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RESUMEN

En esta investigacion se realizaron andamios fibrosos de acido polilactico (PLA) por el
método de electrohilado, peliculas de Quitosano y se evalud el efecto del reforzamiento de
andamios fibrosos de PLA en peliculas de Quitosano. La obtencidon de andamios fibrosos por la
técnica de electrohilado se realizo utilizando cloroformo y un sistema binario de solventes
(Acetona-Dimetilformamida). La caracterizacion de los andamios fibrosos se realizé por medio de
la microscopia electrdnica de barrido (SEM). Las mejores fibras fueron obtenidas con el sistema
binario de solventes en relacion 70:30 respectivamente. La obtencion de peliculas de Quitosano
por medio de la técnica de evaporacion de solvente, para aplicacion deseada se eligié una
concentracion del polimero al 0.5% (p/v) en una solucion de acido acético al 2%. Finalmente, la
evaluacion del efecto del reforzamiento en el material compuesto evidencié una disminucion de
las propiedades mecanicas a tension debido a la posible catélisis hidrolitica acida del andamio
fibroso de PLA.

Palabras clave: Electrohilado, andamios fibrosos, evaporacion de solvente.
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1. INTRODUCCION

La ingenieria de tejidos es un campo multidisciplinar que combina areas como biologia,
quimica, medicina, ingenieria mecénica, ciencia e ingenieria de materiales, entre otras. Con el fin
de reparar, reemplazar e incluso mejorar desde tejidos hasta 6rganos completos a partir de generar
elementos (andamios) donde puedan adherirse, crecer, proliferar y reproducirse células especificas
0 que estos materiales puedan inducir una diferenciacion celular (Jiao et al., 2007)

Esta rama multidisciplinar posee gran importancia a nivel clinico debido a los buenos
resultados ante traumatismos o enfermedades degenerativas en las que se ve involucrada la perdida
de cualquier tipo de tejido. Sin embargo, el desarrollo y avance de este tipo de investigaciones
dependen de la formacion académica de la poblacion, la situacién econémica y las politicas
regulatorias establecidas para la investigacion, produccion y comercializacion de productos y
servicios del pais. En Colombia, la ingenieria de tejidos necesita un impulso en la mejora de la
investigacion, apoyo econdémico y politico que regule productos producidos de estas
investigaciones para lograr avances significativos en el area, pues aln cuenta con pocos estudios a
diferencia de otros paises (Ramirez & Ayala, 2016)

La matriz extracelular (MEC) es el conjunto de materiales que conforman un tejido, se
encuentra conformada por una red de proteinas y polisacaridos los cuales son secretados localmente
por células que hacen parte de dicho tejido. La MEC proporciona una integridad mecanica, sefiales
para la proliferacion y diferenciacion celular, ademas, controla el transporte de nutrientes y
productos de desecho. En la ingenieria de tejidos, el soporte elaborado y usado serd uno que sirva
como andlogo a la matriz extracelular del 6rgano o tejido que ha sufrido algun dafio para su
posterior recuperacion (Ramirez & Ayala, 2016)

El quitosano es un polimero de origen natural y de fécil procesamiento para la obtencion de
diferentes soportes, fibras, geles, etc. El cual presenta un rol de gran importancia en ingenieria de
tejidos debido a su alta adhesion celular, proliferacion, diferenciacion de osteoblastos y
mineralizacion. Por otra parte, el PLA que es un polimero sintético también es ampliamente
utilizado en el campo biomédico debido a su biocompatibilidad y biodegradacion, pero posee una
alta hidrofobicidad, razon por la cual no es tan viable para interactuar con matrices ricas en agua,
es por esto que, en varios estudios se ha recubierto con quitosano para mejorar dicha compatibilidad
(Deepthi et al., 2016; Zeng et al., 2016)

Teniendo en cuenta lo anterior, se evalla la posibilidad de obtener una pelicula compuesta
con quitosano y PLA para aplicaciones en ingenieria de tejidos.
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2. OBJETIVOS.
2.1.OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto sinérgico en las propiedades mecénicas de andamios fibrosos de acido
polilactico en peliculas de quitosano.

2.2.0BJETIVOS ESPECIFICOS

e Desarrollar y caracterizar andamios fibrosos de acido polilactico mediante el
proceso de electrohilado.

e Elaborar peliculas de quitosano mediante la técnica de evaporacion de solvente.

e Evaluar el efecto de la incorporacion de andamios fibrosos de &cido polilactico en
peliculas de quitosano mediante ensayos mecanicos.

12



3. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE.
3.1 BIOMATERIALES

Los biomateriales, son materiales disefiados para rellenar cavidades, brindar un soporte,
generar tejidos, organos, dispositivos de rehabilitacion o implantes que reemplacen los tejidos
naturales del cuerpo humano que se han visto afectados por alguna razén. Estos deben cumplir con
la funcion para la que son disefiados de manera segura y sin presentar interacciones negativas con
los tejidos vivos circundantes y ser estéticamente aceptables una vez estén en funcionamiento.
Estos materiales pueden ser metales, ceramicos, polimeros y compuestos (Bauer, Schmuki, von der
Mark, & Park, 2012).

Una vez que se ha implantado un material en el organismo, este se puede comportar de tres
formas: la primera como material inerte, el cual puede producir el desarrollo de una capsula de
tejido fibroso alrededor del material implantado y serd menos gruesa a medida que el material sea
mas biocompatible, la segunda como material bioactivo el cual puede crear uniones con el tejido
vivo y finalmente material bioabsorbible el cual puede ser reabsorbido por el organismo (Pifia
Barba & Medina Molotla, 2004).

3.1.1 BIOPOLIMEROS

Un biopolimero es un polimero que interactta con un sistema biolégico para evaluar, curar,
corregir o reemplazar algun tejido, 6rgano o funcion de este. Pueden ser organicos, inorganicos o
inertes, ademas de ser biocompatibles, los biopolimeros al igual que los polimeros son
macromoléculas formadas por la unidén covalente de pequefias unidades moleculares llamadas
meros, los cuales han sido obtenidos mediante un proceso de polimerizacion a partir monémeros.
Las propiedades del biopolimero afectan a su grado de biodegradacion, estos factores son:

e Cristalinidad

e Temperaturas de fusion y transicion vitrea

e Peso molecular

e Su secuencia de distribucion (al azar, en bloque...)
e Presencia de monomero residual o aditivos.

El desarrollo de los biopolimeros ha sido muy amplio y dentro de este grupo de
biomateriales mas utilizados se encuentran los sintéticos como el &cido polilactico (PLA), acido
poli glicolico (PGA), acido poli (lactico-co-glicélico)(PLGA), asi mismo poli e-caprolactona
(PCL), alcohol polivinilico (PVA), y el polihidroxibutirato (PHB), que son una familia de
poliésteres alifaticos usados frecuentemente en ingenieria de tejidos, asi mismo se encuentran
polimeros naturales como el quitosano, colageno, gelatina, fibrina y agarosa (Barbucci, 2008;
Calvo Santo-Rosa, 2013; Sultana, 2013; Tan et al., 2013)

3.1.1.1 Quitosano

El quitosano es una forma desacetilada de la quitina componente principal de los
exoesqueletos de crustdceos como camarones, cangrejos y langostas, y el segundo polimero natural
mas abundante después de la celulosa (Logithkumar et al., 2016; Muxika et al., 2017; Silva et al.,
2012). Es un polimero de origen natural con una estructura lineal que consiste en enlaces B(1-
4)glicosidicos enlazados con residuos de D-glucosamina con un numero variable posicionado al

13



azar de grupos N-acetil-D-glucosamina (NAG) como se muestra en la figura 1 (Pillai et al., 2009).
Cuando el nimero de NAG es mayor al 50% se trata de quitina, y cuando el nimero de N-
glucosamina es mayor al 50% se trata de quitosano. Las principales caracteristicas del quitosano
incluyen el grado de desacetilacion (varia entre 50-95%) y su peso molecular (Rohl et al., 1991).

Quitina o Quitosano CH
OH 0= OH o
t-o0— NH, b0 NH
HO_\ o :30 d Desacetilacié:r HO_\ o EO 4
NH - y (CH,CO-) NH;

Figura 1. Estructuras quimicas de la quitina y el quitosano. (Muxika et al., 2017)

El quitosano se caracteriza por sus propiedades bioactivas, biodegradables, antibacteriales
y biocompatibles, adicionalmente posee una superficie de caracter hidrofilo. Un rol del quitosano
en ingenieria de tejidos es la adhesion celular, proliferacion y diferenciacion de los osteoblastos y
su mineralizacion (Aranaz et al., 2009; Di Martino et al., 2005; Logithkumar et al., 2016; Saravanan
et al., 2016; Senel & McClure, 2004; Seol et al., 2004). Solamente, la estructura de quitosano
totalmente desacetilado es cristalina, los valores inferiores poseen una estructura semi cristalina.

El quitosano es soluble en &cidos organicos e inorganicos (pKa 6.5) y es insoluble en
soluciones neutras y alcalinas (Illum et al., 2001). Dependiendo del &cido usado, se pueden formar
conjugados de quitosano, esto genera un complejo que combina las propiedades del quitosano y el
acido usado.

La ventaja principal del uso del quitosano es la facilidad de procesamiento para la obtencion
de diferentes formas como geles, microparticulas, nanoparticulas, nano fibras, andamios entre otros
(Deepthi et al., 2016)

3.1.1.2 Acido Polilactico

El PLA es uno de los polimeros sintéticos mas ampliamente utilizados en el campo
biomédico debido a su biocompatibilidad y biodegradacién, presenta una estructura hidrofébica
lineal que confiere un hilado excelente. Se degrada por hidrélisis no enzimatica y sus bioproductos
son eliminados a través del metabolismo celular. También ha sido utilizado debido a su quiralidad
(L y D-écido lactico), esto permite sintetizar PLA con diferentes estereoregularidades, como se
muestra en la figura 2, las cuales influencian las propiedades fisicoquimicas, mecanicas, térmicas
y sus caracteristicas de degradacion (Liu et al., 2017a; Santoro et al., 2016)
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Figura 2. Métodos de sintesis del PLA (Ghalia & Dahman, 2017)

3.2 ANDAMIOS POLIMERICOS

Los andamios son estructuras porosas que proporcionan una conexion entre dos tejidos
aislados y permiten el transporte de las células y moléculas al interior de los tejidos para promover
su regeneracion. El principal papel de los andamios es proveer un substrato temporal en el cual las
células se puedan adherir a la superficie y promover el crecimiento celular de estas o del tejido
circundante a traves de su estructura.

Inicialmente los andamios deben soportar la migracién y proliferacion celular y
posteriormente deben permitir el intercambio de nutrientes como oxigeno y glucosa para garantizar
la vida de las células, ademas deben proveer el marco inicial para que las células puedan soportar
las condiciones de carga naturales en los tejidos u 6rganos (Moreno G, 2011).

