Investigacion aplicada - Desarrollo

Obtencién de plel artificial

de bajo cosfo
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Magdalena Irazoqui, Selva Cora, Alejandra Szabo y Alvaro W. Mombra*

En el Centro de Innovacion y Desarrollo en Nanotecnologia y Materiales (Centro
NanoMat) del Polo Tecnolégico de la Facultad de Quimica, en la ciudad de Pando, el
grupo formado por los autores de esta nota viene trabajando, desde hace algunos
anos, en el desarrollo de un material que pueda servir como piel artificial para ser
aplicado como alternativa de curacion y tratamiento de lesiones dérmicas. (1)

Hace afios que, a nivel internacional, se vienen desa-
rrollando materiales de aplicacion médica basados en
colageno, un componente mayoritario del tejido conjun-
tivo (2), como ser una piel artificial desarrollada por el
Massachussets Institute of Technology de Estados Uni-
dos (MIT), la que en 1996 fuera aprobada por la FDA
(Food and Drug Administration) para su utilizacion.

Esta piel se hace con colageno procedente de ten-
dones de animales a los que se les agrega glicosami-
noglicano proveniente, en este caso, de cartilagos de
tiburén.

A pesar de que la utilizacion de este tipo de produc-
tos ha demostrado ser una de las mejores alternativas
de tratamiento para regeneracion de piel, permitiendo
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mejorar la calidad de vida tanto en lo estético como en
lo funcional de los pacientes tratados, el alto costo de
los productos disponibles a nivel internacional no hace
viable que puedan ser adquiridos en nuestro pais para
uso general.

Dado que el material desarrollado en el Centro Nano-
Mat utiliza para su fabricacién como principal materia
prima al colageno soluble obtenido a partir de tenddn
bovino, un subproducto de la industria carnica nacional
de muy bajo costo y asequible en grandes cantidades,
el costo final es muy inferior al de los comercializados
internacionalmente.

Ademas, Uruguay cuenta con la ventaja estratégica
de ser uno de los pocos paises que a nivel mundial tie-
nen el estatus de libre de encefa-
litis espongiforme bovina (“enfer-
medad de la vaca loca”), lo que
hace que el material sea seguro y
de buena calidad.

Este producto es necesario
para el tratamiento de las lesio-
nes en la piel por quemaduras.
Estas, en Uruguay, se dan funda-
mentalmente en la poblacion en
riesgo social, en especial nifios,
cuyas viviendas tienen alto peli-
gro de incendio por las caracte-
risticas de las mismas y de los
sistemas de calefaccion que uti-
lizan en los meses de mas bajas
temperaturas.

También es util para el trata-
miento de las ulceras diabéticas y
de las lesiones dérmicas por pre-
sion o éscaras, un serio problema
de dificil solucién que afecta al
sector mas envejecido de la po-
blacion.
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Objetivos

La investigacion que se esta llevando adelante en
el Centro NanoMat apunta al desarrollo de una matriz
extracelular artificial que, al colocarse sobre la herida,
sea capaz de brindar las condiciones en las que se dé
la revascularizacion y posterior proliferacion celular, en
definitiva la reparacion del tejido dérmico dafiado.

Para que esto ultimo pueda darse, las matrices fueron
disefiadas y preparadas de forma que exhiban propie-
dades fisicas y quimicas adecuadas, entre las cuales
se pueden destacar: biocompatibilidad, ausencia de
toxicidad o efectos carcinogénicos, permeabilidad, po-
sibilidad de una relativamente facil manipulacion y fle-
xibilidad, biodegradabilidad y posibilidad de ser esteri-
lizadas.

Colageno soluble

El primer paso para la preparacion del producto final
comienza con la obtencién del insumo principal, el cola-
geno soluble. El proceso de extraccion ha sido optimiza-
do a escala de laboratorio, teniendo especialmente en
cuenta la factibilidad de su escalado a nivel industrial.

La extraccion del colageno de los tendones bovinos se
realiza mediante un tratamiento con una solucion leve-
mente acida. La suspension asi obtenida se filtra como
forma de eliminar al colageno insoluble y cualquier otra
impureza que pueda encontrarse en forma sdélida.

El colageno soluble adquiere su especial valor a partir
de su cuidadosa purificacion, por lo cual deben dedicar-
se importantes esfuerzos en este sentido. Para ello, se
le somete a varios ciclos de precipitacién mediante el
agregado de cloruro de sodio (sal comun), y posterior
disolucion en acido diluido.

Para completar la purificacion, en especial eliminar el
contenido salino, se realiza un proceso de dialisis de
la solucion de colageno soluble durante varios dias a
temperatura controlada. Este proceso consiste en co-
locar la solucién a dializar dentro de una bolsa porosa
de celulosa, que permite el pasaje a través de ella de
moléculas pequefias y iones, reteniendo en su interior
a las proteinas de tamafio mayor que el de sus poros.

Obtenido el colageno, se hacen analisis del mismo
para confirmar que se obtuvo el material con la calidad
adecuada. Para determinar la composicién proteica vy,
por lo tanto, la pureza del colageno obtenido, se realiza
una electroforesis en gel de poliacrilamida y una espec-
troscopia Raman, y se realiza un analisis de difraccion
de rayos X con el objetivo fundamental de analizar la
presencia de impurezas no proteicas, y de verificar la
eliminacion total de la sal empleada en el proceso de
purificacion.

