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RESUMEN

Los biomateriales para regeneracion 6sea comunmente se basan en el disefio natural del hueso, el cual mezcla la
dureza de un material ceramico como la hidroxiapatita con la flexibilidad de un polimero como el colageno. Ambos
materiales pueden extraerse de los desechos del pescado consumido en la dieta humana, tales como escamas, piel
e incluso huesos. Esta extraccion tiene la ventaja de aportar biomateriales naturales, de baja toxicidad y como afia-
dido, que evitan la transmision de enfermedades que se ha reportado para colagenos provenientes de animales ma-
miferos. En este trabajo se hace una revision de bibliografia referente a la extraccion de colageno tipo I, precursores
de hidroxiapatita y sintesis de compositos de ambos, para proponer la recuperacion de estos biomateriales como
una alternativa amigable con el ambiente y 1til para usos médicos.
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ABSTRACT

Biomaterials for bone tissue regeneration are commonly based in the natural design of bone where the stiffness of
a ceramic material as hydroxyapatite is combined with the flexibility of a polymer such as collagen. Both materials
can be extracted from human consumed fish waste, such as scales, bones and skin. The recovery of these bioma-
terials from fish waste has the advantage of yielding natural materials of low toxicity, avoiding the possible disease
transmission found for the collagen coming from mammalians. In this article, we review several reports about colla-
gen type I and hydroxyapatite precursors extraction, and composite synthesis, from fish waste in order to propose
these methods as a green alternative for biomaterials useful for medical purposes.
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INTRODUCCION

El tejido 6seo es un tejido del cuerpo que asemeja un
material composito ya que contiene una fase inorga-
nica que combina componentes minerales que contie-
nen fosfato, calcio y grupos hidroxilos (hidroxiapa-
tita) y una fase organica compuesta principalmente de
colageno. Esta titil combinacién de materiales permite
que el hueso tenga, al mismo tiempo, resistencia y
flexibilidad ™,

Laregeneracion del tejido 6seo se da de manera natu-
ral durante toda la vida, sin embargo, cuando existe
una afeccion como fracturas, pérdida de masa 6sea
derivado de alguna enfermedad como tumores, dege-
neraciones o infecciones, donde el tejido ha sido des-
truido o removido lo cual llevan a que el hueso, en
este caso, deje que cumplir la funcién vital de dar
soporte y de permitir la comunicacién bien protegida
de la red nerviosa y la red sanguinea. Es necesario
inducir o crear un tejido sustituto a través de la inge-
nieria de tejidos que cumpla las funciones vitales del
tejido, esto es posible gracias a la compleja estructura
a micro y nanoescala que presenta el hueso como
material composito bioactivo, mezcla de hidroxiapa-
tita y colageno 13!,

Un biomaterial para regeneracion 6sea debe cumplir
la funcién de reemplazar al hueso dafiado al tiempo
que permita que continde la funcionalidad de los teji-
dos que forman parte de él, como vasos sanguineos y
nervios. Mas aiin, es deseable que sea bioactivo, es
decir que induzca la reparacion natural del tejido 6seo
conocida como osteogénesis. Los compositos basados
en hidroxiapatita (HAp) son muy utilizados, combina-
dos con un polimero que les aporte flexibilidad y resis-
tencia mecanica ™.

La hidroxiapatita presente en los huesos tiene una
composicion similar a la HAp sintética, aunque se ha
encontrado que esta Giltima suele ser mas fragil. Es un
material ceramico que presenta una composicion de

Ca,,(PO,),(OH), y mantiene una relacion molar de cal-
cio a fosforo (Ca/P) de 1.67. En el tejido 6seo, la HAp
esta presente en un 60% en forma de nanocristales 3,
Para que la HAp sintética pueda ser empleada en apli-
caciones médicas es necesario que cumpla con algunas
normas, por ejemplo, debe cumplir un grado minimo
de cristalinidad del 45% segiin la ISO 137779-2:2000,
también debe ser ostoconductor, osteoinductivo y
bioactivo 2141,

El colageno (Col) es una de las principales proteinas
estructurales del tejido conectivo de los vertebrados,
constituye alrededor del 30% de sus proteinas totales ya
que es el principal componente de tendones, piel, hue-
sos, tejidos del sistema vascular entre otros tejidos 5.

