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ABSTRACT

Tissue engineering is an area of research to address problems related to tissue repair
and regeneration therapies, its main objective is based on the use of biomaterials as
biological substitutes, that is, as three-dimensional (3D) scaffolds. Highly porous materials
provide the ideal environment as scaffolds for tissue regeneration. These scaffolds can
guide tissue formation and cell growth since, due to their structure; they mimic the
functions of the extracellular matrix.

The development of cell scaffolds requires the use of biocompatible, non-toxic and
non-carcinogenic compounds, with the ability to stimulate different cellular functions, with
adequate mechanical behavior during sufficient time to guarantee a good regeneration
process, and which can be metabolized by the body after fulfilling its function; chitosan
(CTS), collagen (CG), chondroitin sulfate (SC) and polyvinyl alcohol (PVA) are
biopolymers that have ideal characteristics for the manufacture of biomaterials in the form
of 3D scaffolds since they possess these characteristics.

This thesis work presents the production of porous materials based on CTS/CG,
CTS/PVA, CTS/SC, CG/PVA and CTS/CG/PVA mixtures using a novel, versatile, low-
cost, simple and effective technique based on separation evaporation induced phase (EIPS)
and, using the deep eutectic solvent choline chloride/urea as a non-solvent system. The
structure of the biomaterials obtained has a high potential for biocompatibility and is very

attractive for subsequent study of cytobiocompatibility.
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RESUMEN

La ingenieria de tejidos es un &rea de investigacion que nace como respuesta a
problemas relacionados con terapias de reparacion y regeneracion de tejidos, entre sus
objetivos estd el uso de biomateriales que funcionen como sustitutos biolégicos y que
cumplan la funcién de andamios tridimensionales (3D). Para lograr la funcién de andamios
celulares se requiere la produccion de materiales altamente porosos que proporcionen el
entorno adecuado para la regeneracion de los tejidos dafiados. Estos andamios pueden guiar
la formacion del tejido y el crecimiento celular ya que, debido a su estructura mimetizan las
funciones de la matriz extracelular.

Para el desarrollo de andamios celulares con caracteristicas adecuadas se requiere
del uso de compuestos biocompatibles, no toxicos ni carcindgenos, con capacidad de
estimular distintas funciones celulares, que desarrollen un comportamiento mecanico
adecuado durante suficiente tiempo para garantizar un buen proceso de regeneracion y que
puedan ser metabolizados por el organismo después de cumplir su funcién; el quitosano
(CTS), el colageno (CG), el sulfato de condroitina (CS) y el alcohol polivinilico (PVA) son
biopolimeros que poseen caracteristicas ideales para la fabricacién de biomateriales en
forma de andamios 3D ya que poseen estas caracteristicas.

Este trabajo de tesis presenta la produccion de materiales porosos basados en
mezclas CTS/CG, CTS/PVA, CTS/SC, CG/PVA y CTS/CG/PVA empleando una técnica
novedosa, versatil, de bajo costo, simple y efectiva basada en la separacion de fase inducida
por evaporacion (EIPS) y empleando el disolvente eutéctico profundo cloruro de
colina/urea como un sistema no disolvente. La estructura de los biomateriales obtenidos
tiene un alto potencial de biocompatibilidad y resulta muy atractiva para su posterior

estudio de citobiocompatibilidad.

Palabras clave: Quitosano, ChCl: U, Andamios celulares, EIPS, DES.
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1. INTRODUCCION

La ingenieria de tejidos constituye actualmente una de las areas de investigacion
mas atractivas para el desarrollo de sustitutos bioldgicos para reparar, restaurar o regenerar
tejidos dafiados [1]. Requiere de biomateriales especificos, tales como andamiajes o
matrices extracelulares artificiales altamente porosas, lo cual permite una mejor
proliferacion de las células y favorece la formacion de nuevos vasos sanguineos
(angiogénesis) [2]. Estos andamiajes ademas deben de tener la capacidad de estimular
funciones celulares de adhesion, migracion, crecimiento, diferenciacion y organizacion de
tejidos, de esta forma, se obtienen materiales que mimetizan la estructura de la matriz
extracelular. Para el desarrollo de andamiajes que cumplan estos requerimientos, la
selecciéon de un material adecuado es de primordial importancia, para lo que se toman en
cuenta aspectos como: la biocompatibilidad, un comportamiento mecénico adecuado
durante suficiente tiempo para garantizar un buen proceso de regeneracion, no ser toxico ni
carcindgeno y ser metabolizado en el organismo después de cumplir su funcién [3,4]. Entre
los materiales que relnen estas caracteristicas basicas se incluyen los elaborados con
polimeros naturales, sintéticos y semisintéticos como el quitosano (CTS), el coladgeno (CG),
el sulfato de condroitina (CS) y el alcohol polivinilico (PVA); biopolimeros en los cuales
estd basado este trabajo de tesis.

El CTS es un biopolimero con un alto potencial para su uso como componente de
biomateriales ya que posee propiedades bioldgicas Unicas, entre las que se incluyen: su
biocompatibilidad, biodegradabilidad, mucoadhesion, capacidad filmogenica y nula
toxicidad. Estas propiedades se deben a su similitud quimica con algunos componentes de
la matriz extracelular presente en los tejidos, como el sulfato de condroitina, el sulfato de
queratan y el &cido hialurdnico, esto permite su uso para la fabricacién de andamios
celulares para ingenieria de tejidos. Adicionalmente, su gran versatilidad para ser
procesado facilita la obtencidn de biomateriales en forma de peliculas, esponjas, hidrogeles,
micro y nano particulas, asi como nanofibras [5,6]. No obstante, su uso se ve limitado por

las dificultades experimentales que se presentan dada su baja solubilidad en agua, de ahi la
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necesidad de utilizar disolventes como el acido trifluoroacetico (un disolvente altamente
toxico), y del uso de equipos que no son de tan facil acceso; tal es el caso del equipo
requerido para llevar a cabo el proceso de liofilizacion.

Por su parte, el CG uno de los principales componentes de la matriz extracelular, es
una proteina fibrosa relativamente insoluble en agua, se encuentra especialmente en
cartilago, huesos y piel, y su principal funcion es mecéanica y de soporte [3]. Por lo anterior,
es considerado como uno de los principales materiales para construir sustitutos artificiales
para tejidos u érgano dafiados [7]. Sin embargo, su procesamiento dista de ser algo trivial
dada su baja solubilidad en los disolventes cominmente utilizados y el largo periodo de
tiempo para obtener la solucion, siendo el hexafluoroisopropanol (HFIP) uno de los pocos
disolventes que logra disolver esta proteina.

El CS forma parte del grupo de los glicosaminoglicanos, que son importantes
constituyentes estructurales de la matriz extracelular del cartilago [8], se organizan en
agregados de alto peso molecular (proteoglicanos) cuya forma principal se denomina
agrecanos [9]. Los proteoglicanos contribuyen a aportar al cartilago sus propiedades
mecanicas y elasticas [8]. En los tejidos de la articulacion, se ha demostrado que el CS
modifica el proceso de muerte por condrocitos, mejora el equilibrio anabolico/catabolico de
la matriz del cartilago extracelular, reduce algunos factores pro inflamatorios y catabdlicos,
reduce las propiedades de resorcion de los osteoblastos de hueso subcondral [10], y
estimula la sintesis de colageno [9]. Es facil de disolver en agua y normalmente es usado
para potencializar las propiedades de adhesion en andamiajes celulares.

El PVA es un polimero sintético posee caracteristicas ideales para su uso en
aplicaciones biomédicas, es soluble en agua, totalmente biodegradable y biocompatible
[11]; ademas, presenta buenas propiedades elasticas y mecanicas, siendo estas
caracteristicas de gran importancia para su uso en conjunto con otros biopolimeros para la
formacidn de peliculas porosas para fines de andamiaje.

El CTS y el CG son polimeros naturales que no existen juntos como mezclas en la
naturaleza, pero sus propiedades individuales, han sido empleadas para producir materiales
con propiedades estructurales y mecéanicas Unicas. Por su parte, la adiccion del CS a
andamios de CTS o CG mejora la adhesion celular [8]. En el caso del PVA, este polimero

ha sido usado junto con CTS y CG para mejorar las propiedades elasticas y mecanicas en
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los andamios celulares [11]. Por lo anterior, este trabajo de tesis presenta el analisis de las
condiciones para la preparacion de materiales porosos, con una alta relacién érea
superficial/volumen, utilizando diferentes mezclas basadas en CTS, CG, CS Y PVA, de tal
forma que los materiales generados presenten caracteristicas adecuadas para su posterior
estudio como andamios celulares otorgadas por la combinacion y potencializacion de las
propiedades individuales de los componentes.

La produccion de materiales porosos suele involucrar métodos costosos y poco
accesibles como la lixiviacién de particulas o la liofilizacién [12]. En este sentido, la
implementacién de la metodologia basada en la separacion de fase inducida por
evaporacion o EIPS (por las siglas en inglés “Evaporation Induced Phase Separation”)
para la fabricacion de materiales porosos es una alternativa efectiva y simple para la
fabricacion de biomateriales. Recientemente, el grupo de trabajo del laboratorio de
biopolimeros y biomateriales del Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas (11QB),
ha reportado el desarrollo de esta metodologia para la produccion de materiales porosos
basados en CTS puro empleando como sistema no disolvente un disolvente eutéctico
profundo (DES) basado en cloruro de colina/urea ChCI/U [12]. Los DES son disolventes
dentro del marco de la llamada “Quimica verde” [13], por lo que este proyecto representa la
primera investigacion sobre el uso de DES como sustituyentes de disolventes organicos en
este tipo de metodologia, proporcionado una técnica de bajo costo, sencilla, accesible y
amigable con el ambiente, ya que ademas de emplear disolventes verdes, éstos pueden
reutilizarse, lo que no genera productos de desecho contaminantes derivados del proceso
[12].

El uso de los DES como sistema no disolvente es deseable para el desarrollo de la
metodologia EIPS cuando se requiere evaporar disolventes poco volatiles como el agua o el
acido aceético [12]. Las mezclas eutécticas de bajo punto de fusién se recuperan facilmente
y son reutilizadas varias veces [14]. Los DES pueden ser facilmente obtenidos con la
mezcla simple de sus componentes, usando temperaturas entre 80 °C y 100 °C, ademas, la
mayoria de los componentes usados en la preparacion de DES son: biodegradables,
biocompatibles, biorenovables, baratos, seguros y capaces de formar mezclas eutécticas a

través de interacciones de puentes de hidrogeno [13].
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Como se menciond anteriormente, la implementacion de la metodologia EIPS
empleados DES como sistema no disolvente ha permitido la obtenciéon de materiales
porosos de CTS en forma de monolitos y peliculas delgadas, los cuales han demostrado
efectividad en la inhibicion del crecimiento de biopeliculas de Vibrio cholerae [12] y como
soporte catalitico. Ademas, sus caracteristicas estructurales y manejabilidad han dado pie al
inicio de pruebas para su uso como andamio celular en el Instituto Nacional de
Rehabilitacion (INR) en la Ciudad de México.

Con base en esta nueva aportacion al desarrollo de metodologias sustentables para
la produccion de materiales porosos con caracteristicas estructurales Unicas, y en la
efectividad de la implementacion de esta la técnica para el desarrollo de materiales basados
en biopolimeros, el presente trabajo de tesis presenta la fabricacion de materiales porosos
basados en las mezclas CTS/CG, CTS/PVA, CTS/CS, CG/PVA y CTS/CG/PVA mediante
la técnica EIPS empleando el DES ChCI-U como sistema no disolvente. Esta técnica ha
sido estandarizada dentro del grupo de trabajo utilizando el CTS puro [12], por lo que se
explora la variacién de los parametros y su efecto en las caracteristicas estructurales de
materiales porosos basados en mezclas mencionadas con la finalidad de obtener materiales
porosos con propiedades potenciadas derivadas de la sinergia de la propiedades

individuales de los componentes.
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2. JUSTIFICACION

Los materiales poliméricos porosos son de gran interés para su estudio como andamios
celulares en ingenieria de tejidos debido a sus caracteristicas estructurales, que resultan
ideales debido a su alta relacion area superficial/volumen, alta porosidad, interconectividad
de poros, estabilidad térmica y buena resistencia quimica y mecanica. Actualmente, las
técnicas mas empleadas para la produccion de materiales poliméricos porosos son la
lixiviacion de particulas [15], liofilizacién [16] e impresién 3D [17], las cuales necesitan de
equipos especializados gque suelen ser costosos y de acceso limitado.

