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Resumen: En este trabajo se realiz0 la extraccion de quimggLHT) a partir del hongo
Aspergillus nigercuyo rendimiento fue del 0,6 % sobre la cantidddiahseca. El CHT se
caracterizdO mediante espectroscopia infrarroja IETy de Resonancia Magnética Nuclear
(RMN-1H). Su peso molecular (200605 g/mol), se wmheited mediante viscosimetria capilar y
su grado de desacetilacion (68.51%) se determirdhamie las técnicas de analisis elemental y
valoracién potenciométrica. Se prepararon andaméogcido Poli (L-Lactico) (PLLA)/CHT
mediante la deposicién de CHT a través de losspdebPLLA, previamente elaborados por la
técnica de moldeo por fusion. La morfologia y aeptura de los poros estos andamios fueron
evaluadas por Microscopia Electrénica de BarrideM$ comprobandose la existencia de CHT
dentro de los poros mediante la técnica especpastde fluorescencia. Los andamios fueron
sometidos a pruebas de compresion, porosidad ggladacion hidrolitica con el fin de simular
el comportamiento de los andamios porosos dentr@r@d@nismo mediante ensayws vivo.
Estos ensayas vivo realizados en conejos, indicaron que estos andgooimsos de PLA/CHT
implantados en efectos de tamafo critico en congstraron una adecuada biointegracion,
evidenciandose un proceso cicatrizal por reger@anaisea.

Palabras claves:Quitosano, Acido Poli (lactico), pruebas vivo, hongo Aspergillus niger,
andamios porosos

Abstract: In this work the extraction of chitosan (CHT) waade from the fungu8spergillus
niger whose yield was 0.6% on dry initial amount. TheTCWas characterized by infrared
spectroscopy (FT-IR) and NMR-1H) Nuclear MagnetiesBhance. Its molecular weight
(200,605 g / mol), was determined by capillary esmetry and its degree of deacetylation
(68.51%) was determined by elemental analysis iqokes and potentiometric titration.
Scaffolds of poly (L-lactide) (PLLA)/CHT were prefea by depositing CHT through the pores
of the PLLA scaffolds, previously created by theltmeolding technique. Morphology and pore
architecture of these scaffolds were evaluated ¢tgn&ing Electron Microscopy (SEM) and
found the existence of CHT within the pores by feszence spectroscopy technique. These
material were tested for compression and hydrolgégradation porosity in order to simulate
their behavior within the organism lay vivo assays. These in vivo in rabbits tests showed that
the porous blocks of PLLA/CHT implanted into créticsize effects in rabbits showed adequate
biointegration, showing scar bone regenerationgssc

Key Words: Chitosan, poly (L-lactide)n vivo tests Aspergillus nigerPorous Scaffolds.
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1. INTRODUCCION

En la actualidad se han disefiado muchos biomig®r@n el fin de aplicarlos en el campo
médico. No obstante, no se ha avanzado mucho@nizerniente a la regeneracion 6sea debido
a la dificultad de encontrar materiales que seanpedibles con el organismo humano. La
ingenieria de tejidos ha surgido como un enfoqoenptedor para la regeneracion de tejidos y
organos. Es por esto que muchos cientificos eniages a nivel mundial se han dedicado a la
utilizacion de polimeros biodegradables en la pecotfun de andamios porosos, entre los cuales
se destaca el Poli (L-Lactico) (PLLA), un poliméiodegradable y a su vez compatible con el
organismo humano, convirtiéndose en uno de losolilmpros mas atractivos y utilizado para
aplicaciones biomédicas?.

El PLLA combinado con quitosano (CHT) en forma dkeloque poroso constituye una
alternativa viable para la regeneracion 6sea dénglr a materiales con buenas propiedades
mecéanicas. Los polimeros naturales y sus derivagositilizan cada vez mas como una
alternativa viable para sustituir a los polimeriosésicos, debido a su alta biodegradabilidad y a
su actividad bioldgica. ElI CHT es un polimero leigchdable natural, no tdxico, biocompatible
y posee un efecto antibacterial, lo cual lo hace imteresante para su uso en ingenieria de
tejidos™. Los principales inconvenientes en utilizar CHFgpara producir andamios son las
bajas propiedades mecanicas de éstos, lo que Bmitso en ingenieria de tejidos dufbsEn
este trabajo se pretendié realizar la sintesisrgcterizacion de andamios porosos de acido
polilactico (PLLA) y quitosano (CHT) para estimularregeneracion de tejido éseo en conejos.

2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

La mayoria de los reactivos fueron suministrados lerck y el resto de reactivos se
consiguieron de Agenquimicos S.A.: Hidroxido de iBpdicido Acético Glacial de EM:
Cloruro de Sodio (NaCl), Acido Clorhidrico (HCI), Fenolftaleina. Acido Polilactico de
NatureWorks, referencia PLA Polymer 2002 D. Los/entes deuterados fueron suministrados
por J.T BAKER CHEMICAL Co.: oxido de deuterio {D, 99,75 %); Cloroformo Deuterado
(DCCl3, 99,75 %). El micelio del hongaspergillus nigefue donado por la empresa Sucromiles
S.A.

Los espectros de Infrarrojo, IR, se tomaron enguip® SHIMADZU FTIR-8400, utilizando el
método de pastilla de bromuro de potasio (KBr) yntervalo de medicion fue entre los 4000
hasta los 500 cth Los espectros de RMN se tomaron en un espectrorBRRUKER 400
AVANCE II, usando RO como solvente.