Existen 29 variantes reportadas de colageno [, sin
embargo, el colageno tipo I es el componente principal
de la matriz extracelular de mamiferos, contribuye a
funciones fisiologicas tnicas como la proteccion de
tejidos y 6rganos, asi como la regulacion fisiologica del
entorno celular para muchas especies animales [,
Como caracteristica principal del colageno que esta
compuesto de una cadena de tres hélices, como unidad
basica presenta las tres cadenas a que contienen una o
mas secuencias de polipéptidos (Gly-X-Y) y estas a su
vez presentan entre 600 a 3,000 aminoacidos ™.

El colageno es ampliamente usado en las industrias
cosmetologicas, biomédicas, farmacéutica por su exce-
lente biocompatibilidad, biodegradabilidad y baja anti-
genicidad ®, actualmente se ha extraido de piel y
huesos de animales bovinos y porcinos. Sin embargo,
ambos han presentado brotes de encefalopatia espon-
giforme bovina y encefalopatia espongiforme transmi-
sible, es por ello que se pretende extraer el colageno de
animales que no tengan la capacidad de transmitir
alguna enfermedad, por lo tanto, se ha optado por la
obtencién del colageno a partir de animales marinos,
ya que el colageno tipo I es mas comin en piel, esca-
mas, huesos y aletas de peces ™.
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El presente articulo de revision tiene como proposito
mostrar los trabajos que se han reportado respecto ala
extraccion de HAp y de colageno a partir de desechos
de pescado, ya que esta recuperacion puede ser una
alternativa prometedora y amigable con el ambiente
para obtener precursores de biomateriales compésitos
para regeneracion 6sea.

CRONOLOGIA

Colageno

En los afios noventas Kimura y colaboradores aislaron
colageno equinodermos indicando la presencia de
colageno fibrilar en la pared del cuerpo . Unos afos
después Nomura y colaboradores extrajeron colageno
de escamas de sardina, obteniendo un rendimiento del
5%. En este estudio se propone que la etapa de desmi-
neralizaciéon de las escamas es un paso importante
para la recuperacion del colageno ..

En el afio 2000, Nagai y colaboradores ' aislaron
colageno a partir de la piel, las aletas y los huesos del
pescado. En su trabajo hacen mencion de la escasa
informacién disponible sobre la presencia de colageno
en tejidos calcificados de peces. Determinan que la
temperatura de desnaturalizacion del colageno obte-
nido de la piel de las diferentes especies de peces es de
alrededor de 25°C, 10°C menos que el colageno por-
cino, mientras que para el colageno extraido de hueso
de pescados es de 29°C. Mas tarde, varios trabajos
siguen la metodologia de Nagai para extraer colageno
soluble en acido y en pepsina a partir de escamas 5! 2,
de entre los cuales destaca Jongjareonrak y colabora-
dores porque reporta rendimientos del 9 y 4.7% para
colagenos solubles en acido y en pepsina, respectiva-
mente 5. Posteriormente Dasong y colaboradores en
2012 extrajeron y caracterizaron colageno soluble en
pepsina obtenido de escamas, aletas, huesos y piel. Su
trabajo es relevante porque describe detalladamente la
metodologia que siguieron, mencionando las diferen-
cias de solubilidad en las reacciones de extraccion del

colageno obtenido de escama y hueso contra el obte-
nido de piel. Dos afnos después Dasong compara el
colageno soluble en acido obtenido de la piel y escamas
de cuatro tipos de carpas, observando diferencias en la
presencia y concentracion de las cadenas a, mostrando
tres cadenas al, a2 y a3, y no solo dos como se habia
reportado anteriormente 81,

