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The present work focuses on the development of scaffolds based on collagen and
chitosan using different processing methods derived from the fabrication of hydrogels
and freeze-drying. The scaffolds were produced using 3 different processes and with 1
wt.% of two different biopolymers (collagen and/or chitosan). In order to evaluate the
composition and manufacturing method of scaffolding, their mechanical properties were
evaluated to determine: (1) their rheological properties through strain and frequency
sweeps, (2) their porosity through an analytical model and a mercury porosimeter, and
(3) their structure and fiber arrangement by scanning electron microscopy. The results
obtained reveal that the properties of the scaffolds were strongly dependent on both the
proportion of the raw materials used and the processing method. Furthermore, it was
found that a synergic effect occurs when collagen and chitosan in a 1:1 ratio are used in
their composition, and also when temperature is increased, thus the solubilization of
biopolymers and their interaction during mixing is favored.
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DESARROLLO DE ANDAMIOS BIODEGRADABLES MEDIANTE $EPARACI()N DE
FASES CON UNA POTENCIAL APLICACION EN INGENIERIA TISULAR

El presente trabajo se centra en el desarrollo de andamios basados en colageno y
quitosano utilizando diferentes métodos de fabricacion derivados de la creacion de
hidrogeles y secado por liofilizacion. Los andamios se realizaran mediante 3 procesados
diferentes y con un 1% en peso de biopolimeros (colageno y/o quitosano). Con objeto
de evaluar la composicion y el método de fabricaciéon de los andamios, (1) se evaluan
sus propiedades mecanicas para conocer: (2) sus propiedades reoldgicas mediante
barridos de deformacion y de frecuencia, su porosidad mediante un modelo analitico y
un porosimetro de mercurio, (3) asi como su estructura y disposicion de las fibras
mediante microscopia electronica de barrido. Los resultados que se obtienen
demuestran que las propiedades de los andamios experimentan una fuerte dependencia
con la proporcién de las materias primas usadas, asi como del método de fabricacion.
Ademas, se produce un efecto sinérgico al emplear colageno y quitosano en un ratio 1:1
en su composicion, asi como al aplicar temperatura ya que esta favorece la
solubilizacién de los biopolimeros y su interaccion durante el mezclado.
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quitosano
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1. Introduccion

La Ingenieria Tisular (IT), o Ingenieria de tejidos, se define como la ciencia del disefio y
fabricacion de nuevos tejidos para el restablecimiento funcional de érganos alterados y la
sustitucion de estructuras dafadas por traumatismo y enfermedades. Sin lugar a dudas, el
punto de partida de la Ingenieria de tejidos se puede fijar en los estudios pioneros, en los
afos 80, de Yannas y, sobre todo Vacanti, quien concibio la idea de dotar a las células de
un andamio que actlue como matriz de soporte para que pudieran crecer y, en ultimo
término, formar un tejido (Vacanti et al., 1993; Dagalakis et al., 1980; Yannas y Burke, 1980);
aunque ha sufrido un crecimiento exponencial a partir del afio 2000 (Offeddu et al., 2015;
Zhang et al., 2015). Actualmente, la Ingenieria de tejidos se trata de un pujante y creciente
campo multidisciplinar con multitud de aplicaciones médicas, que posee la capacidad y el
potencial de crear tejidos a partir de andamios (scaffolds) donde tiene lugar la inserciéon
celular junto a los factores de crecimiento.

Los andamios se han utilizado ampliamente en IT para proporcionar una estructura
tridimensional para los estudios de regeneracion de tejidos. Independientemente de la
aplicacion, la materia prima utilizada, asi como la estructura interna del andamio, tiene un
efecto significativo sobre la actividad celular, por lo que es evidente que la eleccién de un
andamio adecuado es esencial para un crecimiento celular 6ptimo (Sachlos y Czernuszka,
2003). Por esta razén, ademas el andamio debe satisfacer una serie de condiciones, como
ser biocompatible, tener una estructura macroscopica que imite aquel tejido que va a
sustituir, tener cierta resistencia mecanica o constar de una estructura interna porosa con un
determinado tamafo de poro e interconectividad entre estos. Estas ultimas caracteristicas
influyen en la actividad celular, pues un tamafo y una distribucién de poros adecuada
garantizan una buena insercion y crecimiento celular en el interior del andamio, favoreciendo
su biointegracion.

Los soportes se construyen con materiales cuya naturaleza esté acorde con la funcién de la
estructura del érgano o tejido donde se vayan a implantar. Aunque los polimeros sintéticos
son los que mas se emplean hoy en dia (Geutjes et al., 2006), las opciones mas atractivas
son aquellas basadas en proteinas y polisacaridos, tales como colageno, gelatina, fibrina,
elastina, alginato, quitosano, etc. Entre estos destaca la gelatina y el quitosano que pueden
adoptar multitud de estructuras, similares a las bioldgicas, y, solventaria todos los posibles
problemas generados con la biocompatibilidad (Mao et al., 2013).

La gelatina que no es mas que colageno desnaturalizado, es una proteina abundante en
tejidos animales que constituye aproximadamente un 30% de su cantidad proteica total,
encontrandose ampliamente distribuida en la piel, huesos, cartilagos, tendones vy
ligamentos. La gelatina tiene multitud de aplicaciones, entre las que destaca su aplicacion
en la industria farmacéutica y en la alimentaria (Senaratne et al., 2006).

El quitosano procede de la quitina mediante un proceso de desacetilacién, la cual es muy
frecuente en la naturaleza, ya que forma parte de las paredes celulares de los hongos, el
exoesqueleto de los artropodos y algunos érganos de otros muchos animales, como las
quetas de los anélidos. Como tal posee un gran numero de aplicaciones, ya que se suele
usar como agente floculante en el tratamiento de aguas, desinfectante de heridas en
medicina y espesante en la industria alimentaria. Uno de los campos en los que mas util es
el quitosano es el de la medicina, no solo por sus propiedades antimicrobianas, sino también
por el hecho de ser una sustancia biodegradable (Zhang y Neau, 2001). Por ese motivo, es
muy frecuente su uso en la elaboracion de hilos de sutura biodegradables, que se deshacen
solos una vez que la herida se ha cerrado. Ademas, también tiene un gran poder como
coagulante, por lo que en Estados Unidos y Europa se permite su uso como aditivo en
gasas y vendajes, con el fin de evitar hemorragias (Dash et al., 2011).
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Aunque existe una enorme cantidad de técnicas, tradicionalmente la técnica desarrollada
para la elaboracion de andamios es la separacion de fases. Dentro de estas, una de las mas
usuales es la formacion de un hidrogel seguido de un secado por liofilizaciéon (Perdivara et
al.,, 2013), que ademas permite la optimizacion de las propiedades de las matrices,
combinandolo con otro proceso adicional al cual podemos denominar tratamiento térmico o
mediante la adicion de compuestos reticulantes (por ejemplo, glutaraldehido).