2.1. Obtencion Quimica de CHT A Partir del Hongo Asperglius niger

Se pesaron 50 g del micelio seco del hoAgpergillus nigeren un vaso de precipitado de 200
mL, posteriormente se lavo por triplicado con 500 ae agua milli-Q a temperatura ambiente
eliminandose el exceso de agua por medio de dedamtg filtracion, el residuo se depositd en
un balén de 1000 mL. Esto se realizé con el firelil@inar algunos componentes tales como
azucares, acido citrico y otros componentes gunseentran presentes, ya que este hongo fue
utilizado en la industria en el proceso de fermgatapara obtener &cido citrico. Se adicionaron
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300 mL de NaOH al 40 %, se calentd a reflujo dier&nh a una temperatura de I1@5bajo
agitacion constante; luego se vertid la mezcleentdi a un erlenmeyer de 2000 mL para ser
lavada por triplicado con un litro (1L) agua destd en caliente, seguida de filtracion. Como se
empled un medio fuertemente alcalino, el micelidreswna ruptura en su pared celular
liberando todos sus componentes (azUcares, prsjeilfgidos y Quitina), se empled
temperaturas altas debido a que las proteinas s®atdealizan, los azUcares se degradan
caramelizandose quedando la quitina en su estadm Para el tratamiento de la quitina se
adicionaron 250 mL de acido acético (CH¥DOH) al 10 % a la mezcla con agitacion constante
durante 3 h, se centrifugé durante 15 min a 4H00, se extrajo el sobrenadante y con el
residuo se repitio el procedimiento dos veces oldgniéndose el CHT, es por esto que el acido
acético se utiliza para solubilizar el CHT y sedarale la fraccion insoluble. Se filtro el
sobrenadante y se agrego una solucion de 50 mNa@H al 40 % gota a gota con agitacion
constante, para precipitar el CHT. El solido olderse filtrd, se lavé con 100 mL agua milli-Q
por duplicado y se secé a una temperatura de 3%4%l CHT seco (300 mg, 0,6 % de
rendimiento).

2.2. Técnicas empleadas en la identificacion y caracteacion de los materiales

2.2.1 Espectroscopia Infrarroja:Este método de caracterizacion sirve para deternima
presencia de grupos funcionales caracteristicoawt#hos compuestos quimicos, en este caso,
en el CHT destacan los grupos carbonilo (-C=O)tilacgino (-NHCOCH) y amino (-NH),
respectivamente ]y para el caso del PLLA se destémsmrgrupos carbonilos y los grupos
hidréxidos (-OH)*".

2.2.2. Diferencial Scanning Calorimetry (DSCXEI analisis térmico del CHT y PLLA se
realizé mediante la técnica de DSC en un equipo X820 modulado de TA instruments a
una velocidad de calentamiento de®@dmin en una atmasfera de nitrégeno con un fluj@@e
mL/min desde -66C hasta 4006C.

2.2.3 Termo Gravimetrical Andlisis (TGA)EI analisis térmico del CHT y PLA se realizo
mediante la técnica de TGA en un equipo STD Q 606avelocidad de calentamiento de 10
°C/min en una atmésfera de nitrégeno con un fluj8@enL/min desde 48C hasta 406C.

2.3. Grado de Desacetilacién del CHT

2.3.1 Grado de Desacetilacion obtenido mediante lmig elemental: EI grado de
desacetilacion por analisis elemental mide por mddila ecuacion 1 la relacion directa de los
porcentajes de C, H y N presentes en el CHT. Ed&mion de porcentajes de C/N del CHT
oscila entre 5,145 y 6,861 respectivaméfte

El grado de desacetilacion por analisis elemeetabsiene de la ecuacion 1.

%DD=100-( C/N'5"45)* 0

6.861-3,145 Ecuacion (1)
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2.3.2 Grado de desacetilacion obtenido mediante ovation Potenciométrica: La
potenciometria consiste en exponer el CHT a unsexce acido clorhidrico, ocurriendo la
protonacion del grupo amino libre, valorando despgta disolucion con NaOH, este reacciona
primero con el acido libre en la disolucidén y despdesplaza de la molécula de CHT el anion
cloruro unido al grupo amino libre. EI CHT prec#gdl quedar libre en un medio alcalino, por lo
que puede registrarse la diferencia de pH ents ekis puntos y se obtiene una curva de pH
frente a volumen de NaOH afiadido, con dos puntasflésion ).

El grado de desacetilacidén obtenido por titulagétenciométrica se calcula de la ecuacion 2.

% NH, = 16,1 x (Pto.inflexionmayor - Pto.inflexiénmenor) X My,on

Masa del Quitosano Ecuacion (2)

2.4. Viscosimetria

Para determinar la viscosidad intrinseca y el pastecular del CHT y PLLA se usd un
viscosimetro tipo Ubbelohde 1C E-999. Este viscefiilnse sumergio en un bafio termostatico
a 25°C (*.0.01). Se procedi6 a preparar cinco solucionesdifenente concentraciéon de CHT
0,01, 0,008, 0,006, 0,004, 0,002 con acido acé&ieno solvente y para el PLLA se prepararon
cinco soluciones de la misma concentracion qued&sCHT pero con cloroformo como
solvente. Una vez establecidas las condicionesatb@jo se procedié a determinar primero el
tiempo de flujo del solvente y luego el tiempo hlgofde la primera disolucion (0,01 M) y con
base en la norma ASTM D 446-00 se hicieron lasagemedicione$"

