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Resumen

El desarrollo de la sociedad ha estado siempre ligado a los avances cientificos y tecnolégicos.
Sin embargo, algunos de estos avances han supuesto la apariciéon de nuevos problemas, sobre
todo de tipo ético, dando lugar a nuevos movimientos asociativos contrarios a ellos. Un
ejemplo de ello es el uso de la experimentacién animal, fundamentalmente en el campo de la
medicina, y mas concretamente en el ensayo de farmacos y dispositivos implantables en

contacto con medios biol6gicos.

En este sentido, desde el ambito de los biomateriales y la ingenieria tisular se trabaja para
buscar alternativas a la experimentacion animal. Una de estas alternativas es el desarrollo de
modelos iz vitro a partir de soportes poliméricos para el crecimiento celular iz vitro. Estas
estructuras, ademads, podrian emplearse no sélo en ensayos de farmacos o investigacion
vitro para reducir el uso de animales en experimentacion, sino también para regeneracion
tisular, simulando desde tejidos simples en los que se tienen un Gnico tipo celular, a tejidos

mas complejos a partir del co-cultivo celular.

Asi pues, en esta tesis se ha desarrollado un sistema tridimensional con estructura porosa
estratificada que permite tanto el co-cultivo celular indirecto, como la realizacién de ensayos
de liberacion de farmacos. Para ello, se ha obtenido soportes porosos (scaffolds) por medio de
la técnica de solvent-casting particle-leaching empleando como pordgeno sal, cuyo tamafio de poro
permite albergar células en su interior, sobre los que se han dispuesto, formando una
estructura tipo sandwich, membranas electrohiladas. Estas membranas forman una
estructura de fibras entrecruzadas, dejando entre ellas espacios de tamafio muy inferior al
tamano celular, de modo que permiten el paso de nutrientes y moléculas a través de ellas,
pero actian de barrera para las células impidiendo su migracion a otras zonas del sistema
tridimensional. Este tipo de estructuras permiten simular, por ejemplo, la arquitectura tubular
renal, con la zona porosa intersticial central y las dos capas epitelial y endotelial externas, que

estarfan en contacto con la orina y la sangre, respectivamente.
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Para obtener estas estructuras, se ha optado por emplear polimeros de la familia de los
poliésteres, en particular acido polilactico y poli(e-caprolactona), asi como su mezcla y
copolimeros con acido poliglicélico. Estas combinaciones permiten ajustar la hidrofilicidad,
y por tanto la biodegradabilidad, la cinética de liberacion de farmacos y el comportamiento
biolégico, segun interese. Ademas, el uso de la técnica de electrospinning para el desarrollo de
las membranas, permite obtener diferentes diametros de fibra a partir de la modificacion de
los principales parametros del electrohilado, permitiendo también regular las propiedades de

estos materiales.

Finalmente, para estudiar la liberacion de farmacos desde el sistema anterior, las membranas
electrohiladas se han cargado con curcumina mediante dos métodos diferentes: a través del
método de electrohilado en disolucion y con electrospinning coaxial, para obtener asi diferentes

perfiles de liberacion.
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Resum

El desenvolupament de la societat ha estat sempre lligat als avancos cientifics 1 tecnologics.
Malauradament, alguns d’aquests avan¢os han suposat I’aparicié de nous problemes, sobretot
de tipus etic, donant lloc a nous moviments associatius contraris a ells. Un exemple d’aixo és
I'ds de 'experimentaci6 animal, fonamentalment al camp de la medicina, 1 més concretament

en el testatge de farmacs i dispositius implantables en contacte amb medis biologics.

En aquest sentit, des de I’ambit dels biomaterials i ’enginyeria tissular es treballa per a buscar
alternatives a 'experimentacié animal. Una d’aquestes alternatives és el desenvolupament de
models 7z vitro a partir de suports polimeérics per al creixement cel-lular 7z vitro. Aquestes
estructures, a més a més, podrien emprar-se no sols en testatge de farmacs o investigacié 7#
vitro per a reduir "ds d’animals en experimentacio, sind també per a regeneracio tissular,
simulant des de teixits simples en que es té un unic tipus cel-lular, a teixits més complexos a

partir del co-cultiu cel-lular.

Aixi doncs, en aquesta tesi s’ha desenvolupat un sistema tridimensional amb estructura
porosa estratificada que permet tant el co-cultiu cel-lular indirecte, com la realitzaci6 d’assajos
d’alliberacié de farmacs. Per a aix0, s’ha obtingut suports porosos (scaffolds) mitjancant la
tecnica solvent-casting particle-leaching emprant com a porogen sal, amb una grandaria de porus
que permet albergar cel-lules en el seu interior, sobre els que s’han disposat, formant una
estructura tipus sandvitx, membranes electrofilades. Aquestes membranes formen una
estructura de fibres entrecreuades, deixant entre elles espais de grandaria molt inferior a la
grandaria cel'lular, de mode que permeten el pas de nutrients i molécules a través d’elles,
pero actuen de barrera per a les c¢l-lules impedint la seua migracio6 a altres zones del sistema
tridimensional. Aquest tipus d’estructures permeten simular, per exemple, 'arquitectura
tubular renal, amb la zona porosa intersticial central i les dues capes epitelial i endotelial

externes, que estarien en contacte amb Iorina 1 la sang, respectivament.

Per a obtindre aquestes estructures, s’ha optat per emprar polimers de la familia dels

poliesters, en particular acid polilactic 1 poli(e-caprolactona), aixi com la seua mescla 1

13
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copolimers amb acid poliglicolic. Aquestes combinacions permeten ajustar la hidrofilicitat, i
per tant la biodegradabilitat, la cinetica d’alliberacié de farmacs i el comportament biologic,
segons interesse. A més, "as de la tecnica d’electrospinning per al desenvolupament de les
membranes, permet obtindre diferents diametres de fibra a partir de la modificacié dels
principals parametres de lelectrofilat, permetent també regular les propietats d’aquests

materials.

Finalment, per a estudiar Ialliberacié de farmacs des del sistema anterior, les membranes
electrofilades s’han carregat amb curcumina mitjancant dos metodes diferents: a través del

metode d’emulsio 1 amb electrospinning coaxial, per a obtindre aixi diferents perfils d’alliberacio.

14



Summary

The development of society has always been linked to scientific and technological advances.
However, some of these advances have led to the appearance of new problems, especially of
an ethical nature, giving rise to new associative movements opposed to them. An example
of this is the use of animal experimentation, mainly in the field of medicine, and more

specifically in the testing of drugs and implantable devices in contact with biological media.

In this sense, the field of biomaterials and tissue engineering is working to find alternatives
to animal experimentation. One of these alternatives is the development of 7z vitro models
based on polymer supports for 7z vitro cell growth. These structures, moreover, could be used
not only in drug testing or zz vitro research to reduce the use of animals in experimentation,
but also for tissue regeneration, simulating from simple tissues in which there is a single cell

type, to more complex tissues from cell co-culture.