3.2.1 TIPOS DE ANDAMIOS

Los andamios generalmente se clasifican en tres tipos que se describen a continuacion:

Fibrosos: La estructura y didmetro de la fibra pueden afectar el comportamiento celular y
el tamafio de poro de la matriz fibrosa regula la organizacién celular. Este tipo de andamios pueden
imitar facilmente la matriz extracelular nativa que consiste en proteinas fibrosas en nano escalas
estructurales y adhesivas como el colageno, elastina, fibronectina y laminina. Este método puede
generar fibras alineadas y al azar dependiendo de su sistema de recoleccion (Liu et al, 2017)

Porosos: Este tipo de andamios proveen un area de superficie grande para la adhesion
celular, son efectivos para su crecimiento y la fijacion de tejidos funcionales (la Carrubba, Pavia,
Brucato, & Piccarolo, 2008)

Hidrogeles: Compuestos por al menos dos componentes (Un solido coloidalmente
dispersado con cadenas largas y ramificadas y un liquido dispersante) funcionan como soportes
celulares, apoyando el crecimiento celular (Roldan Vasco et al., 2016).
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3.2.2 TECNICAS DE OBTENCION DE ANDAMIOS
3.2.2.1 LIOFILIZACION (FREZZE-DRYING)

Vapor

Solucién polimérica . — N -
Sublimacién del solvente

Figura 3. Esquema de la técnica de liofilizacion.

Consiste en la sublimacion del solvente en disoluciones congeladas de polimero bajo una
disminucion de presion (vacio) y temperatura controlada (Llanos Galvis Isabel Cristina, 2015).
Con este método se obtienen andamios con porosidad y tamafio de poro variable. Se realiza una
solucion con un disolvente y el polimero seleccionado para posteriormente realizar la liofilizacion
de la solucion que genera la sublimacion del solvente como se evidencia en la figura 3. Mediante
esta técnica se obtienen andamios altamente porosos (Sandonis O, 2015).

3222 EMULSIFICACION/LIOFILIZACION  (EMULSIFICATION/  FREZZE
DRYING)

Se crea una emulsion de una solucion polimérica (en un disolvente organico) mezclado con
agua y se enfria rapidamente la emulsion para bloquear la estructura en estado liquido y retirar el
disolvente y el agua mediante liofilizacion. Se obtienen polimeros s6lidos con porosidades de 90-
95%. Como desventaja podria plantearse la estructura de poro cerrado en la matriz, la cual impide
la proliferacion y migracion celular (Roldan et al., 2016).

3.2.2.3 LIXIVIADO DE PARTICULAS (PARTICULATE LEACHING)

Sal”

Lixiviado de particulas

Figura 4. Esquema de la técnica de lixiviado de particulas.

Se basa en la dispersion de minerales o particulas organicas (agente porogeno) en una
solucion de polimero como se muestra en la figura 4, esta dispersion se realiza usando separacion
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de fases para producir estructuras porosas, pero tiene desventajas como el posible uso de
disolventes toxicos (Zeng et al., 2016).

3.2.2.4 ESPUMADO POR GAS (GAS FOAMING)

Los polimeros moldeados pueden ser presurizados con un gas como CO> hasta que esté
saturado. La liberacion de presion resulta en crecimiento y nucleacion de burbujas dentro del
material, estas burbujas alcanzan hasta 100 micrometros. Se presenta un problema en este tipo de
técnica y es que no siempre se alcanza alta interconectividad de poros, por eso se suele combinar
con otra técnica como la de lixiviacion de particulas para mejorar este aspecto (Sandonis O, 2015).

3.2.2.5 MOLDEADO POR FUSION (MELT MOLTING)

Moldeo ', Solidificacion -, * Lixiviacion

Figura 5.Esquema de la técnica de moldeado por fusidn (Jitphuthi, Tangtrakulwanich, & Meesane, 2017)

Se introduce un pordégeno, como gelatina en un molde para posteriormente verter el
polimero en forma de polvo en dicho molde. Tras verter el polimero, se calienta el molde por
encima de la temperatura de fusion de este y cuando se obtiene una mezcla solidificada de esta, se
separa del molde y se introduce en un medio en el cual el pordgeno es soluble y puede ser eliminado
como se muestra en la figura 5. Mediante este método, se puede obtener andamios con formas,
porosidad y tamafios de poros distintos (Sandonis O, 2015).

3.2.2.6 SEPARACION DE FASES (PHASE SEPARATION O FREEZE DRYING)
\

Disminucién de
la temperatura

£ >

Remocion del
solvente

Separacién de
fases

Solucién polimérica .
P Matriz Porosa

Polimero

_/

Figura 6. Esquema del procedimiento de la técnica de separacion de fases
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Es un método ampliamente utilizado para la obtencion de andamios porosos, se consigue
disolviendo el polimero en el disolvente, posteriormente se disminuye la temperatura
controladamente de la disolucion hasta producir una separacion de fases liquido-liquido, y
posteriormente se disminuye la temperatura hasta que se genera una solidificacion de los
componentes para obtener un sélido bifasico como se muestra en la figura 6, de esta manera el
disolvente solidificado es eliminado mediante un proceso de sublimacion, transformandose el
espacio ocupado inicialmente por el disolvente en poros. (Sandonis O, 2015).

Mediante el ajuste de la concentracion del polimero, usando diferentes solventes o variando
la velocidad de enfriamiento, la separacion de fases puede ocurrir a través de diferentes
mecanismos, lo cual resulta en la formacidn de estructuras con diferentes morfologias. Los tamarios
de poro dependen de la tasa de crecimiento de los cristales de hielo durante el proceso (Roldan et
al., 2016).

3.2.2.7 IMPRESIC)N 3D

puCT image stack ROI - Binarized ROI - Smoothed 3D reconstruction

(d

Figura 7. Diferentes unidades de andamios porosos obtenidos de operaciones Boolean de estandar primitivo.
Tomado de (Gémez, Vlad, Lépez, & Fernandez, 2016)

Esta técnica combina el disefio mediante software con la tecnologia de impresion, el cual
permite reproducir geometrias y arquitecturas bien definidas en 3 dimensiones como se muestra en
la figura 7 de tal manera que se provee una excelente plataforma para el estudio del efecto de las
modificaciones en arquitectura de estos en su respuesta con celulas, analizando su efecto en
respuestas inflamatorias y propiedades mecanicas. Debido a las estructuras obtenidas, la literatura
ha reportado propiedades mecanicas significativamente elevadas en comparacion con otras
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técnicas como lixiviado de particulas, espumado por gas o moldeado por fusion. (Almeida et al.,
2014; Serra et al., 2013)

3.2.2.8 ELECTROHILADO (ELECTROSPINNING)
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Figura 8. Esquema de la conformacion en el equipo de electrohilado vertical tomado de (Sabino, Loaiza, &
Rezende, 2017)

Este proceso ha ganado popularidad pues se pueden obtener andamios fibrosos tanto de
polimeros sintéticos como naturales, con altas porosidades y una amplia distribucion de didmetros
de poro, una alta relacion de volumen por superficie de area y similitudes morfolégicas con las
fibras de colageno natural (Los diametros de las fibras obtenidas estan en el intervalo de varios
micrometros hasta menos de 100 nanémetros). Este proceso es una técnica de hilado de fibras
accionado mediante un campo electrostatico de alto voltaje usando una solucion polimérica como
se muestra en la figura 8. Los parametros del proceso incluyen el flujo, potencial eléctrico generado
y la distancia entre la punta emisora y el colector “air gap”. Los andamios obtenidos por esta
técnica, poseen una estructura similar a la de la matriz extracelular, por esto son una promesa en la
ingenieria de tejidos (Roldan et al., 2016).
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3.3 PELICULAS POLIMERICAS

Las peliculas poliméricas actian como agentes de barrera ante elementos del medio exterior
como humedad, vapor, entre otros. Sin embargo, permiten una permeabilidad parcial para
intercambio de fluidos con el ambiente en el caso que se disefie para este fin. Las propiedades de
cada pelicula varian de acuerdo con los polimeros y condiciones de obtencion.

3.3.1 TECNICAS DE OBTENCION DE PELICULAS DE QUITOSANO

3.3.1.1 METODO DE EVAPORACION DE SOLVENTE (SOLVENT CASTING
METHOD)

El método de evaporacion de solvente es una metodologia tradicional para la obtencion de
peliculas también llamado método humedo. Consiste en la disolucion del polimero en un solvente
(&cido acético diluido para el quitosano) en un recipiente, el solvente debe ser evaporado
completamente en un rango de temperaturas entre 20-50 °C. Este método es el mas sencillo para
obtener ld&minas de materiales poliméricos. Algunas de las aplicaciones incluyen ingenieria de
tejidos, apositos para heridas (wound dressing), matrices de liberacion de medicamentos y empaque
de alimentos (Balau et al., 2004; Dutta et al., 2009).

3.3.1.2 METODO TERMO MECANICO (THERMO MECHANICAL METHOD)

El método termo mecanico también llamado método seco, consiste en un proceso de
fundicion del polimero en polvo. En este método el quitosano es tratado previamente con
plastificantes. Sin embargo, este polimero tiene una baja estabilidad térmica por lo cual, se degrada
por debajo del punto de fusion. Este método es sencillo y deseable en muchos procesos de
manufactura, en el caso particular del quitosano es bastante complicado por lo que se usa el método
himedo con mayor frecuencia (Gadgey & Sharma, 2017).

Existen reportes de la modificacion del proceso usando el glicerol como plastificante no
volatil que se mezcla con quitosano y acido acético. Las peliculas obtenidas por este método se
obtienen mediante el proceso de moldeado por compresion. Este método de obtencion es mas
amigable con el medio ambiente debido a que no usa solventes y deseable debido a que es mas
rapido respecto al método humedo a escalas industriales (Epure et al., 2011).
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3.4 ESTADO DEL ARTE
3.4.1 ANDAMIOS DE PLA

Los polimeros basados en poliésteres alifaticos son uno de los més importantes materiales
biodegradables debido a su compatibilidad y degradabilidad biolégica. Debido a la facilidad en su
sintesis y disponibilidad comercial estos materiales han sido usados ampliamente (Anju et al.,
2020). Particularmente, el &cido polilactico (PLA) es un poliéster con una estructura lineal
hidrofébica, el cual no presenta toxicidad donde sea implantado, el polimero posee dos
configuraciones de isomeros las cuales son levogira (PLLA), dextrogira (PDLA) y su mezcla
racémica (PDLLA) (Gunatillake et al., 2003; Liu et al., 2017b).

Algunas propiedades del PLA como es la hidrofobicidad intrinseca del material lo hacen
poco viable para interactuar con diversas matrices ricas en agua, para ello se han desarrollado
diversos estudios donde se usan recubrimientos con quitosano para mejorar su compatibilidad en
dichas matrices. Estudios como el desarrollado por Zeng y otros, usaron una combinacion de
técnicas como moldeo por transferencia de resina asistida por vacio (VARTM), separacion de
fases, extraccion de solvente y lixiviacion de particulas para la obtencion de andamios de PLA que
posteriormente, se les realizo un recubrimiento con quitosano. Para controlar la porosidad y
morfologia de estos, se estudiaron el tamario de particulas de NaCl y las diferentes concentraciones
de PLA. Se observo una estructura de poros abiertos e interconectados, que generé una mejora
significativa de la afinidad de este material en matrices ricas en agua, adicionalmente, propiedades
mecénicas como resistencia a la compresion de los andamios recubiertos respecto a los andamios
sin recubrimiento. Por lo tanto, se espera que los materiales recubiertos tengan una mejor
compatibilidad dentro del cuerpo (Zeng et al., 2016).