2.5. Fabricacion de Andamios Porosos PLLA/CHT

La elaboracion de los andamios porosos de PLLA/GHETealizO con base en la técnica de
moldeo por fusiér”, se mezclaron homogéneamente el PLLA y NaCl. lrdsujos de NaCl
muestran una distribucién en el tamafio, indicangotgenen tanto particulas finas (0,149 mm)
como gruesas (0,595 mm) (Esta distribucion enmshife se llevd a cabo en un tamiz 50 y otro
de 20). Esta mezcla se realizé en diferentes miasi20:80, 30:70, 40:60 y 50:50 PLLA/NacCl.
Se colocaron en un molde de disco el cual se tdadeh70 °C, y se comprimié por 10 min para
obtener andamios solidos cuyas dimensiones fuerdr2adnm de didmetro y una altura de 17,43
mm. Una vez elaborados se procedié a eliminar daticplas de NaCl presentes en la matriz
sumergiéndolos en un vaso con 100 mL de agua @itiajo agitacion constante durante 5 dias,
cambiando el agua cada 24 h; finalmente se seeas0rfC por 24 h en un horno.

Se realiz6 un ensayo de compresion siguiendo lo®grlos y condiciones establecidas en la
norma ASTM para plasticos celulares rigidos, tamiménocidos como espumas (ASTM D-
1621-04a) (material esponjosdy y se trabajé en una maquina de ensayos universales
Olsen H50ks 2009 la cual posee un mecanismo deotat® velocidad, en el desplazamiento
vertical, de la fuerza ejercida a la probeta. Uhdador de carga que mide la fuerza ejercida en
Newton (N), un sistema de medicion de desplazamigné mide la distancia recorrida durante
el ensayo y, un par de mordazas, que sirven p@tasel espécimen al miembro fijo (base) y al
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miembro maovil (émbolo). Para el ensayo a compres@adaptaron a las mordazas dos placas
de metal que garantizaron una distribucion axidbd=arga; las placas deben ser paralelas entre
ellas y perpendiculares al eje de la cdtgdPara cada composicién se trabajé 3 probetas. Los
mejores resultados se obtuvieron de la relacionBO:

Estos andamios de relacion 30:70 se cortaron eri@k de 8 mm didmetro y 4 mm de espesor
y se sometieron a agitacion constante durante 8 efiaun vaso de precipitados de 100 mL
agregandole 50 mL agua destilada con el fin dediblas particulas de NaCl y asi obtener una
estructura porosa, finalmente se secaron en ebrw#b°C durante 24 h. Luego se procedié a
introducir CHT dentro de los andamios de PLLA posopara lo cual se prepard una solucion al
3,14 % de CHT (0,0628 g CHT en 2 mL acido acéti¢@).solucion se dejé en agitacion
constante durante 3 h a Z5. Se introdujeron los andamios porosos dentrandgaringa con la
solucion de CHT y se ejercid presion manualmente elopistén. Se repitid6 para mejorar la
introduccion de CHT en los andamios porosos. Desgeéintrodujeron los andamios en una
jeringa con NaOH 0,1 M para garantizar que los amol tengan un pH neutro ya que éstos
fueron tratados con acido acético. Los andamiospébneutro se lavaron con 100 mL de agua
milli-Q con el fin de garantizar un pH neutro. Toelste procedimiento se ilustra en la Figura 1.
Luego se introdujeron en un horno a temperatubd€ durante 15 min, quedando listos para
ser ozonificados. La ozonificacion es un métodesterilizacion mediante el cual los andamios
son insertados en una cabina de ultravioleta y@pon un tiempo de 20 segundos para crear la
mayor asepsia posible en los andamios.
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Figura 1. Procedimiento experimental para producir los andanporosos de PLLA/CHT
(esquema modificado de la referencia [4]).

2.6. Porosidad

Para la prueba de porosidad se siguié el métodmbiicion . Los andamios se sumergen

en agua destilada dentro de un desecador apliaamd@cio continuo con una bomba marca
BUCHI con el fin que no hubiera aire para que elaagntre a todos los poros. La presion vario
desde 760, 400, 250 y 150 mmHg a los andamios p®mgante un periodo de tiempo de 3 h.
Luego, se rompio el vacio y los andamios se dejargresion atmosférica durante 25 min

(proceso de relajacion). Los andamios son extrajdgamiestos sobre un tamiz durante 15
minutos para eliminar el exceso de agua destifaddmente se registra el peso.
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2.7. Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

La SEM es una técnica para la obtencion de im&gydaesuperficies con alta resolucion. El
SEM utiliza electrones para la obtencion de imageleeigual forma que el microscopio 6ptico
utiliza luz visible. Las ventajas del SEM frentdaamicroscopia optica son, entre otras, una
mayor capacidad de magnificacién (hasta 100.000wyor profundidad de camPd. Un haz

de electrones barre la superficie de la muesttas glectrones que emite la muestra dan como
resultado la imagen de la superficie. Para obtémdmagen se utiliza principalmente los
electrones secundarios, que permiten trabajar @yonresolucion en el estudio topografico de
superficies. Por otra parte, el contraste ennteéggenes que se forman mediante la deteccion de
electrones retrodispersados esta basado en el aat@nico, resolviendo de este modo las
variaciones de composicién a nivel microscépica @elz que proporciona informacifl.