El presente trabajo se centra en el desarrollo de andamios basados en gelatina y/o
quitosano utilizando diferentes métodos de fabricacién derivado de la creacién de hidrogeles
y secado por liofilizacion. Con objeto de evaluar la composicion y el método de fabricacion
de los andamios se evaluan las propiedades mecanicas y la microestructura porosa de los
mismos.

2. Objetivos

El objetivo principal del trabajo consiste en el desarrollo de andamios mediante via
hidrogeles usando colageno y quitosano como materias primas, evaluando la influencia de
sus proporciones (composicién); asi como el efecto que tienen los diferentes protocolos
(métodos de fabricacién) en las propiedades globales finales. Ademas, se pretende alcanzar
una relacion entre las composiciones y métodos de fabricacion con la estructura interna de
la matriz porosa y sus propiedades mecanicas. Para alcanzar el objetivo global se plantean
los siguientes objetivos especificos:

- Estudio de diferentes métodos de fabricacion de una matriz porosa via hidrogeles
basada en colageno y quitosano que pueda servir de andamio para IT.

- Estudio de las propiedades mecanicas de los andamios fabricados.

- Caracterizacion de la morfologia de la estructura creada (andamio) en relacion a su
porosidad y al tamafio de poros.

- Relacion entre los porcentajes de colageno y quitosano utilizado, y las propiedades
microestructurales y mecanicas de los andamios desarrollados.

- Relacién entre el método de fabricacion de los andamios y sus propiedades
microestructurales y mecanicas.

3. Metodologia

Para evaluar los objetivos planteados, los andamios se fabricaron al 1% en peso de
biopolimeros: gelatina y quitosano a distintas proporciones en la composicién, asi también
se emplearan tres métodos de fabricacion diferentes. Para evaluar sus propiedades
mecanicas se han realizado ensayos reolégicos mediante barridos de deformacién y de
frecuencia. Por otro lado, sus propiedades morfoldégicas se han evaluado mediante, la
determinacion de su porosidad analitica, asi como su tamano y distribucién de tamafio de
poros mediante un porosimetro de mercurio de baja presion, asi como su estructura
mediante microscopia electronica de barrido.

3.1 Materiales

Para este estudio, se ha utilizado un concentrado proteico de gelatina (G) procedente de la
empresa HENAN BOOM GELATIN CO.LTD (China). La ficha técnica del producto indica que
se trata de colageno tipo Il obtenido a partir de piel de pescado, con un porcentaje de
materia proteica superior al 90% (tratandose, por tanto, de un aislado proteico) y de cenizas
inferior al 1%, no aportdndose mas datos especificos de su composicion. Ademas, se ha
usado un polisacarido como es el quitosano (CH), de bajo peso molecular (PM= 130.000
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g.mol') de la marca comercial SIGMA ALDRICH S.A. (Alemania). Por ultimo, como
disolvente se ha utilizado una disolucién de acido acético con un pH acido de 3,2 (0,05 M)
que solubiliza al mismo tiempo a la gelatina y al quitosano (Perez-Puyana et al., 2016) el
cual es proporcionado por PANREAC QUIMICA S.L.U. (Espafia).

3.2 Fabricacion de los andamios

Para la fabricacion de los andamios constituidos de matrices biopoliméricas (gelatina o
quitosano) se han utilizado tres protocolos diferentes. En todos los casos, basandonos en
estudios previos se han realizado 1% en peso de biopolimero (Pérez-Puyana et al., 2019),
utilizando diferentes proporciones de gelatina y quitosano tal y como se recoge en la Tabla
1.

Tabla 1. Composiciones y referencias de los andamios en relacion a los porcentajes de
gelatina (G) y quitosano (CH)

Ndmero Composicion Referencia
1 100% Gy 0% CH 100G-0CH
2 75% Gy 25% CH 75G-25CH
2 50% Gy 50% CH 50G-50CH
4 25% Gy 75% CH 25G-75CH
5 0% Gy 100% CH 0G-100CH

3.2.1 Protocolo 1 (P1)

La Figura 1 muestra el esquema de preparacién del andamio utilizado en el protocolo 1 (P1).
En este primer protocolo, basicamente se realizé la secuencia de pasos del procedimiento
tradicional de la técnica de separacion de fases y se utilizd como sistema de referencia, ya
que es el mas utilizado en la fabricacién de andamios (Pérez-Puyana et al., 2019).

En primer lugar, se prepararon 20 mL de cada una de las disoluciones al 1% de biopolimero
en las relaciones presentadas en la Tabla 1. Posteriormente, las soluciones se sometieron a
una centrifugacion para homogeneizar y separar las posibles fracciones que no se
solubilizan. Para esto, se usé una centrifuga (Medifriger BL-S, JP Selecta, Espafa) a
12000xg, durante 7 minutos a 4 °C. Cabe mencionar que se realizaron los calculos
apropiados para que la cantidad deseada de biopolimero permaneciera en la parte soluble
de la solucién. Mas tarde, se sometieron a una etapa de congelaciéon en un molde a -40 °C
durante 2 horas. Por ultimo, las disoluciones congeladas se introdujeron en un sistema de
liofilizacién (LyoQuest, TELSTAR, Japon) a una presion de 0,1 Pa y una temperatura de -80
°C durante 24 h para sublimar el solvente y obtener asi el andamio final.

Figura 1. Diagrama de flujo del protocolo de referencia (Pérez-Puyana et al., 2019, (P1)) y de las
variantes incluyendo tratamiento térmico (TT) que forman el protocolo 2 (P2) y protocolo 3
(P3), respectivamente

P2

Centrifugacion

P1

Congelacion Liofilizacion
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3.2.2. Protocolo 2 (P2)

La unica diferencia entre los protocolos 1 y 2 fue la inclusién de un tratamiento térmico (TT)
después de la centrifugacién y antes de la etapa de congelacién, como se puede observar
en la Figura 1. Por lo tanto, la secuencia de pasos fue la siguiente: primero, la disolucion se
prepard, se centrifugd, se calentd, se congeld para finalmente liofilizar para eliminar el
disolvente y obtener el andamio. El objetivo de este TT es dar una mayor movilidad a las
cadenas de biopolimeros presentes en la disolucion, de esta forma su interaccién sera mas
facil, logrando una mayor organizacion de la cadena que mejoren las propiedades
mecanicas de los andamios.