Thus, in this thesis, a three-dimensional system with a stratified porous structure have been
developed to allow both indirect cell co-culture and drug release assays. For this purpose,
porous supports (scaffolds) have been obtained by means of the solvent-casting particle-
leaching technique using salt as porogen, whose pore size allows cells to be housed in its
interior, on which electrospun membranes have been arranged, forming a sandwich
structure. These membranes form a structure of cross-linked fibers, leaving spaces between
them that are much smaller than the cell size, so that they allow the passage of nutrients and
molecules through them, but act as a barrier to the cells, preventing their migration to other
areas of the three-dimensional system. This type of structure allows us to simulate, for
example, the renal tubular architecture, with the central interstitial porous zone and the two
outer epithelial and endothelial layers, which would be in contact with urine and blood,

respectively.

To obtain these structures, we have chosen to use polymers of the polyester family, in
particular polylactic acid and poly(e-caprolactone), as well as their blend and copolymers with

polyglycolic acid. These combinations allow adjustment of hydrophilicity, and thus
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biodegradability, drug release kinetics and biological behavior, as desired. In addition, the use
of the electrospinning technique for the development of membranes allows to obtain
different fiber diameters by modifying the main electrospinning parameters, allowing also to

regulate the properties of these materials.

Finally, to study drug release from the previous system, the electrospun membranes have
been loaded with curcumin by two different methods: through the emulsion method and

with coaxial electrospinning, in order to obtain different release profiles.

16



Glosario

p densidad (kg/m?3)

E mobdulo elastico o médulo de Young
3 deformacion

F carga

g aceleracion de la gravedad. 9,81 m/s?
G médulo de almacenamiento

G” médulo de pérdidas

L longitud

Al alargamiento

N viscosidad dinamica

viscosidad de almacenamiento

r radio

o] tension

T temperatura

T temperatura de fusion

T, temperatura de transicién vitrea
\% volumen

w velocidad angular

M,, peso molecular (g/mol)

%H porcentaje de hinchado

2D estructura bidimensional

3D estructura tridimensional
AAVS American Anti-1 ivisection Society
ADN acido desoxirribonucleico
AFM microscopia de fuerza atémica
Al aluminio

AlLOs3 alimina

BCA acido bicinconinico

BME medio basal de Eagle

BUAV British Union Against Anti-V ivisection Society

CAD disefio asistido por ordenador
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Cl cloro

clor cloroformo

CO2 di6éxido de carbono

Cu cobre

DAPI 4’ 6-diamidino-2-fenilindol, dihidrocloruro

DCM diclorometano

DPBS tampon fosfato salino de Dulbecco

DMEM medio MEM modificado por Dulbecco

DMF dimetilformamida

DMSO dimetilsulféxido

DSC calorimetria diferencial de barrido

ECM matriz extracelular

EDS espectroscopia de Rayos-X por dispersion en energia

EtOH etanol

FBS suero fetal bovino

FDA Food and Drug Administration

Fe hierro

FESEM microscopio electrénico de barrido de emision de campo

FN fibronectina

FTIR espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

GPC cromatografia por permeacion de gel

HCl acido clorhidrico

HFIP 1,1,1,3,3,3-hexafluoro-2-propanol

HR humedad relativa (%)

IMDM modificacién de Iscove del medio DMEM

K280, sulfato potasico

MEM medio minimo esencial de Eagle

met metanol

NaCl cloruro sédico; sal

NaOH hidréxido de sodio

NEAVS New England Anti-V ivisection Society

O.C.T. compuesto para corte de tejidos congelados (embedding medinm for frozen tissue
specimens to ensure Optimal Cutting Tenmperature)

PAA acido peracético

PAN poliacrilonitrilo

PBS tampon fosfato salino

PCL poli(e-caprolactona)

18



Tesis doctoral. Maria Herrero (2022)

& UNIVERSITAT
POLITECNICA
DE VALENCIA

PCLGA
PDLA
PEO
PGA
PIM
PLA
PLAPCL
PLGA
PLLA
Pt
PVA
PVDF
PVP
SCPL
SEM
SPM
TEAB
TeCa
TMA
THF
UPV
uv
Zn
2:0Os

copolimero poli(e-caprolactona-co-acido glicdlico); P(CL-co-GA)
acido poli(D-lactico), isémero D(+)

oxido de polietileno

acido poliglicélico

polimero de microporosidad intrinseca

acido polilactico

mezcla 50:50 en masa de PLA y PCL

copolimero acido poli(lactico-co-glicélico); P(LA-co-GA)
acido poli(L-lactico), isémero L(-)

platino

alcohol polivinilico

fluoruro de polivinilideno

Polivinil pirrolidona

evaporacién del disolvente con lixiviacién de particulas
microscopia electrénica de barrido

microscopio de barrido por sonda

bromuro de tetraetilamonio

1,1,2,2 -tetracloroetano

analisis termomecanico

tetrahidrofurano

Universitat Politecnica de Valencia

ultravioleta

zinc

zirconia
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Introduccion General

El desarrollo de las sociedades ha estado siempre ligado a los avances cientificos y
tecnologicos, dando lugar a lo largo de la historia a diferentes debates éticos y politicos. Uno

de los debates mas antiguos es el de la experimentaciéon con animales.

El uso de animales como objeto de investigacion aparece esporadicamente en los textos mas
antiguos relacionados con la medicina. Aunque los primeros textos hipocraticos apenas
tienen referencias, ya Aristoteles (384-322 a.C.) realizé un gran numero de disecciones para
observar las estructuras internas e intuir la funcién de los 6rganos. Probablemente, ¢l solo
empleara animales muertos; sin embargo, los médicos alejandrinos, entre los que destacan
Herofilo (330-260 a.C.) y Erasistrato (304-245 a.C.), practicaban habitualmente la diseccion

“en vivo” o viviseccion. [1]

Unos siglos después, con las obras de Galeno (130-210 d.C.), surgieron los primeros debates
en torno a este tema, ya que habia escuelas médicas que negaban el interés de estas practicas

al realizarse con animales muertos o sometidos a condiciones extremas que podrian invalidar

los resultados (Figura 1).

Figura 1. Representacién de Galeno durante una diseccion de un cerdo. Opera Omnia (Roma, 1596-1597).
Fuente: Sabers en accié

Estos debates fueron mas alla de la practicidad a raiz de los argumentos basados en las

creencias religiosas, como las tradiciones judaica y cristiana que consideraban que los seres

21



UNIVERSITAT
POLITECNICA
DE VALENCIA

Introduccion general

humanos eran seres superiores a los animales y estos estaban a su servicio, y las corrientes

filosoficas, que afirmaban que unicamente los seres humanos tenfan la capacidad de sentir.