La EIPS es una alternativa sencilla y econdmica a las metodologias convencionales de
produccion de materiales porosos. Esta técnica se probd exitosamente para la obtencion de
materiales porosos basados en quitosano puro incorporando como sistema no disolvente
disolventes biodegradables, esta modificacion a la técnica resulta en una alternativa
novedosa Yy amigable con el medio ambiente. Ademas, la versatilidad de su configuracién
permite procesar una gran variedad de biopolimeros. Por estas razones, este proyecto
explora la aplicacion de la técnica EIPS, estandarizada por nuestro equipo de trabajo, para
la produccion de materiales porosos basados en combinaciones de soluciones poliméricas
de CTS, CG, PVA y CS, con lo cual se busca potencializar las caracteristicas requeridas
para su posible uso como andamios celulares debido a las caracteristicas individuales de los

componentes.
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3. HIPOTESIS

Recientemente en nuestro grupo de trabajo se han producido materiales porosos de
quitosano puro empleando la técnica de separacion de fase inducida en solucion la cual ha
resultado ser un aporte importante al area debido a que es una técnica sencilla, de bajo
costo, amigable con el ambiente, versatil y muy accesible debido a que se requiere un
minimo de equipo para su ejecucion. Los materiales obtenidos han resultado efectivos para
la inhibicién del crecimiento de biopeliculas de la bacteria Vibrio cholerae y como soportes
cataliticos, ademas, su estructura ha llamado la atencidn para su uso andamio celular para el
estudio del mecanismo de crecimiento de fibroblastos de cicatriz hipertrofica, lo cual esta
siendo estudiado actualmente en el Instituto Nacional de Rehabilitacion en la Ciudad de
México.

Dada la versatilidad de la técnica EIPS que incluye el uso del DES ChCIl:U como
sistema no disolvente, se propone extender su estudio para la fabricacion de materiales
porosos basados en mezclas de CTS con CG, CS y PVA, los cuales ademas de ser
biopolimeros altamente biodegradables por su composicion, presentaran caracteristicas
estructurales y mecéanicas Unicas, por lo que existe la posibilidad de obtener materiales
porosos basados en estas mezclas con propiedades mejoradas para su posible aplicacion

como andamios celulares.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Sintetizar y caracterizar peliculas porosas a base de mezclas CTS/CG, CTS/PVA, PVA/CG,
CTS/CS y CTS/PVA/CG con caracteristicas deseables para su posible aplicacién como
andamios celulares en ingenieria de tejidos, mediante la metodologia tipo EIPS empleando
el DES ChCI-U como agente porogeno.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar mezclas de polimeros: CTS/CG, CTS/PVA, PVA/CG, CTS/CS vy
CTS/PVAICG.

e Procesar las mezclas anteriores mediante la técnica EIPS para la fabricacion de
peliculas porosas incorporando el DES ChCI-U como agente pordgeno, siguiendo la
metodologia propuesta en nuestro grupo de trabajo para la produccién de peliculas
de CTS puro [12].

e Caracterizar las peliculas porosas obtenidas mediante microscopia electrénica de

barrido, pruebas de hinchamiento y espectroscopia de infrarrojo.
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5. ANTECEDENTES

5.1 POLIMEROS EN LA INGENIERIA DE TEJIDOS.

La ingenieria de tejidos constituye un campo de investigacion y desarrollo que aplica
los conocimientos de la bioingenieria, ciencias de la vida, quimica, entre otras, para
resolver problemas clinicos y quirtrgicos asociados a la pérdida del tejido o al fallo
funcional de érganos [18]. Las especies normalmente implicadas en la ingenieria de tejidos
son células vivas, asi como sus componentes extracelulares que participan en el desarrollo
de dispositivos que permitan y favorezcan la reparacion de un érgano o tejido dafiado [19]
a la par de que ocurre la formacion de tejido nuevo, asi como de los sistemas de
vascularizacion, [2].

Desde un punto de vista estructural, cualquier sistema que pretenda utilizarse como
soporte para conseguir un crecimiento celular tridimensional y que busque aprovechar los
productos que las propias células generan para la reparacion de la matriz extracelular,
deben tener caracteristicas especificas que son esenciales para conseguir las funciones de
nutricion celular, division, multiplicacién, generacion, ordenacion y consolidacion del
tejido. Como se puede observar en la Figura 1, la biocompatibilidad estd muy relacionada
con la actividad superficial, pues de ello depende que el sistema polimero/células/matriz
extracelular sea aceptado o rechazado por el receptor. Ademas de estas caracteristicas,
cualquier disefio del material debe presentar buenas caracteristicas biofuncionales; como
soporte debe ofrecer la suficiente estabilidad e integridad para mantener las condiciones
Optimas del proceso regenerativo, al mismo tiempo debe poseer un caracter biodegradable
de tal forma que cuando se ha logrado la funcion de soporte, debe desaparecer por
biodegradacion o bioreabsorcion. Se deben conocer los mecanismos biodegradativos que
conducen a la desintegracién del polimero soporte, asi como la naturaleza de los productos
que se generan como consecuencia del proceso degradativo y los efectos que pueden llegar

a provocar [20].
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Figura 1. Principales factores que afectan al caracter biocompatible de materiales.

El uso de polimeros en el campo biomédico para la regeneracion o sustitucion de
tejidos no funcionales, conlleva a la formacion de una interface con el sistema bioldgico,
que requiere una alta biocompatibilidad del polimero [21,22]. Los polimeros
biocompatibles se pueden obtener de fuentes naturales o sintéticas, y al ser introducidos en
un sistema bioldgico pueden ser catalogados como biomateriales poliméricos o
biopolimeros [21,23].

En las Gltimas décadas se han realizado una importante cantidad de estudios
dedicados a la obtencion de materiales a base de biopolimeros para diferentes aplicaciones
biomédicas, siendo el quitosano (CTS) y el colageno (CG) dos de los biopolimeros mas
atractivos para su uso en la ingenieria de tejidos. Colorado y colaboradores [24] basados en
su investigacion sobre el uso de biomateriales en ingenieria de tejido de piel, concluyeron
que entre los biomateriales de mayor uso clinico se encuentran los basados en colagenos
naturales o extraidos y en CTS, con ventajas como alta adherencia y vascularidad que
permiten un restablecimiento total del tejido en corto tiempo [24]. Tanto el CTS como el
CG pueden usarse de manera individual, combinados entre ellos o con otros polimeros

como el sulfato de condroitina (CS) y el alcohol polivinilico (PVA).

5.2 QUITOSANO (CTS)
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El CTS se obtiene a partir de la quitina, uno de los biopolimeros mas abundantes en
la naturaleza, y fue descubierto por Rouget en 1859, quien encontrd que al tratar la quitina
con una solucion caliente de hidroxido de potasio se obtiene un producto soluble en acidos
organicos al cual llamo “quitina modificada”. Mas adelante, en 1894, fue estudiada por
Hoppe-Seyler quien la denomina “quitosano” [25]. La quitina estd presente en el
exoesqueleto de artropodos y zooplancton marinos, también se encuentra formando parte de
la pared de algunas familias de hongos y levaduras [26,27]. Para la obtencion del CTS a
partir de la quitina se realiza la desacetilacion de la misma, dejando libre el grupo amino
del carbono 2, sin embargo, este proceso nunca llega al 100% y por ello el CTS se clasifica
como un copolimero [27], compuesto por unidades de B (1,4) D-glucosamina (unidades

desacetiladas) y N-acetil-D-glucosamina (unidad acetilada) como se puede observar en la

Figura 2.
i OH OH OH OH ]
0 0 0 0
1.0 o) o) o) -
HO N HO NH o HO NH o HO NH
— mo% Hsc% mc% Hsc% J4n
o o 0 o
Quitina
0 OH OH OH OH ]
0 0 o) 0
-0 o) o) o) -
HO NH, HO NH, HO NH HO NH,
- HsC dn

D-glucosamina
0o

N-acetil-D-glucosamina

Quitosano
Figura 2. Comparacién de las estructuras quimicas de la quitina y el quitosano.
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El porcentaje de grupos amino (-NH2) libres en la molécula es lo que se denomina
grado de desacetilacion y estd estrechamente vinculado con su solubilidad y reactividad
[28]. Como consecuencia de la hidrolisis del grupo N-acetilo, aumenta la capacidad
hidrofilica del CTS y pasa a ser soluble en soluciones acidas diluidas (acido acético,
férmico, clorhidrico, entre otros), e insoluble en disolventes organicos y soluciones acuosas
neutras o débilmente acidas [29]. En el caso de la reactividad, la protonacion de los grupos
amino del CTS en medio acido le confiere un caracter altamente reactivo [30].

La estructura quimica del CTS permite importantes interacciones quimicas, la
naturaleza de estas interacciones depende de dos parametros, el grado de desacetilacién y el
grado de ionizacion de sus grupos amino e hidroxilo. Alcohol, amida, amina y otras
funciones presentes en la estructura del quitosano estan involucrados en la formacion de
enlaces hidrégeno con varios sustratos o enlaces intramoleculares, cuando el grado de
acetilacion y de ionizacion es cero, la posibilidad de un enlace de hidrégeno es minima
[31]. EI CTS puede considerarse como un polielectrolito cationico en forma de solucion
diluida debido a la protonacidn de los grupos (NHz) en medios acidos.

Entre algunas de sus caracteristicas biologicas, el CTS posee dos interesantes
propiedades, es un material biodegradable y bioabsorbible, dado que la N-
acetilglucosamina es similar a la glucosamina una estructura presente en la mayoria de las
macromoléculas de los organos y tejidos del cuerpo humano. En el organismo, el CTS es
biodegradado por hidrolisis de los enlaces glucosidicos que unen las unidades N-
acetilglucosamina y la glucosamina dando como productos de degradacion compuestos no
toxicos que son facilmente eliminados [29]. Algunas otras propiedades funcionales del
quitosano son: biocompatibilidad, mucoadhesion, capacidad filmogénica, agente
hemostatico, promotor de absorcidn, actividad antimicrobiana, anticolesterolémica y
antioxidante [32]. También presenta propiedades cicatrizantes importantes, igualmente
propiedades inhibidoras sobre el crecimiento de numerosos parasitos e infecciones. Ademas
de propiedades inmunologicas, antitumorales, antibacterianas y antifingicas [31], debido a
la interaccion de los grupos aminos protonados del polimero con las cargas negativas
presentes en las paredes celulares bacterianas que dan lugar a cambios en la permeabilidad
de la membrana (accién bactericida) junto con la inhibicion de la sintesis de ARNm y

proteinas por la union del quitosano al ADN (accion bacteriostatica) [29].
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En el campo de la ingenieria de tejidos, el CTS al ser mucoadhesivo tiene la
facilidad de adherirse a tejidos blandos o duros [33]. Es considerado uno de los mejores
materiales para ser utilizado como soporte o andamio celular, gracias a la versatilidad para
ser procesado en diferentes formas, peliculas, esponjas, hidrogeles, etc.; ademas
interacciona favorablemente con las células y con el medio, gracias a ello es un excelente
candidato para terapias de regeneracion celular [34]. Alzate-Diaz y colaboradores [35]
caracterizaron y evaluaron CTS comercial y experimental, logrando obtener peliculas
porosas de CTS comercial conformadas por electrohilado, las cuales generaron una
membrana tridimensional altamente porosa.

La quitina y el CTS, asi como algunos de sus derivados son usados en oftalmologia
para la elaboracion de lentes de contacto, en la elaboracion de vendajes, curacion de
huesos, el desarrollo de tejido éseo y en el desarrollo de nuevos productos para la
prevencion de caries [36]. Por otra parte, en la industria farmacéutica los materiales porosos
basados en estos biopolimeros tienen una gran demanda en aplicaciones como sistemas de

control de liberacién de drogas, para la reconstruccién y fabricacién de tejidos.

5.3 QUITOSANO Y SUS COMBINACIONES PARA EL DESARROLLO DE
ANDAMIOS CELULARES

Una cualidad importante es la posibilidad de desarrollar materiales porosos basados
en CTS combinado con otros polimeros. Cheng y colaboradores [37] demostraron que la
gelatina puede ser exitosamente mezclada con CTS para preparar peliculas suaves, elasticas
y con alta afinidad al tejido nervioso. Estas peliculas resultaron altamente hidrofilicas y con
propiedades mecanicas adecuadas.

Empleando la técnica de liofilizacién, se han producido peliculas CG-CTS a partir
de CG proveniente de piel de tilapia y CTS proveniente de camarén, las cuales demostraron
buenas caracteristicas de absorcion, hinchamiento y propiedades térmicas [38]. Este
material fue estudiado con enfoque en su potencial terapéutico en afecciones epidérmicas.
Estas peliculas se sintetizaron empleando la técnica de liofilizacion, obteniendo materiales

con caracteristicas interesantes [39].
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La combinacién CG/CTS se ha explorado en la produccién de andamiajes
tridimensionales tipo esponjas como potencial biomaterial para aplicaciones en ingenieria
de tejidos. Los compositos de CG/CTS fueron formulados como andamiajes 3D similares a
una esponja, aplicando la técnica de separacion de fase inducida térmicamente, mejor
conocida como liofilizacion [40].