Mas recientemente Chuaychan y colaboradores aisla-
ron colageno soluble en pepsina (PSC) y colageno solu-
ble en acido (ASC) a partir de escamas y siguiendo la
metodologia establecida por Nagai; sin embargo,
reportan rendimientos mucho menores (0.38% ASC,
1.06% PSC) . Wang y colaboradores logran extraer
colageno tipo I soluble en acido y en pepsina con ren-
dimientos de alrededor del 20% de piel de lochas nati-
vas de Asia, postulando a este procedimiento como
una buena alternativa al colageno extraido de mamife-
ros. Finalmente Bhuimbar y colaboradores reportaron
la extraccién de colageno soluble en acido lactico pro-
veniente de la piel de la medusa y muestran su poten-
cial, junto con quitosano, como antibacterial 3,

Hidroxiapatita

Wen-Kuang Liu et al. extrajeron hidroxiapatita a par-
tir de escamas para emplearla en la remocion de iones
de plomo en aguas residuales 4. Ulfyana y su equipo
aislaron hidroxiapatita de las escamas de pescado
reportando un rendimiento de la obtencién de calcio
de 83.62% y 12.7% de fosfato. Contemplaron que la
HAp debia cumplir un grado de cristalinidad minimo
del 45% para poder ser un material empleado en el area
de los biomateriales, realmente de la escama sé6lo obtu-
vieron el precursor de HAp que es el 6xido de calcio
(Ca0), para obtener la hidroxiapatita se anadieron
acido fosforico e hidréxido de amonio 4. Mas reciente-
mente, Wibison y colaboradores describen la obten-
cion de precursores de un material con fases secunda-
rias de B-TCP para la HAp de las escamas, éste estudio
lo realizaron a partir de escamas de nematodos y con-
chas de cangrejo por métodos htimedos 5.
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Compositos HAp/colageno

Sasmal y Begam sintetizaron un material compésito
de hidroxiapatita/colageno, extrajeron el colageno a
partir de piel de un pescado y posteriormente elabora-
ron el compoésito por método quimico himedo [,
Yoruc y colaboradores sintetizaron el compoésito de
HAp/col, utilizando colageno tipo I de origen bovino y
los precursores de HAp a través del método de precipi-
tacion U7, Posteriormente Yoruc y colaboradores sinte-
tizaron un compoésito de HAp/B-fosfato tricalcio/cola-
geno (HAp/B-TCP/Col), ellos aislaron el fosfato de calcio
y el colageno de escamas obteniendo una concentra-
cién en porcentaje de peso para el calcio igual a 31.8%
y 20% en peso del fosfato . Recientemente Chai y
colaboradores reportaron la comparativa de dos proce-
sos de elaboracion de estructuras hibridas de colageno/
hidroxiapatita, en uno de los experimentos colocaron
moléculas de colageno (Col-M/HApD) y en el otro coloca-
ron fibras de colageno (Col-F/HAp), con el objetivo de
conocer los procesos de auto organizacion de las estruc-
turas hibridas con la finalidad de comprender mejor el
mecanismo de formacion de los tejidos 6seos 19!,

METODOS

Extraccion de colageno
a partir de piel de pescado

Para obtener colageno soluble en acido y soluble en
pepsina, Nagai y colaboradores establecieron las bases
de la metodologia que se contintia empleando en estu-
dios recientes (Figura 1). Hacen énfasis en mantener la
piel a 4°C durante la extraccion para evitar desnatura-
lizar el colageno. Proponen un tratamiento previo de
cortado de la piel y lavado, a continuacion la hidrolisis
o remocion de proteinas no colagenosas y la elimina-
cion de grasas suspendiendo los residuos anteriores en
una solucién de alcohol butilico. Después, efectiian el
tratamiento acido para obtener colageno soluble en
acido, o en una soluciéon de acido mas pepsina para
obtener colageno soluble en pepsina. Luego de precipi-
tar, realizan la dialisis y la liofilizacién del colageno 4.

Piel de pescado

Remocionde
residuos biologicos

Hidrolizar

Eliminacion de grasas

| Tratamiento acido l

Dializado

-

Liofilizacion

FIGURA 1. Etapas para la extraccion
de colageno a partir de piel de pescado.

Extraccion de colageno
a partir de escamas
La extraccion de colageno a partir de las escamas de
pescado ha sido reportada por Dasong y colaboradores,
cuya metodologia ha sido citada por trabajos mas
recientes (Figura 2).

