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Abstract- Se desarrollaron dos métodos para la fabricaciéon de membranas de quitosana, para ser utilizadas en cultivos
celulares. Dichos métodos son: proceso humedo y proceso térmico de separacion de fases. Se caracterizaron midiendo
capacidad de absorcion de agua (CAA) y se analizd cualitativamente su morfologia con SEM. Se concluye que, es
posible predecir la CAA y que, se obtienen diferencias microestructurales al provocar variaciones en el proceso.

Introduccion

La quitosana proviene de la N-desacetilacion de quitina, biopolimero muy abundante que se
encuentra en los exoesqueletos de crustaceos, insectos y en algunos hongos. La quitosana se obtiene
generalmente de cdscara de camaron y cangrejo. La quitosana se presenta como un

excelente candidato para utilizarse como bioandamiaje en cultivos celulares y de tejidos, asi como

para la fabricacion de prétesis con fines de regeneracion de tejidos por sus buenas propiedades
mecanicas, su biodegradabilidad y biocompatibilidad, y su vasta actividad curativa, cicatrizante,
antibacteriana y antimicoética. Asi lo demuestran una amplia cantidad de estudios, en los cuales se
reporta su buen desempefio como protesis capaz de inducir la regeneracion de diversos tejidos, y
como bioandamiaje capaz de soportar e inducir la implantacion y crecimiento de tejidos de gran
complejidad (piel, musculo, sangre, higado, nervios, etc.).'*>*

Figura 1: Estructura quimica de la quitosana
El fibroblasto es la célula propia de los tejidos conjuntivos fibrosos, son células grandes, planas y
ramificadas que presentan un contorno fusiforme. Son utilizados como estandar internacional para
pruebas de biocompatibilidad de materiales.

Las propiedades mecanicas y la microestructura son parametros importantes al determinar la
idoneidad de un material para el cultivo de tejidos y la liberacion controlada de substancias.’

Los materiales en ingenieria de tejidos deben poseer una serie de requisitos como son:
biocompatibilidad, estructura porosa adecuada, propiedades mecénicas apropiadas y superficie afin,
entre otras. Entre las técnicas de procesado de polimeros para ingenieria de tejidos se encuentra la
separacion de fases® que puede ser inducida de diferentes maneras. El proceso hiimedo de
separacion de fases explota el hecho de que la solubilidad de la quitosana depende del pH de la
solucion. Para la separacion de fases inducida térmicamente, se utiliza la tasa de congelacion de la
solucidon como promotor de la separacion de fases.
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Seccion Experimental
Proceso humedo de separacion de fases®
1. Se depositd la solucion viscosa de quitosana sobre cajas petri.
2. Dicha solucion se seco, monitoreando la pérdida de peso.
3. Se le puso en contacto con una base para precipitar durante 3 dias.
4. Se retiraron las peliculas s6lidas de quitosana del fondo de la caja petri con los cuidados que
se requirieran.
5. Se lavaron exhaustivamente con agua destilada.
Separacion de fases inducida térmicamente®
1. Igual que el proceso anterior.
2. Las cajas petri con la solucion fueron congeladas y liofilizadas.

3.y 4. Iguales a los pasos 3 y 5 del proceso anterior
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Figura 2: Ruta metodoldgica para el desarrollo de las matrices de quitosana
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Figura 3. Esquema del disefio experimental y analisis estadistico para el
proceso humedo de separacion de fases.
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Figura 3. Esquema del disefio experimental y analisis estadistico para el
proceso de separacion de fases inducida térmicamente.

Resultados y Discusion

Proceso hiimedo de separacion de fases: Se obtuvieron las siguientes superficies de respuesta que
permiten predecir con certeza los g de agua abs./100g de quitosana. Se puede observar en la
ilustracion 4 que en ambos disefios experimentales, los dos factores tienen influencia sobre la
respuesta, sin embargo el secado tiene la mayor influencia. En la parte izq. de la ilustracion 4 la
curvatura es mas pronunciada que en la parte derecha, estadisticamente la contribucién de las
interacciones entre factores para el disefio experimental 3 es mucho menor que para el disefio
experimental 1. En las ilustraciones 5 y 6, se presentan fotografias de SEM que exhiben la
influencia que ejercié sobre la consolidacion de las membranas, la utilizacion de diferentes
precipitantes. La sosa, por su mayor caracter basico, logrd consolidar las peliculas en estructuras
mas cerradas y compactas, que demostraron tener mayor resistencia a la manipulaciéon. Lo anterior
junto con lo encontrado estadisticamente al construir la superficie de respuesta, sostiene la idea de
que el uso de diferentes alcalis, si produce diferencias a nivel estructural.
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Figura 4: Superficies de respuesta para el disefio experimental 1 y 3 (hidréxido de amonio, izq.) y 3 (hidréxido de
sodio, der.)
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Figura 5: Seccion transversal. Concentracion alta, secado bajo. Amoniaco (izq) y sosa (der).

Figura 6: Seccion transversal. Concentracion baja, secado bajo. Amoniaco (izq) y sosa (der).

Proceso térmico: Se encontrdé que la concentraciéon de quitosana tiene efecto sobre la CAA,
mientras que la temperatura de congelacion no produjo diferencias estadisticamente significativas.
Por lo anterior no se pudo obtener una superficie de respuesta que permitiera predecir la CAA. A
pesar de que el proceso no pudo ser controlado debido fundamentalmente a inconsistencias en la
congelacion-liofilizacion, se pudo obtener una gama de microestructuras de gran interés para el
cultivo de células. En la ilustracion 7 se observan microestructuras muy diversas, en general
presentan poros mas abiertos y exhibidos, asi como paredes mas delgadas. Las discrepancias en el
proceso se observan claramente en la fotografia 7a que es una muestra réplica de la 7b. En la
ilustracion 8 se expone un corte transversal representativo de este disefio, se observan capas que se
asemejan a “hojas apiladas”. Las estructuras obtenidas por medio del proceso térmico son
macroporosas mientras que las del proceso himedo son microporosas.

a D
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Figura 7: Gama de estructuras obtenidas mediante el proceso térmico (superficie).

Figura 8: Muestra representativa de la seccion
transversal para el proceso térmico

Conclusiones

1. Se produjeron diferencias microestructurales variando los factores seleccionados para cada
proceso.

2. Se obtuvo una superficie de respuesta que permite predecir la CAA para el proceso htimedo.

3. Por su mayor caracter basico la sosa como precipitante produce membranas con estructuras mas
compactas y con mejores propiedades mecanicas que el amoniaco.

4. El proceso térmico no pudo ser controlado en las condiciones en que se llevo a cabo, sin embargo
produce estructuras interesantes y geometrias complejas.

5. La metodologia desarrollada y estandarizada para el proceso himedo produce peliculas factibles
de ser utilizadas en investigacion biomédica por la gama de estructuras obtenida.

6. Se recomienda experimentar con las membranas obtenidas por el proceso hiimedo: las mas
porosas en cultivos celulares y las menos como revestimiento de heridas.

7. El proceso térmico podria ser utilizado para fabricar prétesis de regeneracion de tejidos.
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