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ABSTRACT: La reparacion de tejidos dafiados constituye un tema de suma importancia para la medicina por lo que se prepararon nuevos
andamios que pueden permitir el crecimiento natural de las células. Estos se prepararon utilizando quitosano (CHIT) y Oxido de grafeno
(GO), mediante la técnica de liofilizacién. El CHIT se extrajo a partir del micelio del hongo Aspergillus Niger con un rendimiento del 11,5%,
un peso molecular promedio viscoso (Mv) y promedio en peso (Mn) de 18715 g/moly 6482 g/mol, respectivamente y un grado de desace-
tilacion (DA) de 55,7% y 66,7% calculados por el método potenciométrico y por RMN-'H respectivamente. Este ademds se caracterizé por
espectroscopia FTIR y RMN-'H. Por otro lado, el GO se sintetizé empleando un método mejorado de Hummers-Offemann y se caracterizé
por FTIR, Raman, microscopia de fuerza atémica (AFM), dispersién de luz dindmica (DLS) 7y difraccién de rayos X (DRX), evaluando la
morfologia y el grosor de las peliculas de GO. Posteriormente, se disefiaron tres formulaciones en las que se dispers6 el GO en soluciones de
CH>COOH y CHIT, estas se liofilizaron para fabricar los andamios, los cuales se caracterizaron por FTIR, anlisis termogravimétrico (TGA)
y microscopia electrénica de barrido (SEM), lo que permitié evaluar la resistencia, morfologfa, porosidad y las interacciones hidrofilicas que
se dan en los andamios. Ademds para analizar su estabilidad en medio fisiolégico simulado, se les realiz6 una prueba de degradabilidad con
suero fisiolégico, comprobando que los andamios son aptos para fomentar el crecimiento celular de osteoblastos por lo que se espera evaluar
estas caracteristicas in vitro e in vivo en futuros estudios.

o se formen interacciones tipo van der walls entre el quitosano y

INTRODUCCION

La recuperacion de tejidos dseos va de la mano de procesos bio-

otra molécula que le brinde estabilidad y resistencia para que no sea

degradado antes de cumplir su ciclo como restaurador celular’.
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rrollo celular. Por ello, es pertinente fomentar el crecimiento de las
células creando nuevos materiales con caracteristicas de andamio®. NH,
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les*. Por tanto, los andamios acttian como soportes facilitadores de
la migracion, adhesion y transporte de células o moléculas bioacti-

vas encargadas de los procesos regenerativosz. Los andamios por

ende, deben ser estructuras tridimensionales y porosas que sirvan y

como matriz celular temporal de fomento del crecimiento vascular x” representa la

Figura 1. Estructura del quitosano. El subindice

y celular, mientras se da la regeneracién tisular esperada’.

El quitosano (CHIT) o poli (1,4-O-B-2-amino-2-deoxi-D-
glucosa), un polisacarido desacetilado derivado de la quitina (figura
1), ha demostrado cumplir con las caracteristicas necesarias para la
produccién de andamios®. Su similitud con los glicosoaminoglica-
nos le permite interactuar con las células como si fuera la estructura
glucosidica de los proteoglicanos en el tejido éseo’. Sin embargo, el
bajo peso molecular de este polimero impide que tenga estabilidad
y resistencia ante los procesos enzimdticos del organismo. Por lo
anterior, se busca crear nuevos compuestos donde se copolimerice

cantidad de monémeros de quitina desacetilada.

Por otra parte, el 6xido de grafeno (GO) es una molécula de es-
tructura bidimensional muy resistente, del grosor de un dtomo de
carbono, pero con gran fortaleza debido a los enlaces tipo o y las
caracteristicas de resonancia en los enlaces tipo 7 de los carbonos
con hibridacién sp’. Presenta alta estabilidad y propiedades de un
policiclo aromitico de baja tensién anular®.

El GO también exhibe una hibridacién sp® que se relaciona con
los grupos oxigenados en las inmediaciones y la parte central de la
lémina®. Los grupos oxigenados que se obtienen en el GO por



oxidacién del grafeno, consisten en hidroxilos (OH), epéxidos
(COC) y carboxilos (COOH) que le confieren al GO la posibili-
dad de enlazarse por medio de enlaces de hidrégeno a otras molé-
culas, como es el caso del CHIT, que a su vez presenta grupos
aminas (NH.) e hidroxilos (OH) °. La posible estructura molecular
de esta interaccion se muestra en la Figura 2.