Este TT se baso en calentar la disolucion de biopolimeros en un bafo térmico con agua
destilada a aproximadamente 50 °C durante 2 horas con agitacion. No se recomienda utilizar
una temperatura mas alta para evitar la degradacion de la gelatina (Van den Bosch vy
Gielens, 2003).

3.2.3. Protocolo 3 (P3)

El protocolo 3 fue similar al protocolo 2, excepto por la alteracion del orden de los pasos de
centrifugacion y TT cuyo objetivo es verificar en qué orden este tratamiento es mas efectivo,
como se observa en la Figura 1. Asi, el TT se realizé antes de la centrifugacion para
favorecer la solubilizaciéon del quitosano. En este caso, los parametros del tratamiento
térmico fueron los mismos que los mencionados anteriormente en el protocolo 2.

3.3. Caracterizacion de los andamios

Los diferentes sistemas fueron caracterizados en la Facultad de Quimica de la Universidad
de Sevilla, durante el afio 2019. Los sistemas elaborados fueron caracterizados reoldgica y
morfolégicamente, ademas se realizd un estudio estadistico sobre cada uno de los
parametros seleccionados.

3.3.1 Caracterizacion reolégica

La caracterizacién mecanica de los andamios se realizé utilizando un analizador dinamico-
mecanico (RSA3, TA Instruments, EE. UU.), en modo de compresién y con una geometria
circular placa-placa de 15 mm de diametro. Primero, se realizaron barridos de deformacion
entre 2:10* y 2% a una frecuencia constante de 1 Hz para determinar el rango viscoelastico
lineal (intervalo donde los mddulos elastico (E’) y viscoso (E”) permanecen independientes a
la deformacion aplicada). A partir de ahi, se determinaron las deformaciones criticas (ye, la
ultima deformacion dentro de la region viscoelastica lineal). Posteriormente, se llevaron a
cabo barridos de frecuencia entre 0,02 y 20 Hz a una deformacion constante dentro del
rango viscoelastico lineal determinado anteriormente. Por lo tanto, se estudioé la evolucion
del modulo elastico (E') con la frecuencia. En este caso, se seleccionaron el médulo elastico
(E'1) y la tangente de pérdida (tan(®): = E”4+/E’y) a un 1 Hz para hacer una comparacion
adecuada entre los sistemas.

Por otro lado, para comparar los sistemas obtenidos por los diferentes protocolos, se utilizd
un parametro Kii definido en la ecuacion 1, que es la relacidon de los médulos elasticos a 1
Hz (E'1) entre los diferentes protocolos.

Kit = E’ (Pi)/ E’1 (P1) (1)

Este parametro, K1, corresponde a la relacion de propiedades mecanicas para los diferentes
protocolos (Pi) con respecto al protocolo 1 (P1) para las diferentes composiciones
mostradas en la Tabla 1.
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3.3.2 Caracterizacion morfolégica
Porosidad

La porosidad (¢) de los andamios se obtuvo utilizando un método previamente descrito por
Al-Munaijjed et al. (2008) De esta manera, la porosidad individual (¢) de cada andamio se
calculd utilizando la ecuacion 2:

€ (%) = (1- ps/pm) - 100 (2)

,donde p; es la densidad del andamio (obtenida pesando andamios triplicados de los
diferentes sistemas y calculando su volumen aprovechando el hecho de que se han
fabricado piezas geométricas) y p. la densidad de la materia prima (G y CH dependiendo de
su relacion).

Distribucion de tamano de poro

Se realizdé una porosimetria de mercurio a baja presion para investigar la distribucion del
tamafo de poro utilizando el porosimetro PoreMaster-60 GT (Quantachrome Instruments,
EE. UU. Esta técnica consiste en la aplicacion de presién, permitiendo que el mercurio
penetre dentro del entramado poroso del sélido, y llegando a medir tamafios de poro de
hasta 6 nm.

Microscopia electronica de barrido (SEM)

Finalmente, se observé la microestructura de los andamios mediante microscopia
electrénica de barrido, para ello se utilizé el microscopio Zeiss EVO (EE. UU.). Las medidas
fueron realizadas con un detector de electrones secundario a un voltaje de 20 kV. Para
llevar a cabo dichas mediciones, los andamios se trataron previamente con vapor de osmio
al 1% durante 8 horas para fijar la estructura de los andamios y, posteriormente, las
muestras se sometieron a un tratamiento de pulverizacion catédica con una capa muy fina
de oro para mejorar la calidad de las micrografias (Levengood y Zhang, 2014).

3.4 Analisis estadistico

Se realizé un estudio estadistico sobre cada uno de los parametros seleccionados en los
ensayos de caracterizacion. Para este estudio, se realizdé un analisis de la varianza de un
factor (ANOVA), utilizando tres réplicas de cada medida de forma independiente.
Posteriormente, se calcularon una serie de parametros estadisticos, incluida la media y la
desviacion estandar. Ademas, se realiz6 una prueba de comparacién de medias para
evaluar si existen diferencias significativas (p <0,05).
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4. Resultados
4.1 Propiedades reolégicas

En la Figura 2 se muestran los valores del modulo elastico (E’) en funcion de la frecuencia
de los diferentes andamios producidos a partir de los protocolos 1, 2 y 3 (Figuras 2A, 2B y
2C, respectivamente). Se puede observar que existe una ligera variacion de E’ con la
frecuencia, que muestra suficiente estabilidad y caracter solido, como los andamios
estudiados en trabajos anteriores (Arévalo et al., 2018).

Figura 2. Evolucién del médulo elastico (E’) en funcién de la frecuencia de andamios al 1% en
peso de biopolimeros con distintas proporciones de gelatina (G) y quitosano (CH), para el: (A)
Protocolo 1, P1, (B) Protocolo 2, P2 y (C) Protocolo 3, P3
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Con respecto a la relacion G-CH, una mayor concentracion de CH produce mejores
propiedades mecanicas en los andamios. Este hecho es corroborado por el aumento
observado en el E’, que muestra un perfil similar para todos los sistemas evaluados. Sin
embargo, se produce sinergia en las composiciones de 50% en peso de G y 50% en peso
de CH (50G-50CH). Esta sinergia es evidente en todos los protocolos, aunque no alcanzé
los niveles de los sistemas 0G-100CH.