2.8. Microscopia de Fluorescencia

La microscopia de fluorescencia es una técnica ngntaria al SEM que se utilizé para
analizar la morfologia de los andamios de PLLA/GHJara determinar si el CHT se encuentra
dentro de los poros. El bloque PLLA puro puedeirdisirse ya que este polimero es muy
débilmente fluorescente; mientras que el CHT ewxrdlscente a una longitud de onda que da el
color verde en el espectro visible. Aunque la fsoencia del CHT es relativamente débil, es
posible distinguirlo claramente dentro del blogamo se observa en la Figura 2.

Figura 2. Fluorescencia de CHT de hongo dentro de un poRLié
2.9. Degradacion Hidrolitica

La degradacion hidrolitica se realizé segtin la ror&ASTM F1635-04% |a cual establece los
parametros de temperatura, pH Yy pérdida de pem@ &ste procedimiento se pesaron 10
andamios de PLA/CHT del mismo tamafo aparentes gosocaron en tubos de ensayos con
tapa que contenian la solucion buffer de fosfatgplde7.4 y se pusieron en el horno a una
temperatura de 37C por 30 dias. Después de 3 dias se empezd a tooestras para
determinar la pérdida paulatina de peso, y se guigsia realizar el retiro de un bloque cada 3
dias. Cada bloque retirado se secd en estufa°€ 4lurante 48 h hasta peso constante para
poder determinar la pérdida de peso. Con los dabbenidos se determind el indice de
hinchamiento expresado en % de agua @®@)Hitilizando la ecuacioén 3:

W, -W, L,
%p0 = —>—-X100  Ecuacion (3)
W

MS

Donde Wis es el peso en gramos de la muestra secay W5 la muestra hiameda.
Posteriormente se determiné la degradacion daheoti como el porcentaje de pérdida de peso
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(% w) con respecto al peso de la muestra inicikkamdo la ecuacion 4:

W -W, ‘2
%W = W x100 Ecuacion (4)

Donde W es el peso inicial de la muestra que se puso aadagrW es el peso final del
polimero seco después de haber sido sometido eswrae degradaciéh.

2.10. Pruebas Histoldgicas

2.10.1 Pruebas_in vitroA estos andamios no se les realizaron pruebastio ya que los
productos han sido ampliamente utilizados por m&2@ afios en aplicaciones bioldgicas y
biomédicas, ademas estos productos estan apropadda Food and Drugs Administration
(FDA).

2.10.2 Pruebas_in_vivoEl modelo animal empleado para esta prueba pilmioconejo de
especie Oryctolagus cuniculusel cual posee un metabolismo 6seo similar aladeseres
humanos.

Para efectuar las pruebas histoldgicas se pesinejaen bascula colgante marca THOMAS®
y se realiza el calculo para determinar la cantdiados siguientes medicamentos: Maleato de
Aceptomicina (Tranquilan®. Laboratorios Zoo LTDA)30mMg/Kg via intramuscular (IM), de
Oxilacina 2 %, (Rompum®. BAYER) 0.4 mg/Kg via IM,de Ketamina (Ketalar®. PARKE
DAVIS) dosis Unica de 0,5 mg via IM. Cada medicaimese dispensé en una jeringa
hipodérmica. La sedacién se logré en un promedi8 den para el conejo; luego se rasuro el
area para exponer la piel, se desinfectd con atitteétopico (Isodine), anestesia con técnica
infiltrativa en la cadera del conejo con una cépidocaina 2 % 1:80,000, Roxicaina ®. Se
realizé la incision de 20 mm en la zona del ilisom un bisturi Bad Parker No 3 y una hoja de
bisturi No 15. Luego de hacer el procedimientoatmgacion de los tejidos blandos, exposicion
del hueso con periostétomo y pinzas Adson sinagalicando el sitio quirdrgico a cada lado.
Una vez realizado el procedimiento de incision megde a la preparacion transceptante de la
cavidad o defecto quirdrgico con fresa trefina den® de diametro. La implantacion del
material de injerto del bloque de PLLA/CHT se raalen el lado derecho de la cresta del
conejo. En el lado izquierdo de la cresta del aorsej dejo el hueso sin implantacion como
medida de control. Para la sutura se confrontasendjidos blandos suturando por planos con
material reabsorbible 4 ceros. Sutura continuastdara 3-0. Todo este proceso se muestra en
la Figura 3. Finalmente a los 60 dias se realizérnasia, se hizo diseccion, se encontraron
tejidos con cicatrizacion normal, se enviaron pmres Oseas para realizacion de estudios
histologicos. El protocolo ético de la presenteestigacion fue aprobado por el comité de ética
animal de la Universidad del Valle.
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3. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS
3.1. Procesos involucrados en la extraccion de CHT

Como se mencion0 en la parte experimental, el miclfre la ruptura de su pared celular,
debido a que en la reaccion se empled un meditefuente alcalino y una temperatura alta,
liberando todos los componentes presentes enalacdres, proteinas, lipidos y quitina). La
mayoria de los azucares, excepto la quitina, stirmdes de la pasta en este proceso y
finalmente se llevan a cabo lavados con agua talfén®!