Otra combinacién de gran interés es la de CTS con PVA. Se han modificado fibras
de PVA con quitosano para la sintesis de un andamio nanofibroso por electrohilado, con
caracteristicas fisicoquimicas y biol6gicas mejoradas que, en comparacion con los
andamios de PVA puro, satisfacen mejor las caracteristicas para el crecimiento de distintos
tipos de células [41].

Existen reportes de la preparacion y caracterizacion de andamios CTS-PVA
obtenidos por liofilizacion para determinar el potencial en el desarrollo de viabilidad de
células Oseas. La variaciéon en la proporcion de CTS y PVA afecta el comportamiento
mecénico y bioldgico del material, mientras que al aumentar la cantidad de CTS el andamio
se obtienen mejores propiedades de hinchamiento debido a la presencia de grupos
hidrofilicos en una mezcla PVA-CTS [42].

Otra aplicacion importante de la combinacion CTS-PVA es el desarrollo de
nanofibras de PVA funcionalizadas con quitosano y obtenidas por electrohilado para su
potencial aplicacion en el tratamiento de aguas para la adsorcion de cobre. Estas nanofibras
funcionaron adecuadamente, no obstante, el tiempo de obtencion de una coleccion de

nanofibras funcional puede llegar a sobrepasar las 90 h [43].

5.4 COLAGENO (CG)

El CG es el principal componente del tejido conectivo y la proteina estructural mas
abundante de origen animal, es uno de los principales componentes de la matriz
extracelular de tejidos de mamiferos, incluyendo la piel, hueso, cartilago, tendén y
ligamento. Dadas sus propiedades de biocompatibilidad, biodegradabilidad, no toxicidad y
el reconocimiento de las células, se ha convertido en uno de los materiales mas populares

para su uso en la ingenieria de tejidos [44].
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El CG es una proteina fibrosa secretada por las células en los tejidos conectivos
[45]. La fase previa a la formacion de CG es intracelular: series de tres aminoacidos se
ensamblan en tandem formando cadenas de polipéptidos, llamadas cadenas o (alfa),
separadas entre si a través de puentes de hidrogeno intramoleculares. Esta molécula esta
conformada por dos cadenas al y una cadena 02, y cada cadena estd conformada por mas
de 1000 aminoacidos. EI CG es insoluble en agua asi como en la mayoria de los disolventes
organicos mas comunes debido a la gran cantidad de entrecruzamiento covalente que
presenta. A pesar de esto, puede solubilizarse sin sufrir desnaturalizacion usando sales
neutras o soluciones acidas [46,47].

Las principales caracteristicas del colageno son su gran resistencia a la tension y su
relativa inextensibilidad [48]. Asimismo, posee excelentes propiedades fisicas como la
biocompatibilidad, biodegradabilidad y estabilidad mecanica, asi como propiedades de
unién celular, provee también las sefiales apropiadas para procesos de crecimiento celular,
guiando la formacion de tejidos, su funcién es mecéanica y de soporte, por lo que es un
componente importante de la matriz extracelular [49].

5.5 COLAGENO Y SUS COMBINACIONES PARA EL DESARROLLO DE
ANDAMIOS CELULARES

El CG es un polimero altamente utilizado en ingenieria de tejidos, ya sea como
componente Unico o en combinacion con otros polimeros. Nyga y colaboradores [50]
sintetizaron hidrogeles de CG tipo | que contiene células de cancer colorrectal HT29 para
simular una masa densa de cancer artificial. Las esponjas a base de colageno se han
utilizado durante mucho tiempo como andamios para la ingenieria de tejidos dérmicos.
Entre algunas de las aportaciones, Chun-Mei y colaboradores [51] elaboraron esponjas
porosas de CG-CTS conformadas por liofilizacion para la siembra de perfusion de
fibroblastos dérmicos humanos.

Sung y colaboradores [52] simularon una matriz extracelular con una esponja
porosa de CG-CTS obtenida por liofilizacion, la cual poseia una estructura altamente

porosa adecuada para la adhesion y crecimiento celular. Por otra parte, Lin y colaboradores
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[53] sintetizaron y caracterizaron esponjas porosas de CG— acido hialurénico (HA)-CTS
conformadas por liofilizacion para ensayos de cultivo celular obteniendo andamios porosos

altamente biocompatibles en la proliferacion de fibroblastos.

5.6 ALCOHOL POLIVINILICO (PVA)

El PVA es un polimero sintético de estructura quimica relativamente simple,
biocompatible, soluble en agua [54,55] y con capacidad de hinchamiento en agua debido a
sus grupos hidroxilos (OH) de la cadena principal (Figura 3), tiene bajo costo y es inocuo
[56]. ElI PVA es producido en dos etapas: La primera consiste en la polimerizacién del
acetato de vinilo en acetato de polivinilo, mientras que en la segunda se lleva a cabo la
hidrolisis parcial del polivinil acetato para la obtencion del PVA [57,58]. La polimerizacion
del acetato de vinilo ocurre mediante un mecanismo de radicales libres, usualmente en una

solucion alcoholica (metanol, etanol) [58].

OH OH OH OH

\\/\/\/,\/\\

Figura 3. Estructura quimica del PVA.

Se pueden alcanzar diferentes grados de hidrolisis del PVA variando el contenido de
grupos acetato en el polimero. Esto afecta la solubilidad, las propiedades quimicas, la
cristalinidad y el comportamiento del material final [59]. EI PVA es un polvo blanco,
insipido e incoloro, tiene un punto de fusion de entre 180 °C y 220 °C y es soluble en agua

pero insoluble en disolventes organicos comunes [56].

Diversos estudios han demostrado repetidamente que el PVA puede ser degradado
solo en presencia de especies de Pseudomonas [58]. La capacidad biodegradativa resulta

interesante ya que permite el disefio y la preparacion de una gran variedad de sistemas con
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propiedades diversas mediante la incorporacion de PVA en sistemas tanto no
biodegradables como biodegradables, proporcionadndoles ademas una excelente
biocompatibilidad [20]. Se ha utilizado en mezclas y compuestos con polimeros naturales
ya que su caracter hidrofilo y con capacidad filmogénica le confiere cierto grado de
compatibilidad con materiales poliméricos naturales; ademéas de mejorar las propiedades

mecanicas de los materiales obtenidos [60].

Por todas estas caracteristicas, el desarrollo de materiales innovadores basados en
PVA representa una oportunidad comercial en varios campos de aplicacion, tales como
preparacion de materiales plasticos [61] biomedicina, farmacia e ingenieria de tejidos, entre
otros [57].

5.7 PVA Y SUS COMBINACIONES PARA EL DESARROLLO DE
ANDAMIOS CELULARES

En 2019, Peng y colaboradores estudiaron las propiedades mecanicas y la
biocompatibilidad de hidrogeles de PVA con diferentes concentraciones de CTS [62]. Estos
hidrogeles presentaron alta hidrofilicidad, excelentes propiedades de hinchamiento,
propiedades fisicoquimicas y mecanicas estables, asi como baja toxicidad y excelente
adhesion y proliferacion celular. En el mismo afio, Lynda y colaboradores fabricaron un
andamio poroso de PVA modificado con acido citrico para obtener un polimero
biodegradable con subproductos no téxicos. Los autores reportaron que los andamios de
PVA no presentan toxicidad y son biocompatibles con células vasculares de musculo liso,
promoviendo su potencial aplicacion en el area médica [63]

En 2017, Seda Ceylan y colaboradores utilizaron diferentes concentraciones de
PVA con almiddn para preparar criogeles. Los criogeles entrecruzados quimicamente con
glutaraldehido, mostraron alto potencial para ser aplicados como andamios en ingenieria de
tejidos [64]

Sintesis de peliculas porosas a base de biopolimeros incorporando Disolventes Eutécticos
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5.8 SULFATO DE CONDROITINA (CS)

El CS es un polisacarido perteneciente a los glucosaminoglicanos sulfatados,
compuesto por dos monosacéridos: el acido D-glucuronico y la N-acetyl-D-galactosamina
(Figura 4) [65] que se incorpora a las moléculas de agrecano durante la sintesis por
condrocitos [66]. Usualmente se encuentra asociado a proteinas conformando
proteoglicanos [65]. Es un importante componente del cartilago articular humano y de otros
tejidos blandos (figura 5), donde colabora en la retencion del agua para dotar de
incompresibilidad [67]. Las glicoproteinas o glucoproteinas son moléculas compuestas por
una proteina unida a uno o varios glacidos, simples o compuestos. Destacan entre otras
funciones la estructural y el reconocimiento celular cuando estan presentes en la superficie

de las membranas plasmaéticas [68].

OH

] "0;50
00C o o
o o o
HO on "

D-glucoronato

o) CHy

N-acetil-D-galactosamina

Figura 4. Estructura quimica del sulfato de condroitina.

En los tejidos de las articulaciones, se ha demostrado que el CS modifica el proceso
de muerte por condrocitos, mejora el equilibrio anabdlico/catabélico de la matriz del
cartilago extracelular, reduce algunos factores proinflamatorios y catabdlicos, asi como
reduce las propiedades de resorcion de los osteoblastos de hueso subcondral [9]. Ademas,
el CS estimula la sintesis de colageno [8]. Por estas razones, su incorporacion en mezclas
de biopolimeros biocompatibles es altamente deseable para la produccion de peliculas

porosas para su uso como andamios celulares.
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Figura 5. Esquema de la estructura histoldgica del cartilago. Tomado de [59].

5.9 SULFATO DE CONDROITINA Y SUS COMBINACIONES PARA EL
DESARROLLO DE ANDAMIOS CELULARES

Entre algunas de las aplicaciones de andamios celulares que incorporan el CS se
encuentran las esponjas para la liberacion controlada del factor de crecimiento derivado de
plaquetas BB, propuesta por Yoon y colaboradores [69] para mejorar la formacion de
hueso. La esponja porosa se fabrico implementando la técnica de liofilizacion y reticulacion
de la solucion acuosa de CS-CTS. Por otra parte, en 2012 Anisha y colaboradores [70]
elaboraron esponjas porosas compuestas de CTS-HA-CS preparadas mediante liofilizacion
para el cultivo de fibroblastos dérmicos humanos. Los autores reportaron que los
nanocompuestos poseen una porosidad del 67 % y mejoraron la hinchazon y capacidad de
coagulacion de la sangre.

En 2016, Cellet y colaboradores [71] sintetizaron y caracterizaron hidrogeles de CS
potencializados con PVA y nanoparticulas de HA para brindarle mayor resistencia y

bioactividad en el estudio de biocompatibilidad en tejidos subcutaneos.

5.10 TECNICAS DE PRODUCCION DE MATERIALES POROSOS.

Los materiales porosos poseen caracteristicas ideales para su aplicacion andamios

en ingenieria de tejidos debido a que poseen una alta relacién area superficial/volumen con
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poros lo suficientemente grandes para injertar células, ademas de estar disefiados para

disolverse o degradarse, liberando factores de crecimiento, creando nuevos poros en los que

las células vivas puedan penetrar y proliferar [72].

Existen diversas metodologias para la produccion de andamios porosos 3D como lo

son:

Electrospinning o electrohilado: es una técnica que permite la creacion de
micro y nanofibras a través de un chorro de solucion polimérica
eléctricamente cargada o de polimero en estado fundido [17]. Entre las
limitaciones de esta técnica esta la necesidad de cumplir con caracteristicas
especificas como el uso de solventes adecuados, la presion de vapor del
solvente correcta, viscosidad y tension superficial no tan alta, la distancia
adecuada entre el capilar y el colector, asi como una fuente de poder que
supere la viscosidad de la solucion para formar y sostener el chorro.
Lixiviacion de particulas: en esta técnica las sustancias como la sal, ceras,
azUcares y nanoparticulas son utilizados como agentes pordgenos, para
conseguir matrices tridimensionales con porosidad controlada. Después de
la evaporacion del solvente, las particulas porogénicas se eliminan de la
matriz polimérica mediante disolucion selectiva a altas temperaturas, y la
etapa final consiste en la liofilizacién a fin de asegurar un secado completo
manteniendo la estabilidad de las estructuras porosas. Las temperaturas
elevadas pueden producir lixiviacion de cantidades excesivas de soluto o
deterioro de los componentes [15, 73].

Liofilizacion: esta técnica se basa en la utilizacion de soluciones
homogéneas de un sistema polimérico en un disolvente de punto de
congelacién elevado. La solucion se enfria hasta temperaturas inferiores a la
de solidificacion del sistema y el disolvente se elimina por sublimacion al
vacio manteniendo el sistema congelado [16]. Debido al requerimiento de
bajas temperaturas y presion de vacio, esta técnica es poco accesible y de

costo elevado.
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e Bioprinting 3D: es el proceso de creacion de patrones o estructuras donde se
colocan células en un espacio cerrado usando tecnologias de impresién 3D.
el resultado inmediato de la técnica no es un organo funcional y viable, se
necesitan de largos periodos de tiempo para que los tejidos bioimpresos se
fusionen, compacten y maduren; estos procesos se llevan a cabo en
biorreactores especificos para cada etapa del proceso [17], esto hace que la

técnica sea sumamente cara y poco viable.