Para buscar mejorar sus propiedades mecanicas o bioldgicas se buscan diferentes métodos
de obtencion de los andamios. Uno de ellos ha sido reforzar los andamios con el mismo material
bajo una técnica similar de obtencidn de separacion de fases solido-liquido y posterior liofilizacion,
con tres tipos de refuerzos diferentes llamados “Porous Shell ”, “Solid Shell ”y “Beam” respecto
a un patron que fue llamado mono andamio, en la figura 9 se ilustra el método de obtencion de los
andamios antes mencionados. EI médulo de compresion y el esfuerzo méximo de compresion
mejoran en los andamios reforzados respecto al mono andamio siendo el andamio reforzado por
“Beam” el que presenta valores de propiedades mas altos. Los andamios reforzados permitieron el
incremento de la adherencia y proliferacion del grupo de células (MC3T3-E1) respecto al andamio
mono estructurado que presenté una menor adherencia celular (J.-E. Park & Todo, 2011).
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Figura 9. A) Métodos de separacion de fases solido-liquido y liofilizacion. Fabricacion de andamios reforzados B)
“Porous Shell” C) “Solid-Shell” y D) “Beam”. Tomado de (J.-E. Park & Todo, 2011)

Los andamios de PLA presentan buena resistencia a compresion, sin embargo, la
mineralizacion de estos no es tan eficiente cuando se realizan pruebas de biocompatibilidad. Para
mejorar esta limitacion bioldgica se buscan elementos que le confieran propiedades bioactivas. En
la técnica de impresion 3D, se observa la fabricacion de andamios compuestos de PLA (95%) y
PEG (5%) con adicién de particulas de biovidrio de fosfato de calcio biodegradable (G5) en una
estructura ortogonal. También, se fabricaron andamios de quitosano con configuracion diagonal y
ortogonal. Ambas matrices PLA y quitosano evaluaron la respuesta monocitos/macréfagos
evidenciando que la base de cada material induce la produccion de diferentes sustancias. EI PLA
induce el aumento de algunas interleucinas como lo son IL-6, IL-12/23 e IL-10; mientras que el
quitosano induce el aumento de la secrecion de la TNF-alfa. Esto evidencia por qué la
compatibilidad quimica en el material, las propiedades superficiales y la geometria de los andamios
en la respuesta inmune al material. (Almeida et al., 2014).

Otra técnica en la cual se ha realizado la mineralizacion de andamios de PLA ha sido en la
técnica de electrohilado, donde se han realizado andamios de PLLA y gelatina que se depositaron
sobre una capa de PDLA previamente electrohilada y orientada en diferentes direcciones (0°, 15°,
30°, 45° y 90°). Posteriormente a la obtencion de los andamios compuestos se realizd una
sinterizacion de hidroxiapatita (HA). La orientacion de las fibras tiene un pequefio efecto en las
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propiedades mecénicas a compresién mejorando para una orientacion de 30°. Sin embargo, el
aumento de los tiempos de mineralizacion resulta en el aumento de las propiedades mecanicas. La
adicion directa de microparticulas de HA no tiene un efecto significativo en las propiedades
mecanicas, pero si tienen un efecto en la deposicion de minerales en los andamios de
PLLA/Gelatina (Andric et al., 2012).

El PLA, también, se ha utilizado para la generacion de andamios mediante electrohilado,
experimentando soluciones con diferentes concentraciones de PLA en cloroformo y variando
parametros como distancia al colector y voltaje, se ha encontrado una dependencia importante en
la morfologia del andamio y la concentracion o viscosidad de la solucion de PLA. Por medio de
SEM se ha podido determinar que las fibras obtenidas mediante este tipo de solucion presentan una
superficie porosa (Pero si se usa un solvente con baja presion de vapor se produciria un decremento
en esta topografia) y también se presentan nano fibras, como especifican Hidalgo y sus
colaboradores. Tras dos semanas de ensayos con células se observé adhesion, proliferacion de estas
y biocompatibilidad debido a la semejanza con la matriz extracelular demostrando potencial PLA
electrohilado como andamios para la regeneracion de tejidos (Hidalgo, Sojot, Arvelo, & Sabino,
2013).

Mediante la técnica de electrohilado de PLA también se han realizado mezclas con
quitosano que posteriormente son sometidas a un entrecruzamiento con glutaraldehido para
aplicaciones de tejido del miocardico. La orientacion de las fibras fue dispuestas al azar y alineadas,
las propiedades mecénicas aumentaban a esfuerzos de tension a medida que la proporcién de PLA
de la mezcla aumentaba, encontrando la relacion Optima de 7:1 de PLA-Quitosano
respectivamente. La orientacion de las fibras dispuestas en el mismo sentido aumento
significativamente las propiedades mecanicas respecto a las fibras orientadas al azar, también, este
tipo de fibras promovio6 las interacciones entre las células y el andamio tanto como la sintesis de la
matriz extracelular (Liu et al., 2017b).

Mediante la técnica de lixiviado de particulas se ha realizado una mezcla de PLA y
quitosano, donde evidenciaron que este tipo de material compuesto tenia una tendencia hidrofilica
con facilidad para moldeo y posibilidad de realizar andamios tridimensionales. La velocidad de
degradacidn de este material compuesto fue menor respecto al PLA (Li et al., 2003).

Para la obtencion de materiales compuestos biodegradables a base de PLA y quitosano se
han realizado combinacion de técnicas como extraccion de solvente, separacion de fases liquido-
solido y liofilizacion para obtener andamios porosos con una estructura regular. Estos andamios
demostraron la mejora de la hidrofobicidad del material. Los resultados en fluido corporal simulado
(PBS) demostraron que la adicion de quitosano retrasa la degradacion de los andamios compuestos
al tiempo que funciona como amortiguador de la degradacion acida del PLA (Wan et al., 2007).

Mediante la técnica de lixiviado de particulas se obtienen esponjas de PLA que
posteriormente se sumergen en una solucién de quitosano para recubrirlas y finalmente este
andamio hibrido se lleva a liofilizacion, evidenciando una estructura macro porosa y de poros
interconectados entre las dos estructuras. Los andamios hibridos tienen una mayor capacidad para
absorber agua comparado con las esponjas sin recubrimiento, particularmente estos andamios
hibridos presentaron una buena adhesion, proliferacion y viabilidad celular. Este estudio sugiere
que los andamios obtienen las propiedades mecanicas del PLA y compatibilidad celular del
quitosano (Jiao et al., 2007).
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Por medio de la técnica de electrohilado de PLA se ha estudiado el efecto de diferentes
solventes puros y sistemas binarios de los mismos en la obtencién de andamios fibrosos.
Determinando de todos los sistemas estudiados, la combinacion de solventes
Acetona/Dimetilformamida obtuvo la mayor obtencidn de fibras libre de defectos. Posteriormente,
se comprobd la mejor relacion de solventes siendo 60/40 v/v respectivamente. Finalmente se
experimento con la concentracion de polimero en la solucién, determinando que concentraciones
iguales o mayores a 12.5% p/v de PLA se obtienen fibras continuas y libre de defectos (R. Casasola
etal., 2014a).

3.4.2 ANDAMIOS DE QUITOSANO

El quitosano es el segundo polimero natural mas abundante después de la celulosa lo que ha
permitido su amplio uso en diferentes campos de aplicacion (Rinaudo, 2006), entre los cuales se
destaca en las area de aplicaciones médicas y farmacéuticas debido a sus propiedades bioldgicas
mencionadas anteriormente ademas de sus propiedades hemostaticas (mecanismo para detener
procesos hemorragicos (Behrens et al., 2014)), que se relacionan con la carga positiva del material,
mientras que las membranas de los globulos rojos se encuentran cargadas negativamente que
permite su interaccion (Croisier & Jéréme, 2013; P. J. Park et al., 2004).

El quitosano puede ser degradado en condiciones in vitro e in vivo por varias proteasas y
principalmente por la lisozima. Actualmente han sido identificadas 3 quitinasas humanas las cuales
poseen actividad enzimatica sobre el quitosano. Esta degradacion genera la formacion de
oligosacaridos (no toxicos), los cuales pueden ser incorporados en rutas metabolicas o desechados.
Debido a que la cristalinidad es inversa a la cinética de biodegradacién, cuando el grado de
desacetilacion disminuye, la cristalinidad aumenta y por consiguiente aumenta su resistencia a la
degradacion (Funkhouser & Aronson, 2007).

El colageno a pesar de tener similitud con la matriz extracelular (ECM) y el quitosano con los
glucosaminoglicanos presentes en tejidos conectivos, epitelial y dseos, no pueden ser utilizados de
manera individual en aplicaciones que deban soportar cargas por sus bajas propiedades mecanicas.
Debido a ello, estructuras reforzadas por polimeros sintéticos como el PLA que poseen buenas
propiedades mecanicas. Se ha utilizado una malla de PLA como refuerzo de andamios en matrices
de colageno, quitosano y colageno/quitosano con propdsitos de uso en regeneracion de cartilago;
los resultados obtenidos mostraron un incremento significativo en las propiedades mecanicas a
compresion, buena porosidad y estructura de poros interconectados (Haaparanta et al., 2014).

Se encuentran reportes de andamios compuestos de colageno/quitosano/PLA que, comparados con
andamios de PLA, presentaron una morfologia compuesta de fibras mas numerosas, con diametros
mas pequefios y los tamafios de poros obtenidos se asemejaban a los presentes en la matriz
extracelular, presentando una estructura mucho méas biomimética que los de PLA solamente.
Finalmente, en pruebas de hemocompatibilidad reportaron que el uso de quitosano y colageno
mejord la biocompatibilidad en relacion con el uso de PLA sin adiciones (Zhu, Ma, Xian, Zhou, &
Fan, 2014).

Algunos refuerzos que se han usado para mejorar estas deficiencias han sido los nanotubos de
oxido de titanio (TiO2) que al ser adicionados al quitosano con iones de Cax+ ha evidenciado una
alta biocompatibilidad promoviendo adhesion, proliferacién y una diferenciacion de osteoblastos,
ademas de un incremento de las propiedades mecanicas a compresion de los andamios respecto a
las membranas de quitosano (Shee, Ye, & Loh, 2017).
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También, se ha usado un compuesto de alginato-quitosano reforzado con fosfato tricélcico beta (jB-
TCP) para tejido osteocondral lo que evidencia una estructura porosa interconectada, con una
viabilidad celular mayor al 70% indican la no toxicidad de los andamios (Algul, Sipahi, Aydin,
Kelleci, & Ozdatli, 2015).

Se ha buscado la adicién de altos contenidos de nano hidroxiapatita (nHA) (75% en peso) al
quitosano con tamafios de poro entre los 200-700 um mejorando las propiedades mecanicas de los
andamios debido a una excelente dispersion de las particulas para la produccién de andamios de
geometrias complejas (Tsiourvas, Sapalidis, & Papadopoulos, 2016). Adicionalmente, con la
adicion de hidroxiapatita se ha empleado montmorillonita (MMT) para la fabricacion de andamios
macro esfericos por la aglomeracion directa de las macro esferas sinterizadas, esto generé una
reduccion en la tasa de degradacion del quitosano, por otra parte, mejord la hemocompatibilidad y
adsorcion de proteinas. Ademas, incremento la resistencia a la compresion en comparacion con
andamios de quitosano puro (Vyas, Kaur, & Thirugnanam, 2017).