Fue a partir del s. XVIII, con filésofos como David Hume (1711-1776 d.C.) y Jeremy
Bentham (1748-1832 d.C.), cuando se empez6 a considerar que los animales eran capaces de
sentir igual que los seres humanos. Desde este planteamiento, la filosoffa moral y la ética
practica no pueden soslayar el tema del sufrimiento de los animales y el tratamiento que

nuestra sociedad tiene con ellos.

Asi pues, en el s. XIX, se comienzan a crear diferentes sociedades para la lucha contra la
experimentaciéon animal, como la American Anti-Vivisection Society (AAVS) en 1883, la
New England Anti-Vivisection Society (NEAVS) en 1895 y la British Union Against
Vivisection (BUAV) en 1898. [2]

A raiz del debate publico, en el s. XX los cientificos comenzaron a hacer una reflexion ética
sobre la experimentaciéon con animales. De este modo, el zo6logo William Russell y el
microbidlogo Rex Burch publicaron en 1959 The Principles of Humane Experimental Technigune,
en el que proponen y desarrollan el principio de “las Tres R de la experimentaciéon con

animales”: Reemplazo, Reduccién y Refinamiento.

Segun este principio, la primera opcién que debe plantearse un cientifico es el reemplazo; es

decir, el empleo de alternativas al uso de animales. Actualmente estas alternativas son: [3]

1. Evitar experimentos innecesarios zz vivo e in vitro: protocolos normalizados,

disponibilidad de estudios previos...

2. Empleo de modelos computacionales (7 silico).

3. Uso de organismos inferiores: bacterias, hongos, protozoos, plantas...
4. Empleo de embriones en etapas iniciales.

5. Estudios  vitro con 6rganos, cultivos y sistemas acelulares.

En caso de no ser posible la sustitucion, se debe reducir al maximo los animales empleados
seleccionando, ademas, las especies mas adecuadas, y refinar las técnicas para reducir el estrés
y el dolor causado a los animales. En la actualidad, todo ello se regula por los comités éticos

que analizan los aspectos éticos de los diferentes proyectos antes de su puesta en marcha. [4]

En relacién con estas cuestiones, la Ingenierfa Tisular ha desarrollado un papel fundamental

en la creacién de modelos 7z vitro para el reemplazo de animales. Estos modelos van desde
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cultivos en 2D hasta cultivos en 3D, como esferoides, organoides, y sistemas
microfisiolégicos (conocidos comunmente como organs-on-chips). [5] En la actualidad, los
modelos 3D son los mas empleados, ya que reproducen la anatomia y fisiologia de los tejidos,
permitiendo que las células se comporten de la manera en que lo harfan en sus 6rganos o
tejidos de origen. Ademas, se garantizan las interacciones célula-célula, por lo que existen
diferencias en metabolismo, diferenciacién, expresion de genes y proteinas, proliferacion,

viabilidad y respuesta a diferentes estimulos, respecto de los cultivos en 2D. [6]

Este nuevo enfoque requiere experiencia multidisciplinar, ya que las células cultivadas en 3D
necesitan andamiajes (scaffolds) que las soporten y permitan su organizacion y proliferacion.
Estas estructuras deben tener una geometria ordenada; ademas, las propiedades del material
y sus caracteristicas (porosidad, distribucién de los poros y area superficial) desempefian un

papel fundamental en la adhesién y proliferacion celular. [6]

Por todo ello, se han desarrollado diferentes tipos de andamiajes empleando materiales
biocompatibles que, ademas, pueden recubrirse con moléculas bioactivas como la

fibronectina para favorecer el crecimiento y diferenciacion celular.

Andamiajes para el cultivo 3D

Existen diferentes andamiajes que pueden ser empleados en cultivo celular 3D 7# vitro. Cada
una de estas estructuras presenta una serie de ventajas y desventajas (Tabla 1), de modo que,

en funcion de la aplicacion requerida, se empleara un tipo u otro.
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Tabla 1. Ventajas y desventajas de diferentes andamiajes. Traducida y modificada de [7]

Estructura

Ventajas

Desventajas

Andamiajes porosos

Elevada porosidad y estructura
interconectada
Fabricacién sencilla

Uso de disolventes téxicos
Dificultad para obtener una siembra
homogénea

Pérdida de las  propiedades
mecanicas con la porosidad

Poco control sobre el espesor

Andamiajes fibrosos
g

NN x
§§ @@0@

;

Ratio area superficial/volumen
elevado

La distancia entre fibras genera
poros de tamano adecuado

Dificultad  para  controlar la
porosidad y el tamafio de los poros
La porosidad generada no permite

el paso de las células, limitando la

D
/’"(‘iw 4 N para el intercambio de | integracion celular en 3D
'%‘0 :‘_&\OA. nutrientes

Andamiajes a medida Elevado control sobre la |® Solo pueden emplearse

(técnicas CAD) morfologia determinados materiales
Facilmente reproducible poliméricos
Flexibilidad similar a la de los |® Elevado coste
tejidos No son adherentes
Viscoelasticidad Los hidrogeles de polimeros

naturales, como colageno, gelatina,
alginato y agarosa, pueden provocar
respuesta inflamatoria

Microesferas

Elevada area superficial
Pueden emplearse para
cultivos 3D en suspension
dentro de un biorreactor

No se conoce la toxicidad asociada
a las microesferas

Simulan el microambiente

natural de las células en
términos de  composicion,
sefiales bioactivas y

propiedades mecanicas

La distribucién de las células no es
uniforme
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Para obtener estos tipos de estructuras, existen diferentes técnicas:

- Andamiajes porosos:
1. Evaporacién del disolvente-lixiviado de particulas (solvent casting-particle

leaching)

ii. Evaporacion del disolvente (solvent casting)
iii. Espumado de gas (gas foaming)

iv. Moldeo por fusion (melt molding)

v. Separacion de fases (phase separation)

- Andamiajes fibrosos:

1. Mallado de fibras (fiber mesh)
1. Union de fibras (fiber bonding)
iii. Electrohilado (eectrospinning)
iv. Autoensamblaje (self-assembly)

- Andamiajes a medida (técnicas CAD):

1. Estereolitografia (stereo-lithography)

1. Impresion 3D (3D printing)

iii. Sinterizacion selectiva por laser (selective laser sintering)

iv. Modelado por deposicion fundida (fused deposition modelling)
v. Laminado de membranas (membrane lamination)

- Hidrogeles:
1. Evaporaciéon del disolvente-lixiviado de particulas (solvent casting-particle

leaching)

ii. Espumado de gas (gas foaming)

iii. Liofilizacion (lophilization o freeze-drying)

iv. Métodos de entrecruzamiento (crosslinking methods)

v. Microfluidica (microfluidics)
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- Microesferas:

1. Evaporacion del disolvente (solvent casting)

. Emulsion (emulsification)

iii. Agregacion de particulas (particle agregation)

iv. Liofilizacion (liophilization)

v. Coacervacion por separacion de fases (coacervation by phase separation)

- Andamiajes nativos:
1. Descelularizacion (decelluralization)

Estas técnicas pueden combinarse para dar lugar a estructuras de porosidad mas compleja,
como por ejemplo estructuras estratificadas, que permitan el co-cultivo celular, lo cual
consiste en cultivar células de diferentes tipos en un unico cultivo, permitiendo mayor
mimetizacién de los tejidos, ya que normalmente estan compuestos por un conjunto de

células de varios tipos.
El co-cultivo celular puede realizarse de forma directa o indirecta:
Co-cultivo directo

En este tipo de co-cultivo los diferentes tipos celulares estan en contacto directo, por lo que
también puede realizarse en 2D. La interaccién celular tiene lugar por medio de sefiales
paracrinas a partir de factores solubles, asi como la comunicacién célula-matriz extracelular

y la adhesion célula-célula, si existe un contacto intimo entre las células (Figura 2). [8], [9]

Sefal paracrina

Seiial autocrina . A ‘ . . Sefial autocrina

Figura 2. Representacion de un co-cultivo celular directo. Traducida de [9]
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Co-cultivo indirecto

A diferencia del co-cultivo directo, en el co-cultivo indirecto las células estan separadas
fisicamente, por lo que se emplean diferentes materiales para mantenerlas separadas. En este
tipo de co-cultivo es comun emplear estructuras de porosidad estratificada; asi pues, la zona
con un tamano de poros menor impide el paso de las células hacia la zona de poros de mayor

tamafo en la que esta cultivado el otro tipo celular.

Para conseguir esta porosidad estratificada es comin, como ya se ha comentado, combinar
diferentes técnicas de obtencion de andamiajes; por ejemplo, Kook ez 2/ (2017) co-cultivaron
células de disco intervertebral y células madre mesenquimales en un seaffo/d 3D formado por

un hidrogel de alginato y una membrana electrohilada.

Finalmente, la interaccion celular en el co-cultivo indirecto se produce unicamente por medio
de seflales paracrinas a partir de factores solubles capaces de atravesar la membrana

permeable que separa los dos cultivos (Figura 3).

s Y )(@o@Lo

A &% WL S . L Limm e (i
A A . Membrana permeable
Y ¥ Y Yo V.‘-: V. V.

& R A
.. ..

Figura 3. Representacion de un co-cultivo celular directo. Traducida de [9]

Sistemas de porosidad estratificada

Los sistemas de porosidad estratificada han sido ampliamente desarrollados en los dltimos
afios en el drea de la Ingenierfa Tisular, ya que permiten el co-cultivo celular indirecto y
pueden ser empleados para mimetizar tejidos formados por estructuras complejas multicapa,
como la piel o el cartilago. [10] En el sistema musculoesquelético existen numerosos ejemplos

de este tipo de estructuras, debido a que el hueso suele presentar inserciones directas de
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tejidos blandos, dando lugar a una transicion continua de diferentes tejidos, como puede
verse en la Figura 4, donde se muestra la estructura de unién osteocondral entre hueso y

cartilago articular:

Lamina Splenders

Zona superficial/tangencial /[

—

Cartilago Zona intermedia/transicional A Tid
articular |— 'lae
mark
\; Zona basal/profunda —[
N Cartilago
calcificado

Hueso subcondral _[

Hueso esponjoso ~|:

Figura 4. Estructura de la unién osteocondral, en la que se ve una transicién continua de diferentes tejidos.

Traducida de [11]

Asi pues, como se ha comentado, se realizan aproximaciones a este tipo de estructuras por
medio de la combinacién de las técnicas anteriores. Por ejemplo: Salerno et a/ (2012)
combinaron las técnicas de lixiviacion de particulas (NaCl) y espumado con gas (CO»); Chen
et al. (2006) emplearon las técnicas de lixiviacion de particulas (NaCl) y liofilizacion; y Bi ez a/.

(2011) combinaron evaporacion del disolvente con liofilizacion. [12]—[14]

Sin embargo, aunque se puede obtener diferentes estructuras mediante la combinacién de
estas técnicas, actualmente esta cobrando importancia el uso de la técnica de electrospinning
para la fabricacion de sistemas de porosidad estratificada ya que es una técnica versatil y con

numerosas ventajas, que puede emplearse sola. [10]

Para conseguir un sistema de porosidad estratificada mediante la técnica del electrospinning es
suficiente con hacer una deposiciéon capa-a-capa con diferentes tamafios de fibra, que da
lugar a diferentes porosidades. Ademas, pueden emplearse también materiales diferentes en

cada capa, cada uno de ellos con unas propiedades determinadas. [10]

Por ejemplo, Lee e¢z. a/ (2017) fabricaron un sistema de porosidad estratificada con tres capas

mediante la técnica de electrospinning, combinando dos materiales (proteina de maiz y polivinil
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pirrolidona) y tamanos de fibra diferente (1004 + 234 nm en el exterior, y 774 = 120 nm en

el interior, ver Figura 5).

Figura 5. Imagenes SEM de un sistema de porosidad estratificada obtenida a partir de la deposicién capa-a-
capa de diferentes tamafios de fibra, empleando diferentes materiales: Proteina de maiz (Zein) y polivinil
pirrolidona (PVP). Extraida de [15]

Esta técnica, ademas, permite mimetizar tejidos altamente anisotropos, como el menisco o
el anillo fibroso, sobreponiendo membranas de fibras alineadas con diferente angulo de

orientacién, como hicieron Fisher ez a/ (2015). [16]

Finalmente, la versatilidad del electrospinning hace que pueda combinarse con otras técnicas ya
sea uniendo los diferentes andamiajes elaborados de forma separada, como electrohilando

directamente sobre él. [10]

Liverani e#. a/ (2012) fabricaron un sistema de porosidad estratificada uniendo un seaffold de
vidrio bioactivo obtenido por evaporacion del disolvente y una membrana electrohilada de
quitosano. Para ello, impregnaron la base del swffold de una disoluciéon polimérica de
quitosano, eliminaron el exceso y todavia humedo colocaron la membrana de quitosano

encima.
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Membrana electrohilada de quitosano

Capa poliméricaintermedia 4 Boocoocootooooooo0g

Scaffold de vidrio bioactivo

Figura 6. Representacion esquematica e imagen SEM de un sistema de porosidad estratificada obtenido por
la unién de un seaffold de vidrio bioactivo fabricado por evaporacion del disolvente y una membrana de
quitosano fabricada por electrospinning. Modificada de [17]