Para comparar los diferentes sistemas de una manera mas adecuada, la Tabla 2 contiene
los valores de la deformacién critica (yc), del modulo elastico (E’1) y la tangente de pérdida
(tan(d)1) a 1 Hz. Este ultimo parametro se incluyd para evaluar no solo el comportamiento
elastico de los andamios sino también el impacto que tiene la componente viscosa en los
sistemas.
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Tabla 2. Valores de deformacion critica (yc), tangente de pérdida a 1 Hz (tan(&)1), médulo
elastico a 1 Hz (E'1) y porosidad de los andamios con diferentes proporciones de gelatina (G) y
quitosano (CH) obtenidas por los diferentes protocolos (P1, P2 y P3)

Protocolo  Referencia Ye (%) tan(d) E’1 (kPa) £ (%)
100G-0CH 0,192 0,085P 14,342 99,152
75G-25CH 0,33 0,0582 41,15¢ 99,052

P1 50G-50CH 0,46¢ 0,0652 58,154 98,90
25G-75CH 0,37 0,0612 41,32¢ 99,102
0G-100CH 0,31° 0,095¢ 91,81¢ 98,70°
100G-0CH 0,252 0,094¢ 21,41 98,27¢
75G-25CH 0,38P 0,0572 45,23¢d 98,12¢

P2 50G-50CH 0,584 0,085P 92,79¢ 97,96¢
25G-75CH 0,41¢ 0,074° 52,344 98,034
0G-100CH 0.42¢ 0,0652 198,23f 97,62°
100G-0CH 0,37° 0,107¢ 23,41° 98,054
75G-25CH 0,42¢ 0,076P 49,214 98,25¢

P3 50G-50CH 0,682 0,0652 203,68f 97,13f
25G-75CH 0,39¢ 0,0572 85,19¢ 97,77¢
0G-100CH 0,44¢ 0,076° 317,559 97,61¢

Nota: Letras diferentes corresponden a valores significativamente diferentes

Se observa en los resultados de los diferentes métodos de fabricacion que se encuentra el
mismo patrén de comportamiento cuando se modifica la relacion G-CH. En general, una
mayor proporcion de CH conduce a un mayor E’ con diferencias significativas en los valores,
aunque también se obtiene un efecto sinérgico para los andamios 50G-50CH. Por otro lado,
los valores de tan(®): no siguen un patréon definido, aunque los valores mas altos
corresponden a los sistemas unitarios (100G-0CH y 0G-100CH), siendo el E” mas influyente
en el protocolo 1. Ademas, también debe tenerse en cuenta que los valores de la
deformaciéon critica (yc) son mas altos en la relacién 50C-50CH, con una diferencia
significativa. Esto es muy importante para las aplicaciones de IT, ya que se puede producir
una amplia gama de cepas sin abandonar el rango lineal viscoelastico y sin producir
modificaciones en los andamios. Esta sinergia observada en las mezclas de gelatina-
quitosano podria ser consecuencia de una organizacion 6ptima de la cadena. Por tanto,
denominaremos a esta proporcién 50G-50CH, muestra de referencia, la cual sera utilizada
para los posteriores ensayos de caracterizacion morfolégicas de los andamios como son la
distribucion del tamafio de poro y la microscopia electrénica de barrido (SEM).

Centrandose en los resultados obtenidos en los diferentes protocolos y comparandolos, el
protocolo 3 destaca de los demas, obteniendo las mejores propiedades mecanicas, que se
reflejan en las mayores deformaciones criticas (yc) y en lo mayores valores del E' a 1 Hz
(E'1). Sin embargo, en el protocolo 2 también se obtuvo mejores propiedades con respecto al
protocolo 1, aunque sin alcanzar los valores obtenidos en el protocolo 3. Esta comparacién
entre los protocolos se puede evaluar mejor observando la Tabla 3, que muestra los valores
de Kis de los diferentes sistemas calculados utilizando la ecuacién 1.
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Tabla 3. Valores de Kii para los andamios con diferentes proporciones de gelatina (G) y
quitosano (CH). K21: relacién entre los protocolos 2 y 1. Ksi: relacion entre los protocolos 3y 1

Referencia K21 K31

100G-0CH 1,492 1,63°
50G-50CH 1,60P 3,501
0G-100CH 2,16° 3,464

Nota: Letras diferentes corresponden a valores significativamente diferentes

Se puede observar que cuando se aplico TT en los métodos de fabricacion (protocolos 2 y
3), las muestras de 0G-100CH aumentan sus E’ mas que en aquellas composiciones en las
que la gelatina estd en mayor proporcion (50G-50CH y 100G -0CH). Esto ocurre
posiblemente porque el efecto térmico induce mejor las interacciones producidas entre las
cadenas de CH, que no son las mismas en la G debido al impedimento estérico producido
por las ramificaciones de la cadena, lo que dificulta su reordenamiento. Por lo tanto, se
deduce que los aumentos en las relaciones de los protocolos 2 y 3 con respecto a 1 se
deben principalmente al quitosano (CH). Por otro lado, el protocolo 3 mejora
significativamente al protocolo 2 en todas las composiciones.

4.2 Propiedades morfolégicas
Porosidad y distribuciéon del tamaiio de poro

En la Tabla 2 se muestran los valores de la porosidad analitica de los diferentes andamios.
Como se puede observar, los andamios obtenidos por el protocolo 1 tuvieron la mayor
porosidad, aunque con ligeras diferencias (no mas del 2%). Esto podria conducir a que
estos sistemas tengan las propiedades reoldgicas mas bajas. Ademas, la relacién G-CH
también influyd, causando que, en general, la porosidad disminuya a medida que aumenta el
porcentaje de CH en los sistemas.

La Figura 3 muestra las distribuciones de tamano de poro promedio de la composicién de
referencia (50G-50CH), para los tres métodos de fabricacion (P1, P2 y P3). En la Figura 3A
(protocolo 1), se puede observar un perfil que muestra una distribucion bimodal con dos
picos de aproximadamente 15 y 45 uym. Este hecho sugiere que la polidispersion de los
tamanos fue alta (baja uniformidad), presentando también altos porcentajes de poros en
tamanos altos. Esto puede significar que, aunque no habia muchos poros grandes, su
presencia puede haber afectado las propiedades mecanicas. En cualquier caso, el tamafio
de poro promedio fue de 35,6 um. El tamafio medio de poro de los andamios fabricados con
el protocolo 2 fue de 28,7 ym. Sin embargo, este sistema (Figura 3B) fue el sistema mas
polidisperso sin ninguna distribucion unimodal, presentando porcentajes de poros casi
uniformes en todo el rango de diametro estudiado. Finalmente, en la Figura 3C, que
corresponde a los andamios fabricados mediante el protocolo 3, hay una distribucion
unimodal con un pico de alrededor de 50 um. Aunque la distribucion fue menos polidispersa,
este sistema tenia un tamafo de poro medio mayor que los otros (51,2 um). En cualquier
caso, este tamafio de poro mas grande no implica ningun inconveniente, ya que facilitara la
entrada de células y la neovascularizacion de los andamios una vez implantados. En
general, se establece que, para el desarrollo de andamios de tejidos blandos, se requiere un
rango de tamafo de poro entre 20 y 200 um (Esteve, 2013).
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Figura 3. Distribucion del tamaio de poros para sistemas binarios con proporciones de 50G-
50CH, usando los diferentes métodos de fabricacion: (A) Protocolo 1, (B) Protocolo 2 y (C)
Protocolo 3
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Microscopia electronica de barrido (SEM)