La adicion de otras cargas ceramicas como la diatomita en membranas de quitosano en un
porcentaje de 10% aumenta la rugosidad del material, mejora el modulo de Young en un 52%,
también se evidencia el aumento de actividad en el cultivo celular (Tamburaci & Tihminlioglu,
2017). También, se han realizado refuerzo a la matriz de quitosano con fibras cortas de fosfato de
calcio multifasico compuesto por hidroxiapatita (HA) fosfato beta tricalcico (B-TCP) y pirofosfato
de calcio que aumento el tamafio del poro, densidad, resistencia a la compresion y médulo de
Young, los cuales adicionalmente tienen una bioactividad in vitro debido a la formacion de laminas
de fosfato de calcio en medio de fluido corporal simulado (SBF) (Mohammadi, Mesgar, & Rasouli-
disfani, 2016).

También se ha estudiado para andamios inyectables, la mezcla ternaria de quitosano, tripolifosfato
de sodio (TPP) y nano hidroxiapatita (nHA) aumentando la adhesion de osteoblastos a los
andamios, resistencia ultima a la compresion, y se han mejorado las propiedades mecanicas debido
a la disminucion del tamafio de poro (Uswatta, Okeke, & Jayasuriya, 2016).
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3.4.4 Estudios realizados en la Universidad del Valle

Por medio de la técnica de electrohilado se han realizado andamios de Policaprolactona (PCL) y
Acido polilactico (PLA), por medio de los anélisis de micrografias realizadas por el microscopio
electronico de barrido (SEM) se pudo observar que las fibras de PLA tenian diametros mayores a
las fibras de PCL. Estos andamios no presentaron efectos toxicos para las células como se pudo
evidenciar en el ensayo de citotoxicidad, lo que permite su posible aplicacion en ingenieria de
tejidos (Lozano Valencia).

Es posible obtener andamios de PLA variando sus propiedades a partir del método de obtencion de
estos. Por medio de la técnica de electrohilado se obtuvieron andamios flexibles, la variacion de
parametros tales como la distancia entre la punta y el plato colector y la velocidad de flujo.
Encontr6 que a menor distancia boquilla-colector se obtenian mayores diametros de fibra
permaneciendo constante la velocidad de flujo, que genera un aumento en el area superficial de
contacto de las fibras, evidenciando posteriormente una mayor velocidad de degradacion
hidrolitica. Al variar la velocidad de flujo manteniendo constante la distancia, se obtuvo una mayor
area de contacto que posteriormente evidencié un aumento en la velocidad de degradacién
hidrolitica, siendo un resultado coherente al ser contrastado con la literatura existente (Vidal
Bolafios & Roldan Varona, 2015).

Adicionalmente por medio de la técnica de moldeo por fusion se realizaron andamios de PLA
usando como agente pordgeno particulas de NaCl, evidenciando por medio de microscopia
electrénica de barrido una matriz de poros interconectados debido a la discontinuidad de las paredes
del andamio. Para la velocidad de enfriamiento se observo que los andamios sometidos a una mayor
tasa de enfriamiento presentaron una mayor pérdida de masa en el ensayo de degradacion
hidrolitica. Determinado posiblemente por el tipo de enfriamiento usado, debido a que adquiere
una estructura amorfa que permite que el fluido se introduzca con mayor facilidad respecto a una
estructura cristalina que su empaquetamiento disminuye la capacidad de introducirse del fluido
(Vidal Bolafios & Roldan Varona, 2015).

En la elaboracién de andamios de PLA por las técnicas de electrohilado (andamios flexibles) y
moldeo por fusion (andamios rigidos). Algunos de estos andamios se les realizd un recubrimiento
de quitosano por medio de impregnacion para evaluar el efecto del recubrimiento sobre los mismos.
Se observd en los andamios rigidos que el tamafio promedio de poro era mayor al tamafio del agente
pordgeno, posiblemente debido a una falta de dispersion homogénea de las particulas lo que
permitio su aglomeracién y formando poros de mayor tamarfio al esperado. Se evidencid que a
mayor cantidad del agente pordgeno se obtienen mayores porcentajes de porosidad en todas las
condiciones estudiadas para los andamios rigidos (Maturana, 2016).

Por otra parte, en los andamios flexibles evidencié que el didmetro de las fibras formadas aumenta
a medida que se disminuye la distancia entre la boquilla y el colector. Los andamios rigidos y
flexibles mostraron una adhesién, maduracion y crecimiento adecuado de células oseas. El
recubrimiento de quitosano evidencié un aumento en la formacién de la matriz extracelular por lo
cual los andamios recubiertos tienen un mayor potencial en su aplicacion en ingenieria de tejidos
(Maturana, 2016).

Otro polimero ampliamente usado en el electrohilado es el alcohol polivinilico (PVA), donde se ha
realizado una combinacion de Quitosano/PVA con adicion de oxido de grafeno (GO) para la
obtencion de andamios, se evidencié6 que cantidades grandes de esta adicién generaba
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irregularidades, discontinuidades y fibras de mayor didmetro. Se observo que el valor méaximo de
oxido de grafeno donde se encuentran sus propiedades mecanicas optimas es de 0.5% debido a que
adiciones mayores evidenciaban un decremento de sus propiedades mecénicas y adicionalmente
presentaron toxicidad para ensayos en artemia salina (Ortiz Sarasty & Pretel Cordoba, 2017).

También, se han realizado andamios de quitosano con adicion de 6xido de grafeno mediante las
técnicas de electrohilado y liofilizacion. Las laminas obtenidas mediante electrohilado sin adicion
de plastificante presentaron alta rigidez, por lo cual se us6 como plastificante sorbitol. Las
adiciones de GO aumentaron las propiedades mecanicas a traccion. Los andamios obtenidos por
liofilizacion mostraron una estructura altamente porosa e interconectada que aumentaba su
homogeneidad con poros uniformes y regulares a medida que se aumentaba la cantidad de GO.
Adicionalmente en el ensayo de artemia salina no evidenci6 toxicidad (Villamarin Cabal & Silva
Porras, 2017).

Adicionalmente, se han realizado andamios electrohilados y peliculas de quitosano, alcohol
polivinilico y 6xido de grafeno. La adicion de 6xido de grafeno en las peliculas gener6é un aumento
de la resistencia a la tension, rugosidad y disminucion en la velocidad de degradacion de estas.
Adicionalmente se evidenci¢ la deposicion de una ligera capa de fosfato calcico sobre la superficie
del material mostrando un comportamiento bioactivo. Para los andamios electrohilados se
evidencid una formacion de estructura fibrilar adecuada, también se evidencid el aumento en la
velocidad de degradacion como se menciono para las peliculas del mismo material. El aumento en
el porcentaje de GO parece retardar la degradacion del material incrementando su respuesta
inflamatoria por lo que podrian ser aplicados en ingenieria de tejido éseo (Tamayo Marin et al.,
2018).
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4. PLANTEAMIENTO Y JUSTIFICACION DEL PROBLEMA

Desde hace algunos afios, el acido polilactico (PLA) ha sido usado en diferentes tipos de
andamios para aplicaciones médicas debido a sus propiedades mecénicas, ademas, se ha
considerado bioabsorbible y biodegradable, esto permite que sea asimilado por sistemas biologicos.
Debido a lo anteriormente mencionado, este material ha sido ampliamente estudiado
individualmente, como mezcla de polimeros, copolimerizacién, con adiciones minerales, entre
otras.

En este orden de ideas, el acido polilactico (PLA) es un excelente material debido a sus
propiedades mecénicas a pesar de que sus propiedades bioldgicas son inferiores al compararlas con
el quitosano. Por otro lado, el quitosano (CS) es un material deseable debido a que es facilmente
asimilado en diversos sistemas bioldgicos (mamiferos, plantas, suelos, entre otros), sin embargo,
es un material que presenta bajas propiedades mecanicas. Por esta razon, se ha buscado mejorar el
comportamiento mecéanico del quitosano con diferentes materiales poliméricos y/o cerdmicos por
medio de diversas técnicas.

De acuerdo con lo anterior, se plantea el desarrollo de un material compuesto a partir de
andamios de &cido polilactico obtenidos por medio de electrohilado dentro de peliculas de
quitosano obtenidas mediante el método hiumedo de evaporacion de solvente, esto permitié evaluar
el posible efecto sinérgico en las propiedades mecénicas con una disminucion minima de las
propiedades bioldgicas del compuesto respecto a sus componentes.
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5. METODOLOGIA
5.1. MATERIALES Y EQUIPOS.
5.1.1. Obtencion de Andamios Electrohilados

Para la elaboracion de los andamios se utilizé una resina biodegradable de Acido polilactico
(PLA, Mw:112600g/mol) de la referencia INGEO 2002D de la empresa Natureworks para
extrusion. En cuanto a los disolventes, se utilizaron cloroformo estabilizado con etanol puro (CF,
Mw=119.38g/mol) de la empresa PanReac Quimica S.L.U, acetona (AC, Mw=58.08g/mol) para
analisis de la empresa Merck y N, N-Dimetilformamida (DMF, Mw=73.090g/mol) espectralizada
de la empresa Fisher Chemical.

Para obtener los andamios electrohilados se hizo uso de un equipo de configuracion vertical
como se muestra en la figura 10 que utiliza una fuente de voltaje modelo ES30 de la empresa
Gamma High Voltage Research, de la cual salen dos electrodos los cuales se conectan a la boquilla
y al colector fijo. La velocidad de flujo de la solucion era controlada mediante una bomba de
referencia BS-8000 de la marca Braintree Scientific.

Figura 10. Equipo de electrohilado.

5.1.2. Obtencidn de peliculas

En el proceso de elaboracion de peliculas, se utilizo quitosano (CS, Mw: 50000-
190000g/mol) de bajo peso molecular referencia 448869 de la empresa Sigma Aldrich y Acido
Acético glacial (AcOH, Mw=60,05g/mol) de la empresa Honeywell Fluka.

La obtencién de peliculas de quitosano y del material compuesto se realiz6 usando el

método de evaporacion de solvente para el cudl se hizo uso de un horno de conveccion por gravedad
referencia 40GC, de la marca Quincy Lab, Inc.
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5.2.METODOS

5.2.1. CARACTERIZACION DE MATERIAS PRIMAS.
Viscosimetria capilar

Se utiliza esta técnica para determinar el peso molecular promedio viscoso Mv del quitosano
usando como referencia las normas ASTM D445 (ASTM, 2019) y D446 (ASTM, 19 C.E.) para
esto se utilizo un viscosimetro capilar Ubbelohde 0C, el cual se sumerge en un bafio de agua a 25
+ 1°C. Se vierte 12mL de solucion en el capilar del viscosimetro a través de una propipeta, se lleva
la solucion 1cm por encima de A posteriormente se retira la propipeta y se deja fluir la solucion,
se registran los datos de tiempo que la solucion tarda en descender desde A hasta B como se muestra
en la figura 11. EI Mv se calcula mediante la ecuacion de Mark—Houwink que describe la
dependencia de la viscosidad intrinseca de un polimero y su masa molecular promedia como se
describe en la siguiente ecuacion.

[n] = K = My
Ecuacién 1. Viscosidad intrinseca.

Donde [n] es la viscosidad intrinseca, K y a son constantes que dependen de la naturaleza del
polimero y el solvente a una temperatura determinada (IUPAC, 2008).

@@j

B> H

Figura 11. Viscosimetro capilar Ubbelohde. Tomado de Xylem Analytics (Xylem’s analytics, n.d.)