Huang e al. (2020), sin embargo, fabricaron un sistema de porosidad estratificada

electrohilando sobre un andamiaje obtenido por impresiéon 3D:

Figura 7. Sistema de porosidad estratificada obtenido al electrohilar un seaffold fabricado mediante impresion
3D. Modificada de [18]

En caso de que el seaffold vaya a estar en contacto con material biol6gico, como células, e
incluso dentro del propio organismo, si se disefia para regeneracion tisular o como implante,

debe ser biocompatible.
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Materiales biocompatibles

La biocompatibilidad es una caracteristica que deben poseer los biomateriales que quedd
definida por David Williams como: “la capacidad de servir de sustrato para las células
favoreciendo la actividad celular, incluso la sefializacién molecular y mecanica, sin provocar

ninguna respuesta local o sistémica indeseable en el eventual huésped.” [19]
Entre los materiales biocompatibles encontramos metales, ceramicas y polimeros.
Materiales metdlicos

Los metales son materiales inorganicos formados por elementos metalicos. En caso de estar
constituidos por un unico elemento se habla de metales puros, mientras que si se componen
de diferentes elementos metalicos se tienen las aleaciones. Algunos ejemplos son el acero

inoxidable o el titanio.

Son materiales capaces de soportar cargas elevadas y que ofrecen propiedades mecanicas
proximas a las del tejido 6seo. Su elevado moédulo y limite elastico, su ductilidad y su
resistencia a la fractura los convierte en los materiales de eleccién en aquellas situaciones
donde los requerimientos mecanicos prevalecen frente a los demas; por ejemplo, como

implantes que deben soportar cargas ciclicas. [20]

Algunos ejemplos de uso son protesis ortopédicas (de cadera o rodilla, fundamentalmente)
e implantes dentales. También pueden emplearse como ayuda en la consolidacién de
fracturas en forma de placas, tornillos y clavos, como sfents vasculares, gufas para catéteres o

implantes cocleares. [21], [22]
Materiales cerdmicos

Se trata de materiales inorganicos, tipicamente cristalinos, formados por la unién de
compuestos metalicos y no metalicos como, por ejemplo, la alimina (Al,O3) o la zirconia
(ZrOy). Presentan altas temperaturas de fusién, baja conductividad eléctrica y calorifica y son

duros y fragiles, con baja resistencia a la traccion. [23]

Pueden dividirse en dos categorias: ceramicas estructurales y ceramicas funcionales. Las
primeras sustituyen a los materiales que forman parte de estructuras sometidas a esfuerzos
de compresion, fatiga, térmicos, etc.; mientras que las ceramicas funcionales son aquellas que
ademas de las propiedades anteriores presentan otras, como las dieléctricas, semiconductoras

y plezoeléctricas.
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Ademas, las ceramicas biocompatibles o bioceramicas pueden clasificarse también en
funcién de su interaccién con el tejido vivo en: bioinertes, si no interaccionan con los
sistemas biologicos; bioactivos, que pueden interactuar superficialmente con tejidos

proximos; y biodegradables, si pueden ser reabsorbidos. [24]

A pesar de su buena biocompatibilidad, tiene la limitacién de su alta fragilidad frente a
impactos, por lo que su empleo se limita a aquellas situaciones en que la carga aplicada sea
predominantemente de compresiéon o bien como recubrimientos. Algunos ejemplos de uso

son protesis 6seas o valvulas del corazon. [21]
Materiales polimeéricos

Los polimeros son macromoléculas formadas por la repeticion de una o varias unidades
denominadas monémeros. Aquellos formados por una tnica unidad de repeticion son los
homopolimeros; mientras que los que presentan varias unidades de repeticiéon se denominan

copolimeros. [25]

Presentan propiedades cercanas a los tejidos vivos, por lo que son los biomateriales mas

usados en implantes e Ingenierfa Tisular. [21]

Dentro de los materiales poliméricos encontramos tanto materiales naturales como
sintéticos, cada uno de ellos con una serie de ventajas y desventajas, que deberan considerarse

en funcion de su aplicacion.

Materiales poliméricos naturales

Los polimeros naturales son aquellos que se extraen a partir de una fuente presente en la

naturaleza.

Dentro de este grupo, los mas ampliamente utilizados en Ingenierfa Tisular son el colageno,
el quitosano y al acido hialurénico. La principal ventaja que presentan es que muchos de ellos
se encuentran en la matriz extracelular (ECM), por lo que presentan una elevada
biocompatibilidad. Sin embargo, presentan bajas propiedades mecanicas y, debido a su

compleja estructura, son dificiles de manipular. [20]

Materiales poliméricos sintéticos

Los polimeros sintéticos se obtienen por medio de reacciones quimicas a partir del

monoémero o monémeros que lo constituyen.
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Entre los polimeros sintéticos destacan, en el campo de la biomedicina, los poliésteres,
concretamente los poliésteres alifaticos lineales. Estos se emplean en numerosas aplicaciones
debido a sus propiedades fisicas y mecanicas, y su facilidad para ser modificados, lo que
permite ajustar sus propiedades a las aplicaciones deseadas, por ejemplo, a partir de un
cambio en su cristalinidad. Ademas, pueden ser procesados por medio de diversas técnicas,

dando lugar a diferentes estructuras. [27], [28]

Los poliésteres en biomedicina

Los poliésteres que tienen mayor interés en biomedicina son el acido polilactico (PLA), la
policaprolactona (PCL) y el acido poliglicélico (PGA), todos ellos aprobados por la Food and
Drug Administration (FDA). [29], [30]

Acido polildctico
B 7 El acido polilactico (PLLA) es un poliéster alifatico termoplastico que

OJ

- N\ lactico, una molécula quiral que presenta dos isémeros 6pticos, el

forma parte de los a-hidroxiacidos (figura 8). Su precursor es el acido

O D(-) lactico y el L(+) lactico. A diferencia del isémero D(-), la

N configuracion L(+) es metabolizada por el organismo humano. [31]

Figura 8. Estructura

= olocudar PLA. Sus propiedades dependen de la composicion del polimero, de su peso

molecular y de su cristalinidad, que puede ajustarse desde un valor de
0% hasta 40% en forma de homopolimeros lineales o ramificados, y como copolimeros al
azar o en bloque. Un 100% de L-PLA resulta en un material con alto punto de fusioén y
elevada cristalinidad. Si se emplea una mezcla D y L, se obtiene un polimero amorfo con una

temperatura de transicion vitrea de 60 °C.

Respecto a su degradacion, ésta es mas lenta si la cristalinidad es elevada, si el contenido del
L-PLA es alto o si el peso molecular también es elevado, pudiendo variar entre unos pocos

meses hasta casi 2 afios.