La quitina consiste en unidades de glucosamiidaarcovalentemente mediante un enlace O-
glucosidico tipd3-1,4 y esta unida a los azucares (glucanos) peniate O-glucosidico tipd
-1,3 formando un complejo denominado quitino-glugasiendo el componente mayoritario el
glucésidop-1,3-D glucano (70%), mientras que la quitina ssenta apenas en un 368 La
quitina es separada del complejo quitino-glucanonpedio de hidrdlisis basica en caliente. La
quitina recién liberada sufre la reaccion de ddgacen, gracias a la intervencion del medio
alcalino, que lleva a cabo la hidrolisis del enlaet grupo acetilamino, que convierte a la
quitina en CHT.

Al finalizar la reaccion, el CHT se encuentra madol con los residuos de azuUcares y las
proteinas desnaturalizadas, por esa razon se @ai€ibtCOOH diluido para solubilizarlo y
separarlo de la fraccion insoluble. El pH de la cteezlebe oscilar en el rango de 3,8 hasta 4,5,
para que el grupo amino del CHT se protoN&i( ). Los otros componentes no interfieren, ya
gue no se disuelven en gEODOH diluido bajo esas condiciones de pH. La fiataoluble de
CHT es separada de la fraccion insoluble por medioa centrifugacion. El polimero es
recuperado mediante precipitacion con NaOH, a pldleango de 9.6-10, en esas condiciones
de basicidad, el grupo amino protonado §NHlel CHT pasa a ser un grupo amino libre -NH
siendo facilmente separado mediante filtraéfn
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3.2. Caracterizacion de los productos

3.2.1 Espectro Infrarrojo del CHT:En la Figura 4e ilustra el espectro FT-IR del CHT:
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Figura 4. Espectro Infrarrojo de CHT

En esta figura se observan dos bandas en 343838234 crit caracteristica de la vibracién
de tension simétrica del grupo amida (N-H), en 31gtm’ se observa una banda caracteristica
de vibracion de tension de los grupos hidroxiloklY@el anillo de glucosa. En 2934,14 cm-1
se observa una banda caracteristica de la vibra@otension simétrica y asimétrica de los
grupos CH, CH,, CH. En 1711,35 cthse observa una banda la cual pertenece a la idbrde
tension del grupo carbonilo (C=0). En 1647,59 craphrece una banda ancha de flexion
perteneciente al grupo N-H. En 1559,32 cm-1 serghsana banda ancha caracteristica de la
vibracién de tensién del grupo (C-N). En 1408,923¢5,17 crit se observa dos bandas de
deformacién caracteristicas de los grupos de, CHt,, CH. A 1050,90 ci se observa una
banda caracteristica de la vibracion de tensiémétsica del enlace C-O-C. A 1019,85 tse
observa una banda caracteristica de la vibraciotenlgiéon asimétrica del enlace C-O. La
conformacion beta del anillo de glucosa se apr@@85,70 cil y finalmente a 647,13 cise
observa una banda caracteristica de la vibracictettigmacion del grupo OH. Se puede decir
gue las bandas confirman la identidad de los gréypmsonales del CHT.

3.2.2 Espectro de DSC del CHEI andlisis térmico del CHT se realiz6 mediantetaica de
DSC, es una técnica que permite medir el flujoaleraon respecto a la temperatura aplicada a
la muestra que se encuentra en una atmosfera,de ¢ue permitio encontrar diferencias en el
comportamiento termodindmico del CHT. Las propiedatérmicas que se analizaron en el
CHT fueron la temperatura de transicion vitreg) (I la temperatura de fusion I En la
Figura 5 se muestra el espectro de DSC correspaeciéCHT.
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Figura 5. Espectro DSC para CHT

El valor de Tg es la primera discontinuidad obsgavan la linea base, empezando desde la
temperatura mas baja; la magnitud del cambio diméa base durante la Tg esta relacionada
con la concentracion de cadenas amorfas en la raugsts afectada por factores como la
movilidad molecular entre otros. Las caracteristieatructurales de los polimeros generan un
efecto sobre el valor degTque se pueden reunir en varios grupos, entrguesse encuentran
las caracteristicas asociadas con las interaccentes las cadenas las cuales incluyen el efecto
de fuerzas intermoleculares y el efecto espacklpaducen las cadenas laterales.

El CHT es un polimero que posee grupos laterakesbfes que son los responsables de la
disminucion en el valor de la Tg, a medida que auarelas unidades de CHT en las cadenas
poliméricas, habran méas fragmentos flexibles quarhanenor el valor de Tg, mientras que el
PLA presenta cadenas laterales rigidas con poaaidot los cuales hacen que la Tg aumente
(ver Figura 5). Los valores de,También disminuyen a medida que se aumentan ldades
CHT, pues la presencia de segmentos de estas anitlade que sea mas dificil el ordenamiento
entre las cadenas.