Para el quitosano se prepard una solucion acuosa de Acido Acético 0.3M (CH3COOH) y Acetato
de sodio 0.2M (CH3COONa), posteriormente en matraces aforados de 100mL se disponen
diferentes concentraciones de quitosano (1x107°, 3x107°, 5 x10°, 7 x10°y 9x10° g/mL). Los
valores reportados de las constantes k y a en el solvente a 25 °C son 0.074mL/g y 0.76
respectivamente (Rinaudo et al., 1993).
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5.2.2. OBTENCION DE ANDAMIOS ELECTROHILADOS.
5.2.2.1.0BTENCION DE ANDAMIOS ELECTROHILADOS DE PLA.
5.2.2.1.1 Andamios electrohilados de PLA con cloroformo.

El polimero de PLA se disuelve en cloroformo quedando en concentraciones de 8%, 10%,
12%, 15% y 20%; esta solucion polimérica se introduce en el sistema del equipo de electrohilado,
que consiste en la introduccion de dicha solucion en una jeringa de 10 mL, la cual se adapta a un
sistema de bombeo con una manguera de polipropileno, acoplada a la boquilla del equipo en acero
inoxidable de 0.8 mm de diametro. Se realizan corridas para determinar los parametros ideales.
Primero, se variaron los voltajes cambiando dos unidades en los rangos de 12 a 22 kV. Segundo,
se varid la velocidad de flujo, como 0.8mL/h, 1mL/h, 2mL/h, 4mL/hy 8mL/h. Tercero, se vario la
distancia de la punta emisora y el colector, entre 13, 15y 17 cm.

5.2.2.1.2 Andamios electrohilados de PLA con mezcla Dimetilformamida-Acetona.

El Acido Polilactico se disolvié en un sistema binario de solventes para obtener una
concentracion del polimero de 12.5% (p/v), este sistema estaba compuesto por Acetona y
Dimetilformamida a diferentes proporciones (v/v). Para la preparacién de todas las soluciones los
solventes fueron adicionados a una cantidad de polimero previamente pesada en un matraz aforado.
Estas soluciones fueron realizadas mediante agitacion magnética a una temperatura de 80 °C
durante aproximadamente 16 h.

La solucién polimérica se introdujo en una jeringa de 10 mL, la cual se bombed por medio
de una manguera de Nylon de 6 mm de la marca Parker acoplada a la boquilla del equipo de
electrohilado en acero inoxidable de 0.8 mm de diametro; esta se colocd en una bomba para
controlar el flujo, la cual corresponde a 2 mL/h. La distancia entre la punta emisora y el colector
fue 15 cm. El proceso de electrohilado fue realizado a dos diferentes voltajes generados de 12kV
y 22kV. La concentracion de la solucién polimérica se mantuvo en 12.5% (p/v) a diferentes
relaciones de solventes de Acetona y Dimetilformamida de 3:7, 2:3, 1:1, 3:2, 7:3 respectivamente.
Finalmente, la mejor relacion de solventes se recolectaron los andamios a tres diferentes tiempos
(30, 45 y 60 min). Los andamios se almacenan en la lamina de aluminio a temperatura ambiente
en un desecador.

31



ESTUDIO CON SOLVENTES \
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Figura 12. Metodologia para estudio con solventes.

5.2.2.2 CARACTERIZACION DE ANDAMIOS DE PLA
Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

La inspeccion morfoldgica de los andamios de PLA se realizé mediante un microscopio
electronico de barrio (SEM) JEOL modelo JSM 6490LV. Todas las muestras fueron recubiertas
con una pelicula fina de oro debido a que los materiales poliméricos cuentan con una baja
conductividad eléctrica. Todas las muestras fueron ensayadas a un voltaje de 20kV por medio de
electrones secundarios que proporcionan informacion topogréafica de la muestra.

5.2.3. OBTENCION DE PELICULAS DE QUITOSANO.

El quitosano se disolvié en una solucién de acido acético glacial en agua destilada a una
concentracion de 2% (v/v), con el propdsito de obtener una concentracién del polimero de 0.5%
(p/v). Para la preparacion de las peliculas el solvente fue adicionado a una cantidad de polimero
previamente pesada en un matraz aforado. Estas soluciones fueron realizadas mediante agitacion
magnética a temperatura ambiente durante aproximadamente 16h.

Se deposité 200 mL de la disolucién de quitosano en acido acetico en moldes de caucho de
silicona. Se deja evaporar el solvente durante 24h, posteriormente se colocan dentro del horno a 35
°C durante 24h, finalmente se aumenta la temperatura a 38 °C durante 24 h, esto con el propésito
de aumentar la temperatura progresivamente generando una evaporacion controlada del solvente y
evitar la formacion de discontinuidades dentro de la pelicula final. Las peliculas se almacenan a
temperatura ambiente en un desecador.
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5.2.4. OBTENCION DEL MATERIAL COMPUESTO

La obtencion del material compuesto se realizo a partir de los andamios electrohilados de
PLA vy la solucién de quitosano. De este modo, se prepararon 200 mL de solucion de quitosano
para la elaboracion de un andamio compuesto, se vertio la mitad de la misma en un molde de
caucho siliconado y sobre dicha solucion se depositd un andamio electrohilado de PLA,
posteriormente se agrego el resto de la solucion con el objetivo de mantener el andamio
electrohilado lo mas centrado posible dentro del compuesto. Las peliculas compuestas se dejaron
reposando a temperatura ambiente durante 24 horas, posteriormente se llevaron a un horno con
temperatura de 35 °C durante 24 horas y finalmente se aumento la temperatura a 38 °C por otras
24 horas. El proceso de evaporacion del solvente se realiza de la misma manera respecto a las
peliculas de quitosano y finalmente la disposicion de almacenamiento es igual a los andamios y
peliculas.

ﬁ OBTENCION DEL MATERIAL COMPUESTO !\
L 4

« Concentracién PLA: 12,5 % p/v

* Relacién solventes: 70% Ac — 30%
DMF

« Voltaje: 12 kV

* Distancia: 15cm

« Vel. De flujo: 2 mL/h

Andamios
electrohilados de
PLA-DMF/Ac

Concentracién Quitosano: 0,5% p/v e 25°C-24 horas
* 35°C-24horas
Concentracién Acido Acético: 2% v/v * 38°C-24horas

, : 8 o
‘ Vertido de 100 mL de sol. Quitosano » e 25°C-24horas ‘ COT:;G ‘ Ensayos de Tensién
«  35°C-24horas prol S -12 probetas
Incorporacién de andamio de PLA * 38°C-24horas

Vertido de 100 mL de sol. Quitosano

*  Con andamio de PLA a 30 min
L 3 tipos de peliculas compuestas * - zn Ingamio :e :3 a ;5) min
. n andamio de a 60 min

Figura 13. Metodologia para obtencién de peliculas compuestas.

5.2.4.1 CARACTERIZACION DE PELICULAS DE QUITOSANO Y MATERIALES
COMPUESTOS

Acondicionamiento de las peliculas

Las peliculas de quitosano y los materiales compuestos se cortaron y acondicionaron para
el ensayo de tension de acuerdo con la norma ASTM D6287. Las dimensiones de las probetas
fueron acordes a la norma ASTM D882. El espesor de cada probeta fue determinado por medio de
un micrémetro digital Mitutoyo No. 293-330. Las muestras fueron almacenadas en un desecador a
una humedad relativa de 15% aproximadamente.
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Resistencia a la tension

Los ensayos de tension fueron realizados en una maquina universal de ensayos Tinius Olsen
modelo H50KS, con una celda de carga de 1000N, se realizaron los ensayos de acuerdo con la
norma ASTM D882, la cual especifica para peliculas poliméricas con menos de 1mm de espesor.
La distancia entre mordazas corresponde a 50mm, el ancho de la pelicula de 20mm y la velocidad
de ensayo de 12.5 mm/min. En la figura 14 se observa una pelicula siendo ensayada a tension.

Figura 14. Montaje de ensayos para tension mecénica.

Se realizaron en total 16 probetas para el ensayo de tensién: 4 peliculas patrén de quitosano
y 4 de cada compuesto con variacién de andamio fibroso de PLA, para 30 min, 45 min y 60 min
de deposicion.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION.
6.1. CARACTERIZACION DE MATERIAS PRIMAS.
6.1.1. Viscosimetria capilar.

La viscosidad del quitosano obtenida mediante viscosimetria capilar fue realizada a las
materias primas por Tamayo y Ruiz conforme a la metodologia. Primero se calcula la viscosidad
relativa, posteriormente la viscosidad especifica se usa para hallar la viscosidad reducida hasta
finalmente obtener la viscosidad intrinseca del polimero. El tiempo de caida del solvente (to) para
el quitosano fue de 304.24s (Tamayo Marin et al., 2018)

Tabla 1. Datos relacionados para la determinacion del peso molecular promedio del quitosano.

Concentracion CS £ (5)
(g/m L) i Nrel Nesp Nred
1x10° 322.82 1.06105892 0.06105892 610.58917
3x10° 359.92 1.18301241 0.18301241 610.04136
5x10° 389.99 1.28184283 0.28184283 563.685667
7x10° 391.85 1.28184283 0.28796735 411.381929
9x10° 463.87 1.52468706 0.52468706 582.985626

Con los datos de la tabla 1, se realizé el grafico viscosidad reducida (nred) VS concentracion. Al
linealizarlos el intercepto corresponde al valor de la viscosidad intrinseca para el quitosano el valor
corresponde a 677.72mL/g. A partir de esta informacion, se procedié a determinar el peso
molecular promedio por medio de la ecuacién 1. Obteniendo para el quitosano un Mw = 163275
g/mol. Estos valores estan dentro de los reportados para la aplicaciéon en ingenieria de tejidos
(Garcia et al., 2018).

Se ha evidenciado en los andamios de quitosano que la tasa de degradacion disminuye a medida
gue aumenta su peso molecular debido a una mayor cristalinidad del material y la cantidad de
enlaces glicosidos presentes. Los andamios de quitosano de bajo peso molecular evidenciaron una
mejor adhesion y proliferacion celular que los andamios que contenian el mismo material de alto
peso molecular en andamios compuestos de colageno (Tangsadthakun et al., 2007).

6.2. ELABORACION DE ANDAMIOS DE PLA CON CLOROFORMO.
6.2.1. Soluciones de PLA en Cloroformo.

Para la obtencidn de los andamios de PLA con cloroformo primero se realizaron soluciones
variando la concentracion del PLA entre 8% a 15% (8, 10, 12, 15), también se realizé una solucion
al 20% pero esta presentaba una viscosidad bastante elevada por lo que no se utiliz. Todas estas
soluciones se probaron en el equipo de electrohilado, la solucion al 12% de PLA en cloroformo fue
la que presentd mejor resultado al obtener la mayor cantidad de fibras en el colector y que fuera
posible realizar el método, se evidenciaba una mayor area de fibras que se aglomeraban en una
pequefia zona dentro del colector.
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6.2.2. Determinacion de parametros para electrohilado.

Voltaje o diferencia de potencial generada entre la punta emisoray el plato colector
(V).

Para la determinacion de este parametro se dejé una altura fija de 15 cm y un flujo de 2
mL/h con la solucion polimérica PLA-Cloroformo al 12%, se realizaba una corrida por 10 a 20
minutos que permitia observar cdmo se daba la produccion de fibras saliendo de la punta
emisora del equipo por un méetodo de contraluz que consistia, en incidir un rayo de luz blanca
en la zona posterior de la cdmara de electrohilado, a continuacion se observaba el colector para
verificar como se recogian las fibras. Con este pardmetro se pudo determinar que el mejor voltaje
fue 18 kV.