HO )

o OH Ok

£ o

|
oH 0 O

OH NHCOCH; OH
/%/0 "
o
o
wo N
Ho

Figura 2. Enlaces de hidrégeno presentados en un nanocompuesto
de CHIT/GO®.
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Por lo anterior, la introducciéon del GO en el compuesto con
CHIT podria mejorar las propiedades mecdnicas del andamio
haciendo que se degrade lentamente mientras da lugar el creci-
miento celular.

El aumento de estas propiedades ha permitido que se utilicen
este tipo de andamios en conservacién de alimentos pues ademas
de ser bioldgicamente activos, tienen propiedades antibacterianas’.
En un organismo vivo estas propiedades evitardn enfermedades al
momento del crecimiento celular. También, por su capacidad para
degradarse tan ficilmente en medio acuoso®, el organismo se va a
encargar de desecharlos sin necesidad de una intervencién quirtr-
gica.

En esta investigacién, se prepararon andamios de CHIT extraido
del micelio del Aspergillus Niger al que se le agregé GO sintetizado
por un método mejorado de Hummers-Offemann con el fin de
evaluar si los andamios preparados mediante liofilizacion tienen
propiedades y morfologia que potencien la regeneracién de tejido
Oseo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Porcentaje de extracciéon de CHIT. La hidrolisis basica del
cuerpo vegetativo (micelio) del hongo superior Aspergillus Niger
permite la transformacion de la quitina contenida en el mismo en
quitosano’. El porcentaje de extraccidn fue de 11,5% partiendo de
500 g de micelio limpio y seco. Aunque este rendimiento es similar
alos reportados en la literatura'®; es bajo comparado con el porcen-
taje de extraccién de caparazones de crusticeos'' puesto que los
micelios normalmente contienen, ademds de la quitina que es la
precursora del CHIT, distintos tipos de polisaciridos como p-
glucanos, proteinas y dcidos grasos™.

Por lo tanto, es posible generar CHIT con porcentajes mayores
sila extraccion se hace a partir de caparazones de crusticeos ya que
mds del 60% de su contenido es quitina, sin embargo, en estos
puede haber remanentes proteinicos que pueden ser alergénicos
por lo que se prefiere usar el micelio'’. Ademas, las extracciones de
caparazones requieren tratamientos de pigmentos con soluciones
toxicas y digestiones enzimaticas aumentando el riesgo de conta-
minacién".. El micelio, por otro lado, es un residuo producto de la
obtencién industrial de dcido citrico por lo que es una materia

prima de fécil adquisicién con condiciones de extraccién mas lige-
ras que permiten aprovechar un desecho constante para la produc-
cién de quitosano de bajo impacto ambiental'’.

Grado de desacetilacion y caracterizacion de CHIT por
RMN-'H. La hidrélisis se realizé6 con NaOH al 40%, una concen-
tracién que genera un grado de desacetilacién de la quitina mayor
al 50%, sin provocar un considerable rompimiento de los enlaces
que mantienen unidos a los mondmeros por lo que no se reduce
tanto el peso molecular del CHIT. El DA= 55,7%, se calcul6 por
método potenciométrico (ver informacién de soporte) utilizando
NaOH 0,101 M como agente titulante y una solucién de CHIT en
HCI. La siguiente ecuacién permite el cdlculo del DA por medio de
dicho método™.

%NH,(DA) = 16,1(y — x)é 1)

Donde (y) y (x) representan el segundo y primer volumen de
equivalencia respectivamente, f es la concentracién de la base y w es
el peso de CHIT utilizado para la titulacion.

El DA se calculé también por un segundo método, utilizando la
técnica de RMN-'H, En esta se utiliz6 la integracion de las sefiales a
8= 4,74 y 8= 1,85 ppm, correspondientes a los hidrégenos de la
amina y del metilo del grupo acetamida del CHIT, respectivamen-
te'®. estas permitieron el cdlculo del DA utilizando la ecuacién (2)
de relacién espectroscépica y grado de desacetilacién’.

1))

%DA = 100 — x100 (2)

Iy = o)

Donde Iup) corresponde a la integral del protén en la amina del
monémero desacetilado e Iu) corresponde al protén en el metilo
de la acetamida del monémero acetilado. El célculo del DA por este
método arrojé un resultado de 66,7% de DA.

Finalmente, se utiliz6 la técnica de RMN-'H para la caracteriza-
cién del CHIT. En este aparece una sefal en 8= 3,69 ppm para el
protén anomérico del mondmero desacetilado y en 8= 3,48 ppm
para el protén anomérico del monémero acetilado, ademds de las
sefiales 8= 4,74 y 8= 1,85 ppm, mencionadas anteriormente, co-
rrespondientes a los hidrogenos de la amina y del metilo del grupo
acetamida del CHIT, respectivamente'®.