3.2.3 Espectro Infrarrojo del PLLAEN la Figura 6 se muestra un espectro de infrapaia el
PLLA: En esta figura se observan tres bandas eB, 32 y 3507 cihcaracteristicas de la
vibracién de tension de los grupos hidroxilos (Q@dl) Polimero. En 2992 chrse observa una
banda caracteristica de la vibracién simétricagdapo CH. 2935 y 2868 cinse observan dos
bandas caracteristicas de la vibracion de ten&détisca y asimétrica del grupo GHen 1745
cm™® se observa una banda la cual pertenece a la ibrae tension del grupo carbonilo
(C=0). En 1477,81 y 1392,06 cnse observa dos bandas de deformacién simétrisangaica
caracteristicas de los grupos desGHCH. A 1077,63 cm se observa una banda caracteristica
de la vibracién de tensién asimétrica del enlad®-C- A 1020,46 cil se observa una banda
caracteristica de la vibracién del enlace C;CH 859.04 crit se observa una banda
caracteristica de vibracion de tension la parterfau®el enlace C-C-O vy finalmente a 744,69
cm’ se observa una banda caracteristica de la vibrat@otension de la parte cristalina del
enlace C-C-O.
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Figura 6. Espectro Infrarrojo de CHT

3.2.4 Espectro de DSC del PLLAEN la Figura 7 se muestra el DSC correspondierfeé.lah
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Figura 7. Espectro de DSC para el PLA

La transicion vitrea en la mayoria de los polime&®<€asi imperceptible, esto se debe al grado
de cristalinidad de los polimeros, cuando el paldmes amorfo, la transicion vitrea se puede

observar con facilidad, pero a medida que el gdadoristalinidad aumenta, los movimientos de

los segmentos decrecen y la transicion vitrea kelgacerse casi indetectable como el PLA.

3.3 Andlisis del Grado de Desacetilacion

3.3.1 Grado de desacetilacion obtenido por andlisismental:El grado de desacetilacion del
CHT se determiné por analisis de C, N e H coenadlsstra en la Tabla 1:
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Tabla 1. Composicion del CHT y su grado de desacetilacion

Muestra %C %H %N C/N %DD
Hongo 37,1841 6,8777 6,5405 5,7945 68,51
Comercial 41,72 6,83 7,59 5,425 83,66

Con base en los valores reportados en esta tabl@/Nlese pudo calcular el porcentaje de
desacetilacion (%DD). Este %DD se calcul6 reempldaan la ecuacion 1.

El andlisis elemental de las muestras de CHT erhgmcentajes de C, H y N cercanos en
relacion a los porcentajes para el CHT comeraiatual indica que el grado de desacetilacion
encontrado en cada muestra coincide dentro debrexyggerimental (60-90 %).

3.3.2 Grado de desacetilacion obtenido mediante oradion potenciométrica: La
potenciometria consiste en exponer el CHT a unsexce acido clorhidrico, ocurriendo la
protonacion del grupo amino libre del CHT, valoranttspués esta disolucion con NaOH, este
reacciona primero con el acido libre en la disdooy después desplaza de la molécula de CHT
el anion cloruro unido al grupo amino libre. El Chbfecipita al quedar libre en un medio
alcalino, por lo que puede registrarse la difer@nle pH entre estos dos puntos y se obtiene una
curva de pH frente a volumen de NaOH afiadido, emnpulintos de inflexioH!. La Figura 8
muestra la valoracion potenciomeétrica del CHT ca®N 0,1 M para el CHT.

: s A
< el R

-u-m
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Vol haOH [mL)

Figura 8. Valoracion potenciométrica del CHT con NaOH 0,1M

De la Figura 8 se produce una curva de titulac@imados puntos de inflexion, cuyos valores se
determinaron segun el criterio de la primera deidva.a diferencia entre los dos puntos de
inflexién en la curva de titulacion, correspondia &antidad de acido requerido para protonar
los grupos aminos (-Nfidel CHT!. A pH muy basico (mayor a 9) el CHT precipita, ideba
gue el polimero es insoluble en NaOH, formandogagtes moleculares blandos.
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El grado de desacetilacion obtenido por titulagidtenciométrica se calcula de la ecuacion 2,
propuesta anteriormente. Estos célculos realizatiEiante la ecuacion 2 se registraron en la
Tabla 2; para el CHT se utilizé un peso de 0,065 ga molaridad de NaOH de 0,125 M.

Tabla 2. Grado de desacetilacion obtenido mediante paieratria para las muestras de CHT
(masa polimero 0.5 g y [NaOH]=0.1 M)

Muestra Vo(ml) Vi (ml) V2-Vi(ml) %DD
CHT Hongo 93 90 3 73.52

N

Durante la ejecucion de un método potenciométri@nos errores pueden conducir a falsos
resultados. ElI CHT precipita normalmente a pH mayds.0 reduciendo su concentracion;
ademas de producirse posibles acumulaciones sobreldctrodos disminuyendo la precision
del método, por lo que se requiere restringirtldacion hasta valores de pH6,0. Los errores
en las mediciones de pH y su reproducibilidad ¢tuyEn una de las principales limitantes de
éste método, provocando inexactitudes en la detenidin de los puntos de inflexién de las
curvas resultantéd. También puede decirse que la valoracién poterétidea presenta errores
de naturaleza instrumental a pH superiores a 8, sstconoce como error alcalino ya que el
electrodo utilizado es de vidrity.

3.4 Viscosimetria

El peso molecular para el CHT fue de 200605 g/mphsa el PLLA fue de 121540 g/mol,
medidos mediante viscosimetria capilar.

3.5 Fabricacién de Andamios Porosos
3.5.1 Porosidad de los Andamiod-os bloques puros de PLA (0 % CHT) mostraron umbue
desarrollo de la estructura porosa con una intexondad importante. Estos tamafos de poros

se correlacionan con las dimensiones de las plside la sal utilizada en el procé8oComo
se ilustra en la Tabla 3.