De lo que se puede concluir a partir de la determinacién de este parametro es que a medida
que se aumenta el voltaje, mas rapido se evapora el solvente, por consiguiente, mas rapido se tapaba
la punta emisora del equipo de electrohilado. Pero, en el caso de esta solucion polimérica, desde
12 kV se presentaba taponamiento, lo que llevaba a que no se colectara un andamio bien
distribuido, sino s6lo una zona donde se aglomeraban las fibras, lo que hacia que no fuera valido
para el objetivo que se necesitaba alcanzar, un andamio de dimensiones 20 cm por 20 cm para su
posterior utilizacion en el compuesto.

Altura o distancia de punta colectora del equipo de electrohilado a plato colector (h).

Este parametro se determinoé dejando un flujo fijo de 2mL/h y un voltaje de 18kV con la
solucion polimérica PLA-Cloroformo al 12%, para lo cual se realizaron corridas por 10 a 20
minutos donde se comenz0 a variar la altura del plato colector para observar cual era la altura ideal,
variandola desde 13 a 17cm, para la formacion de fibras electrohiladas. De este proceso se
determiné que la altura ideal era de 15cm.

El parametro de altura da cuenta de la distancia de la punta emisora al plato colector al
dejarse fija en un valor determinado no genera un cambio significativo en la produccién de fibras.

Velocidad de Flujo (v).

Para la definicion del parametro velocidad de flujo se dejan fijos los parametros de altura a
15 cm vy voltaje 18kV con una solucion polimérica de PLA-Cloroformo al 12%, se realizaba una
corrida de 10 a 20 minutos y se variaba el flujo para determinar cuél era la mejor velocidad para
obtencion de fibras. Este se vari6 entre 0.8 a 8mL/h.

De la medicion de este parametro se puede deducir que a mayores velocidades de flujo se
disminuia la zona de recogida la placa y, por tanto, si antes sélo una zona era de aglomeracion de
fibras, en este caso se cerraba ain mas el espacio, a una zona muy puntual y especifica.

En el caso del flujo menor, 0,8mL/h, la solucion se evaporaba mucho antes de llegar a la
punta causando aglomeracién del polimero dentro de la jeringa y taponamiento dentro de esta; esto
siguio sucediendo hasta el caso del flujo de 2mL/h donde se podian obtener fibras. Se observé que,
al aumentar la velocidad de flujo, el solvente no alcanzaba a evaporar lo suficiente y no se formaban
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fibras, por el contrario, la solucion practicamente se depositaba sobre el colector formando una
aglomeracion de esta.

El trabajar con las soluciones poliméricas hechas a partir de cloroformo y PLA al 12%
sirvio para la determinacién de parametros ideales para la obtencidn de andamios electrohilados,
sin embargo, como se evidencia en la seccion de caracterizacion de andamios por SEM, la
formacion de las fibras a partir de esta solucion polimérica, siguiendo esta metodologia no funciona
para los andamios que se necesitaban en el compuesto que se realiz6 debido a tres razones
principales; la primera, no se forma peliculas continuas y sélo se forman en una zona de la placa
colectora, el andamio recolectado poseia formas irregulares e incluso se podia apreciar
aglomeracion de las fibras en algunas zonas. La segunda, se presentaba taponamiento constante de
la aguja emisora del equipo electrohilado, esto s6lo daba cuenta de que el solvente se evaporaba
con demasiada rapidez antes de llegar al plato colector. La tercera, no se presentaba una formacién
de fibras aceptable para los andamios.

La formacion de fibras eletrohiladas depende de parametros como: constante dieléctrica,
la conductividad eléctrica, la tension superficial y la solubilidad del polimero en dicho solvente.
Para el cloroformo, estos valores son muy inferiores al compararlos con acetona y
dimetilformamida. Se puede evidenciar al ver datos como los presentados en la tabla 2; segun estos,
se podria decir que el Cloroformo no es quizé el mejor solvente para obtener fibras electrohiladas
en las mejores condiciones, debido a que parametros como su conductividad eléctrica, su constante
dieléctrica, su tensién superficial y la capacidad de disolver el polimero son demasiado inferiores
a los otros dos solventes usados. (R. Casasola et al., 2014b)
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6.3. CARACTERIZACION DE ANDAMIOS DE PLA CON CLOROFORMO.

En la figura 15, se pueden observar las imagenes obtenidas por microscopia electronica de
barrido (SEM) de los andamios electrohilados con la solucion de PLA cloroformo, en un rango
de voltajes entre 16-22 kV.

Figura 15. SEM de andamios electrohiladas de PLA:Cloroformo al 12%. A) 16kV, B) 18kV, C) 20kV, D) 22kV.

Como se ha justificado previamente, la obtencion de andamios electrohilados de PLA
en disolucion con cloroformo demostro ser un método, aunque efectivo en otras condiciones,
para el objetivo buscado no era el indicado, debido a que se necesitaban peliculas de una cierta
dimension que en la disolucion propuesta no se conseguian. Durante la elaboracion, en la
camara de electrohilado constantemente se presentaban taponamientos alrededor de los
primeros diez minutos de la corrida, adicionalmente, la formacion de burbujas que
imposibilitaban la formacion de peliculas continuas, las cuales posteriormente fueron
analizadas por SEM (microscopia Optica de barrido).

El anélisis por SEM se realiz6 a andamios electrohilados a concentracion de 12% de
PLA en cloroformo, con distancia de la punta al colector (h) de 15cm y una velocidad de flujo
de 2mL/h, lo que se vari6 para estos andamios fue el voltaje dentro de un rango entre 16kV a
22kV.
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Como se presenta en la figura 15, las micrografias encontradas revelan la aparicion de
diversas cuentas (beads), las cuales no desaparecian a pesar de que se variara el voltaje, esto
demuestra que el cloroformo no era el solvente adecuado para obtener las mejores fibras y por
supuesto, los mejores andamios. Segun Casasola, el uso de un solvente como el cloroformo el cual
no posee una buena conductividad eléctrica y que adicionalmente, tiene un punto de ebullicion
relativamente bajo puede generar la formacién de estas pequefias cuentas. (Raffaella Casasola,
2016). Adicionalmente, Wanatong reporta que el incremento de densidad y el punto de ebullicién
en una diferencia muy grande entre la solubilidad de los parametros de solvente puede ser
responsable de la “cadena de cuentas”. En su estudio, las fibras mejoraron al incrementar la
constante dieléctrica y el momento de dipolo de los solventes. (Wannatong et al., 2004)

Segun lo presentado en la figura 15, la aplicacion de voltajes méas bajos o altos responde a
una coleccion de fibras mas grandes, con cuentas mas grandes. Teniendo en cuenta, que, al aplicar
incrementos de voltaje, se genera un aumento de campo electrostatico y este a su vez, genera
mayores fuerzas de este tipo, generando asi la formacion de “gotas” de mayor radio en la punta de
la aguja del equipo de electrohilado. Esto adicional, a que la evaporacién del solvente, cuando se
aplican grandes voltajes se da mas rapido, genera mayoritariamente cuentas en lugar de fibras
continuas.

El cloroformo, como bien se sabe no posee una constante dieléctrica muy grande, su
momento de dipolo no es tan grande comparado a un sistema de solventes, el cudl puede mejorar
este por medio de la mezcla de dos solventes compatibles, adicionalmente, su punto de ebullicidn
es muy bajo, lo que haria que a un voltaje determinado se evaporara rapidamente generando la
formacion de cuentas y no fibras continuas y uniformes como las que se estaban buscando.

El uso de otros sistemas de solventes, como el posteriormente usado, DMF-Acetona, se
realizé basandose en literatura previa, los estudios de Casasola, definen que esta es la mejor mezcla
para utilizar y con los pardmetros previamente encontrados en las pruebas de corridas de
electrohilado de PLA con cloroformo se establecieron las condiciones de velocidad de flujo (v) y
altura de la punta de la aguja al colector de las fibras (h) (R. Casasola et al., 2014a)
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6.4. ANDAMIOS PLA CON DMF Y ACETONA.
6.4.1. Solucion polimérica PLA con DMF y Acetona.

Tabla 2. Descripcion de parametros para determinacion del mejor solvente para elaborar fibras electrohiladas de

PLA.
Solvente Punto de ebullicion (°C) Conductividad eléctrica € 6 (mN/m) 8 (cal“/cm
(1uS/cm) )
Cloroformo 61 1,00E-04 48 27,2 9,3
Acetona 56 0,2 20,6 23,3 10
Dimetilformamida 153 6,00E-02 36,7 35 12,1

Donde ¢ es la constante dieléctrica del solvente, o la tension superficial del solvente y & es el
pardmetro de solubilidad.

Segun los datos de la tabla 2 y el estudio realizado por Casasola en 2014, la mejor forma de
obtener fibras electrohiladas de PLA para la creacion de andamios fibrosos seria la mezcla de
solventes para ello basados en el previo estudio con cloroformo, primero se determiné cuél era la
mezcla de solventes que presentaba mejor formacion de andamios fibrosos. Como se evidencia en
la tabla 3, se realizan corridas variando s6lo dos veces la diferencia de potencial entre la punta
emisora y el plato colector o el voltaje, pero se dejan fijos los pardmetros ideales ya encontrados
en el analisis previo como lo son distancia de 15 cm y velocidad de flujo 2mL/h.

La cantidad de solventes en la mezcla se fue variando como se presenta en la tabla 3
comenzando en una mezcla 70:30 DMF-Ac para asi encontrar la mezcla que presentaba las mejores
fibras, todo esto evidenciado por el analisis macroscopico (o visual) y el analisis microscopico
mediante caracterizacion por SEM. Los resultados se presentan en la tabla 3.

Segun los resultados obtenidos por el analisis de corridas, se puede determinar que el mejor
voltaje para electrohilado de PLA con una mezcla de solventes DMF-Ac es de 12kV y que la mejor
mezcla es de 30:70. Una explicacion probable a este comportamiento se encuentra también en los
hallazgos de Casasola y se puede explicar segun la tabla 3. Donde los solventes DMF y Ac tienen
unos parametros de solubilidad mucho mejores que el cloroformo.

El hecho de combinar los dos solventes, DMF-Ac, genera un aumento en el punto de
ebullicion de la mezcla, permitiendo asi la uniformidad de evaporacion de los dos solventes en el
proceso de electrohilado y asi la formacion de fibras. EI DMF tiene un mayor punto de ebullicion
y también una mayor constante dieléctrica lo cual hace que la mezcla de solventes se genere una
estabilidad. La combinacion de 70% Acetona y 30% DMF s6lo muestra que el polimero PLA es
mas afin a tener una disolucion con la Acetona que con el DMF, que genera sélo un hinchamiento
del polimero. (Sato et al., 2013)
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Tabla 3. Solucidn polimérica de PLA con DMF y Acetona en diversas concentraciones para obtencion de fibras
electrohiladas en voltajes de 12 kV y 22 kV.