Caracterizacion de CHIT por espectroscopia FTIR. El es-
pectro IR (figura S3) muestra las bandas caracteristicas del CHIT'",
siendo la banda de mayor frecuencia a 3360 cm™ con un hombro de
3273 cm’ correspondientes a la vibracién de tension O-H de las
glucosaminas solapada por la vibracion N-H de la amina en el
carbono 2 (figura 1), ademas, en 1552 cm™ se muestra la banda de
vibracién de tension N-H de la amina primaria de la estructura
desacetilada. En 1639 cm’ aparece la banda -CONHC- corres-
pondiente a la tensién del carbonilo del monémero acetilado y por
ultimo, en 1076 cm™ la banda correspondiente a la vibracién de
tension del enlace C-O-C de los carbonos anoméricos'.

Determinacion del peso molecular del CHIT. Para la obten-
cién del peso molecular, se realiz6 viscosimetria capilar y cromato-
graffa de permeacién en gel (GPC). Como los polimeros presentan
un peso molecular promedio que depende de la longitud de sus
cadenas y en general, polimeros como el quitosano se solubilizan
lentamente generando soluciénes viscosas, se puede medir el peso
molecular promedio viscoso (Mv)'’. Para esto se midieron los
tiempos de caida de soluciones de 25 mL con un viscosimetro



ubbelohde, preparadas a partir de una solucién patrén (ver infor-
maci6n de soporte), cuyas concentraciones se muestran en la tabla
S1; asimismo, se midieron las densidades de las soluciones y la
constante B del viscosimetro (3,31x10°) que se calcula con el tiem-
po de caida del agua. A partir de estos datos, se calculd la viscosidad
especifica para graficarla en funcién de la concentracién (figura 3).
Y aunque dicha funcién presenta poca linealidad debido a que las
soluciones viscosas que se forman se solubilizan parcialmente
puesto que el proceso de solubilidad es lento; se puede relacionar
dicha funcién con el peso molecular por medio de la viscosidad
intrinseca.
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Figura 3. Curva de viscosimetria. Viscosidad especifica vs concen-
tracién.

La viscosidad intrinseca es el valor del intercepto de la curva de
viscosimetria especifica y se simboliza como [n]. La ecuacién de
Mark Houwink-Sakurada relaciona esta viscosidad con las constan-
tes k (1,81x107) y a (0,93) previamente establecidos para dichas
condiciones"’.

M, = ([n] e

) o

El Mv calculado para el CHIT extraido fue de 18715 g/mol, un
peso bajo debido a que la quitina en los micelios de hongos supe-
riores es de menor peso que la contenida en crustdceos, adicional a
esto, cuando se hace la hidrélisis, ademds de la desacetilacién,
ocurre un rompimiento de las cadenas poliméricas lo cual reduce
més el peso molecuar'®.

Para la realizacion del GPC se utiliz6 la guia USP para la medi-
cién de CHIT por cromatografia.”

Se utilizé como fase mévil NaNQ; 0,15 My HCOOH 0,5 My se
realizé una curva de calibracién con estindares de pululano (figura
S$4), un polisacarido similar al CHIT por lo que las mediciones de
peso molecular de CHIT no son exactas, pero son suficientes para
su andlisis y comparacion. La estructura del pululano se muestra a
continuacién (figura 4).
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Figura 4. Estructura del pululano.

El pico correspondiente al CHIT aparece a los 22,3 minutos y
utilizando la curva de calibracion se calcula el peso molecular pro-
medio en nimero (Mn) que resulté ser 6481,87 g/mol, este valor
es menor que el Mv pues el Mn representa el peso total de todas las
moléculas presentes en la muestra del polimero dividido entre el
numero total de moles, mientras el Mv se relaciona con una menor
cantidad de moles, solo las de bajo peso molecular'®.

Sintesis del GO. A partir de 3 g de grafito se obtuvieron 5 g de
6xido de grafeno (GO), esto indica que ocurrié un proceso de
oxidacién lo cual produce un incremento en los pesos moleculares.
Como estos grupos estin dentro de la estructura bidimensional,
aumentan su peso total produciendo un rendimiento superior al
100%.

Para la obtencién de GO, se utiliz6 un método mejorado de
Hummer s y Offemann®. Normalmente en los métodos modifica-
dos, se utilizan soluciones de H:SO4:HNO; para que la reaccioén no
sea tan exotérmica por lo que estas pueden tardar de 1-2 semanas™.
Marcano, D y colaboradores, comprobaron que utilizar una solu-
cién 9:1 H:8O4:H;PO: no solo mejora el rendimiento de la reac-
cién, sino que disminuye el tiempo de reaccién a 6-12 h por lo que
ese método se llevé a cabo™. El uso de la mezcla de 4cidos permite
que el KMnO; que se utiliza para la oxidacién reaccione completa-
mente con el grafito en una reaccién muy exotérmica, por lo cual
aumenta el rendimiento y la velocidad de reaccién. Cualquier
remanente de la oxidacién es eliminado con H,O,™.