Dentro de las metodologias para la produccion de materiales porosos destaca la
separacion de fase, al ser una técnica simple, accesible y de bajo costo. La separacién de
fase puede inducirse en solucion empleando un sistema no disolvente (non-solvent induced
phase separation, NIPS), térmicamente (thermally induced phase separation, TIPS) [74] o
por evaporacion del solvente (evaporation indeced phase separation, EIPS).

En la metodologia clasica de tipo NIPS, se adiciona a la disolucién polimérica un
disolvente en el cual el polimero no es soluble lo que induce el cambio de fase. Por su
parte, la metodologia tipo TIPS involucra cambios drasticos de temperatura, cominmente
la disolucion polimérica es templada hasta el punto de congelacion y el disolvente es
retirado por un proceso de liofilizacion. Por su parte, la técnica EIPS involucra la
separacion de fase mediante la evaporacion del buen solvente. Las peliculas porosas
producidas en este trabajo se han obtenido empleando la técnica EIPS, por lo que esta

técnica se describe mas profundamente a continuacion.

5.11 SEPARACION DE FASE INDUCIDA POR EVAPORACION
(EIPS)

La EIPS, es una metodologia eficaz, econdémica y simple para producir materiales
con estructura porosa [75]. Un sistema tipico contiene el polimero o mezclas de polimeros,
un buen solvente y un no solvente los cuales son miscibles entre si [76]. La separacion de
fase liquido-liquido se logra mediante la evaporacion controlada (temperatura, humedad
relativa) del buen solvente de una solucion polimérica monofésica inicialmente homogénea

[77]. Con la evaporacion del buen solvente, las gotas enriquecidas del no solvente crecen y
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se unen para ser mas grandes, la solucién de polimero se ve obligada a separarse en dos
fases: la fase rica en polimero y la fase pobre en polimero; en este punto la fase rica en
polimero se separara de la fase pobre en polimero. Una vez evaporado el buen solvente, el
mal solvente se encuentra formando una red con la matriz del(los) polimero(s) [78]. La
estructura porosa se forma al extraer el mal solvente, el cual deja espacios vacios tras su
eliminacion [75]. La concentracion de polimero, el tipo de solvente, el espesor de la
disolucidn, el tipo y concentracion del no solvente [77], la temperatura y circulacion de aire
[79] son pardmetros importantes para contralar debido a que influencian de forma
significativa la fase de desarrollo de la morfologia y la formacion de los poros en el
material [75].

Recientemente, en nuestro grupo de trabajo se han producido materiales porosos
basados en CTS puro mediante la técnica EIPS empleando como sistema no disolvente
(mal solvente) un disolvente eutéctico profundo (DES) [12]. Esto ha resultado ser un aporte
importante al &rea debido a que es una técnica sencilla, de bajo costo, amigable con el
ambiente, versatil y muy accesible debido a que se requiere un minimo de equipo para su
ejecucion. Los materiales obtenidos han resultado efectivos para la inhibicion del
crecimiento de biopeliculas de la bacteria Vibrio cholerae y como soportes cataliticos.
Ademas, su estructura ha llamado la atencion para su uso andamio celular para el estudio
del mecanismo de crecimiento de fibroblastos de cicatriz hipertrofica, lo cual esta siendo
estudiado actualmente en el Instituto Nacional de Rehabilitacion en la Ciudad de México,
por esta razdn, en este trabajo de tesis se presenta la produccion de peliculas porosas
compuestas por mezclas de CG, CTS, PVA o CS.

Gran parte de la innovacion y contribucion a la técnica EIPS es el uso de un DES
como sistema no disolvente, ya que, es importante mencionar, que éste es el primer reporte
del uso de este tipo de disolventes en esta técnica, aunado al hecho de que dadas sus
caracteristicas es posible reutilizarlos en el proceso, por lo que no se generan desechos
contaminantes derivados de la ejecucion de esta técnica [12].
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5.12 DISOLVENTES EUTECTICOS PROFUNDOS (DES)

Los disolventes organicos principalmente utilizados para la produccion de
materiales porosos, como pueden ser cloroformo, hexano, etc., provienen del petréleo, por
lo que su uso en un futuro es insostenible. Todos ellos son volétiles, inflamables, en
muchos casos son toxicos y no biodegradables, por lo que el impacto medioambiental es
muy negativo [12]. Un disolvente ideal, en teoria, debe ser seguro tanto para los seres

humanos como para el medio ambiente, siendo su uso y obtencion también sostenible.

Los DES son considerados disolventes de ultima generacion como un alternativa
sostenible, mucho menos inflamable, no voléatil respecto de los disolventes organicos.
Ademas, los DES puede disolver sustancias con las que los disolventes convencionales
tienen grandes dificultades. Estos disolventes se obtienen al calentar dos o mas solidos
inmiscibles en una proporcion determinada que sufren un cambio de fase sélido-liquido a
una temperatura determinada Illamada punto eutéctico, donde se comporta como si fuese un
liquido puro [12]. Estos disolventes poseen un punto de fusion menor que el de sus
componentes individuales por lo que a temperatura ambiente se encuentran en estado
liquido. Pueden ser facilmente obtenidos mezclando sus componentes, los cuales son
compuestos biodegradables, biocompatibles, biorenovables, baratos, seguros y capaces de
formar mezclas eutécticas a través de interacciones de puentes de hidrégeno [14].

Los DES pueden ser clasificados en cuatro tipos con base en sus propiedades y
composicion [80].

e Tipo I: contienen una sal de amonio cuaternaria y un haluro metalico. Debido al uso
de haluros metalicos anhidros para su preparacion, estos DES son generalmente méas
caros y toxicos.

e Tipo II: son parecidos a los del tipo I, pero tienen en su estructura haluros metalicos
hidratados, lo que los hacen méas baratos, generando una amplia variedad de mezclas
eutécticas a baja temperatura.

e Tipo Ill: son los mas importantes desde el punto de vista quimico debido a su
facilidad de preparacion y a su potencial uso como disolventes sostenibles. Estan

formados, generalmente, por una sal de amonio cuaternaria con alto punto de fusion
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y caracter aceptor de enlaces de hidrogeno (HBA), que interactla con compuestos
que tienen caracter dador de hidrogeno (HBD).

e Tipo IV: se forman combinando un haluro metalico con un &cido de Lewis o de
Bransted.
En los DES de tipo Ill, la adicion del haluro metélico hidratado hace que se
establezcan enlaces de hidrégeno entre los dos componentes, de manera que la
carga del anion de la sal se deslocaliza, disminuyendo la fuerza del enlace idnico
entre el cation y el anién de la sal y, por tanto, la energia de la red cristalina hasta
distorsionarla totalmente. Esta disrupcion de la estructura cristalina da lugar a una
disminucion del punto de fusién de la mezcla. La nueva estructura formada esta
constituida por una red extensa de enlaces de hidrogeno entre los componentes, en
donde existen huecos o agujeros. Esta estructura estd menos ordenada y su densidad
disminuye. Cuanto maés fuerte es la interaccion entre los componentes, mayor es la

depresion del punto de fusion [12].

La toxicidad de estas mezclas eutécticas, sobre todo de aquellas que provienen de
fuentes naturales es practicamente nula [81], mientras que su biodegradabilidad es
extraordinariamente alta [82]. La formacién de cualquier DES, a partir de sus componentes
es extraordinariamente sencilla, no genera ningun tipo de subproducto y no necesita
ninguna etapa de purificacion, por ende, son considerados disolventes ecoldgicos. Ademas,
la alta solubilidad en agua de los componentes del DES hace que la adicion de esta genere
una nueva capa organica liquida con los productos orgénicos, precipitando estos en algunos
casos, por lo que el tratamiento final de las reacciones llevadas a cabo en DES es muy
simple y econémico [12]. Sin embargo, poseen algunos inconvenientes siendo el mayor de

ellos su alta densidad y viscosidad.

5.13 CLORURO DE COLINA:UREA (ChC(CI:U)

También conocido como relina, fue el primer DES usado, en sintesis, esta
conformado por cloruro de colina (ChCI) con un punto de fusion de 302 °C y urea (U) con

un punto de fusion de 134 °C, en una proporcién 1:2 (Figura 6); la interaccion es tan fuerte
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que el punto de fusion en el punto eutéctico es de 12 °C, lo que supone una disminucion de
122 °C respecto al ideal [12]. EI ChCI es un nutriente esencial, puede ser extraido de la
biomasa, y es considerado parte de las vitaminas del complejo B. La U juega un papel vital
en el metabolismo de los compuestos que contienen nitrogeno en la vida de los seres vivos,
ademas de ser el fertilizante nitrogenado mas comercializado [83]. La U actlta como
donador de enlaces H, mientras tanto, el ChCl toma el papel de aceptor de enlaces
hidrogeno. Muchas sales de amonio y especies complejantes organicas (ChCl y U
respectivamente) estan facilmente disponibles como producto a granel permitiendo su
aplicacion para sintesis de nuevos materiales, estudios de catélisis, solubilizacion de

farmacos, entre otros [84].

_ )
OH H H
\ /
N—H_ H—N
O=< /C|: %O
N, N—H H—N
/ \’// H/ \H

Figura 6. Formacion de complejos en un DES. EI DES ChCI-U tiene un punto eutéctico en una proporcion 1:2
en 12 °C. Tomado de [67].

La aplicacion de estos disolventes para la preparacion de materiales poliméricos
con funciones, caracteristicas estructurales y morfolégicas mejoradas es relativamente
reciente en el ambito de investigacion. Se ha reportado el uso de mezclas eutécticas de
ChCl/acido citrico como agente plastificante para peliculas de quitosano; en la cual, el DES
contribuye a homogeneizar la dispersion formadora de pelicula, [20] brindandole una
mayor resistencia a la traccion [85]. Simultaneamente, se ha demostrado que el DES ChCI-
U es un plastificante potencial para peliculas de quitosano-carboximetilcelulosa que
promueve la conductividad de protones y la estabilidad de la pelicula ante la disociacion en

el agua [86].
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En este trabajo implementamos una alternativa sencilla, ecoldgica y ademas econdémica
para la formacion de materiales porosos mediante el uso del DES no volatil ChCI-U como
sistema no solvente, a distintas combinaciones de biopolimeros insolubles en solventes
organicos volatiles comunes. A partir de una modificacién a la técnica EIPS estandarizada
en el grupo de trabajo para para la produccion de materiales porosos basados en CTS puro
[12], la cual consiste en la adicion del DES como sistema no solvente a las soluciones de
polimeros con la posterior evaporacion del buen solvente acuoso y la extraccion

liquido/liquido del DES con metanol.

Sintesis de peliculas porosas a base de biopolimeros incorporando Disolventes Eutécticos
Profundos (DES).



26

6. MATERIALES Y METODOS

6.1 ASPECTOS GENERALES

Se prepararon materiales en forma de peliculas porosas utilizando los siguientes

reactivos:

Quitosano en forma de polvo obtenido de la cascara de camardon con un grado de
desacetilacion < 75% (CTS), colageno tipo 1 obtenido de tendéon de Aquiles de bovino
(CQ), cloruro de colina con una pureza > 98% (ChCl), urea con una pureza > 98% (U) y
1,1,1,3,3,3,hexafluor-2-propanol con una pureza >99% (HFIP), Alcohol polivinilico (PVA,
Mw 89,000-98,000, + 99% hidrolizado), Sulfato de condroitina obtenido de la traquea de
bovina (CS): todos de la marca Sigma-Aldrich. Acido acético (AAc) de la marca J. T.

Baker, con una pureza de 99.94%.

6.2 OBTENCION DE PELICULAS POROSAS MEDIANTE LA
TECNICA DE SEPARACION DE FASE INDUCIDA POR LA
EVAPORACION DE SOLVENTE (EIPS)

Las diferentes mezclas de CTS, CG, PVA y CS con el DES, se prepararon a partir
de mezclas de las siguientes disoluciones de cada polimero descritas en la Tabla 1 con el
DES.

Tabla 1. Soluciones polimeéricas empleadas para la preparacion de mezclas
poliméricas/DES.