Tabla 3. Porcentaje de porosidad para los bloques poras&4d.4/ NaCl

% Pérdida de peso % Porosidad
69,89 66,95
72,35 69,65
72,49 69,80
70,78 67,93
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Realizando un promedio de porosidad se obtuvo lor ¥ 68,58 %, lo que nos lleva a la
conclusién que los bloques contienen un buen ptagede porosidad lo que conlleva a una
buena interconectividad entre poros aun despuébablerlos impregnados con CHT; cabe
resaltar que los bloques de PLA/NaCl se fabricagonuna relacion de 30-70 lo que nos
confirma que los resultados obtenidos de la intexctividad de poros depende de la cantidad
de sal que hay en los bloques, en nuestro alredsd@d %. Este porcentaje de porosidad es
adecuado para regeneracion de tejido 6seo, yaaqugte la entrada de células generadoras de
hueso y también permite un mayor intercambio aiddis.

3.5.2. Caracterizacion de los Andamios Hibridos de CHT/PAL
3.5.2.1 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)
La estructura de los andamios hibridos producidosxaminé mediante SEM; en la figura 9(a)

se ilustra el SEM de los bloques hibridos de PLLé&nyla Figura 9(b) los bloques hibridos de
CHT/PLLA.

15kV X30

(a) (b)
Figura 9. (a) SEM de los andamios porosos de PLLA (sin CHB);SEM de los andamios
porosos de PLLA/CHT

Los andamios de PLLA puros (0% de CHT) presentabuen desarrollo de estructura porosa
con una importante interconectividad, esta integctimidad permite la unién entre los poros
gue genere un canal continuo para el crecimientidacey vascularizacion. Por lo tanto, el
tamarfo de los poros (193 a 573 um) se correlacion&| tamafio de sal empleada, esto permite
concluir que el método usado es adecuado parazaican elevado nivel de interconectividad.
Estas particulas de NaCl con tamafios de 500 y 1808e utilizaron para ajustar el tamafio de
poro de los andamid. El tamafio de los poros se correlaciona con eifisnde sal empleada,
esto permite concluir que el método usado es adecpara alcanzar un elevado nivel de
interconectividad.

En la Figura de 9(b) se observa una buena distdbudel CHT alrededor del poro, lo que
indica que el método de fabricacion utilizado parampregnacion con CHT fue la esperada.
Esta distribucion es la adecuada para la aplicaaaregeneracion de tejidos 6seos debido a que
el CHT estimula el crecimiento de células ostescipara que estas puedan empezar a formar
hueso. La superficie de los poros adquirié un t¢arduoas rugoso, lo que indica que una capa no
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homogénea de CHT fue depositada en las paredes g@ios de PLLA y la interconectividad
no se vio comprometida.

3.6  Degradacion hidroliticain vitro de Los Andamios de PLLA/CHT

Cuando los andamios entran en contacto con el igrgan comienzan un proceso de
degradacion hidrolitica; es por esto que la prusmbaina solucion buffer de fosfato permite
simular cuanto tiempo tardara el material en degssl a unas condiciones similares del
organismo (pH=7,4, T=37C). Ademas permite analizar si este material cengan los
requerimientos de degradacion para implantes aditiz para el crecimiento de tejido 6seo, el
cual es reportado en la literatura de 4 a 12 méfsemacion de hueso inmadufb?.

El PLLA se degrada por hidrdlisis del enlace éstesu estructura molecular. Como se ilustra
en la Figura 10.

(]
o a
- q
CH; o CH, He
o~ ] - | e, ~| + HO' il
o CHy o o

Figura 10. Reaccion de hidrolisis del PLLA

La degradacion hidrolitica de estos polimeros dacgmes acuosas se inicia a través de la
ruptura aleatoria del enlace éster, y esta cowtaofor 4 pardmetros basicos: la constante de
velocidad, la cantidad de agua absorbida, el deefie de difusion de los fragmentos de las
cadenas dentro del polimero y la solubilidad deptosiuctos de degradaciB.

Los resultados de la prueba de hinchamiento sedlua continuacion en la Tabla 4.
Tabla 4. Resultados de la degradacion hidrolitica de atilido CHT de hongo.

Dias| Hinchamiento (%)

0 0

3 129,798
6 175,092
9 200,686
12 224,122
15 236,080
18 220,662
21 210,843
24 252,522
27 268,915
30 270,230
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Para poder observar la absorcion, la degradaciénpgrcentaje de hinchamiento es necesario
graficar la cantidad de dias con respecto al %mEhhmiento como se ilustra en la Figura 11.

300

250 - =

% Hinchamiento
n

Tiempo (dias)

Figura 11. Porcentaje de Hinchamiento de los bloques de PLA/CH

En la Figura 11 se observa que los andamios de RLHA muestran una buena capacidad de
absorcion durante los 3 primeros dias, lo que adjoe los andamios tienen una buena
porosidad permitiendo la introduccion de sales dsfato dentro de él, la migracion y
proliferacion de células ocurriendo el intercamibéofluidos y el crecimiento de tejido 6seo. En
los primeros 3 dias hay mayor retencion de saldssiato debido a que se tienen fases amorfas
en el polimero las cuales presentan mayores volésnéhbres a causa del desorden de las
cadenas permitiendo el ingreso y retencion de dsssde fosfato. Luego se observa un
incremento del hinchamiento hasta el dia 15 estiebe a que la solucion de hidrolitica ataca la
superficie de los poros agrandandolos e incremdota&l area superficial de la estructura
permitiendo mayor retencion de liquido. Despuéstsserva un decrecimiento debido a que
pierde mas peso, ya que las cadenas mas pequeflaspenden de la red disminuyendo el
peso del polimero y al mismo tiempo decrece laadpd de retener liquido. Se puede concluir
que a partir del dia 15 empieza la hidrélisis deinpuesto permitiendo que se degrade
fragmentos en la solucién buffét.