La Figura 4 muestra las micrografias para los andamios 50G-50CH obtenidos por los tres
protocolos (protocolo 1: 4A y 4B, protocolo 2: 4C y 4D y protocolo 3: 4E y 4F). Las Figuras
4A y 4B muestran que hay porosidad en todo el andamio, lo que confirma los valores
obtenidos por el método analitico (alrededor del 98%). También muestra que los poros se
distribuyen de manera heterogénea en todo el andamio procesado por el protocolo 1, con
una pequena distribucién de poros grandes (en forma de agujeros) y principalmente una
pequefa distribucion de poros, que corrobora lo que se discutid en la seccion anterior
(Figura 3). Por otro lado, las Figuras 4C y 4D muestran que el andamio obtenido por el
protocolo 2 tiene una gran heterogeneidad, como se obtuvo en las mediciones de
porosimetria (con respecto al tamafio de poro). Finalmente, las Figuras 4E y 4F muestran la
porosidad presentada a través del andamio procesado por el protocolo 3, corroborando los
valores obtenidos en el método analitico (una porosidad alrededor del 97%). En este caso,
se observa mas de cerca una distribucion mas homogénea.
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Figura 4. Micrografias de SEM de los andamios con 50% en peso de gelatina y 50% en peso de
quitosano (50G-50CH) fabricados por los diferentes protocolos. A-B: Protocolo 1. C-D:
Protocolo 2. E-F: Protocolo 3

P b )

5. Conclusiones

Se ha logrado el desarrollo de un andamio poroso de biopolimeros a través de un proceso
que consta de dos etapas: preparacion de una solucion y una etapa de liofilizacién. Se
estudiaron diferentes sistemas (diferentes relaciones en la proporcion de G-CH con
diferentes protocolos) analizando sus propiedades reoldgicas y microestructurales. Los
resultados que se obtienen demuestran que las propiedades de los andamios experimentan
una fuerte dependencia: con la proporcién y tipo de las materias primas usadas, asi como
del método de preparacion, es decir, depende de la forma en que se procese el andamio.

Los andamios se pueden obtener con diferentes propiedades mecanicas dependiendo de la
proporcion de gelatina (G) y quitosano (CH). En general, un mayor porcentaje de quitosano
conduce a andamios con mayores médulos elasticos. Sin embargo, se detecté un efecto
sinérgico para el sistema 50G-50CH en las propiedades mecanicas, lo cual es relevante
para su uso potencial como andamio en Ingenieria de tejidos. Mas especificamente, este
sistema muestra una mejora aparente en el modulo elastico, los valores del tamario de poro
y, especialmente, en la deformacion critica.

Por otro lado, las propiedades mecanicas se ven afectadas por el método de fabricacion con
el que se realiza el andamio. Se puede afirmar que la aplicaciéon de un tratamiento térmico
(protocolo 2 y 3) produce un aumento considerable en las propiedades mecanicas,
posiblemente debido a alguna mejora en la solubilidad y, sobre todo, a la estructuracion de
la cadena que se produce en la matriz del biopolimero cuando se le aplica.

En cualquier caso, independientemente de la composicidon y el método de fabricacién
utilizados, los andamios obtenidos en el presente trabajo constituyen matrices de
biopolimeros (ya que estan formados por G y CH), con una porosidad superior al 95%
(modelo analitico de porosidad) y tamafos de poros e interconectividad adecuados para
aplicacion en Ingenieria de tejidos.
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5.1 Limitaciones encontradas y posibles lineas futuras

La principal limitacion que se encuentra en el presente trabajo viene dada por la propia
técnica en si. Una de las limitaciones que presenta es el tiempo de procesado,
independientemente del protocolo utilizado, la obtencién de un andamio se demora minimo
27 horas. Oftra limitacién es la geometria de los andamios ya que estos obtienen la del
molde donde se realizan.

Una posible linea futura que actualmente se esta desarrollando, es combinar esta técnica
con la bioimpresién 3D, cuyo objetivo final es que el andamio posea una estructura
biomimética, la cual le otorgue la posibilidad de adoptar cualquier estructura macroscodpica
que imite al tejido a sustituir.
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Objetivos de desarrollo sostenible

El objetivo de desarrollo sostenible que se persigue en este trabajo es garantizar una vida
sana y promover el bienestar para todos en todas las edades, el cual corresponde con el
objetivo de desarrollo sostenible numero 3.

Figura 5. Imagen del objetivo de desarrollo sostenible nimero 3
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g.mol?) de la marca comercial SIGMA ALDRICH S.A. (Alemania). Por ultimo, como
disolvente se ha utilizado una disoluciéon de &cido acético con un pH &cido de 3,2 (0,05 M)
gue solubiliza al mismo tiempo a la gelatina y al quitosano (Perez-Puyana et al., 2016) el
cual es proporcionado por PANREAC QUIMICA S.L.U. (Espafia).

3.2 Fabricacion de los andamios

Para la fabricacion de los andamios constituidos de matrices biopoliméricas (gelatina o
quitosano) se han utilizado tres protocolos diferentes. En todos los casos, basandonos en
estudios previos se han realizado 1% en peso de biopolimero (Pérez-Puyana et al., 2019),
utilizando diferentes proporciones de gelatina y quitosano tal y como se recoge en la Tabla
1.

Tabla 1. Composiciones y referencias de los andamios en relacién a los porcentajes de
gelatina (G) y quitosano (CH)

Numero Composicion Referencia
1 100% Gy 0% CH 100G-0CH
2 75% Gy 25% CH 75G-25CH
2 50% G y 50% CH 50G-50CH
4 25% Gy 75% CH 25G-75CH
5 0% Gy 100% CH 0G-100CH

3.2.1 Protocolo 1 (P1)

La Figura 1 muestra el esquema de preparacién del andamio utilizado en el protocolo 1 (P1).
En este primer protocolo, basicamente se realiz6 la secuencia de pasos del procedimiento
tradicional de la técnica de separacion de fases y se utiliz6 como sistema de referencia, ya
gue es el mas utilizado en la fabricacién de andamios (Pérez-Puyana et al., 2019).