Finalmente, sus principales aplicaciones en este campo son: scaffolds para regeneracion tisular,

tornillos bioabsorbibles, stents, hilos de sutura y parches dérmicos, entre otras. [29]
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Policaprolactona

La policaprolactona (PCL) es un polimero semicristalino, que puede alcanzar una
cristalinidad de hasta el 69%, con un punto de transicion

H vitrea de -60 °C y un punto de fusién entre 59 y 64 °C

O (figura 9). [32]
n
Al igual que el PLA, sus propiedades fisicas, térmicas y
Figura 9. Estructura molecular PCL o c4nicas dependen de su cristalinidad, asi como de su
peso molecular. Ademas, tiene la propiedad caracteristica

de ser miscible con diferentes polimeros. [33]

Presenta una degradacion lenta, comparado con el PLA, que puede ser modificada variando

la cristalinidad y el peso molecular.

Asi pues, se emplea en numerosas aplicaciones, como hilos de sutura, tornillos, scaffolds para

regeneracion tisular y sistemas de liberacion de farmacos. [34]

Acido poliglicdlico
_ —  Aligual que el acido polilactico, el acido poliglicolico (PGA) forma
parte del grupo de los a-hidroxiacidos (figura 10).
O
Se trata de un polimero altamente cristalino (45-55%), con un
/O elevado punto de fusiéon (220-225 °C) y una temperatura de
~ N~
transicion vitrea en torno a 35-40 °C, que presenta unas elevadas
- —n

propiedades mecanicas comparado con el PLA. Ademas, también se

Figura 10. Estructura  degrada mas rapidamente que el PLA.
molecular PGA.

Sin embargo, debido a su elevada cristalinidad, es insoluble en
muchos disolventes, excepto en disolventes altamente fluorados, como el

hexafluoroisopropanol (HFIP). [30]

Algunas de las aplicaciones en las que se emplea el PGA son hilos de sutura, sistemas de
liberacién controlada de farmacos, scaffolds para regeneracion tisular e implantes reforzados

para el tratamiento de fracturas. [35]

Estos polimeros pueden combinarse entre si formando mezclas o copolimeros, que permiten

obtener materiales con propiedades intermedias.
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Aplicaciones de los soportes poliméricos para el cultivo in vitro

Estos sistemas 3D, que permiten minimizar el empleo de animales de experimentacion,

presentan numerosas aplicaciones en biomedicina [36]:
Diagndstico del cancer

El empleo de soportes poliméricos cultivados permite mejorar el diagndstico del cancer, ya
que como concluyé Dermer (1994), el mal diagnéstico y el mal enfoque terapéutico del
cancer se atribuyen a los modelos de cancer 7z vitro, que utilizan condiciones de cultivo en
monocapa que no son adecuadas para representar la enfermedad. [37] Estas condiciones de
cultivo en monocapa en 2D en placas Petri de subpoblaciones aisladas no reflejan la compleja
naturaleza de la masa tumoral y, por tanto, sus respuestas a las sustancias quimicas de prueba

suelen conducir a conclusiones erroneas.
Sensores celulares

Las células presentan multiples receptores en su superficie, lo que da lugar a un
procesamiento complejo de informaciéon que les permite responder e identificar algunas
entidades con una elevada precision. Este hecho dio origen al desarrollo de sensores celulares
con el fin de detectar analitos quimicos y biologicos e incluso patégenos, siendo de utilidad
en el diagnostico clinico, el control de los alimentos y la deteccién de agentes de guerra

biolégica.
Cribado de alto rendimiento

En el descubrimiento de farmacos es esencial el cribado de alto rendimiento, que consiste en
determinar la posible actividad terapéutica de un gran nimero de compuestos quimicamente
diversos en un unico ensayo. Tradicionalmente estos experimentos se realizaban con células
cultivadas en 2D; sin embargo, como se ha comentado anteriormente, estos no son cultivos
representativos de entornos celulares reales y dan lugar a falsos negativos, por lo que es

esencial el uso de entornos 3D. [3§]
Industria biotecnoldgica

Estos sistemas pueden utilizarse como microportadores (wzicrocarriers) en el procesamiento
previo de vacunas y otros productos biotecnolégicos en los que el rendimiento esta

directamente relacionado con la masa celular.
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Reemplazos bioguimicos

Este tipo de materiales también pueden emplearse en terapia de sustitucion hormonal o
enzimatica, suplementando o reemplazando un conjunto especifico de células. Por ejemplo,
las células productoras de insulina pueden implantarse en el pancreas directamente, o a través
de un implante subcutaneo que actie de reservorio natural para la liberacién controlada de

insulina.
Ingenieria Tisular

La regeneracion y produccion de tejido funcionalmente viable es el objetivo final de la
Ingenierfa Tisular. El biomaterial empleado debe definir y mantener el espacio 3D para
acomodar el tejido en crecimiento, ademas de ayudarlo a restablecer el entorno fisiolégico 7#

vivo.
Liberacion controlada de farmacos

Un seaffold 3D biodegradable adecuadamente disefiado también puede ser empleado como
vehiculo de administracién de farmacos. Llos componentes del seaffo/d pueden ser elegidos de
tal manera que puedan fusionarse con la matriz extracelular del sitio seleccionado mientras

liberan lentamente el farmaco.

Con todo ello, en esta tesis doctoral se pretende desarrollar un material tridimensional, con
porosidad estratificada, a partir de diferentes poliésteres que permita el co-cultivo celular
indirecto. De este modo, se realiza una aproximacioén a la obtencién de un material que
mimetice la membrana de filtraciéon del rinidén para su uso en el testeo de farmacos,

permitiendo la reduccién de animales en experimentacion.
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Objetivos

El objetivo principal de esta tesis doctoral es el desarrollo de un sistema polimérico basado
en membranas electrohiladas como modelo 7 witro de tejidos compartimentados, de

aplicacion en testeo de farmacos y co-cultivos celulares organizados.
Para ello, se plantean diversos objetivos especificos:

1. Desarrollar membranas electrohiladas a partir de diferentes poliésteres (homo- y
co- polimeros) que permitan la liberacién de un farmaco, asi como el cultivo celular

sobre su superficie.

2. Desarrollar andamiajes porosos a partir de diferentes poliésteres que puedan

albergar células en su interior.

3. Desarrollar un sistema tridimensional de porosidad estratificada, con una

estructura tipo sandwich, a partir de los materiales anteriores.
4. Analizar el comportamiento 7z vitro acelular de los poliésteres planteados.

5. Estudiar la viabilidad de los materiales para las aplicaciones planteadas; por un lado,
la liberacién de un farmaco a través de las membranas electrohiladas y, por otro lado,

el co-cultivo indirecto de células en el material.