Polimero Disolvente Concentracion Temperatura
del polimero
CTS Acido acético al 2 % Ambiente
40%
CG HFIP 25 % Ambiente
PVA Agua destilada 2% 90 °C
SC Agua destilada 2.5% Ambiente

La preparacion del DES se realiz6 mezclando ChCl y U en una proporcion molar
1:2, manteniendo la mezcla a 80 °C hasta obtener una mezcla homogénea. Este DES se

etiqueté como: ChCl: U.
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La metodologia EIPS es un proceso que consta de las siguientes etapas:
La metodologia EIPS es un proceso que consta de tres etapas:

1. Obtencion de las mezclas de los polimeros (Figura 7 A'y B): Se prepararon mezclas
CTSICG, CTS/PVA, PVAICG, CTS/CS y CTS/PVA/CG en las proporciones descritas
en la Tabla 2. A estas diluciones previamente se les agregé cuidadosamente el DES
ChCI:U para evitar la formacion de aglomerados, manteniendo en agitacion magnética
constante a temperatura ambiente. Una vez obtenida cada solucién homogénea de las
mezclas poliméricas con el DES, se colocaron en cajas Petri empleando diferentes
volimenes: 12, 10, 8, 6 y 4 mL, etiquetando cada una respectivamente. Cabe destacar
que el orden en que se agregan las soluciones a la mezcla es de vital importancia para
mantener una dispersién adecuada de los polimeros, debido a la insolubilidad de estos
en el DES ChCI:U.

Se emplearon proporciones 3:1, 2:1 y 1:1 v/v de mezcla de polimeros
respecto del DES las cuales se prepararon como se describe a continuacion en la Tabla
2:

Tabla 2. Preparacion de las mezclas de los polimeros con el DES.

. ., ., ., Solucién
Proporcion Solucién Solucién Solucién SC 25 chel-u
polimeros/DES CTS 2% CG25% PVA2% % ' '

1:1 20 mL 20 mL 40 mL

CTS/CG 2:1 15mL 15mL - -—-- 15 mL
3:1 15 mL 15 mL -—-- -—-- 10 mL

1:1 10 mL 10 mL 20 mL

CTS/PVA 2:1 15mL -—-- 15mL -—-- 15 mL
3:1 15 mL 15 mL 10 mL

1:1 -—- 10 mL 10 mL -—-- 20 mL

PVA/CG 2:1 10 mL 10 mL 10 mL
3:1 -—-- 15 mL 15 mL -—-- 10 mL

11 8 mL -—-- -—-- 8 mL 16 mL

CTS/CG 2:1 10 mL 10 mL 10 mL
3:1 15 mL -—-- -—-- 15 mL 10 mL

1:1 5mL 5mL 5mL 15mL

2:1 7 mL 7 mL 7 mL 10 mL

CTSPVAICG 31 1omL 10mL  10mL 10 mL
1:2 3 mL 3mL 3 mL 18 L
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2. Evaporacion de disolvente acuoso a 60 °C por aproximadamente 24 horas. (Figura
7C).

3. Extraccion del ChCl:U con metanol. Realizando lavados con aproximadamente 6 mL
en cada pelicula, en intervalos de dos horas entre cada lavado hasta un total de diez
lavados por pelicula, para posteriormente llevar a secado en estufa a 60 °C. Para
acelerar el proceso de secado, se realizaron lavados con acetona a cada pelicula antes
de llevar a la estufa (Figura 7D).

Adicionalmente a los pasos anteriores se realiza la neutralizacion de las muestras
con hidroxido de sodio 0.5 M con el propdsito de neutralizar los grupos amino protonados
(NHz3") del quitosano y evitar la redisolucion de las peliculas. Para esto, se cubre cada
pelicula y se deja reposar 30 min, después de este tiempo se mide el pH. Se retira el
NaOH y se realizan lavados con agua destilada hasta obtener un pH neutro. Finalmente se

secan las peliculas a 60 °C por intervalos de 5 minutos para evitar que se adhieran a la

caja de Petri (Figura 7E).
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Figura 7. Metodologia general del proceso de sintesis de peliculas porosas mediante la
técnica EIPS. A) Mezcla de soluciéon de polimeros con el DES; B) Mezcla polimero/DES en
cajas Petri; C) peliculas después de la evaporacion del disolvente acuoso; D) peliculas
después de la extraccion del DES y E) Pelicula final después del secado.

6.3 PRUEBAS DE HINCHAMIENTO (%H)

Es importante conocer las caracteristicas de hinchamiento de los materiales ya que
esta propiedad influye en el desempefio mecéanico de los materiales asi como en la
difusion del soluto a través de los mismos. El porcentaje de hinchamiento (% H) se
determind en agua destilada y solucién salina (NaCl 0.9 %) a temperatura ambiente,

utilizando la siguiente formula:

Wy + Wy

%H=<
d

)xlOO

Donde W; y W, son los pesos de la muestra seca y humeda
respectivamente. Se determino la cinética de hinchamiento registrando los pesos de las
muestras en intervalos de 10 minutos hasta completar 60 minutos. El exceso de liquido

fue removido antes de la determinacién del peso de cada muestra.

6.4 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO POR EMISION
DE CAMPO (FESEM)
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Las caracteristicas micro estructurales de las peliculas porosas se analizaron
empleando un microscopio electronico de barrido por emision de campo Jeol JSM
7600F.

6.5 DETERMINACION DEL TAMANO DE PORO

Para la determinacion del tamafio de poro se utilizo el programa Image J, en el
cual se analizaron las imagenes SEM haciendo las mediciones de la longitud de la
apertura de aproximadamente 250. Los datos obtenidos se procesaron en el programa
OriginPro 8, con el que se obtuvo el tamafio promedio y las graficas de distribucion
correspondientes.

6.6 ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJO (FTIR)

Las interacciones moleculares entre los componentes se analizaron mediante
espectroscopia de infrarrojo de transformacion de Fourier en un espectrofotometro Perkin-
Elmer, utilizando un accesorio ATR en el rango de 4000-650 cm™, la resolucion se ajustd a

4 cm y los espectros mostrados son un promedio de 32 barridos.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

De acuerdo con los objetivos planteados, la primera parte del proyecto consistio en
la produccion de peliculas porosas analizando los diferentes parametros para encontrar las
mejores condiciones para su obtencion.

Para la preparacion de las peliculas se usaron cada una de las mezclas de los
polimeros, las cuales fueron procesadas por la metodologia tipo EIPS descrita en el
apartado 6.2. Se emplearon proporciones volumétricas: 1:1, 2:1 y 3:1 mezcla de
polimeros/DES, por lo que las etiquetas empleadas en adelante indican esta proporcion. Por
ejemplo, las peliculas porosas CTS/CG 1:1, se refiere al uso de una mezcla CTS/CG en
proporcion 1:1 respecto del DES ChCI/U.

El mecanismo de formacion de poros se muestra en la Figura 8. Mediante la técnica
de EIPS, la separacion del sistema en dos fases (la fase rica en polimero y la fase pobre en
polimero) se lleva a cabo mediante la induccion de inestabilidad termodinamica de la
solucion acuosa de polimeros inicialmente homogénea, inducida por la adiciéon del DES y
la evaporacién del solvente acuoso [12]. La adicion de un no solvente al sistema de
polimeros-solvente reduce la interaccion entre los polimeros y el solvente [87]. Este
fendomeno favorece la segregacion de la solucion de polimeros, de la misma manera que el
aumento de la concentracion de polimeros reduce a su vez el caracter de solvatacion a
medida que se evapora el buen disolvente de la solucién. La evaporacion del buen solvente
causa la precipitacion de los polimeros, disminuyendo constantemente la relacion
solvente/no solvente y formando asi una matriz continua de polimeros. Por el contrario, los
poros se forman debido al flujo de DES en pequefios dominios a través de la matriz
polimérica [88], quedando los huecos de esos dominios después de la extraccion del DES

con metanol, donde los polimeros son insolubles, y dejando asi los poros en el material.
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Figura 8. Esquematizacion del proceso para la formacion de materiales porosos de quitosano mediante EIPS.
Tomada de [12]

7.1PELICULAS POROSAS DE CTS/CG

711 CTS/CG 1:1

De los diferentes volimenes ensayados en las cajas de Petri de 60 mm de didmetro,
se obtuvieron peliculas finas, parcialmente completas, de color amarillo claro y flexibles
como se observa en la Figura 9A. En las imagenes obtenidas por FESEM (Figuras 9B y C)
se puede observar una superficie rugosa con presencia de algunos poros aislados de
aproximadamente 1 a 3 um de diametro. La baja produccion de poros puede atribuirse a un
alto contenido de DES lo que provoca que la matriz polimérica no logre formar una red que
encapsule al DES, por lo cual al momento de evaporarse el buen solvente, los polimeros
simplemente se precipitan formando peliculas densas muy delgadas al final del proceso. Ya
que las peliculas obtenidas en esta proporcion ( CTS/CG 1:1) son muy delgadas y no
poseen una cantidad adecuada de poros, se propuso disminuir la cantidad de DES probando

en una proporcion 2:1.

Adicionalmente, se observa que el material no se modifica a nivel microscopico

después del proceso de neutralizacion (Figura 9C).
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Figura 9. A) Imagen del material CTSCG 1:1obtenido; B) y C) Microestructura SEM del material a 1000x
y 2000x respectivamente.

Se realizaron pruebas de hinchamiento en agua destilada de las muestras obtenidas
de las peliculas CTS/CG 1:1. Las peliculas formaron un gel transparente, esto se origina
posiblemente porque las cadenas de CTS en las peliculas obtenidas contintan protonadas,
por lo cual se disuelven facilmente en agua.

Para evitar la redisolucion de las peliculas, se neutralizaron empleando disoluciones
de NaOH 0.05, 0.1, 0.5y 1 M y posteriormente se sometieron a pruebas de hinchamiento
para la obtencion de las cinéticas correspondientes. En la Figura 10A se observa que las
peliculas neutralizadas con NaOH 0.05 y 0.1 M alcanzan el maximo porcentaje de
hinchamiento en los primeros minutos y posteriormente comienzan a perder un porcentaje
de liquido, esto puede deberse a que la concentracion tan baja de NaOH no logra neutralizar
en su totalidad la pelicula y con el paso del tiempo comienza a fragmentarse. La pelicula
CTS/CG 1:1 0.5 M es capaz de hincharse hasta en un 600 % de su peso inicial, a diferencia
de las anteriores, esta pelicula es mas resistente a la degradacion y ruptura al momento de

manipularla.
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Figura 10. A) Comparacién de la cinética de hinchamiento muestras CTSCG 1:1 neutralizadas con diferentes
concentraciones de NaOH. B) Cinética de hinchamiento de la pelicula CTSCG 1:1 neutralizada con NaOH
0.5 M en NaCl 0.9 % p/v.

Tras elegir el medio de neutralizaciébn de 0.5 M, se realizd la cinética de
hinchamiento de esta misma muestra en NaCl 0.9 % p/v como se muestra en la Figura 10B
presentando un porcentaje de hinchamiento muy similar; es capaz de hincharse hasta en un

400 % de su peso inicial alcanzando el maximo a los 60 min aproximadamente.

7.1.2 CTS/CG 2:1

Como se puede ver en la Figura 11A, las caracteristicas macroscopicas de las
peliculas generadas a partir de esta proporcion CTS/CG, son mas semejantes a las
observadas en las peliculas de CTS puro (Figura 11B) procesadas por la metodologia EIPS
respecto de la proporcion CTS/CG 1:1.

Se observa que al aumentar la proporcion de CTS/CG en la mezcla de
polimeros/DES se favorece la produccion de poros tal y como se muestra en las imagenes
SEM de la Figura 11B y C, la superficie rugosa es menos densa que en las peliculas
CTS/CG 1:1; y hay presencia de poros grandes interconectados, con una mayor cantidad de
poros aislados de aproximadamente 2-3 um.
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D)

Figurall. A) Imagen del material CTSCG 2:1 obtenido; B) Imagen de la pelicula de CTS solo; C) y D)

Microestructura SEM del material a 1000x y 2000x respectivamente.

Las pruebas de hinchamiento se realizaron posterior a la neutralizacion de las peliculas
obtenidas usando NaOH 0.5 M (este medio se eligio por haber dado mejores resultados en
la proporcion CTS/CG 1:1), las pruebas se hicieron en agua destilada y en NaCl 0.9 % p/v a
temperatura ambiente obteniendo la cinética mostrada en la Figura 12. Esta pelicula es
capaz de hincharse en agua hasta un 500 % de su peso inicial en los primeros 10 min,
mientras que en NaCl 0.9% p/v se hincha paulatinamente hasta alcanzar su maximo a los 60
min. En ambos medios, la pelicula es de facil manipulacion y estable.
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Figura 12. Cinética de hinchamiento de la pelicula CTS/CG 2:1 en agua destilada y NaCl 0.9 % pl/v,
neutralizada con NaOH 0.5 M.

Debido a que se observo que el aumento en la proporcion de la mezcla CTS/CG
respecto del DES favorece la produccién de poros en la mezcla CTS/CG, se propuso

aumentar la cantidad de la mezcla de los polimeros a una proporcion 3:1.