Caracterizacion del GO por espectroscopia FTIR. El espectro
IR (figura S5) muestra las bandas caracteristicas del GO siendo la
banda de mayor frecuencia a 3363 cm” correspondiente a la vibra-
cién de tensién del O-H que se complementa con la banda del
enlace C-OH a 1151 cm™ para los grupos hidroxilos del GO. A
1651 cm™ aparece la banda de tensién C=C caracteristica de los
dobles enlaces en el anillo policiclico aromético del grafeno. A 1078
cm’ aparece la banda C-O-C caracteristica de los epéxidos. La
banda del C=0 se encuentra desplazada a una frecuencia més baja
por las interacciones del enlace de hidrégeno intramolecular, esto
hace que se solape con la banda del C=C. Ademis, la banda se
encuentra debilitada ya que los grupos carbonilo solo se encuentran
alrededor de la lamina™.

Caracterizacion del GO por espectroscopia Raman. El espec-
tro Raman (figura S6) muestra las dos tinicas bandas caracteristicas
del GO. La banda D=1358 muestra las interacciones sp’-sp’ entre
los carbonos del GO y los grupos ricos en oxigeno, mientras la
banda G=1598 muestra las interacciones sp’-sp> de los enlaces
C=C. Se midi6é ademas el grado de oxidacion del GO relacionando
la intensidad de ambas bandas™. El grado de oxidacién resulté ser
del 80%, por lo que este porcentaje de GO se encuentra oxidado™.

Caracterizacién del GO por difraccién de rayos X (DRX). El
difractograma del GO (figura S7) muestra el pico de dispersion
caracteristico en el dngulo de 9,75°. Normalmente este pico aparece
en 10°”' y representa la dispersion causada por los grupos -COOH
que le confieren un aumento de tamafo a las ldminas de GO en
comparacidn al grafeno®. En el espectro de DRX aparecen también
otros picos entre 20-40° que son caracteristicos del 6xido de grafi-
to”, esto indica que puede haber entre 2 y 10 l4minas de GO su-
perpuestas cuando el GO no se encuentra dispersado en una solu-
cién acuosa. Este factor pierde relevancia al preparar los andamios
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Figura S. (a) Microscopia de fuerza atémica de liminas de GO seccionadas (b) grosor seccional de cada lémina en funcién de su altura.

ya que el éxido de grafito es dispersado, separando las liminas y
formando de nuevo el GO. Esto se verific6 por microscopia de
fuerza atémica (AFM) donde las mediciones se hacen dispersando
el GO en solucién.

Microscopia de fuerza atémica (AFM) del GO. En la figura 5
se muestran las imdgenes microscépicas de la muestra de GO dis-
persada en solucion acuosa de 5.0 ym y 2.0 um de drea. Los perfiles
de grosor de una seccién de cada una de ellas se observan en (b).
En cada caso, el grosor se acerca alos 0 nm a lo largo de cada sec-
cion puesto que el grosor de una ldmina de GO no debe superar el
grosor de un 4dtomo de carbono®, sin embargo, pueden existir
algunas aglomeraciones en las que se alcanzan grosores de hasta 20
nm. Independiente de esto, se deja en evidencia que en solucién
cada ldmina aparece de forma individual bien dispersada y tiene un
grosor adecuado.

Tamaiio de particula de GO por dispersién dinamica de la
luz (DLS). Se determiné la distribucién del tamafio de particula de
las léminas de GO utilizando DLS (Figura S8). El didmetro medio
de las laminas es de 531,2 nm. Como el tamafio es bajo, las ldminas
no se superponen al ser dispersadas en solucién permitiendo la
construccién de andamios sin aglomeraciones de GO.

Preparacion de andamios de CHIT/GO por liofilizacién.
Los andamios se prepararon siguiendo un protocolo similar al de
Mohandesa, F y colaboradores™. Debido a que el peso molecular
del CHIT obtenido es bajo, la cantidad de CHIT que se utiliza para
la elaboracién de andamios debe ser alto*. Por esa misma razén, la
solucién debe ser sometida a una agitaciéon considerable para que se
produzca la dispersion completa del compuesto.