A continuacién se muestra una figura en la que se resume de forma esquematica el objetivo

de esta tesis doctoral.
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Figura 11. (A) Fisiologfa de la membrana de filtracién glomerular. Modificada de [39] y (B) esquema del
sistema 3D propuesto.
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CAPITULO1

DESARROLLO DE MEMBRANAS
ELECTROHILADAS BASADAS EN ACIDO
POLILACTICO Y POLICAPROLACTONA CON
PROPIEDADES ESPECIFICAS

En este primer capitulo se realiza el estudio de los principales
pardmetros del electrobilado para obtener membranas poliméricas de
1,8 wm de los copolimeros empleados (poli lactico-co-glicdlico y poli
caprolactona-co-glicolico). ~ Se  analizan  posteriormente  las

propiedades fisicoquimicas y mecdnicas de todas las membranas.
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Introduccion

La técnica del electrohilado, mds comunmente conocida como elctrospinning, surge del
desarrollo de la idea de aplicar una diferencia de potencial para la formacién de gotas
(electrospraying), de la que ya se hablaba hace mas de cien afos. [40] De hecho, en el afio 1600,
cuando William Gilbert investigaba las atracciones eléctricas entre los cuerpos, observé cémo
al acercar una barra de ambar cargada electrostaticamente se deformaba una gota de agua,
formando un cono. [41] Este fenémeno es en el que se basan ambas técnicas. [42] Sin
embargo, no fue hasta la década de 1930 cuando se describi6 el proceso de electrospinning, por
parte de Formhals, quien describié un equipo con el que se podian producir fibras
poliméricas aplicando las bases del elctrospraying con la principal diferencia de que la

disolucién polimérica estaba mas concentrada en el proceso de electrospinning. [43]—[46]

A pesar de este avance, la técnica sigui6 sin despertar el suficiente interés cientifico para su
desarrollo, un hecho que cambid a partir de la década de 1990 gracias a las publicaciones del
grupo de Reneker. [40], [47] Es a partir de ese momento cuando surge el interés por esta
técnica, mostrando un desarrollo exponencial a lo largo de los dltimos afos. Esto puede verse
en la Figura 12, en la que se muestra el numero de publicaciones cientificas relacionadas con
esta técnica en los dltimos 40 anos. Cabe destacar que los datos anteriores al afio 2000 son
dificiles de verificar, ya que el término electrospinning tue acufiado por J. Doshi y D.H. Reneker

en 1995.
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Figura 12. Evolucién del nimero de publicaciones sobre electrospinning a lo largo de los ultimos 40 afios.
Fuente: https:\ \www.scopus.com
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Principio de funcionamiento de la técnica de electrobilado

Como ya se ha comentado, Formhals se considera el padre de esta tecnologfa. Sin embargo,
el principio de funcionamiento del electrospinning surge del trabajo desarrollado por Zeleny,
quien disefi6 un aparato (Figura 13) con un capilar para el estudio de las descargas eléctricas

de liquidos. [48], [49]

Figura 13. Aparato de Zeleny con capilar. Modificada de [42]

Este aparato, de hecho, es similar a muchos de los equipos basicos empleados hoy en dia por
numerosos investigadores, los cuales constan de una bomba a la que estd conectada una
jeringa con una aguja, un colector, y una fuente de alto voltaje conectada a ambos para
generar una diferencia de potencial entre ellos. La siguiente figura muestra un esquema de

estos equipos:

Bomba
Infusora

Plato colector
=

Fuente de Alto Voltaje

Capilar

| in

Figura 14. Esquema de un montaje convencional de elctrospinning. Extraida de [50]
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El principio de funcionamiento se basa, como hemos visto, en un fenémeno
electrohidrodinamico, por el cual una gota de liquido se carga eléctricamente generando un

chorro (o je/) que se elonga creando fibras.
El proceso se puede dividir en cuatro etapas: [51]
(i) Carga de la gota y formacion del cono de Taylor.

La disolucién polimérica se eyecta constantemente a través de una aguja de punta
roma, gracias a una bomba, lo que da lugar a la formacién de una gota en la punta de
la aguja debido a la tension superficial de la disolucion. Al aplicar una diferencia de
potencial entre la aguja y el colector, las cargas de la disolucion se separan y las del

mismo signo que la polaridad de la aguja migran a la superficie de la gota.

Mientras que la tensién superficial favorece una forma esférica para minimizar la
energfa libre superficial, la repulsion electrostatica deforma la gota para disminuir el
area superficial y asi reducir la repulsion. De este modo, cuando se alcanza un
determinado voltaje, la fuerza electrostatica que actiia sobre la gota supera la fuerza
generada por la tensiéon superficial, dando lugar a una deformacién de la gota en

forma conica (cono de Taylor). [52], [53]
(if) Alargamiento del chorro.

En esta etapa el chorro se extiende en la direccion del campo eléctrico, hacia el
colector, sufriendo ademas una aceleracion. En un primer momento, en la conocida
region de campo cercano, el chorro se elonga en linea recta una cierta distancia. Es
importante que la disolucion presente unas propiedades viscoelasticas tales que eviten
la inestabilidad de Rayleigh, que provocaria la rotura del chorro en gotas
(electrospraying).

(iii) Estrechamiento del chorro.

Durante la aceleracion del chorro en el tramo recto inicial, la tension superficial y la
viscoelasticidad de la disolucién polimérica actian en contra de su avance, de modo
que la aceleracion se va atenuando gradualmente. Ademas, el diametro del chorro se

va reduciendo con la distancia. Ambas condiciones favorecen la perturbacién del

chorro en esta regioén de campo lejano.
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Las inestabilidades que pueden producirse en esta regiéon son tres: 7) la inestabilidad
de Rayleigh, que puede evitarse con un campo eléctrico intenso; #) la inestabilidad
de flexion (o de latigo), provocada por el alargamiento del chorro como resultado
de las fuerzas eléctricas y que se caracteriza por la formacién de una especie de
bobinas, producidas por la fuerza repulsiva de las cargas eléctricas en el chorro, que
giran a un radio creciente. Esta flexién produce un movimiento oscilante del chorro
a altas frecuencias que es critica para reducir el diametro del chorro de micrometros
a nanoémetros; y /) una ultima inestabilidad que se da al tener campos eléctricos muy

intensos.

La formacién de estas inestabilidades depende de las interacciones entre las cargas
del chorro y el campo eléctrico externo, y pueden controlarse a través de las

propiedades fisicoquimicas de la disolucion y los parametros del electrospinning.

Iniciode la 1¢
inestabilidad de flexién

B Fin del segmento
rectilineo

Cono
envolvente

Inicio de la 2°¢
inestabilidad de flexién

Inicio de la 3¢
inestabilidad de flexiéon

Figura 15. (A) Evolucién de una gota de fluido en el proceso de electrohilado; (B) Diagrama que muestra el

camino de un chorro electrohilado. Modificada de [54]

(iv) Solidificacion del chorro.