7.1.3 CTS/CG 3:1

Se obtuvieron peliculas de color ligeramente amarillo, de apariencia macroscopica
mas homogénea que las anteriores (Figura 13A). El procesamiento en esta proporcion
permite obtener peliculas completas, ligeramente méas gruesas de la orilla pero igualmente
porosas posiblemente por que al momento de evaporar el buen solvente el polimero se va
adhiriendo a las paredes del recipiente, lo que crea una forma ligeramente céncava. En la
estructura microscoépica de la Figura 13B, se observa una superficie completamente distinta
a las peliculas CTS/CG 1:1y 2:1; en esta proporcion el aumento de poros interconectados a
lo largo de toda la superficie de la pelicula es evidente y presenta pocas zonas densas. En la

Figura 13C se observa a detalle la estructura de los poros interconectados. Con estos

Sintesis de peliculas porosas a base de biopolimeros incorporando Disolventes Eutécticos
Profundos (DES).



37

resultados se comprueba, como se menciond anteriormente (seccion 7.1.1y 7.1.2) que para
esta mezcla de polimeros lo ideal es disminuir la proporcion del DES para obtener una
porosidad adecuada.

) 25 2 Yoo PR o 5 m s S ()

Figural3. A) Imagen del material CTSCG 3:1 obtenido; B) y C) Microestructura SEM del material a 100x y
1000x respectivamente.

El histograma de la distribucion de tamafios de poro se muestra en la Figura 14, se
observa que, de 250 poros analizados, 140 tienen un tamafio de poro menor a 20 um con un
minimo de 4.97 pm, un maximo de 196.66 um y un tamafio promedio de los poros de
132.74 pum con un error de £9.84 um. El tamafio obtenido de los poros, asi como la
interconectividad que se observa, vuelve atractiva esta combinacion para su uso en

ingenieria de tejidos como andamios celulares.
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Figura 14. Histograma de distribucion del tamafio de los poros de la pelicula CTSCG 3:1 neutralizada.

De las pruebas de hinchamiento en agua destilada y en disolucién de NaCl 0.9 % p/v a
temperatura ambiente de la peliculas neutralizadas con NaOH 0.5 M, se obtuvo la cinética
mostrada en la Figura 15. Esta pelicula es capaz de hincharse en ambos medios hasta un
240 % de su peso inicial en los primeros 10 min, tomando apariencia de esponja

blanquecina de facil manipulacion y muy estables.
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Figura 15. Cinética de hinchamiento de la pelicula CTS/CG 3:1 en agua destilada y NaCl 0.9 % pl/v,
neutralizada con NaOH 0.5M.

Adicionalmente, para evaluar el comportamiento de esta mezcla de polimeros al
someterlas a distintas temperaturas, se colocaron en agua destilada dos muestras de las
peliculas CTS/CG 1:1, CTS/CG 2:1, CTS/CG 3:1. Una muestra de cada combinacion se
colocé en la estufa a 60 °C y otra en bafio de arena a 37 °C. Obteniendo como resultado una
estabilidad en todas las peliculas hasta por 30 dias, con lo cual se puede asegurar que las
peliculas pueden cumplir con su funcion de andamio al no disolverse o degradarse en

medios acuosos a la temperatura fisioldgica.

La Figura 16 muestra los espectros de FTIR de CTS y CG puros y la pelicula
CTS/ICG 3:1. El espectro del CTS muestra las vibraciones caracteristicas de este
biopolimero; se observa el traslape caracteristico de las vibraciones de los grupos NHz y
OH en 3368 cm™ y a 3278 cm! respectivamente, la vibracion del grupo C-H en 2811 cm™,
del grupo C=0 de amida I en 1651 cm™, de flexion del grupo N-H de NH2 en 1557 cm?
[89,90]. La banda 1420 cm™de flexién del CH2 debido a reordenamientos de enlaces

hidrdgeno en la orientacion mas favorable de los grupos primarios OH, en 1318 cm™
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pertenecen al enlace CHs del grupo acetilo y la vibracion plana de los grupos OH del
alcohol. Por Gltimo, en 1060 cm™y 1025 cm™ las bandas de absorcién correspondientes al
estiramiento asimétrico del grupo C-O-C [12]. Por su parte, el espectro FTIR del CG
muestra las vibraciones caracteristicas del grupo amida A (N=H) en 3295 cm™, en 1638 cm-
! a vibracion asociada a la amida | (C=0), en 1537 cm™ la vibracion del grupo amida 11 (C-
N, N-H) y en 1186 cm* la vibracion correspondiente a la amida Il (C-N, H-H) [91,92].

El espectro FTIR de la pelicula CTS/CG 3:1 muestra caracteristicas de ambos
componentes. Se observa una banda ancha entre 3000 y 3500 cm™ correspondiente al
traslape de las vibraciones los grupos NHz del CTS y el CG y OH del CTS. El traslape de
estas vibraciones y la generacion de la banda con gran amplitud se debe a la formacion de
puentes de hidrdgeno entre estos grupos funcionales a lo largo de las cadenas poliméricas.
Es evidente un desplazamiento de esta banda respecto de la posicién en los componentes
puros, lo que indica una interaccion entre los polimeros a través de la interaccion entre
estos grupos en la mezcla. Esto puede verificarse con el cambio en intensidad y posicion de
las vibraciones caracteristicas de estos grupos a numeros de onda menores, como es el caso

de la vibracion del grupo amida | desplazada en la mezcla a 1647 cm™.
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Figura 16. Espectros de FTIR del material CTS/CG 3:1, asi como los espectros correspondientes del CTS y
CG.

En la Figura 17 se muestra el espectro FTIR del ChCI:U y de las peliculas CTSCG
1:1, 2:1 y 3:1. El ensanchamiento o aparicion de algunas vibraciones en el espectro de las

muestras es causado por el ChCIl:U que aln se encuentra dentro de la matriz polimérica, en
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este caso en la pelicula CTSCG 1:1 se observan ligeros cambios en las vibraciones del
espectro, particularmente en las sefiales correspondientes a 1744 cm™, 1436 cm™ y 1081
cm, estos cambios en las sefiales permiten inferir que el ChCI:U detectado en las muestras

analizadas es minimo y en cantidades variables.

En el espectro IR de la muestra CTS/CG 1:1 se puede observar que las sefiales
ubicadas de 3700 cm™ a 2700 cm™ son mas parecidas a las sefiales presentes en el CTS
puro para esta misma regién, mientras que los espectros IR de las muestras CTS/CG 2:1y
3:1 son més parecidas a las sefiales del CG puro de esta misma region. Por otro lado, en la
muestra CTS/CG 1:1 no se observan sefiales caracteristicas del DES, especificamente las
sefiales a 1744 cm™ y 1436 cm™ lo cual puede atribuirse a lo que se comentd en la seccion
7.1.1, es decir, que los polimeros no logran encapsular al DES. Mientras que en los
espectros de las muestras CTS/CG 2:1 y 3:1 las sefales caracteristicas para el DES logran
observarse con mayor claridad. El analisis de estos dos espectros hace pensar que el DES

interacciona principalmente con el CTS.
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Figura 17. Espectros de FTIR de los materiales CTSCG 3:1, 2:1y 1:1, asi como el espectro correspondiente al
ChCl:U.
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7.2PELICULAS POROSAS DE CTS/PVA
7.2.1 CTS/PVA1:1

En la Figura 18A se muestra una fotografia de la pelicula obtenida, estas peliculas
son muy flexibles comparadas con las de la mezcla CTS/CG, de apariencia lisa y brillante y
semi transparente, estd Gltima caracteristica sugiere la baja presencia de porosidad. En la
Figura 18B y C se muestra la estructura microscopica mediante las imagenes SEM del
material en las cuales se puede apreciar que presentan una forma irregular, rugosa y densa a
nivel superficial, con la minima presencia de poros pequefios aislados de aproximadamente
2-4 um. Siguiendo con la misma teoria de las peliculas anteriores, la ausencia de los poros
puede atribuirse a la saturacion del DES en el sistema debido a su mayor proporcion
respecto de la solucién de la mezcla de polimeros.

Figural8. A) Imagen del material CTSPVA 1:1obtenido; B) y C) Microestructura SEM del material a 1000x

y 2000x respectivamente.

En la Figura 19 se muestra la cinética de hinchamiento en agua destilada y en
disolucion de NaCl 0.9 % p/v a temperatura ambiente. Bajo las condiciones de la prueba, la
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superficie de esta pelicula toma apariencia gelatinosa, lo cual puede atribuirse a la elevada
solubilidad del PVA en agua. Alcanza un aumento de hasta un 300% de su peso inicial en
agua, a diferencia del reportado en NaCl 0.9 % p/v en el cual solo se hincha hasta un 250%

de su peso inicial.
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Figura 19. Cinética de hinchamiento de la pelicula CTSPVA 1:1 neutralizada con NaOH 0.5M en agua
destilada y NaCl 0.9 % p/v.

7.2.2 CTS/PVA2:1

En la Figura 20A se muestra la apariencia macroscopica de la pelicula obtenida,
siendo esta muy delgada, flexible, de apariencia lisa, brillante y transparente. De manera
general, la transparencia es un indicativo de la formacion de una pelicula densa sin la
presencia de poros, lo cual se puede confirmar con las imagenes SEM en la Figura 20B
donde se observa una superficie mas homogénea en comparacién con las peliculas
CTS/PVA 1:1. En la Figura 20C, se observa que la pelicula es rugosa con ausencia de
poros, lo que indica que en esta mezcla de polimeros la proporcion de DES con respecto de

los polimeros no favorece la formacion de poros.
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Figura 20. A) Imagen del material CTSPVA 2:1obtenido; B) y C) Microestructura SEM del material a 1000x

y 5000x respectivamente.

La cinética de hinchamiento en la Figura 21 muestra que la pelicula es capaz de
hincharse hasta en un 400 % de su peso inicial en agua, mientras que en NaCl 0.9 % p/v el
porcentaje de hinchamiento es menor, alcanzando un 300 % de su peso inicial, siendo
mayor el indice de hinchamiento de estas peliculas con respecto de las peliculas CTS/PVA
1:1.
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Figura 21. Cinética de hinchamiento de la pelicula CTSPVA 2:1 neutralizada con NaOH 0.5M en agua
destilada y NaCl 0.9 % p/v.

7.2.3 CTS/PVA 3:1

La apariencia macroscépica de la pelicula obtenida aumentando la proporcion de la
mezcla de polimeros respecto del DES se muestra en la Figura 22A la cual mantiene la
transparencia como indicativo de la formacion de una pelicula densa sin la presencia de
porosidad. Esto se confirma con el andlisis de las imégenes FESEM de las Figuras 22B y C.
Se observa una superficie ligeramente rugosa con apariencia de estrias en la superficie de la
pelicula. Posiblemente la ausencia de poros en esta combinacién de polimeros puede
deberse a una separacién de fases debido a la insolubilidad de los polimeros en el DES, lo
que puede no favorecer la formacion de la red CTSPVA-DES causando la precipitacion de

los polimeros en forma de pelicula continua.
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Figura22. A) Imagen del material CTSPVA 3:1 obtenido; B) y C) Microestructura SEM del material a 500x y

5000x respectivamente.

En la Figura 23 se muestra que la pelicula es capaz de hincharse hasta en un 400 %
de su peso inicial en agua, mientras que en NaCl 0.9 % p/v el porcentaje de hinchamiento
es menor al alcanzando hasta un 250 % de su peso inicial. Por su parte, la pelicula después
del hinchamiento mantiene su apariencia macroscopica y no aumentan su tamafio.

En comparacion con trabajos previos de andamios electrohilados de CGPVACS que
reportan un porcentaje de hinchamiento maximo de 250 % en agua [93], las peliculas
obtenidas por esta técnica presentan un % de hinchamiento en agua de casi el doble del
reportado para las nanofibras de CGPVACS, esto puede ser benéfico debido a que el
hinchamiento del material favorece la absorcion de fluidos del cuerpo y para la

transferencia de nutrientes celulares y metabolitos a través del material.
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Figura 23. Cinética de hinchamiento de la pelicula CTSPVA 3:1 neutralizada con NaOH 0.5M en agua
destilada y NaCl 0.9 % p/v.