Reticulado

El siguiente paso en el proceso de obtencién de la piel
artificial es unir quimicamente las cadenas de colageno

Matriz colagénica obtenida después de la liofilizacion

Matriz colagénica después del reticulado por agregado de
sulfato de condroitina

para formar una red tridimensional, o reticulado; esto se
realiza agregando sulfato de condroitina. Nuestro grupo
ha innovado en esta técnica utilizando sulfato de con-
droitina de origen bovino. Este es uno de los procesos
que haran posible la obtencién de laminas de colageno
de poco espesor pero con propiedades mecanicas y de
microporosidad adecuadas.

Posteriormente se elimina el agua de la suspension
por medio de una liofilizacion, que es un proceso de
deshidratacion de productos a baja presion (vacio) y
bajas temperaturas. En la liofilizacion no ocurre la eva-
poracion del agua a partir del estado liquido -normal en
procesos de secados- sino la sublimacion del hielo, es
decir que el agua pasa directamente del estado sélido
al gaseoso, manteniendo a la estructura tridimensional
intacta.

En el segundo paso del reticulado, con el objetivo de
lograr que el producto final presente las propiedades
mecanicas adecuadas como para ser manipulable con
relativa facilidad, se esparce sobre la matriz obtenida,
de colageno-condroitina, una delgada capa de silicona
de grado médico -Silastic-, para lo cual se realiza una
mezcla de dicha silicona con su respectivo agente de re-
ticulado en la relacion adecuada y se homogeniza. Este
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procedimiento se realiza a temperatura ambiente como forma de preservar la
calidad del colageno. De esta forma ambos filmes quedan adheridos y con-
forman una bicapa de espesor muy delgado.

Debido a que la reticulacion primaria de la matriz colagénica descrita ante-
riormente es insuficiente, ya que en este nivel el film aun presenta una resis-
tencia mecanica bastante baja, la bicapa debe ser reticulada en una segunda
instancia. Esto se hace mediante el agregado de una solucion de glutaral-
dehido (que entrecruza las fibras de colageno formando uniones covalentes
entre ellas, lo que incrementa su estabilidad quimica) en condiciones de poca
luminosidad y en camara de frio.

Posteriormente las membranas se lavan cuidadosamente con agua destila-
da para remover el exceso de glutaraldehido.

Luego de esta segunda instancia de reticulacion la matriz adquiere una leve
coloracion beige y las propiedades mecanicas mejoran significativamente.

Resultados

En la imagen A en la columna a la derecha se observa una buena adhesion
entre la matriz esponjosa y el elastémero Silastic.

En las imagenes B a D se muestran micrografias, obtenidas mediante mi-
croscopio electronico de barrido a diferentes aumentos (x100, x400, x20.000,
x50.000), de las matrices colagénicas reticuladas usando sulfato de condroitin
y glutaraldehido, lo que permite su caracterizacion morfolégica. En ellas se
puede apreciar una microporosidad muy homogénea y un diametro de poro
predominantemente de 30-50 um (3) aunque con presencia de algunas cavi-
dades de mayor tamafo que no superan los 250 pm. Este diametro de poro es
del orden, e incluso un poco mayor, del diametro de los vasos capilares lo cual
permitiria alojarlos con comodidad.

A partir de todo lo anterior se puede decir que la mayoria de los desafios
planteados en la investigacion han logrado sortearse y actualmente se esta en
etapa de optimizacion fina de los resultados alcanzados.

El desafio final, desde la 6ptica quimica, es alcanzar una mayor produccion
de segmentos reproducibles y homogéneos de piel sintética, es decir, lograr el
escalado del proceso global de preparacion a nivel de escala productiva.

Corresponde, asimismo, continuar con los estudios médicos (se haran en
instancias posteriores) que van mas alla del alcance de este grupo de inves-
tigacion.

En este sentido, cabe mencionar que en el presente se esta en proceso de
comenzar con la realizaciéon de pruebas de esterilizacion mediante la aplica-
cion de radiacion gamma, y con los ensayos de cultivo in vitro, con el fin de
caracterizar el funcionamiento del biomaterial y asi poder evaluar su perfor-
mance como tal.

Notas:

1. El trabajo se llevd a cabo gracias al apoyo financiero de PEDECIBA, Comision Sectorial de
Investigacion Cientifica (CSIC) de la Universidad de la Republica (UdelaR), Agencia Nacional de
Investigaciones e Innovaciones (ANII) y al Proyecto INNOVA de la Union Europea-ANIl y a la colabo-
racion de las: Lic. Geraldine Rimsky, Q. F. Susana Céceres y Dra. Iris Miraballes, por las medidas de
electroforesis y de dispersién de luz dinamica.

2. El colageno, componente mayoritario del tejido conjuntivo, es una proteina que puede formar
fibras y otras estructuras como redes. El colageno confiere fuerza tensil a los tendones y a la piel le
da resistencia, elasticidad y flexibilidad.

3. um es el simbolo para representar los micrémetros. Un micrometro equivale a una millonésima
de metro.
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de la Republica (UdelaR) y del Centro Interdisciplinario en Nanotecnologia y Quimica y Fisica de
Materiales, Espacio Interdisciplinario, UdelaR.

A Se observa que la adhesion de
la matriz esponjosa a la pelicula
del elastémero Silastic es muy
buena.
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