El aumento del hinchamiento se debe a la hidrafaid del CHT, ya que al hacer contacto con
el agua la absorbe, hinchandose, lo que aumertddeidad de degradacion del PLLA.

3.7 Pruebadn vivo

Se realiz6 una prueba piloto vivo en un conejo para evaluar la respuesta biologitendterial
frente a condiciones de uso, como también detamsinel material genera inflamacion a nivel
cutaneo o mucosa. Para esta prueba se realizéseilodde tamafo critico con control por
defecto vacio, es decir se cre6 una preparaciémddida de 8 mm de diametro en las crestas
iliacas del biomodelo, en el lado derecho se coddiloque polimérico con el mismo diametro

y la preparacion del lado izquierdo se dejé vdcgagran ventaja de este tipo de ensayo es que
no tiene capacidad de autoregeneracion, lo queifgeestudiar las complejas interacciones que
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se dan entre el material y un sistema biologicaifural.

En la figura 12 se muestra al lado izquierdo eked®f control (vacio) cubierto por tejido
fibroso, y al lado derecho el defecto experimemaldonde se ve la biointegracion del material.

Figura 12. Muestras de huesos extraidos.

Las figuras como se ilustra en las figuras 13(&3\).

FLA DEGRADADO OSTEOCITO OSTEONAS

OSTEONAS VIETAS

g . PLA DEGRADADO
HUESO LAMELAR VASOS SANGUINEDS

OSTEONA
NUEVA

LINEAS DE
CELULA

PLAQUETAS
MACROFAGOS

LINFOCITOS

VASO SANGUINEQ

LINEAS DE CEMENTO

HUESO BOWEN

(a) (b)

Figura 13. Resultados de la biointegracion del material erotea implantada

La figuras 13(a) y 13(b) corresponden a zonas dsedienplantd el material, en la 13(a) se
aprecia restos del material sin degradarse, peterso en él hay evidencia de neo formacion de
tejido 6seo; en la Figura 13(b) se observa el defideo neo formado con una apariencia de
normalidad caracterizado por la formacion de hwestical con presencia de multiples osteonas
jovenes, vasos sanguineos, osteocitos (puntos lde woleta), y lineas de cemento 6seo
distribuidas al azar.

En el defecto control Figura 14, muestra el huesdérico al defecto se observa la presencia de

cartilago hialino en diferentes fases de osifiaaceéndocondrial. La zona hipertréfica es
invadida por vasos sanguineos y osteoblastos, fenohd reconocer la zona de osificacion.
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A
Figura 14. Defecto control de los cortes de las probetas

La Figura 14 muestra cartilago hipertrofico, zoga®sificacion con conformacion de espiculas
Oseas, osteoblastos y células osteoprogenitoraglorde las espiculas estan rodeadas por
osteoblastos.

Los resultados mostraron que el disefio experiméntél/o se comporté como critico, lo cual
fue confirmado por la no formacién ésea en el gitocontrol (defecto vacio); la presencia de
tejido 6seo en diferentes niveles de formacién res evidencia que el bloque poroso actuo
como un andamio con capacidad osteoinductora yanqusolo facilitd la biointegracion y
crecimiento de tejido, sino también la angiogénegsig formacion de mudltiples osteonas
caracteristicas de presencia de hueso corticaé sebandamio, posiblemente por la influencia
del quitosano.

Los resultados histologicos también dan una apraciiom al proceso de degradacion hidrolitica

y su simultaneo remplazo por tejido 6seo, lo caallsserva claramente en la Figura 7 en la cual
hay espiculas 6seas muy bien definidas en losssidande se degrado completamente el
material, sitios donde estaba el PLLA sin degradagrpor lo tanto sin presencia de tejido, y

sitios donde esta degradandose el PLLA y simultaeete hay presencia de células y tejido en
formacion.

Aungue se ha reportado que la degradacion del Riuesle producir inflamacion in situ, por la
disminucién en el pH al aumentar la presencia dielcdlactico, esto no se evidencio en esta
investigacion debido a que el peso molecular dshmiproduce una degradacion lenta que es
controlada por la misma capacidad buffer del ogyani adicionalmente debido a su caracter
catiénico, CHT podria actuar como un amortiguadwapninimizar la caida de pH resultante de
la degradacion de PLLEY.
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4. CONCLUSIONES

Con base en los resultados se puede concluir geaksd la extraccion del CHT por medio del
hongo Aspergillus nigercon un rendimiento del 0.6 %, se comprobdé la aendel CHT
mediante técnicas espectroscopicas como FT-IR isenélemental. La metodologia empleada
para la impregnacion del CHT dentro de los pordsRd&\ permite controlar facilmente la
cantidad de CHT dentro de éstos. Ademas la impoeé@mae CHT no compromete la porosidad
del bloque ni la interconectividad ya que perméenligracion y proliferacion de las células
permitiendo el intercambio de nutrientes y residaspecto importante en el uso de materiales
para aplicaciones de ingenieria de tejidos. Par lao, los andamios porosos elaborados en
PLLA y CHT exhiben una alta osteoconductividadeoptomocion y osteoinduccion los cuales
pueden ser empleados para la regeneracion de ¢sjeto
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