El GO por otro lado, se somete a ultrasonido para separar las 13-
minas que estin superpuestas (como lo muestra el DRX) para
formar de nuevo GO, eliminando las aglomeraciones del compues-
to. Esto da lugar a una interaccion eficiente entre el CHIT y el GO
donde la rugosidad de la superficie a nanoescala del GO, y su es-

tructura bidimensional, establecen una interaccién que adhiere las
peliculas de GO a las cadenas del CHIT. Esto le brinda al CHIT
caracteristicas de un polimero de alto peso molecular ademds de
propiedades mecénicas que caracterizan a las ldminas individuales

del GO*.

Se utilizaron tres formulaciones para la preparacion de los anda-
mios. Una sin GO vy las otras dos con 0,5% y 1,0% de GO para
comparar la morfologia, estabilidad térmica y potencial biolégico
de cada andamio, y ademads, evaluar el efecto del aumento de GO
sobre las propiedades de cada uno.

Posteriormente, con el proceso de liofilizacién se congelaron las
muestras y a baja presién se sublimé el solvente, produciendo una
estructura sdlida y estable (figura 6) debido a la fuerte adhesion
interfacial entre las ldminas de GO bien dispersadas y la matriz
polimérica del CHIT®. La estructura bidimensional nanométrica
del GO encuentra facilidad para alinearse entre las cadenas del
polimero. Las caracteristicas hidrofilicas de dichas laminas y del
CHIT les confieren una compatibilidad favorable en cuanto a la
formacién de enlaces de hidrégeno evidenciado en el FTIR® por lo
que se forman estructuras homogéneas, resistentes a solventes
acuosos como lo demuestra la prueba de degradacion hidrolitica y
cuya porosidad y rugosidad le proveen buenas propiedades como
andamio que estimulen el crecimiento celular tal y como se eviden-

¢i6 en el analisis de SEM?.
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Figura 6. Aﬁdamios lofilizad(;s de CHIT (a) sin GO, (b) con 0,5%
de GOy (c) con 1,0% de GO.



Caracterizacion de los andamios por espectroscopia FTIR.

El espectro IR de los andamios (figura S9) presenta bandas de
ambos compuestos. La sefial de la banda a mayor frecuencia cerca-
na alos 3360 cm™ que para ambos compuestos representa la vibra-
cion de tension de O-H, se ve debilitada al aumentar la cantidad de
GO.

Esto sucede por las interacciones entre vibraciones moleculares
de los hidroxilos de ambos compuestos donde la intensidad de los
sobretonos aumenta y la de la banda fundamental disminuye®, esto
y la disminucion de la frecuencia de la banda demuestra que existe
una interaccion de enlace de hidrégeno que se da entre los hidroxi-
los del CHIT y el GO®. Lo mismo ocurre en 1070 cm™ donde est4
la banda de tension del enlace C-O-C pues los grupos epéxido
también interactdan con los grupos OH del CHIT®. En este caso,
esta tendencia no es tan marcada como en la banda del hidroxilo
debido a que la banda del C-O-C también hace parte del enlace
glucosidico del CHIT, estos grupos oxigenados no son susceptibles
a interactuar por este tipo de enlace®.

A su vez, entre 1704 cm™ y 1726 cm™ aparece la banda corres-
pondiente al -COOH- que antes estaba debilitada y en una fre-
cuencia més baja debido a los enlaces de hidrégeno intramolecula-
res del GO™. En los andamios los oxigenos de los carboxilos se
estan enlazando intermolecularmente con las moléculas oxigenadas
del CHIT por lo que su frecuencia aumenta y ya no se solapan con
la banda del C=C dejando en evidencia a los carboxilos del GO®.

Las otras bandas de enlaces que no hacen parte de las interaccio-
nes de hidrégeno como la banda de tension del C-C y la de -
CONHC- de la amida N- sustituida permanecen intactas’.

Microscopia Electrénica de Barrido (SEM) de los andamios.
En la figura 7 se muestran 3 imdgenes microscopicas de los anda-
mios preparados con las 3 formulaciones respectivamente.

Cada composicién muestra porosidad e interconexion pero la
morfologfa varfa conforme se aumenta la cantidad de GO en cada
caso. En (a) que corresponde al CHIT en ausencia de GO, se per-
cibe menos porosidad y rugosidad que en las demds muestras,
ademds la mayoria de estos poros no supera los SOpym, tamafio
necesario para la proliferacién celular®. Por esta razon, es menos
probable que las células se aglomeren en esta estructura; (b) y (c)
que contienen 0.5% y 1.0% de GO, por el contrario, presentan
mayor cantidad de poros y escamas. La formulacién de 1,0% de GO
muestra mayor cantidad de poros que a su vez son mds uniformes,

con un tamafio promedio de 76,56 + 33,4 um superando el umbral
para el crecimiento celular. Esta estructura mds homogénea que
podria promover una proliferacién celular éptima, es el resultado
de la interaccién del CHIT y el GO cuyas interacciones hidrofilicas
le brindan estabilidad®. Esto se verificé con el andlisis termogravi-

métrico y la prueba de degradabilidad.