La Figura 24 muestra los espectros FTIR del CTS y del PVA puros y de la pelicula
CTS/PVA 3:1. El espectro del CTS puro muestra las vibraciones caracteristicas de éste
polimero, discutidas en el apartado anterior (7.1.3). Por su parte, el espectro FTIR del PVA
puro despliega las sefiales caracteristicas del grupo OH en 3290 cm™, en 2929 cm™ y 2851
cm se aprecian las vibraciones caracteristicas del estiramiento de grupos C-H, mientras
que las vibraciones de los grupos C-O y C=0 del grupo acetato del PVA se encuentran en
1750 cm™. En 1572 cm se observa la vibracion del grupo C-OH, en 1426 cm™ la vibracion
del grupo CHs, en 1320 cm™ de grupo OH primario y finalmente en 1154 y 1083 cm las
vibraciones de los grupos C-O [94, 95]. Por su parte, el espectro FTIR de la pelicula
CTS/PVA 3:1 muestra la presencia de CTS en la region entre 3000 y 3600 cm™ a través de
las vibraciones caracteristicas de los grupos NH2 traslapadas con las vibraciones OH de
ambos polimeros debido a la formacion de enlaces por puente de hidrogeno. En 2925 cm
y 2844 cm™* se encuentran las vibraciones caracteristicas de los grupos C-H del PVA; estas

vibraciones se muestran con menor intensidad en el espectro del CTS, pero son muy
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notorias en el espectro de la pelicula CTSPVA 3:1, lo que puede estar relacionado con las
interacciones de ambos polimeros. Otra diferencia se encuentra a 1752 cm™ en el espectro
de la pelicula CTSPVA 3:1, sefial caracteristica del PVA que no se encuentra en el espectro
del CTS, de la misma manera, a 1554 cm™ se puede observar una disminucion en la
intensidad de esta vibracion con respecto al espectro del CTS, esto puede deberse a la
formacién de enlaces C-OH alcoholes con el PVA. Por otro lado, se puede observar una
disminucion en la intensidad en la vibracion a 1322 cm™ proveniente de los grupos OH con
respecto del espectro del PVA, lo que puede relacionarse con la formacion de enlaces de

por puente de hidrogeno entre ambos polimeros.

La comparacion entre los espectros de los componentes puros y el correspondiente a
la mezcla permite observar el parecido del espectro de la pelicula CTSPVA 3:1 con el
espectro del PVA puro, particularmente en la region de 3600 cm™ a 1700 cm™, esto puede
estar relacionado con la afinidad del CTS por el DES, lo cual hace que este polimero

interactie mayormente con el ChClI:U.
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Figura 24. Espectros de FTIR del material CTS/PVA 2:1, y del CTS y PVA puros.

En la Figura 25 se muestra la comparacion de los espectros FTIR del ChCIl:U y de
las peliculas CTSPVA 1:1, 2:1 y 3:1. En la pelicula CTSPVA 2:1 se puede observar una
disminucion de la intensidad de la vibracion en la region 3500 a 3000 cm™ previamente
descrita. Se aprecia un aumento en la intensidad de la vibracion en 1744 cm™ en los
espectros de las peliculas CTSPVA 1:1, 2:1 y 3:1; sefial caracteristica del ChCl:U, esto

puede relacionarse con la interaccion de los polimeros con el DES en la matriz, el cual no

Sintesis de peliculas porosas a base de biopolimeros incorporando Disolventes Eutécticos
Profundos (DES).



52

es extraido en su totalidad. De la misma manera, en 1081 cm™ se puede observar el
aumento en la intensidad de las vibraciones de los espectros de las peliculas de CTSPVA,

particularmente en la proporcién 3:1.
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Figura 25. Espectros de FTIR de los materiales CTSPVA 3:1, 2:1y 1:1, y del DES ChCI:U.
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7.3PELICULAS POROSAS DE CTS/CS

7.3.1 CTS/CS1:1

En la Figura 26A se muestra la apariencia macroscépica de la pelicula obtenida a
partir de la combinacion CTS/CS, después de la neutralizacion dichas peliculas poseen una
apariencia distinta a las obtenidas de CTS solo (Figura 11B), son de color ligeramente
amarillento, con aspecto brillante y lisa. Se lograron obtener peliculas completas siendo un
poco mas gruesas de la orilla. Macroscopicamente poseen una apariencia similar a las
peliculas de CTSPVA, la diferencia principal es que en esta combinacion si hubo formacion
de poros lo cual se evidencia en las Figuras 26B y C. Se muestran una superficie irregular,
con apariencia de esponja y con la presencia de poros interconectados de tamafio

aproximado de 0.0922 pm.

Figura 26. A) pelicula CTSCS 1:1. Microestructura SEM del material a B) 10,000x y C) 30,000x

respectivamente.
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En la Figura 27, se muestra el histograma de la distribucion de tamafio de poro en la
cual se observa que, de 200 poros analizados, al menos 120 tienen una apertura de poro de
entre 0.05 a 0.15 pum, con un minimo de 0.032 pm y un maximo de 0.269 pum. Ademas el
tamafio promedio de los poros es de 0.0922 um con un error de £0.0021 um. EIl analisis de
la porosidad muestra que estos materiales poseen una estructura con caracteristicas
atractivas respecto a su porosidad, no obstante, se observa la presencia de poros de tamafio
nanomeétrico, por lo que se propuso continuar con la metodologia propuesta y aumentar la
proporcién de polimeros con respecto del DES con la finalidad de aumentar el tamafio de

poro.
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Figura 27. Histograma de distribucion del tamafio de los poros de la pelicula CTSCS 1:1 neutralizada.

Las pruebas de hinchamiento en agua destilada y en disolucién de NaCl 0.9% p/v a
temperatura ambiente de la pelicula neutralizada arrojo la cinética mostrada en la Figura 28.
Esta pelicula es capaz de hincharse en agua hasta un 250 % de su peso inicial en los
primeros 10 min, mientras que en NaCl 0.9% p/v se hincha paulatinamente hasta alcanzar

su maximo a los 60 min. La apariencia de la pelicula no cambia significativamente después
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del hinchamiento, mantienen su estructura pero pueden fragmentarse si no se manipulan

cuidadosamente.
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Figura 28. Cinética de hinchamiento de la pelicula CTSCS 1:1 neutralizada con NaOH 0.5M en agua
destilada y NaCl 0.9 % p/v.
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7.3.2 CTS/CS 2:1

En la Figura 29A se muestra la apariencia macroscépica de la pelicula obtenida a
partir de la combinacion CTS/CS 2:1. Resulta una pelicula de color ligeramente amarillo,
con aspecto brillante y lisa, se lograron obtener peliculas completas siendo un poco mas
gruesas de la orilla. La microestructura porosa se evidencia en las Figuras 29B y C. Se
observa una superficie mas densa respecto de las peliculas CTS/CS 1:1, ademaés de que los
poros presentes en esta pelicula disminuyen considerablemente en cantidad y tamafio. Esto
podria asociarse a que posiblemente el DES no se incorpor6 adecuadamente al momento de
hacer permitiendo la precipitacion continua de los polimeros en algunas zonas de la

pelicula.
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Figura 29. A) Imagen del material CTSCS 2:1. Microestructura SEM del material a B) 10,000x y C) 30,000x

respectivamente.

En la Figura 30 se muestra la distribucion del tamafio de poro; de 100 poros
medidos, aproximadamente 60 tienen una apertura de poro menor a 50 nm, con un minimo
de 17.41 nm y un maximo de 301.11 nm, con un tamafio promedio de los poros es de
239.53 nm con un error de £18.95 nm. Los poros presentes en esta pelicula son de tamafio
considerablemente mas grandes que los presentes en la pelicula CTSCS 1:1, no obstante, la

produccion de poros se vio disminuida.
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Figura 30. Histograma de distribucion del tamafio de los poros de la pelicula CTSCS 2:1 neutralizada.

Mediante las pruebas de hinchamiento realizadas a temperatura ambiente en agua
destilada y en disolucién de NaCl 0.9 % p/v (Figura 31), se puede observar que la pelicula
es capaz de hincharse hasta en un 320 % de su peso inicial, alcanzando el m&ximo en los
primeros 20 min, mientras que en NaCl 0.9 % p/v alcanza hasta un 240 % de su peso
inicial, en comparacion con las peliculas CTS/CS 1:1 el porcentaje de hinchamiento de
estas es superior. Es facil de manipular al no romperse ni deshacerse, teniendo un
comportamiento similar en ambos medios. La pelicula conserva sus caracteristicas

macroscopicas estructurales al hincharse.
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Figura 31. Cinética de hinchamiento de la pelicula CTSCS 2:1 neutralizada con NaOH 0.5M en agua
destilada y NaCl 0.9 % p/v.

50 -

% Hinchamiento (%)

7.3.3 CTS/CS 3:1

La estructura macroscopica de la pelicula obtenida a partir de la combinacion
CTS/ICS 3:1 se muestra en la Figura 32A. Se obtiene una pelicula de color ligeramente
amarillo, con aspecto brillante y lisa, y se lograron obtener peliculas completas. La
formacion de una estructura porosa se evidencia en las imagenes FESEM de las Figuras
32B y C. Se aprecia una superficie rugosa con apariencia de esponja con un aumento
evidente en la cantidad de poros respecto de las peliculas CTS/CS 1:1 y 2:1. Esto puede
atribuirse al aumento en la proporcién de la mezcla de polimeros respecto al DES.
Posiblemente, en esta mezcla las cadenas poliméricas interaccionan fuertemente entre ellas
dando lugar a una red densa, la cual permite interaccionar con el DES favorablemente
encapsulandolo como pequefias burbujas y dando como resultado la formacion de pequefios

poros al extraerlo del sistema.
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Figura 32. A) Pelicula del material CTSCS 3:1. Microestructura SEM del material a B) 10,000x y C) 30,000x
respectivamente.

El histograma de distribucion de tamafio de poro se muestra en la Figura 33; de 500
poros medidos, un aproximado de 200 poros tienen una apertura de poro de 0.5 um, con un
minimo de 0.02 pum y un maximo de 0.255 pm, y un tamafio promedio de 0.0596 pum, con
un error de £0.0012 pm.
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Figura 33. Histograma de distribucion del tamafio de los poros de la pelicula CTSCS 3:1 neutralizada.

Mediante las pruebas de hinchamiento realizadas a temperatura ambiente en agua
destilada y en disolucion de NaCl 0.9% p/v, se determin0 que las peliculas son estables y de
facil manipulacion al no romperse ni deshacerse. Como se puede observar en la Figura 34,
la pelicula es capaz de hincharse hasta en un 450 % de su peso inicial en agua, mientras que
en la disolucién de NaCl 0.9% pl/v, el porcentaje de hinchamiento es menor llegando a
alcanzar el 300 % de su peso inicial. Esta combinacion presento el mayor porcentaje de
hinchamiento en comparacion con las peliculas CTS/CS 1:1 y 2:1 ya que el aumento de la
cantidad de poros interconectados puede favorecer la retencion del agua. Este material
posee un hichamiento 2.5 veces mayor al reportado en peliculas de colecciones de
nanofibras de CGPVACS [93].

Los resultados obtenidos con los materiales CTSCS 1:1, 2:1 y 3:1, hacen que esta
combinacion de polimeros sea atractiva para ser utilizados como andamios celulares en
ingenieria de tejidos ya que se genera una estructura altamente porosa con alta relacion

area/superficial volumen.
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Figura 34. Cinética de hinchamiento de la pelicula CTSCS 2:1 neutralizada con NaOH 0.5M en agua
destilada y NaCl 0.9 % p/v.
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En la Figura 35 se muestra la comparacion de espectro de FTIR del CTS en forma
de pelicula, del CSy de la pelicula de CTSCS 3:1. Entre las vibraciones caracteristicas del
CS se encuentran el estiramiento de los grupos C-O en 1023 cm™, en 1224 cm™ se aprecia
la sefial caracteristica del estiramiento del enlace S=0 del grupo sulfénico del N-acetyl-D-
galactosamina, en 1615 cm™ y 1414 cm? las vibraciones del grupo COOH, vy las
vibraciones en 918 cm™, 858 cm™ y 716 cm™ asociadas a la posicion del grupo S=O
[96,97]. En el espectro FTIR de la pelicula CTSCS 3:1 se observan cambios en la
intensidad de las vibraciones de los grupos amino a 3368 cm™, asi como en 2834 cm™ de
los grupos C-H del CTS, esto podria atribuirse a la interaccion entre los polimeros por
medio de puentes de hidrogeno. Por otro lado, se puede observar un ensanchamiento en la
vibracion en 1605 cm™, y una disminucion en la intensidad de la vibracion en1557 cm™ que
puede atribuirse a las interacciones quimicas de los grupos NHz y OH de ambos polimeros.
De la misma manera, en 1023 cm™ se puede observar una notoria disminucion en la
intensidad esta vibracion en la pelicula CTSCS 3:1, la cual puede estar relacionada con la

formacion de enlaces por puente de hidrégeno entre los grupos C-O del CTS y del CS. El
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espectro de la pelicula CTSCS 3:1 no presenta similitud mayor con el de alguno de los
componentes puros, esto podria asociarse a que ambos polimeros interaccionan de manera

similar con el DES.
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Grafica 35. Espectros de FTIR del material CTSCS 3:1, asi como los espectros correspondientes del CTS y
CsS.
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En la Figura 36 se muestra la comparacion de los espectros FTIR del ChCl:U y de las
peliculas CTSCS 1:1, 2:1 y 3:1. Se puede apreciar la presencia del DES en la matriz
polimérica por la presencia de la vibracion caracteristica de este en 1744 cm™. En la
pelicula CTSPVA 1:1 se puede observar un aumento de la intensidad en la vibracion en la
region 3500 a 3000 cm™ posiblemente asociado a una mayor proporcion de DES en la
matriz polimérica. En las peliculas CTSCS 2:1 y 3:1 se puede apreciar un aumento en la
intensidad de las vibraciones en 1614 cm™, 1436 cm™ provenientes del ChCl:U. La
presencia de DES remanente en las peliculas no representa un problema, ya que como se ha
mencionado, el ChCIl:U es un disolvente orgénico no toxico, el cual no interfiere en las
propiedades del material como andamio celular, mas ain, puede aumentar la conductividad

térmica del material y hacer la funcién de agente plastificante [86].
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Figura 36. Espectros de FTIR de los materiales CTSCS 3:1, 2:1y 1:1, y del ChCI:U.
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7.4PELICULAS POROSAS DE CTS/PVA/CG

7.4.1 CTS/PVA/CG 1:1y CTS/PVACG 1:2

A partir de la incorporacion de mezclas de poliméros tricomponente la interaccion
con el DES puede no favorecerse y complicar el proceso EIPS, tal y como se muestra en la
Figura 37A, ya que la mezcla de los polimeros CTS/PVA/CG 1:1 no se incorpord
adecuadamente con el DES, por lo que no es posible la formacién del material en forma de
pelicula. Para analizar el comportamiento de esta mezcla de polimeros durante su
procesamiento por la técnica EIPS, se decidi6 probar el aumento de la proporcion de DES
con respecto de la mezcla de polimeros. No obstante, como se muestra en la Figura 37B, el
aumento de DES en el sistema no favorece la formacion de peliculas en esta mezcla
polimérica.