En primer lugar, se prepararon 20 mL de cada una de las disoluciones al 1% de biopolimero
en las relaciones presentadas en la Tabla 1. Posteriormente, las soluciones se sometieron a
una centrifugacion para homogeneizar y separar las posibles fracciones que no se
solubilizan. Para esto, se us6 una centrifuga (Medifriger BL-S, JP Selecta, Espafia) a
12000xg, durante 7 minutos a 4 °C. Cabe mencionar que se realizaron los calculos
apropiados para gue la cantidad deseada de biopolimero permaneciera en la parte soluble
de la solucién. Mas tarde, se sometieron a una etapa de congelacion en un molde a -40 °C
durante 2 horas. Por dltimo, las disoluciones congeladas se introdujeron en un sistema de
liofilizacion (LyoQuest, TELSTAR, Japon) a una presién de 0,1 Pa y una temperatura de -80
°C durante 24 h para sublimar el solvente y obtener asi el andamio final.

Figura 1. Diagrama de flujo del protocolo de referencia (Pérez-Puyana et al., 2019, (P1)) y de las
variantes incluyendo tratamiento térmico (TT) que forman el protocolo 2 (P2) y protocolo 3
(P3), respectivamente

P2[TT

Pl
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3.2.2. Protocolo 2 (P2)

La unica diferencia entre los protocolos 1y 2 fue la inclusion de un tratamiento térmico (TT)
después de la centrifugacion y antes de la etapa de congelacién, como se puede observar
en la Figura 1. Por lo tanto, la secuencia de pasos fue la siguiente: primero, la disolucién se
prepard, se centrifugd, se calentd, se congel6 para finalmente liofilizar para eliminar el
disolvente y obtener el andamio. El objetivo de este TT es dar una mayor movilidad a las
cadenas de biopolimeros presentes en la disolucion, de esta forma su interaccién sera mas
facil, logrando una mayor organizacion de la cadena que mejoren las propiedades
mecanicas de los andamios.

Este TT se bas6 en calentar la disolucion de biopolimeros en un bafio térmico con agua
destilada a aproximadamente 50 °C durante 2 horas con agitacion. No se recomienda utilizar
una temperatura mas alta para evitar la degradacion de la gelatina (Van den Bosch y
Gielens, 2003).

3.2.3. Protocolo 3 (P3)

El protocolo 3 fue similar al protocolo 2, excepto por la alteracion del orden de los pasos de
centrifugacion y TT cuyo objetivo es verificar en qué orden este tratamiento es mas efectivo,
como se observa en la Figura 1. Asi, el TT se realiz6 antes de la centrifugacion para
favorecer la solubilizacion del quitosano. En este caso, los parametros del tratamiento
térmico fueron los mismos que los mencionados anteriormente en el protocolo 2.

3.3. Caracterizacion de los andamios

Los diferentes sistemas fueron caracterizados en la Facultad de Quimica de la Universidad
de Sevilla, durante el afio 2019. Los sistemas elaborados fueron caracterizados reologica y
morfolégicamente, ademas se realizd un estudio estadistico sobre cada uno de los
pardmetros seleccionados.

3.3.1 Caracterizacidn reolégica

La caracterizacion mecanica de los andamios se realizo utilizando un analizador dinamico-
mecanico (RSA3, TA Instruments, EE. UU.), en modo de compresién y con una geometria
circular placa-placa de 15 mm de diametro. Primero, se realizaron barridos de deformacion
entre 2-:10* y 2% a una frecuencia constante de 1 Hz para determinar el rango viscoelastico
lineal (intervalo donde los mddulos elastico (E’) y viscoso (E”) permanecen independientes a
la deformacién aplicada). A partir de ahi, se determinaron las deformaciones criticas (ye, la
ultima deformacion dentro de la regién viscoelastica lineal). Posteriormente, se llevaron a
cabo barridos de frecuencia entre 0,02 y 20 Hz a una deformacion constante dentro del
rango viscoelastico lineal determinado anteriormente. Por lo tanto, se estudio la evolucion
del modulo elastico (E') con la frecuencia. En este caso, se seleccionaron el modulo elastico
(E'1) y la tangente de pérdida (tan(®): = E”1/E’1) a un 1 Hz para hacer una comparacion
adecuada entre los sistemas.

Por otro lado, para comparar los sistemas obtenidos por los diferentes protocolos, se utilizd
un parametro Kj; definido en la ecuacion 1, que es la relacién de los mddulos elasticos a 1
Hz (E'1l) entre los diferentes protocolos.

Kil = E’l (P|) / E’l (Pl) (l)

Este parametro, Ki1, corresponde a la relacion de propiedades mecéanicas para los diferentes
protocolos (Pi) con respecto al protocolo 1 (P1) para las diferentes composiciones
mostradas en la Tabla 1.
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3.3.2 Caracterizacién morfologica
Porosidad

La porosidad (¢) de los andamios se obtuvo utilizando un método previamente descrito por
Al-Munajjed et al. (2008) De esta manera, la porosidad individual (¢) de cada andamio se
calculd utilizando la ecuacion 2:

£ (%) = (1- ps/pm) - 100 )

,donde ps es la densidad del andamio (obtenida pesando andamios triplicados de los
diferentes sistemas y calculando su volumen aprovechando el hecho de que se han
fabricado piezas geométricas) y p» la densidad de la materia prima (G y CH dependiendo de
su relacion).

Distribucién de tamafio de poro

Se realiz6 una porosimetria de mercurio a baja presion para investigar la distribucion del
tamafio de poro utilizando el porosimetro PoreMaster-60 GT (Quantachrome Instruments,
EE. UU. Esta técnica consiste en la aplicacién de presién, permitiendo que el mercurio
penetre dentro del entramado poroso del sélido, y llegando a medir tamafios de poro de
hasta 6 nm.

Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Finalmente, se observé la microestructura de los andamios mediante microscopia
electronica de barrido, para ello se utiliz6 el microscopio Zeiss EVO (EE. UU.). Las medidas
fueron realizadas con un detector de electrones secundario a un voltaje de 20 kV. Para
llevar a cabo dichas mediciones, los andamios se trataron previamente con vapor de osmio
al 1% durante 8 horas para fijar la estructura de los andamios y, posteriormente, las
muestras se sometieron a un tratamiento de pulverizacion catédica con una capa muy fina
de oro para mejorar la calidad de las micrografias (Levengood y Zhang, 2014).