Analisis termogravimétrico (TGA) de los andamios. Las cur-
vas termogravimétricas de los andamios se muestran en la figura
$10. El termograma del andamio de CHIT sin GO (a) muestra dos
pérdidas de masa durante el aumento de temperatura como sucede
normalmente en el TGA del polimero sin liofilizar””. La primera
pérdida (26,5%) ocurre entre 71,1 °C y 128,6 °C y corresponde a la
masa remanente de agua en el CHIT que no estd absolutamente
seco, ni siquiera después de la liofilizacion. Esta pérdida también es
apreciable en los andamios con 0,5% de GO (b) y 1,0% de GO (c),
sin embargo en estos ultimos se pierde menos de la mitad de la
masa acuosa que se degradé en (a), debido a que al aumentar la
temperatura, dichos nanocompuestos tienden a comportarse como
hidrogeles™®, los enlaces de hidrégeno entre ambos compuestos se
debilitan permitiendo que las cadenas de CHIT se estiren movién-
dose libremente, lo que aumenta la posibilidad de interactuar con
otras léminas de GO, generando un mayor entrecruzamiento y una
red tridimensional afin al agua, por lo que esta no es eliminada con

facilidad®.

La segunda pérdida (33,8%) de masa del andamio sin GO (a)
con un maximo de degradacidn en 253,0 °C corresponde a la de-
gradacién de las cadenas de CHIT”. En comparacién, para los
andamios con contenido de GO, la temperatura de descomposi-
ci6n es de 270,5 °C y 273,9 °C para (b) y (c) respectivamente. Esto
demuestra que existe una fuerte interaccién debido a los enlaces de
hidrégeno entre las cadenas del CHIT y el GO?, lo que le brinda la
estabilidad térmica de un polimero con mayor peso molecular®.

Para los andamios con contenido de GO, aparece ademds una
tercera temperatura de degradacion con pérdidas de 19,3% y 17,6%
en 485,6 °C y 481,8 °C para (b) y (c) respectivamente. Esta se
atribuye a la remocidn de los grupos funcionales oxigenados mds
estables del GO” y a la eliminacién de restos aromaticos del mis-
mo®, por lo que esta degradacién no se da en los andamios que
carecen de GO.

Prueba de degradabilidad de los andamios en suero fisiol6-
gico. La figura 8 muestra los andamios agregados en medio acuoso
esterilizado al 0,90% p/v de NaClL Se evalu6 su degradabilidad de



manera cualitativa en este medio ya que se espera realizar las prue-
bas biolégicas in vitro de crecimiento celular de osteoblastos en el
mismo medio, por esta razén los andamios deben tener propieda-
des que les permita degradarse lentamente mientras se da el proce-
50.

El andamio de CHIT sin GO (a) se degradé completamente, disol-
viéndose en el medio fisioldgico en 5 min mientras los andamios
cuyas composiciones contienen GO no se disuelven en el medio
pues cuentan con las propiedades mecdnicas que otorga el GO
cuando interactda con las moléculas de CHIT®. Por otra parte, el
andamio con 0,5% de GO (b) pierde algo de volumen con respecto
al de 1,0% (c) que conserva su grosor al tener una mayor interco-

nexién entre ambas moléculas como se muestra en las imégenes de
SEM.

Figura 8. Prueba de degradabilidad de los andamios de CHIT (a)
sin GO, (b) con 0,5% de GO y (c) con 1,0% de GO agregados en
suero fisiolégico.

SECCION EXPERIMENTAL

Extraccién y purificaciéon de CHIT". Se dispusieron 500 g de
micelio del hongo Asperlligus Niger en tres frascos de precipitadosy
se agregaron 2 L de agua a cada uno. Con un agitador mecénico
marca Heidolph RZR 2020 se mezcl6 cada solucién para limpiar el
micelio y, a continuacion, se filtro en tela. El micelio se recolecto y
el proceso de lavado se repitié 6 veces para eliminar las impurezas
que no hacen parte del micelio.

Se dispersé el micelio limpio en 2 bandejas y se dejo secar a 90
°C durante 48 h en un horno, una vez seco se agregé a un balén de
una boquilla de 5 Ly a este se le agregd, en una proporcién de 5:1,
una solucién de NaOH al 40% para hidrolisis (5 mL de solucién de
NaOH 40% p/v por cada gramo de micelio lavado y seco). Esta
solucién se agité mecdnicamente a 1300 rpm durante S h y a una
temperatura de 120 °C y luego de completar la reaccién esta se
retiré y se filtré.