12 kV 22 kV
DMF Ac Observaciones Tamafio de Fibra Observaciones Tamafio de fibra
Macro Micro Micro Macro Micro Micro
La cantidad de cuentas al
Salpicaduras en la placa Salpicaduras en la placa compararlo con las 12 kV
Procedimiento discontinuo. . Procedimiento discontinuo, con disminuye
) A Muchas cuentas y presencia de ) . . .
70 30 Taponamiento de la aguja ocas fbras Muy delgadas interrupciones. considerablemente, sin Muy delgadas
Placa obtenida de tamafio P Taponamiento minimo de la aguja| embargo, las fibras son
20x20 Placa obtenida de 20x20 demasiado delgadas para
el tamafio de cuenta
Salpicaduras en la placa en menor )
. Salpicaduras mucho menores en
cantidad . _—
- N La cantidad de cuentas disminuye la placa.
Procedimiento discontinuo. L - .
: . .| respecto a la composicion 70:30 Procedimiento con menores | La cantidad de cuentas
60 40 Taponamiento de aguja del equipo | . . Delgadas ) . - Delgadas
. | sin embargo, poseen aln muchos interrupciones. disminuye
Deposito en placa de 20x20 aln se ! .
loara defectos. No hay taponamiento de la aguja.
g Deposito total en placa de 20x20.
. . . Se vefa una pelicula continua sin
Se vefa una pelicula continua, no . )
. . ; presencia de salpicaduras. .
habia presencia de salpicaduras. ) . ) . La cantidad de cuentas
L o . La cantidad de cuentas sigue Las fibras se recogfan sobre la
Procedimiento sin interrupcion o | . ) ) . aumenta
. siendo constante y las fibras adn ) placa en un proceso continuo. .
50 50 continuo ; Medio ) ) considerablemente Delgadas
. ) . no son las mejores para el El taponamiento de la aguja era -
no habia taponamiento de la aguja. o . respecto a la relacion
. . procedimiento esporédico. : .
Deposito totalmente uniforme en la . . 60:40 al mismo voltaje
Deposito totalmente uniforme en
placa de 20x20
una placa 20x20
No se presenta una pelicula
continua.
Se presencia una pelicula continua No hay presencia de
El procedimiento se realiza sin | Con esta proporcion la cantidad salpicaduras.
interrupcion alguna. de cuentas adn es significa e El procedimiento se realiza con
40 60 Se dan pequefios taponamientos |  insatisfactoria para realizar el Medio-grueso. muchas interrupciones. Libre de cuentas. Gruesas
pero son faciimente solucionados. |  procedimiento y obtener los La aguja presentaba
Se recogen placas con aspecto mejores andamios. taponamiento semi constante.
uniforme 20x20 Las placas que se recogen no
son de aspecto uniforme. Que no
llegaba al tamafio de 20x20
No se presenta pelicula continua.
Se genera proceso con
Se presencia una pelicula continua. - interrupcion constante.
. La proporcion de cuentas en esta . .
Se genera un proceso sin L El taponamiento de la aguja era )
iterrupcin composicion disminuye bastante y ANl Constants, proxiadamene Libre de cuentas, con
30 70 se encuentra libre de defectos, Gruesas ' fibras més gruesas que la Muy Gruesas

No hay taponamiento de la aguja
Se obtienen placas de tamafio
uniforme de 20x20

por lo tanto es la mejor
composicion.

menor a 3 minutos de iniciado el
electrohilado.

No se obtienen placas uniformes

ni de un tamafio aceptable para
ser andamio.

composicion anterior.

Segun la informacién de las observaciones condensadas en la tabla 3, a los andamios
obtenidos en voltajes de 12 kV y 22 kV, se decidi6 que la solucién escogida para la obtencion de
los andamios fue una solucion al 12,5% de PLA en una mezcla 30 DMF: 70 Ac en una corrida a
12 kV, 15 cm de distancia (h) y una velocidad de flujo 2mL/h.
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Teniendo en cuenta estos parametros, 12,5% de PLA en una mezcla 30:70 DMF-Ac a 12
kV, se realizo la reproduccion de andamios en diversas probetas a diferentes tiempos de recoleccion
en un rango entre 30 a 60 minutos por corrida, cada uno de ellos con caracteristicas especificas,
pero principalmente por su espesor, obteniendo asi los resultados presentados en la tabla 4. El
tiempo, en cuestion de la recoleccion de los andamios lo Unico que especifica es una formacion de
mas capas y mas fibras en la superficie colectora, lo cual permitiria con mayor facilidad crear un
andamio con un mayor espesor.

Tabla 4. Caracteristicas de los andamios obtenidos a diferentes tiempos de corrida

Tiempo de
corrida (min)

Caracteristicas del Andamio

30

Los Andamios se muestran como laminas muy finas, las cuales, no se
pueden delaminar facilmente del aluminio colector. Estos andamios no
presentaron ningun tipo de taponamiento en su proceso de elaboracion
obteniéndose como una pelicula continua con bordes poco definidos.

45

Las laminas obtenidas en este andamio comienzan a mostrarse un poco
mas gruesas, las cuales se pueden remover facilmente del aluminio
colector. El proceso de obtencidn se presentd sin ninguna interrupcion,
y se formo una pelicula continua con bordes mas definidos y con un
espesor mucho mayor que las de 30 minutos

60

Los Andamios obtenidos en este tiempo de corrida fueron los mas
gruesos obtenidos, estos son de facil remocién del aluminio colector.
Se obtuvieron en un proceso sin interrupcion debido a que en este
punto la mezcla de solventes alin se encuentra dentro de su rango antes
de que se evaporaran completamente. La obtencion de estas fibras fue
una pelicula continua sin ningun tipo de beads y con un espesor
superior a las dos anteriores.
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6.5. CARACTERIZACION POR SEM DE LOS ANDAMIOS FIBROSOS DE PLA CON MEZCLA
DMF-ACETONA.

En la figura 16, se pueden observar las imagenes obtenidas por microscopia electronica de
barrido (SEM) de los andamios producidos segun la relacion de solventes presentados en la tabla
3 aunvoltaje de 12 kV (en la parte izquierda de la Tabla 3).

2

Figura 16. SEM de andamios electrohiladas de PLA en mezcla de solventes a 12kV. A) 70% DMF — 30% Ac, B)
60% DMF — 40% Ac, C) 50% DMF — 50% Ac, D) 40% DMF — 60% Ac, E) 30% DMF — 70% Ac.

Durante el proceso de obtencion del andamio (Fig. 16A) se observo en la camara de
electrohilado que la solucién polimérica descendié desde la boquilla en forma de aspersién de
pequefias gotas, las cuales se depositaron sobre el aluminio en la placa colectora, esto se evidencia
en la micrografia con la presencia de cuentas (beads) interconectadas por fibras delgadas.

Para la mezcla de solvente 60/40, (Fig. 16B), se evidencia que al disminuir la cantidad de
DMF dentro de la solucidn, se estabiliza un poco mas disminuyendo la cantidad de defectos
presentes en el andamio, a pesar de esto, sigue siendo inadecuada debido al nimero de cuentas
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(beads) atn presentes. Caso similar que ocurre con la mezcla de solvente 50/50, (Figura 16C), pues
la cantidad de defectos entre las fibras se mantiene casi constante.

En la mezcla de solventes en proporcion, 40/60 (Fig.16D), se puede ver claramente que, al
aumentar la presencia de acetona en la solucion, las fibras obtenidas son mucho méas uniformes,
gruesas Y la cantidad de discontinuidades ha disminuido notoriamente. Finalmente, en la (figura
16E), donde se utilizd un porcentaje 70% Ac- 30% DMF, se puede observar que practicamente las
fibras se han formado libres de defectos y el grosor de estas parece ser mayor al de las anteriores
composiciones.

Lo anterior, puede deberse a que la disminucidn de proporcion de solvente con mayor punto
de ebullicién genera fibras con diametro mayor, es decir, fibras mas gruesas. Segun Casasola y
Wannatong (R. Casasola et al., 2014b)(Wannatong et al., 2004), se encuentra una relacién similar
entre el punto de ebullicion del solvente y el didmetro de fibras en el electrohilado de PLA y
Poliestireno, respectivamente. Esta correlacion de punto de ebullicion afecta por igual mezclas
duales de solventes, donde al disminuir la proporcidn del solvente con mayor punto de ebullicion
presenta presencia de fibras mas gruesas.
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Figura 17. SEM de andamios electrohiladas de PLA en mezcla de solventes a 22k A) 70% DMF — 30% Ac, B) 60%
DMF — 40% Ac, C) 50% DMF —50% Ac, D) 40% DMF — 60% Ac, E) 30% DMF — 70% Ac.

En la figura 17 se presentan las micrografias del proceso de obtencion de andamios a 22
kV. Como se puede observar, en las concentraciones de Ac iguales 0 mayores a 60% se presenta
una mejora en la obtencion de andamios e incluso se observa una disminucién de los defectos
presentes respecto a las obtenidas a 12 kV, sin embargo, las fibras son demasiado delgadas, no
presentan uniformidad en el didmetro y se observan algunas gotas (beads) (Fig. 17A-B). La
cantidad de discontinuidades aumenta significativamente a una concentracion de 50% DMF (Fig.
17.C) como un caso atipico que solo se evidencia en este voltaje rompiendo la tendencia que se
aprecia en las otras concentraciones. Para los porcentajes de 40% DMF y 30% DMF se observo en
las micrografias (Fig. 17D y E) un didmetro continuo en las fibras y la ausencia de gotitas (beads)
esto se debe probablemente a que se evaporaron de manera mas eficiente los solventes. Sin
embargo, durante el proceso de electrohilado después de unos pocos minutos se taponaba
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totalmente la boquilla impidiendo el paso de la solucién, lo cual no lo hace apto para un proceso
continuo de obtencion de fibras, esto se presenta debido a la evaporacion rapida del solvente.

Finalmente, de acuerdo con, los resultados morfoldgicos obtenidos de los andamios
electrohilados de PLA se selecciono el sistema binario de solventes 30% DMF- 70% Ac, a 12 kV
pues no presentaba problemas de taponamiento al momento de electrohilar como en el caso de la
misma solucion a 22 kV, ademas, las fibras obtenidas con estos parametros presentaban una mayor
uniformidad en cuanto a espesor y no se evidenciaron defectos en las mismas.

/. 20kV X2OO%L \'L{Jm \\\

Figura 18. Micrografia de andamios producidos con sistema de solventes 30% DMF- 70% Ac.

En la figura 18A se presenta la micrografia del andamio obtenido a 12kV en donde se
observa el espesor de diferentes fibras, este oscila entre 404.97nm y 680nm con un valor promedio
de 494.87nm (0.494um). En las aplicaciones de ingenieria de tejidos se buscan diametros de fibras
que se encuentren entre 0.14nm a 2.1um. Las fibras lisas superficialmente presentan una menor
densidad celular respecto a las fibras que presentan una superficie rugosa. La densidad celular
aumenta con el aumento del diametro de las fibras (Badami et al., 2006). Como se evidencia en la
(Fig. 18B) se presenta una superficie rugosa en las fibras; de acuerdo con Ali (Ali et al., 2016), el
incremento de la rugosidad y textura puede facilitar la respuesta y adhesién celular, por lo que es
posible su aplicacion en ingenieria de tejidos.
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6.6. ELABORACION DE PELICULAS COMPUESTAS DE QUITOSANO CON
ANDAMIOS FIBROSOS DE PLA.

