
pronunciada para las células adheridas al derivado de genipin (viabilidad<50%) por un
pH demasiado bajo y no por toxicidad asociada al material, por ello, el analisis estadistico
ANOVA indica diferencias significativas entre geles (p<0,001) que fueron confirmados
por la prueba post-hoc de Bonferroni (p<0,05). El analisis SEM de los materiales
sembrados reveld una mejor adhesion de los fibroblastos L929 al derivado de GPTMS
que al de genipin por exhibir morfologias fusiformes y esféricas, respectivamente. Esto
puede aprovecharse dependiendo de si se desee que el soporte sea colonizado en menor
0 mayor medida para obtener una densidad celular especifica.

El quitosano ha demostrado ser un polimero de origen natural, cuya forma de obtencién
puede tornarse bioldgica con cierta inversion en mejorar los rendimientos de reaccién del
método enzimatico con CDAs. Su entrecruzamiento con GPTMS ofrece un material
sostenible al 50% por un agente entrecruzante sintético. Por contraparte, su modificacion
con otro compuesto natural como el genipin puede permitir crear un material
completamente amigable con el medio ambiente, sin desechos de produccion,
biocompatible y destinado a mudltiples aplicaciones (ingenieria de tejidos,
biorremediacion, drug delivery, etc.) estableciendo un método de fabricacion sostenible
y beneficioso acoplable al proceso de obtencion del polimero.
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ANEXO |

Caélculos para la sintesis de los derivados

Determinacion de la masa molecular del quitosano de exoesqueleto de gambas
(DD>75%).

Ecuacion S1. Sistema de ecuaciones para la determinacion de la masa molecular del quitosano a partir de 1g de
reactivo y un DD=75%.

Mouirosano T Mouitina = 19
Siendo Mquitosano= 0,704g Yy mquitina:0,2969.

MQUITOSANO . MQUITINA __ 0.75
161,2g/mol ~ 203,9g/mol ’

Tabla S1. Recopilacién de ecuaciones usadas para el calculo de masas y volimenes de reactivos de sintesis

Masa Volumen B
REACTIVO () (UL) ECUACION

Quitosano
1% (m/v)

Mauitosano = [Quitosano](p/v) x Vsorucisn
Quitosano
2% (m/v)

GPTMS para
Quitosano - 972
1% Nquitosano Moy, Gprms
GPTMS para VGPTMS =X MgyitosanoX —3
Quitosano - 1940
2%
p-BQ para

- n i
QUltosanO 0,238 - Mppo = ey X MauitosanoX
1 43% 1gquitosano 2 moles quitosano

Genipin para
Quitosano 1 1
y 2% ’

1gquitosano dGPTMS

1molyp,

X MmpBQ

- Menp = [an] (»/v) x Vsoucion

|g



ANEXO II

Célculos para el volumen de cultivo de fibroblastos L929 necesario para los
tests de citotoxicidad y adhesion

Datos

Volumen por pocillo: 0,25 mL

Densidad celular final: 1,8 x 10* células/pocillo

Concentracion celular del cultivo de partida: 1,36 x 10* células/mL
Calculos

Ecuacion S2. Célculo de la concentracion de células por pocillo para una placa de 48

dlulas
1,8x 104 <X .
’ células
p"LCl”O =7,2x10%
0,25 18 mL
"““pocillo

Ecuacion S3. Calculo del volumen necesario de cultivo de fibroblastos L929 confluente al 80%

6 7
136 x 10 celulasx 1ml
mL

79 x 10 células = 19mL
e X mL



ANEXO Il

Pruebas de normalidad para resultados de los test de citotoxicidad y
adhesion

Tabla S2. Prueba de normalidad Shapiro-Wilk para los test directo e indirecto para una confianza del 95%.
(a=0,05)

SHAPIRO-WILK
. GRADOS DE
TRATAMIENTO | ESTADISTICO W LIBERTAD VALOR p
Preextraccion 0,958 15 0,666
Posextraccion 0,904 12 0,181
Extractos al 50% 0,897 13 0,122
Extractos al 25% 0,904 13 0,154

Tabla S3. Prueba de normalidad Shapiro-Wilk para el ensayo de adhesion para una confianza del 95%. (a=0,05)

SHAPIRO-WILK
‘ GRADOS DE
TRATAMIENTO | ESTADISTICO W LIBERTAD VALOR p
Adhesion 0,900 12 0,139