El solido filtrado, que parece una masa parduzca de micelio hi-
drolizado, se recolectd y se lavé siguiendo el protocolo de lavado
descrito anteriormente hasta alcanzar un pH préximo a 8, en este
punto el micelio parece una masa café clara.

El micelio obtenido se repartié en un frasco de precipitado y sele
agregd 3 L de agua, mientras se agit6 a 1300 rpm, se le agregé dcido
acético glacial, gota a gota, hasta alcanzar un pH de 3.8 para disol-
ver el CHIT. Esta solucidn se filtr6 de nuevo y el filtrado se volvid a
hidrolizar con NaOH al 30% agregado gota a gota hasta alcanzar un
pH de 9,8 para precipitar el CHIT, el cual toma un aspecto blanco y
floculante.

El CHIT se filtr6 en papel cuantitativo y se puso a secar por 24 h
a 60 °C. Para purificarlo se solubilizé de nuevo con 4cido acético y
se recuperd con NaOH, se filtrd, se secé y se calculd el rendimien-
to.

Sintesis mejorada de GO™. En un erlenmeyer de S00 mL pues-
to en un refrigerador con hielo, se mezclaron 3 g de grafito, 9 g de
KMnOs y una solucién de 100mL 9:1 H,SO.:H3;PO, agregada muy
lentamente con agitacién magnética constante, a esta solucién se le
aplicé ultrasonido por 3 h en un sonicador Branson 2800 con reflu-
jo de agua fria para evitar que la temperatura sobrepasara los 25 °C.
Luego, se agregaron otros 9 g de KMnO; y se aplic6 sonicacién por
3h mis sin dejar que la temperatura superara los 40 °C. Se agregé
una solucién 0,03 v/v de H:O; hasta que se observo efervescencia y
se lavé con HO-miliQ_en centrifuga hasta que se alcanzé un pH
neutro. Se realizd un dltimo lavado con CH3OH y se seco en un
horno al vacio a 60 °C por 2 h para obtener § g de GO.

Elaboracién de andamios de CHIT/GO por el método de
liofilizacion™. Se pulverizé y se tamizé el CHIT para lograr un
tamafio de particula uniforme. El GO por otro lado, se dispers6 en
agua y se le aplicé ultrasonido por 30 min para provocar la exfolia-
cién'y separacion de las liminas. Ambos compuestos se dispersaron
en 3 soluciones de 80 mL de CH;COOH 2% como se muestra a
continuacién (tabla 1) y se les aplicé agitacién a 10000 RPM por 1
h en un equipo dispersor para homogeneizar.

Tabla 1. Formulaciones para la preparacion de andamios de
CHIT/GO por el método de liofilizacién.

Formulacion CH;COOH 2% CHIT GO
(% p/p) (g) (g) (g)
0GO 80 19,5 0
0,5 9% GO 80 19,0 0,5
1% GO 80 18,5 1,0

Por cada formulacién se completaron 2 tubos falcon con 30 mL
de solucién cada uno y se congelaron a-9,8 °C por 24 h.

Posteriormente los 6 tubos se pusieron en un liofilizador
LABCONCO Freezone 4.5 a una presion de 0,12 mbar y a -52 °C
por 48 h para sublimar completamente el solvente de CH;COOH
generando los andamios. Finalmente, estos se recortaron con un
bisturi a Imm de espesor y 5 mm de didmetro aproximadamente
para su caracterizacién, pruebas bioldgicas y futuras inserciones en
hueso y piel de rata

Materiales y mediciones fisicas. El micelio del Hongo Aspergi-
llus niger se obtuvo de la empresa Sucroal. El resto de reactivos
estan disponibles de manera comercial. Las mediciones de RMN-

'H se realizaron en un RMN Bruker Ultra Shield de 400 MHz
empleando como disolvente DMSO-d6, las mediciones de FTIR se
realizaron en un equipo infrarrojo marca Thermo Modelo Nlcolet
6700 empleando pastillas de KBr, para las mediciones de GPC se
utilizé6 un HPLC agilent 1200 con 2 columnas Shodex ohpak de
polimero entrecruzado y un detector de indice de refraccién, la
determinacién por Raman se realizé en un Microscopio Raman
Confocal Renishaw InVia Reflex,, las mediciones de DRX se hicie-
ron en un difractdmetro marca X'pert PRO - PANalytical, Radia-
ci6n: k(alfal) de 1.540598 y k(alfa2) de 1.544426 provenientes de
un dnodo de cobre con voltaje acelerador de electrones de 45 kV y