Posiblemente, las cadenas poliméricas al encontrarse en forma de mezcla
tricomponente no permite que interaccionen entre ellas. Adicionalmente, al momento de la
evaporacion del solvente, los polimeros no precipitan y son arrastrados por el metanol. Por
esta razon, estas combinaciones se descartaron totalmente al no poder recuperar los
polimeros.

Figura 37.A) Pelicula CTSCGPVA 1:1 durante los lavados con metanol. B) Pelicula CTSPVACG 1:2 durante
los lavados con metanol.
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7.4.2 CTS/PVA/CG 2:1

El aumento en la proporcion de polimeros en estas mezclas con respecto del DES
favorecio la formacion de peliculas, obteniendo piezas pequefias. En la Figura 38A se
muestra una fotografia del material obtenido, de color ligeramente amarillento opaco con
apariencia macroscopica porosa similar a las peliculas de CTS puro (Figura 11B). Con base
en su apariencia macroscopica se esperaba una porosidad elevada, no obstante, como se
muestra en las Figuras 38A y B las imagenes FESEM del material presentan una superficie
irregular rugosa, con presencia de poros aislados de tamafio variable, siendo la superficie en

su mayoria densa.

Figura38. A) Imagen del material CTS/PVA/CG 2:1. Microestructura SEM del material a B) 1000x y C)
500x respectivamente

De la cinética de hinchamiento (Figura 39) se puede observar que la pelicula es
capaz de hincharse hasta en un 340 % de su peso inicial en agua destilada, se observo que
las peliculas alcanzan su maximo en los primeros 20 min, pero desafortunadamente se

desintegran con el paso del tiempo siendo muy complicado el trabajar con ellas y no se
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logra recuperar la pelicula. Esto podria atribuirse a que los polimeros no interaccionan entre

ellos para formar la matriz polimérica, lo que permite su redisolucion en el agua.
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Gréfica 39. Cinética de hinchamiento de la pelicula CTSPVACG 2:1 neutralizada con NaOH 0.5M en agua
destilada.

743 CTS/PVA/CG 3:1

La ejecucion de la técnica EIPS en la mezcla tricomponente CTS/PVA/CG genera
peliculas con la apariencia macroscopica mostrada en la Figura 40A, obteniendo un
material de color ligeramente amarillo opaco; no fue posible obtener peliculas completas
solo fragmentos de ellas. EI aumento en la proporcion de polimeros con respecto del DES
favorece la formacion de la pelicula, pero aun asi no se logra la obtencidén de piezas
completas. La microestructura de estos materiales presenta una superficie completamente

densa e irregular, con la presencia de una cantidad limitada de poros aislados (Figuras 40B

Sintesis de peliculas porosas a base de biopolimeros incorporando Disolventes Eutécticos
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y C). Esto se debe posiblemente a que las interacciones ionicas entre biopolimeros/DES no

permiten la separacion entre las cadenas poliméricas.

Figura 40. A) Imagen del material CTS/PVA/CG 3:1. Microestructura SEM del material a B) 5000x y C)
10,000x respectivamente.

A partir de la cinética de hinchamiento de este material (Figura 41) se muestra que
la pelicula es capaz de hincharse hasta en un 300 % de su peso inicial en agua destilada,
alcanzando su méximo en los primeros 30 min de igual manera, estas peliculas se
desintegran a partir de los 50 min, son de dificil manipulacién y no se logran recuperar. Por

lo anterior, la formacion de pelicula no es viable esta combinacion de polimeros.
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Gréfica 41. Cinética de hinchamiento de la pelicula CTSPVACG 3:1 neutralizada con NaOH 0.5M en agua

destilada.

La Figura 42 muestra la comparacion del espectro de FTIR de CTS en forma de
pelicula, el CG, el PVA vy la pelicula de CTSPVACG 2:1. Desafortunadamente, no se
logran apreciar claramente las sefiales posicionadas de 3500 cm™ a 3000 cmpor
interferencias al momento del andlisis. En la pelicula CTSPVACG 2:1 se observa la
vibracion en 1744 cm™ muy caracteristica del PVA. Por otro lado, se pueden apreciar
cambios significativos en la intensidad y posicion de varias vibraciones, entre ellas un
ensanchamiento en 1658 cm™ que podria ser atribuido a las interacciones quimicas de los
grupos C-O de los tres polimeros; asi como un aumento en la intensidad de la vibracion en
1556 cm™* por la formacion de puentes de hidrdgeno de los grupos NH2 del CG y el CTS.
Por dltimo, se puede observar un desplazamiento en la vibracion en 1098 cm™ por la

interaccion de los grupos acetilo, la cual cambia de 1060 cm™ hasta 1098 cm™.
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Figura 42. Espectros de FTIR del material CTPVACGS 3:1, y de CTS, CG y PVA puros.

En la Figura 43 se muestra la comparacion de los espectros FTIR del ChCIl:U y de
las peliculas CTSPVACG 2:1 y 3:1, en la cual se pueden apreciar en ambas peliculas el
aumento en la intensidad de la vibracion caracteristica del DES en 1744 cm™, lo que puede
indicar que el DES esta interaccionando con la mezcla de los polimeros. En la pelicula
CTSPVACG 3:1 se puede apreciar el aumento de la intensidad en la vibraciones en 1436
cm?ty 1081 cm, esto puede deberse a una mayor cantidad de DES dentro de la matriz

polimérica.

Sintesis de peliculas porosas a base de biopolimeros incorporando Disolventes Eutécticos
Profundos (DES).



71

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
100
8ol
60[
40}

N
o
T

—— CTSPVACG 3:1

-
o
o

(o]
o

(0]
o

Transmitancia (%)

T crervacezi |||
100 ' .

90+ -
W

80 .

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Numero de onda (cm'1)

Figura 43. Espectros de FTIR de los materiales CTSPVACG 3:1, 2:1y 1:1, y del DES ChCI:U.
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7.5 PELICULAS POROSAS DE PVA/CG

7.5.1 PVACG 1:1y 3:1

Finalmente, se probo6 la combinacion PVA/CG, iniciando con una proporcién 1:1
para la ejecucién de la técnica EIPS para la fabricacion de peliculas porosas. En esta mezcla
se pudo observar que los polimeros no se incorporaron correctamente por lo que no se logro
la formacion de una pelicula. Al momento de realizar los lavados con metanol para extraer
el DES, la mezcla de polimeros también es arrastrada por el metanol formando una especie

de coagulo como se puede observar en la Figura 44A.

Por otro lado, al aumentar la proporcion de la mezcla polimérica, en las peliculas
PVA/CG 3:1se presentd una visible segregacién de modo que solo se lograron recuperar los
bordes (Figura 44B). Por lo tanto, ambas combinaciones se descartaron totalmente al no

obtener peliculas y perder los materiales en el proceso.

Figura 44. A) Pelicula PVACG 1:1 B) Pelicula PVACG 3:1

7.5.2 PVACG 2:1

En la Figura 45 se muestra una fotografia de la pelicula obtenida una vez procesada
la mezcla PVA/CG 2:1 mediante la técnica EIPS, se observa la obtencién de una pelicula
de color blanquecino, lo que sugiere presencia de porosidad. No obstante, tal y como se
observa en las Figuras 45B y C, la microestructura consta de una superficie totalmente

irregular, densa sin la presencia aparente de poros en la superficie.
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Figura 45. A) Imagen del material PVA/CG 2:1. Microestructura SEM del material a B) 1000x y C) 5000x
respectivamente.

Durante las pruebas de hinchamiento (Figura 46) se observé que la pelicula es capaz de
hincharse hasta en un 550 % de su peso inicial en agua destilada, alcanzando su méximo en
los primeros 10 min, posterior a ello comienza a desintegrarse rapidamente. Por estas
razones, esta combinacion se descartd al no obtener poros y por no poder recuperar el

material en el proceso.
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Figura 46. Cinética de hinchamiento de la pelicula PVACG 2:1 neutralizada con NaOH 0.5M en agua

destilada.
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8. CONCLUSIONES

En el presente trabajo de investigacion se estudid la sintesis y caracterizacién
estructural de peliculas porosas de quitosano (CTS), colageno (CG), alcohol polivinilico
(PVA) y sulfato de condroitina (CS) con potencial aplicacion en ingenieria de tejidos. Con
base en el analisis mediante microscopia electrénica de barrido por emision de campo
(FESEM), espectroscopia de infrarrojo (FTIR), determinacién de tamafio de poro y pruebas

de hinchamiento se puede concluir lo siguiente:

o En la mezcla de polimeros CTS/CG, la proporcion 3:1 presenta una buena
interaccion entre ambos polimeros lo que favorece la obtencién de una matriz
polimérica uniforme que permite la difusion del agente porogeno (DES) dentro
de la red polimérica para la correcta formacion de poros, generando una pelicula
porosa estable en agua destilada por un lapso minimo de 30 dias, y poros
interconectados con un tamafio promedio de 130um. Estas caracteristicas son

adecuadas para la aplicacién propuesta en este proyecto.

o Empleando las mezclas CTS/PVA se facilita la obtencion de peliculas como
piezas completas y con la mayor flexibilidad de todas las combinaciones
probadas, no obstante, dichos materiales tienen nula presencia de poros, lo que
sugiere es debido a la precipitacion inadecuada de los polimeros. Por ello, para

la aplicacion que se pretende para estos materiales no son de gran utilidad.

o La combinacion CTS/CS en proporcion 3:1 resulto adecuada para su
procesamiento mediante la técnica EIPS, generando peliculas porosas con las
caracteristicas prometedoras para su posible aplicacion como andamio celular,

teniendo una porosidad similar a la pelicula CTSCG 3:1. Se necesita trabajar en
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la técnica para lograr obtener poros mas grandes, dejandose como perspectiva
para trabajos futuros.

o Las mezclas tricomponente: CTSPVACG y PVACG fueron descartadas al no
ser posible la formacion de peliculas y solo poder recuperar fragmentos de los
polimeros, adicionalmente en estas combinaciones no hubo formacion de poros.
Lo anterior, se atribuye a una baja interaccion entre los componentes, lo cual no
favorece la precipitacion de una matriz homogénea y genera la pérdida de los

componentes durante el proceso de extraccion con metanol.

Basado en los resultados anteriores se puede concluir que la metodologia EIPS es una
técnica versatil que permite el procesamiento de mezclas poliméricas bicomponente. No
obstante, es necesario que los componentes interaccionen a nivel molecular para favorecer
la formacion la precipitacion homogénea de la matriz y para inducir el encapsulamiento del
agente porégeno (DES) y por ende, la formacién de porosidad. La metodologia EIPS
empleando DES como agente pordgeno para la sintesis de materiales porosos es una
alternativa ecologica altamente efectiva, al ser una metodologia simple de aplicar, versatil y

mas econdémica que otras metodologias cominmente aplicadas.
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PERSPECTIVAS

e Implementar el uso de otros DES en la metodologia EIPS, con la finalidad de
analizar si el mecanismo de formacion de poros es afectado por el DES.

e Analizar diferentes condiciones en la mezcla CTSCS para la obtencién de poros de

mayor tamafio.

e Considerar otras mezclas de polimeros para la generacion de peliculas porosas
empleando la metodologia EIPS, para analizar si el mecanismo de formacion de
poros es afectado por la naturaleza de las mezclas.

e Probar las peliculas porosas generadas en este trabajo de tesis como andamios

celulares, mediante el cultivo de distintas células.
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