6.6.1. OBTENCION DE PELICULAS CON QUITOSANO.

Para la obtencion de las peliculas compuestas, primero, se realizaron pruebas para
determinar la concentracion adecuada de Quitosano (CS), el método escogido para la realizacion
es el método himedo, debido a que a pesar de que no presenta las mejores condiciones para realizar
la pelicula es el mas fécil de controlar. Para llevar a cabo la experimentacion con las peliculas de
Quitosano, se realizaron peliculas a concentraciones de 0,5; 1,0; 1,5; 2,0 y 3,0 % de Quitosano en
una solucién 2% de acido acético previamente preparada con agua destilada. Al realizar las
soluciones, se pudo determinar que la solucion al 3,0% presentaba una consistencia bastante densa,
con una viscosidad elevada que hacia imposible la formacion de una pelicula por el método
propuesto.

Las peliculas se realizaron con soluciones de Quitosano en 2% de acido acético en el rango
de 0,5 a 2% de concentracion del polimero. Para determinar la mejor concentracion para la
elaboracion del compuesto se evalué la mojabilidad del andamio electrohilado de PLA vy la
adhesion de este a la pelicula de quitosano. EI método usado, fue un método manual que permitid
observar la delaminacion del compuesto segun la concentracion del polimero y como fue el acople
después de su obtencion.

De acuerdo con lo anterior, se escogio la concentracion de 0.5% de quitosano en 2% de
acido acético pues presentaba un mejor aspecto visual en comparacion con los demas, se observé
una menor cantidad de zonas blancas lo que indica una mayor humectabilidad del andamio fibroso
de PLA dentro de la pelicula de quitosano, adicional a ello, presentaba una mayor dificultad al
momento de intentar delaminar el andamio de PLA dentro del compuesto.

6.6.2. OBTENCION DE PELICULAS COMPUESTAS.

Una vez definida la concentracion éptima de la solucién de quitosano, se prepararon los
andamios compuestos en un molde de caucho siliconado incorporando los andamios fibrosos de
PLA. De esta manera se obtienen 3 tipos de peliculas compuestas de quitosano y PLA, en donde la
variacion se da en el espesor del andamio fibroso de PLA incorporado en la solucion producto del
tiempo de electrohilado (30 min, 45 min y 60 min).
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6.7.CARACTERIZACION DE PELICULAS COMPUESTAS DE QUITOSANO Y PLA.

6.7.1.1. Ensayos de tension

El promedio de los datos obtenidos en dicho ensayo se presenta a continuacion en la tabla
5 con su respectiva variacion estandar, en donde Pat es la pelicula patréon de quitosano, C30 la
pelicula compuesta con andamio fibroso de PLA a 30 min, C45 para la que tiene incorporado el
andamio de PLA electrohilado a 45 min y finalmente C60 se les denomind a las probetas con
andamios electrohilados a 60 min.

Tabla 5. Resultados de caracterizacion por pruebas de tensién al material obtenido

Formulacion | Espesor pelicula (mm) | Resistencia a la tensién (MPa) | Elongacion (%0)
Pat 0,01 54,55 + 7,38 5,62 +2,93
C30 0,13 2,87 £0,59 13,84 + 5,03
C45 0,15 1,79+0,21 10,66 £ 5,22
C60 0,17 2,67 +£0,29 16,49 + 3,88

Los reforzamientos laminares de PLA realizados a matrices de Quitosano, como lo han
demostrado diversos autores, mejoran y aumentan las propiedades mecanicas, sin embargo, en este
estudio, como se puede observar en la tabla 5, el promedio de los valores obtenidos para las
probetas medidas sélo con quitosano presentan un valor de 54.55 MPa y al medir las probetas con
los andamios electrohilados con diversos tiempos estas tienen unos valores que oscilan entre 1,79
a 2,87 MPa. Adicionalmente, el PLA tiene un médulo de tension de 53 MPa (Henton et al., 2005).
Lo que prueba una caida en las propiedades mecanicas del compuesto desarrollado, esto debido a
diferentes razones presentadas a continuacion:

Primero, las fibras electrohiladas de PLA presentan una alta area superficial debido al
tamanio de las fibras lo que permite la interaccion de estas con el solvente del quitosano, el cual fue
acido acético. Adicionalmente, la porosidad de los andamios fibrosos de PLA, es alta; esto facilita
la rapida penetracidn del solvente en los espacios entre fibras que posteriormente, en el medio acido
genera una hidrolisis en las zonas de interfaz inicialmente, para que el solvente penetre a mayor
profundidad se requiere mas tiempo de contacto con el solvente (Shi et al., 2012; Vieira et al.,
2011).

Segundo, el pH es uno de los factores primordiales para que cualquier material funcione en
su correcta medida y las propiedades sean las esperadas. Adicionalmente, este posee un fuerte
impacto en el mecanismo de reaccion y la cinética de reaccion de un polimero llevandolo a tener
diferentes estados o incluso a la degradacion. En el marco de las aplicaciones biomédicas, la
degradacion es crucial para sistemas de entrega de medicamentos, regeneracion de tejidos, etc.

En poliésteres, la degradacion se da por tres diferentes caminos: catalisis acida, catalisis
bésica 0 no catalizada. Para el PLA, esta se da por dos de estos, la catalisis &cida y la catalisis
basica. En medio acido la catélisis se encuentra favorecida por la cantidad de protones
predominantes en el medio, lo cual genera que los enlaces estéricos del oligdbmero se hidrolicen.
La degradacion del PLA depende principalmente de una cinética global que corresponde a la
formacion o disociacion de los enlaces estericos terminales del polimero, los cuales se degradan
mas rapido en comparacion con los enlaces en el esqueleto de la fibra (Gorrasi & Pantani, 2018;
Henton et al., 2005).
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En resumen, durante este estudio, fibras electrohiladas de PLA fueron expuestas a un medio
acido, acido aceético, al realizar las peliculas compuestas con quitosano. Y como se ha mencionado
previamente, el pH &cido de este medio pudo propiciar una catalisis hidrolitica de las cadenas de
PLA en las fibras electrohiladas y asi comenzar una degradacion del material por medio del
rompimiento de diversos enlaces estéricos, esto posiblemente puede explicar el decaimiento en las
propiedades mecanicas de tension del material (Gorrasi & Pantani, 2018).

Por otro lado, la elongacion del material muestra un aumento significativo posiblemente
debido a la suma de las contribuciones de las fibras segmentadas por la catalisis acida. Cada
contribucion puede estar mediada por enlaces electrostaticos y enlaces de hidrogeno entre los
fragmentos debido a que este tipo de degradacion ocurre en los grupos hidroxilos terminales. En
general estas contribuciones a nivel mecanico tienden a ser muy pequefias y comportarse como
defectos dentro de la pelicula de quitosano (Gorrasi & Pantani, 2018).

La temperatura es un factor importante en la degradacion del PLA debido a que puede
acelerar la velocidad de degradacion hidrolitica- Se espera que por debajo de la temperatura de
transicion vitrea (60-65°C para el PLA) la cinética de degradacion del sistema sea
considerablemente baja y a temperaturas entre 15-40°C permanezca relativamente estable el
material. La temperatura de degradacion del PLA se encuentra alrededor de 260-350°C de acuerdo
a la literatura (Gorrasi & Pantani, 2018; Ndazi & Karlsson, 2011).

Sin embargo, el efecto sinérgico de la temperatura y un medio acido puede incrementar la
cinética de degradacion del compuesto PLA-Quitosano, generando asi que su degradacién se de en
las condiciones realizadas y posiblemente explique la caida de propiedades mecénicas como lo es
la tension a la ruptura del compuesto. Adicionalmente, la propiedad de elongacion debido a la
posible degradacién, como previamente se ha explicado, se debe a pequefias cargas contribuyendo
al aumento significativo de esta.
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7. CONCLUSIONES

Los andamios de PLA obtenidos mediante la técnica de electrohilado usando como solvente
cloroformo permitié determinar los parametros de distancia al colector y velocidad de flujo
de la corrida. El proceso de obtencion de fibras fue interrumpido debido a constantes
taponamientos en la boquilla del equipo de electrohilado lo cual no permitié crear un
andamio sobre toda la superficie de la placa colectora.

La caracterizacion por SEM realizada a las fibras obtenidas de PLA en cloroformo
evidencié la formacion de “cuentas” o discontinuidades en un rango de voltajes de 16 KV
a 20 KV, lo que corrobor6 que el solvente no fue el adecuado debido a que su bajo punto
de ebullicién y su baja conductividad eléctrica generaron la formacion de las mencionadas
cuentas, lo cual mostrd que el andamio no es apto para su aplicacion.

Se implemento el uso de un sistema binario de solventes en el proceso de electrohilado de
PLA como lo fue el sistema Acetona-DMF en relacién 70:30. Este sistema presenté un
mayor punto de ebullicién y una mayor conductividad eléctrica, lo cual permitio la
obtencion de fibras uniformes de mayor didmetro, ademéas permitié la recoleccion de un
andamio completo sobre toda la superficie del colector, estos se realizaron a dos voltajes
12 kV'y 22 kV, teniendo los primeros como los efectivos debido a que fue posible recolectar
completamente sin interrupciones.

Las micrografias obtenidas por SEM para los andamios electrohilados de PLA en Ac-DMF,
presentan la formacion de fibras continuas para la relacion 70:30 Ac-DMF a 12 kV, lo cual
las hace aptas para el estudio desarrollado.

Se obtuvieron peliculas de Quitosano mediante la técnica de evaporacion de solvente, a una
concentracion de la solucion de 0,5% (p/v) del polimero y 2% de &cido acético. Estas
presentaron buenas propiedades mecanicas de resistencia a la tension 54,55 MPa.

La incorporacion de andamios fibrosos de PLA en peliculas de Quitosano mostré una
disminucion drastica de la resistencia a la tension debido a la posible degradacion del PLA
por medio de una catélisis hidrolitica acida en el medio en el que se encontré disuelto el
quitosano y una posible contribucién a la cinética de degradacién por la temperatura de
obtencion de las peliculas.
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8. RECOMENDACIONES PARA FUTUROS ESTUDIOS.

Como se pudo observar con esta investigacion la técnica de evaporacion de solventes para
elaboracion de peliculas compuestas de Quitosano reforzadas con Andamios fibrosos de Acido
Polilactico no presenta una buena sinergia para obtener materiales con mejores propiedades
mecanicas, por lo tanto se recomienda el uso de otras metodologias como sea el uso de liofilizacion,
impresion 3D o coelectrohilado de los materiales cuidando, por supuesto, que el medio de
interaccion de los polimeros no se va influenciado por el pH y la temperatura causando una
degradacion catalitica del material como resultd en esta investigacion.

Investigaciones también se pueden desarrollar estudiando el efecto de la temperatura, el pH,
el tiempo de contacto entre los polimeros, entre otras condiciones, que permitan observar la
degradacion conjunta de los materiales y que establezcan una relacion de como estos reaccionan
en diversos ambientes y asi poder probarlos en cuestion de biodegradabilidad.

La elaboracion de Andamios Fibrosos de PLA puede estudiarse desde el uso de diversos
sistemas binarios de solventes con alto punto de ebullicién y una alta conductividad eléctrica que
permitiera obtener fibras de menor tamafio, adicionalmente, se puede implementar un sistema
automatizado para obtener fibras orientadas con el fin de mejorar la resistencia a tension en la
direccion del esfuerzo del andamio.
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