3.4 Analisis estadistico

Se realizé un estudio estadistico sobre cada uno de los pardmetros seleccionados en los
ensayos de caracterizacion. Para este estudio, se realiz6 un analisis de la varianza de un
factor (ANOVA), utilizando tres réplicas de cada medida de forma independiente.
Posteriormente, se calcularon una serie de parametros estadisticos, incluida la media y la
desviacion estandar. Ademas, se realiz6 una prueba de comparacién de medias para
evaluar si existen diferencias significativas (p <0,05).
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4. Resultados
4.1 Propiedades reologicas

En la Figura 2 se muestran los valores del médulo elastico (E’) en funcién de la frecuencia
de los diferentes andamios producidos a partir de los protocolos 1, 2 y 3 (Figuras 2A, 2B y
2C, respectivamente). Se puede observar que existe una ligera variacion de E’ con la
frecuencia, que muestra suficiente estabilidad y caracter solido, como los andamios
estudiados en trabajos anteriores (Arévalo et al., 2018).

Figura 2. Evoluciéon del médulo elastico (E’) en funcién de la frecuencia de andamios al 1% en
peso de biopolimeros con distintas proporciones de gelatina (G) y quitosano (CH), para el: (A)
Protocolo 1, P1, (B) Protocolo 2, P2y (C) Protocolo 3, P3
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Con respecto a la relacion G-CH, una mayor concentracion de CH produce mejores
propiedades mecanicas en los andamios. Este hecho es corroborado por el aumento
observado en el E’, que muestra un perfil similar para todos los sistemas evaluados. Sin
embargo, se produce sinergia en las composiciones de 50% en peso de G y 50% en peso
de CH (50G-50CH). Esta sinergia es evidente en todos los protocolos, aungue no alcanzé
los niveles de los sistemas 0G-100CH.

Para comparar los diferentes sistemas de una manera mas adecuada, la Tabla 2 contiene
los valores de la deformacion critica (yc), del mdédulo elastico (E’1) y la tangente de pérdida
(tan(®)1) a 1 Hz. Este ultimo parametro se incluyd para evaluar no solo el comportamiento
elastico de los andamios sino también el impacto que tiene la componente viscosa en los
sistemas.
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Tabla 2. Valores de deformacion critica (yc), tangente de pérdida a 1 Hz (tan(3).), m6dulo
elastico a1l Hz (E'1) y porosidad de los andamios con diferentes proporciones de gelatina (G) y
quitosano (CH) obtenidas por los diferentes protocolos (P1, P2y P3)

Protocolo  Referencia Ye (%) tan(d). E’; (kPa) £ (%)
100G-0CH 0,192 0,085 14,342 99,152
75G-25CH 0,33° 0,0582 41,15° 99,052

P1 50G-50CH 0,46° 0,0652 58,15¢ 98,90°
25G-75CH 0,37° 0,0612 41,32° 99,102
0G-100CH 0,31° 0,095¢ 91,81° 98,70
100G-0CH 0,252 0,094¢ 21,41° 98,27°¢
75G-25CH 0,38° 0,0572 45,23¢d 98,12°¢

P2 50G-50CH 0,58¢ 0,085 92,79¢ 97,96¢
25G-75CH 0,41° 0,074° 52,34¢ 98,03¢
0G-100CH 0.42¢ 0,0652 198,23 97,62°¢
100G-0CH 0,37° 0,107¢ 23,41° 98,05¢
75G-25CH 0,42°¢ 0,076 49,214 98,25°

P3 50G-50CH 0,68¢ 0,0652 203,68 97,13
25G-75CH 0,39¢ 0,0572 85,19¢ 97,77¢
0G-100CH 0,44°¢ 0,076 317,55¢ 97,61°¢

Nota: Letras diferentes corresponden a valores significativamente diferentes

Se observa en los resultados de los diferentes métodos de fabricacion que se encuentra el
mismo patron de comportamiento cuando se modifica la relacion G-CH. En general, una
mayor proporcion de CH conduce a un mayor E’ con diferencias significativas en los valores,
aunqgue también se obtiene un efecto sinérgico para los andamios 50G-50CH. Por otro lado,
los valores de tan(®); no siguen un patron definido, aunque los valores mas altos
corresponden a los sistemas unitarios (100G-0CH y 0G-100CH), siendo el E” mas influyente
en el protocolo 1. Ademas, también debe tenerse en cuenta que los valores de la
deformacién critica (yc) son mas altos en la relacion 50C-50CH, con una diferencia
significativa. Esto es muy importante para las aplicaciones de IT, ya que se puede producir
una amplia gama de cepas sin abandonar el rango lineal viscoelastico y sin producir
modificaciones en los andamios. Esta sinergia observada en las mezclas de gelatina-
guitosano podria ser consecuencia de una organizacion 6ptima de la cadena. Por tanto,
denominaremos a esta proporcion 50G-50CH, muestra de referencia, la cual sera utilizada
para los posteriores ensayos de caracterizacion morfolégicas de los andamios como son la
distribuciéon del tamafio de poro y la microscopia electrénica de barrido (SEM).

Centrandose en los resultados obtenidos en los diferentes protocolos y comparandolos, el
protocolo 3 destaca de los demas, obteniendo las mejores propiedades mecanicas, que se
reflejan en las mayores deformaciones criticas (yc) y en lo mayores valores del E' a 1 Hz
(E'1). Sin embargo, en el protocolo 2 también se obtuvo mejores propiedades con respecto al
protocolo 1, aunque sin alcanzar los valores obtenidos en el protocolo 3. Esta comparacion
entre los protocolos se puede evaluar mejor observando la Tabla 3, que muestra los valores
de Ki: de los diferentes sistemas calculados utilizando la ecuacion 1.
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Tabla 3. Valores de Kj; paralos andamios con diferentes proporciones de gelatina (G) y
quitosano (CH). K21: relacién entre los protocolos 2y 1. Ksi: relacion entre los protocolos 3y 1

Referencia K21 Ks1

100G-0CH 1,492 1,63°
50G-50CH 1,60° 3,50¢
0G-100CH 2,16° 3,46¢°

Nota: Letras diferentes corresponden a valores significativamente diferentes

Se puede observar que cuando se aplicé TT en los métodos de fabricacion (protocolos 2 y
3), las muestras de 0G-100CH aumentan sus E’ mas que en aquellas composiciones en las
gue la gelatina estd en mayor proporcion (50G-50CH y 100G -OCH). Esto ocurre
posiblemente porque el efecto térmico induce mejor las interacciones producidas entre las
cadenas de CH, que no son las mismas en la G debido al impedimento estérico producido
por las ramificaciones de la cadena, lo que dificulta su reordenamiento. Por lo tanto, se
deduce que los aumentos en las relaciones de los protocolos 2 y 3 con respecto a 1 se
deben principalmente al quitosano (CH). Por otro lado, el protocolo 3 mejora
significativamente al protocolo 2 en todas las composiciones.