Escama de pescado

Remocién de

residuos bioldgicos

Hidrolizar

Descalcificacién

’ Tratamiento acido |

Dializado

Liofilizacion

FIGURA 2. Etapas para la extraccion
de colageno a partir de escamas de pescado.
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Este grupo propone seguir los mismos pasos reporta-
dos por Nagai 'Yl para la extraccion de colageno a partir
de piel, incorporandoles algunas modificaciones en la
concentracion de las soluciones y sustituyendo la eli-
minacion de grasa en piel por la descalcificacién de
escamas 2,

Extraccion de HAp
a partir de escamas
Ulfyana y colaboradores han descrito recientemente
una metodologia para extraer precursores de HAp de
las escamas del pescado (Figura 3). En ella incluyen
como primer paso la remocién de todo residuo biol6-
gico no deseado, para posteriormente ser sometidas a
hidrolisis, esterilizacion, secado y calcinacion.

Con ello, se obtiene el 6xido de calcio como precursor
de la HAp. Posteriormente vierten un una solucion el
oxido de calcio con el precursor de fosfato (acido fosfo-
rico), una vez mezclados estos componentes, se conti-
naa con los tratamientos mecanico y térmico que per-
miten obtener la HAp .

| Escama de pescado ‘

l

Remocion de
residuos biolégicos

|

Desproteinizacion

| Tratamiento térmico |

Afadirprecursorde
fosfato

Tratamiento
mecanico

| Tratamiento térmico |

FIGURA 3. Etapas para la extraccion
de HAp a partir de escamas de pescado.

Sintesis de compadsito HAp/Col
En cuanto a la sintesis del material compésito (Figura
4), Sasmal y Begam propusieron la obtencién del mismo
a través del método de precipitacion que consiste en
mezclar el colageno con el precursor de fosfato y por
adicion incorporar el calcio hidratado, posteriormente
dejar envejecer el material, filtrar y liofiizarlo 16!,

Precursor

Colégeno ¥
de fosfato

N/

Calcio
hidratado

Envejecimiento
y filtrado

FIGURA 4. Etapas para la sintesis del compésito HAp/Col.

Caracterizacion y cuantificacion
de colageno extraido

Para confirmar la presencia de colageno tipo I en el
material extraido de piel o escamas, como se describio
en las Figuras 1 y 2, se suelen utilizar técnicas de
caracterizacion fisicoquimica tales como Electroforesis
de Gel (para determinar qué tipo de colageno se tiene),
espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
(FT-IR) (para ver los enlaces caracteristicos del mate-
rial en cuestion), espectrofotometria UV-visible (veri-
ficar la presencia del compuesto/material) y BET
(determinacion de area superficial, porosidad del
material). Todas estas técnicas detectan la presencia
de las cadenas a1 y a2, y de las bandas amida que son
caracteristicas del colageno tipo I 18!,

En cuanto a la caracterizacién de la HAp se emplean
técnicas fisicoquimicas como difracciéon de rayos-x
(XRD) para determinar la estructura cristalina y con
ello el grado de cristalinidad, FT-IR para identificar los
grupos funcionales caracteristicos de la HAp, microsco-
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pia electrénica de barrido (SEM) para analizar la morfo-
logia del material, espectrometria de energia dispersiva
(EDS) para cuantificar la presencia de los elementos
presentes en la muestra, entre otras técnicas 24,

TABLA 1. Rendimiento de la extraccion de colageno.