corriente para generar electrones de 40 mA, con rejilla dptica de
haz incidente de 1/4° y 1/8°, rejilla de haz difractado de 75 mm,
rejilla soler de 0.04 rad y un detector PIXel en modo Scaning con
una longitud activa (°) de 2.5108, tamafio de paso 0.0197°, rango
de 20 de 4° - 90° y tiempo por paso 304.390 s, las microscopias de
fuerza atémica se tomaron en un AFM multimodo (Vecco Instru-
ments, Santa Barbara, CA) equipado con un sistema de control
Nanoscope Iva (software versién 6.14r1), las mediciones de tama-
fio de particula por DLS se midieron en un Zetasizer Nano Z8, las
microscopias electrénicas de barrido (SEM) se tomaron en un
equipo JEOL, JSM-6490LA (Japan) donde cada muestra fue cu-
bierta con un bafio de cobre y el andlisis termogravimétrico se
realiz6 en una termobalanza TA instruments 2050, ajustada en un
rango de temperatura de trabajo entre 25-400 ° C.

CONCLUSION

Al obtener un grado de desacetilacion superior al 50% se demos-
tré que la quitina contenida en el micelio del hongo Aspergillus
Niger se hidrolizé para producir quitosano con un porcentaje de
extraccién del 11,5% con base al peso inicial seco.

El bajo peso molecular del quitosano obtenido estd relacionado
con sus bajas propiedades mecdnicas, razén por la que se combiné
con 6xido de grafeno, cuyas caracteristicas le proporcionaron un
aumento de estabilidad y resistencia que se vio reflejado en la carac-
terizacion y la prueba de degradacién hidrolitica de los andamios.

El éxido de grafeno se sintetizé por un método mejorado de
Hummer's y Offeman con un rendimiento superior al 100%, esto
junto a los espectros de FTIR y Raman permitieron demostrar que
la oxidacién se complet6. Las imidgenes de AFM y el DRX mostra-
ron que se form¢ 6xido de grafeno después de la sintesis.

A partir de estos dos compuestos se elaboraron exitosamente
andamios utilizando el método de liofilizacién, ya que su espectro
FTIR mostré una disminucién en la intensidad y frecuencia de las
bandas caracteristicas de los grupos oxigenados de ambos com-
puestos, se evidencié la interaccién por enlaces de hidrégeno entre
ambas moléculas conforme se aumenté la cantidad de GO.

EI TGA y la prueba de degradacién en suero fisiolégico corrobo-
raron esta interaccién al mostrar que los andamios con composi-
ciones mayores de 6xido de grafeno tienden a degradarse menos.
Las imdgenes SEM mostraron que la morfologia, interconexién y
porosidad de los andamios les permite tener potencial para generar
crecimiento celular de osteoblastos por lo que se pueden utilizar
para hacer futuras pruebas de biocompatibilidad e inserciones en

seres vivos.
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Metodologia
1. Seccién experimental
1.1 Grado de desacetilacion de CHIT por un método potenciométrico.

Para el calculo del DA se realiz6 una titulaciéon potenciométrica de CHIT con un pHmetro WIW pH 3310, se
utilizé una soluciéon de NaOH 0,101 M previamente estandarizado con CsHsKO4 como agente titulante y una
solucién de 0,253 g de CHIT en 20 ml HCI 0,3M.

1.2 Viscosimetria capilar para el calculo del Mv.

Para el célculo del Mv del CHIT se prepard una solucién patrén de 100 mL de CH;COOH 0,1 M, NaCl0,2 My
0,02 g/mL de CHIT. A partir de esta se prepararon S soluciones de 25 mL con las concentraciones que se mues-
tran en la figura 3 y se les midi6 la densidad con un picnémetro de 1 mL y el tiempo de caida con un viscosime-
tro de viscosimetro ubbelohde con constante p de 3,31x10° que se calcula con el tiempo de caida del agua.

Tablas de soporte

Tabla S1. Concentraciones y tiempos de caida de soluciones tomadas en un viscosimetro de ubbelohde

Concentracién (ml/g) | Tiempo (s) | p (g/ml)
solvente 277 1,0320
0,0008 279 1,0324
0,0010 282 1,0327
0,0013 283 1,0332
0,0015 284 1,0348
0,0018 285 1,0360
0,0020 286 1,0368

Figuras de soporte
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Figura S8. DLS del GO
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Figura S9. FTIR de los andamios de CHIT /GO
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Figura $10. Curva termogravimétrica de los andamios CHIT (a) sin GO, (b) con 0,5% de GOy (c) con 1,0% de

GO.
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