4.2 Propiedades morfoldgicas
Porosidad y distribucion del tamafio de poro

En la Tabla 2 se muestran los valores de la porosidad analitica de los diferentes andamios.
Como se puede observar, los andamios obtenidos por el protocolo 1 tuvieron la mayor
porosidad, aunque con ligeras diferencias (no mas del 2%). Esto podria conducir a que
estos sistemas tengan las propiedades reolégicas mas bajas. Ademas, la relacion G-CH
también influyd, causando que, en general, la porosidad disminuya a medida que aumenta el
porcentaje de CH en los sistemas.

La Figura 3 muestra las distribuciones de tamafio de poro promedio de la composicién de
referencia (50G-50CH), para los tres métodos de fabricacion (P1, P2 y P3). En la Figura 3A
(protocolo 1), se puede observar un perfil que muestra una distribucion bimodal con dos
picos de aproximadamente 15 y 45 um. Este hecho sugiere que la polidispersion de los
tamafos fue alta (baja uniformidad), presentando también altos porcentajes de poros en
tamafos altos. Esto puede significar que, aunque no habia muchos poros grandes, su
presencia puede haber afectado las propiedades mecanicas. En cualquier caso, el tamafio
de poro promedio fue de 35,6 um. El tamafio medio de poro de los andamios fabricados con
el protocolo 2 fue de 28,7 um. Sin embargo, este sistema (Figura 3B) fue el sistema mas
polidisperso sin ninguna distribucion unimodal, presentando porcentajes de poros casi
uniformes en todo el rango de didmetro estudiado. Finalmente, en la Figura 3C, que
corresponde a los andamios fabricados mediante el protocolo 3, hay una distribucién
unimodal con un pico de alrededor de 50 um. Aunque la distribucién fue menos polidispersa,
este sistema tenia un tamafio de poro medio mayor que los otros (51,2 um). En cualquier
caso, este tamafio de poro mas grande no implica ningin inconveniente, ya que facilitara la
entrada de células y la neovascularizacion de los andamios una vez implantados. En
general, se establece que, para el desarrollo de andamios de tejidos blandos, se requiere un
rango de tamafo de poro entre 20 y 200 um (Esteve, 2013).
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Figura 3. Distribucion del tamafio de poros para sistemas binarios con proporciones de 50G-
50CH, usando los diferentes métodos de fabricacién: (A) Protocolo 1, (B) Protocolo 2y (C)
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Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La Figura 4 muestra las micrografias para los andamios 50G-50CH obtenidos por los tres
protocolos (protocolo 1: 4A y 4B, protocolo 2: 4C y 4D y protocolo 3: 4E y 4F). Las Figuras
4A y 4B muestran que hay porosidad en todo el andamio, lo que confirma los valores
obtenidos por el método analitico (alrededor del 98%). También muestra que los poros se
distribuyen de manera heterogénea en todo el andamio procesado por el protocolo 1, con
una pequefa distribucion de poros grandes (en forma de agujeros) y principalmente una
pequefa distribucion de poros, que corrobora lo que se discutié en la seccién anterior
(Figura 3). Por otro lado, las Figuras 4C y 4D muestran que el andamio obtenido por el
protocolo 2 tiene una gran heterogeneidad, como se obtuvo en las mediciones de
porosimetria (con respecto al tamafio de poro). Finalmente, las Figuras 4E y 4F muestran la
porosidad presentada a través del andamio procesado por el protocolo 3, corroborando los
valores obtenidos en el método analitico (una porosidad alrededor del 97%). En este caso,
se observa mas de cerca una distribucion mas homogénea.
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Figura 4. Micrografias de SEM de los andamios con 50% en peso de gelatinay 50% en peso de
quitosano (50G-50CH) fabricados por los diferentes protocolos. A-B: Protocolo 1. C-D:
Protocolo 2. E-F: Protocolo 3

‘\‘."‘n TN )

5. Conclusiones

Se ha logrado el desarrollo de un andamio poroso de biopolimeros a través de un proceso
gue consta de dos etapas: preparacion de una solucién y una etapa de liofilizacion. Se
estudiaron diferentes sistemas (diferentes relaciones en la proporcion de G-CH con
diferentes protocolos) analizando sus propiedades reoldgicas y microestructurales. Los
resultados que se obtienen demuestran que las propiedades de los andamios experimentan
una fuerte dependencia: con la proporcion y tipo de las materias primas usadas, asi como
del método de preparacién, es decir, depende de la forma en que se procese el andamio.

Los andamios se pueden obtener con diferentes propiedades mecanicas dependiendo de la
proporcion de gelatina (G) y quitosano (CH). En general, un mayor porcentaje de quitosano
conduce a andamios con mayores moédulos elasticos. Sin embargo, se detecté un efecto
sinérgico para el sistema 50G-50CH en las propiedades mecanicas, lo cual es relevante
para su uso potencial como andamio en Ingenieria de tejidos. Mas especificamente, este
sistema muestra una mejora aparente en el médulo elastico, los valores del tamafio de poro
y, especialmente, en la deformacion critica.

Por otro lado, las propiedades mecénicas se ven afectadas por el método de fabricacion con
el que se realiza el andamio. Se puede afirmar que la aplicacion de un tratamiento térmico
(protocolo 2 y 3) produce un aumento considerable en las propiedades mecanicas,
posiblemente debido a alguna mejora en la solubilidad y, sobre todo, a la estructuracion de
la cadena que se produce en la matriz del biopolimero cuando se le aplica.

En cualquier caso, independientemente de la composicion y el método de fabricacion
utilizados, los andamios obtenidos en el presente trabajo constituyen matrices de
biopolimeros (ya que estan formados por G y CH), con una porosidad superior al 95%
(modelo analitico de porosidad) y tamafios de poros e interconectividad adecuados para
aplicacion en Ingenieria de tejidos.
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5.1 Limitaciones encontradas y posibles lineas futuras

La principal limitacion que se encuentra en el presente trabajo viene dada por la propia
técnica en si. Una de las limitaciones que presenta es el tiempo de procesado,
independientemente del protocolo utilizado, la obtencion de un andamio se demora minimo
27 horas. Otra limitacion es la geometria de los andamios ya que estos obtienen la del
molde donde se realizan.

Una posible linea futura que actualmente se esti desarrollando, es combinar esta técnica
con la bioimpresion 3D, cuyo objetivo final es que el andamio posea una estructura
biomimética, la cual le otorgue la posibilidad de adoptar cualquier estructura macroscopica
gue imite al tejido a sustituir.
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Objetivos de desarrollo sostenible

El objetivo de desarrollo sostenible que se persigue en este trabajo es garantizar una vida
sana y promover el bienestar para todos en todas las edades, el cual corresponde con el
objetivo de desarrollo sostenible nimero 3.

Figura 5. Imagen del objetivo de desarrollo sostenible nimero 3
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