REND. %
REG. PESCADO REF.
ASC PSC
Asia Sardina Escama - - [71
Lateolabrax Piel 51.4
Asia japonicus Huesos 40.7
(Lubina japonesa) Aletas 52
Asia | Scomber japonicus | pigy 498 - [11]
(Estornino)
Heterodontus
Asia (Tiburén toro o Piel 50.1
bullhead shark)
Katsuwonus
Asia pelamis Hueso 423 [11]
(Listado)
Asia Pagrus- i o Escama
(Pargo japonés)
Oreochromis 2 [12]
Asia niloticus Escama -
(Tilapia del Nilo)
Asia Sardina Escama -- 50.9
Lateolabrax
Asia japonicus Escama - 41 [22]
(Lubina japonesa)
Asia Pagellus bogaraveo | Escama - 37.5
. Lutjanus vitta .
Asia (Pargo) Piel 9 4.7 [5]
Asia Siganus fuscescens Picl 36
(Pez conejo)
Asia zlr’ha‘)j;jygijibb”s Picl 3.6
2 (23]
Asia Myliobatis tobijei Piel
Asia Dasyatis akajei Piel 2;
Asia Dasyatis laevigata Piel
Cyori . Piel 413 -
Europa (g;}:rzr)lus carpio Escama 1.35 - [24]
P Hueso 1.06 --
a Parupeneus
Asia e—r— Escama 0.46 1.2 [25]
Pangasianodon
Asia hypophthalmus Piel 5.1 7.7 [26]
(Pez gato)
Istiophorus
Asia platypterus Piel 5.7 2.1 [27]
(Pez vela)
. Lates calcifer
Asia (Barramundi) Escama 0.38 1.06 [9]
Ctenopharyngodon | Piel = -
Asia idella Escama - - [28]
(Carpa herbivora) Aleta
Oreochromis
. e E: 32
Asia niloticus Piseclama 272 [29]
(Tilapia del Nilo) )
América | Oreochromis ssp Escama @z -
del Sur (Tilapia roja) Piel 15.5 - [30]
Hueso 5.6 --
Asia Dover sole Piel 19.2 - [31]

REG: Region de origen del pescado.

REND: Rendimiento de la extraccion de colageno.
REF: Referencia.

ASC: Colageno soluble en acido.

PSC: Colageno soluble en pepsina.

DISCUSION

Como se muestra en la Tabla 1, los diferentes autores
que han extraido colageno a partir de residuos de pes-
cado han encontrado diferencias en los rendimientos
de colageno obtenido. Esto podria deberse, en parte, a
las diferentes especies utilizadas, asi como a la metodo-
logia y cuidado de la temperatura durante la extrac-
cion. Se debe tener en cuenta la observacion que realiza
Nagai 'Y respecto a la temperatura de desnaturaliza-
cion del colageno respecto al lugar de origen de los
peces, pues apunta que el colageno obtenido de peces
que viven en aguas mas frias, tiene una temperatura de
desnaturalizacion menor que los que viven en aguas
mas calidas. Ademas, como lo indica Jongjareonrak 5},
la cantidad de colageno aislada también varia con la
edad y temporada en la cual se adquiri6 el pez.

Aun con algunas de las observaciones realizadas por
los grupos de investigacion sobre los rendimientos
obtenidos de colageno, es importante destacar que la
variabilidad del rendimiento es grande con respecto a
los datos reportados por Nagai. Para poder obtener ren-
dimientos con una variabilidad minima es necesario
establecer una metodologia que sea aplicada para la
mayor parte de los peces o incluso hacerlas para aque-
llos que cumplan la mayor cantidad de caracteristicas
de una poblacion, lo que ayudaria a conocer con mayor
exactitud el rendimiento promedio de la extraccion de
colageno a partir de los residuos de pescado y de esta
manera poder equipararlo e incluso competir con el
colageno obtenido de animales bovinos y porcinos y
con ello poder incrementar su aplicacion en el area
meédica y evitando la potencial transmision de enferme-
dades que conlleva el uso de colageno bovino y porcino.

Debido a la literatura consultada referente al material
composito HAp/colageno a partir de desechos de pes-
cado, se ha observado que existe informaciéon limitada
sobre este tema, lo cual indica que es un area con gran
potencial de investigacion para la obtencién de mate-
riales que son recuperados de residuos.
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CONCLUSIONES
Larecuperacion de materiales, tales como el colageno
y la HAp, a partir de desechos de pescado, es una alter-
nativa importante con impacto positivo para el medio

ambiente y para la fabricacion de biomateriales de baja
toxicidad y mayor biocompatibilidad, con potencial de
ser aprovechada con fienes de uso médico, en particu-
lar para la regeneracion 6sea.
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