Durante el proceso de elongacién, el chorro se solidifica formando fibras, debido a
la evaporacion del disolvente. Tras la solidificacion, las cargas pueden seguir estando

atrapadas en la superficie de las fibras secas, pero todas las inestabilidades cesan.

Finalmente, las fibras alcanzan el colector y se depositan en él, disipandose las cargas
de las fibras a través de éste, ya que esta conectado a tierra. Sin embargo, debido a la
baja conductividad de la mayoria de los materiales electrohilados, puede quedar en la

superficie de las fibras una cierta cantidad de carga residual. Como resultado de ello,
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el grosor de membrana que puede obtenerse suele estar restringido por un limite

superior de aproximadamente 0,5-1 mm.

La principal problematica que presenta el empleo de esta técnica es el elevado numero de
parametros de los que depende, los cuales no sélo estan relacionados con la disolucion
polimérica (peso molecular del polimero, concentracién, disolvente o disolventes empleados,
ratio de disolventes) que, ademas, influyen en la densidad, la tension superficial, 1a viscosidad
y la conductividad, sino que también estan relacionados con el proceso de electrohilado (flujo
de eyeccion, voltaje, distancia entre la aguja y el colector, y diametro de la aguja) y con las

condiciones ambientales (humedad relativa, temperatura).

Cada uno de estos parametros influye de una manera u otra en la formacién de las fibras vy,
consecuentemente, en su diametro y la presencia o no de defectos. De entre los defectos mas

comunes se encuentran las gotas y las cintas (Figura 106).

Figura 16. Imagenes SEM de los defectos de (a) gotas y (b) cintas. Modificada de [55]

Dada la importancia de cada uno de estos parametros, a continuacion se va a explicar
brevemente como afecta cada uno de ellos en la morfologia de las fibras. Cabe destacar, sin
embargo, que alguno de estos parametros puede desempefiar un efecto contrario al pasar un
valor critico, el cual vendra determinado por propiedades intrinsecas a la disolucién

polimérica.

Pardmetros de la disolucion

Peso molecular del polimero

La capacidad de un polimero para ser electrohilado depende de los entrelazamientos en la
cadena polimérica, siendo dificilmente electrohilables aquellos polimeros que presentan

cadenas cortas, sin entrelazamientos entre ellas. [56] Esto es debido a que la presencia de
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entrelazamientos favorece la inestabilidad de flexién que provoca un movimiento en forma
de latigo entre la aguja y el colector, dando lugar a un estiramiento del chorro y, como
consecuencia, a la formacién de fibras. [57] De acuerdo con ello, conforme aumenta el peso
molecular se obtienen membranas con fibras mas homogéneas y sin defectos, ya que a
medida que aumenta el peso molecular, aumenta también la densidad de entrelazamientos en

las cadenas poliméricas. [58]

Figura 17. Efecto del peso molecular del polimero. Nylon-6 al 10% w/v en 4cido férmico con
(a) Mw=30.000 g/mol, (b) Mw=50.000 g/moly (c) M»=63.000 g/mol. Modificada de [58]

Concentraciéon del polimero

Para que se produzca la formacién de fibras homogéneas existe una ventana de
concentracion, caracteristica de cada polimero. Esto se debe a que la concentracion afecta a
la tension superficial y a la viscosidad, de modo que conforme aumenta la concentracion

aumenta la viscosidad, pero disminuye la tension superficial. [59]
Por tanto, se diferencian cuatro concentraciones criticas: [60]

(i) A muy bajas concentraciones, Unicamente se forman gotas (electrospraying) debido
a la inestabilidad de Rayleigh, ya que la viscosidad es baja pero la tension superficial

es elevada.

(i) Por encima de cierta concentracién, empiezan a formarse fibras, pero se

mantienen los defectos de gota.

(iii) Cuando nos encontramos en la ventana electrohilable, en que la relacién tension
superficial-viscosidad es adecuada, unicamente tenemos fibras cuyo didmetro va

aumentando con la concentracidn.

46



UNIVERSITAT
POLITECNICA

Tesis doctoral. Maria Herrero (2022) DE VALENCIA

(iv) Superada cierta concentracion, la viscosidad es muy elevada y genera dificultad
en el proceso de electrohilado, de modo que empiezan a producirse microcintas en

forma de hélice.

En la siguiente figura, puede verse como se produce el paso de gotas a fibras al incrementarse

la concentracion.

Figura 18. Efecto de la concentracién. Poliestireno en tetrahidrofurano al (a) 5,1% w/v, (b) 13,9% w/v, (c)
18,9% w/vy (d) 21,2% w/». Modificada de [61]

Disolvente v ratio de los disolventes en sistemas binarios

La eleccion del disolvente es otro factor clave en la obtencién de fibras, principalmente
debido a su conductividad, y no tanto a la viscosidad de las disoluciones resultantes, como
demostraron Uyar & Besenbacher (2008). [62] En la Figura 19, se puede ver cémo influye
en la morfologia el empleo de diferentes disolventes para el poliestireno (DMF, cloroformo
y THF), siendo mas elevadas las viscosidades de las disoluciones en cloroformo y THF. Sin
embargo, la tnica disolucion que tiene conductividad es aquella en la que se empleé DMF y

coincide con la disolucién en la que se producen fibras sin defectos.

Figura 19. Efecto del disolvente empleado. Poliestiteno al 20% w/» en (a) THF, (b) cloroformo y (c) DMF.
Flujo = 1 ml/h, voltaje = 15 kV y distancia aguja-colector = 10 cm. Modificada de [62]

Ademas, también son fundamentales el momento dipolar y el punto de ebullicién de los

disolventes. Un elevado momento dipolar, asi como una elevada constante dieléctrica,
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favorecen el electrohilado al proporcionar una mayor susceptibilidad eléctrica a la disolucion
cuando es sometida a un campo eléctrico. De hecho, Wannatong e a/. (2004) indicaron que
el tetracloruro de carbono, que no es polar, nunca ha sido considerado como un disolvente
adecuado para el elctrospinning. [63] En cuanto al punto de ebullicién, es importante que no
sea demasiado bajo para evitar la rapida evaporacion del disolvente, lo que podria provocar

la solidificacion del polimero en la punta de la aguja. [64]

Finalmente, cabe destacar que es comun el empleo de dos disolventes (sistema binario) para

obtener los beneficios de ambos.
Viscosidad

LLa viscosidad esta directamente relacionada con la concentracion. Su efecto sobre el diametro
de la fibra, al igual que el de la concentracion, es conocido y aceptado por la comunidad

cientifica ya que existen numerosos estudios que lo reportan.

A bajas viscosidades, se obtienen gotas debido a que no es posible formar un cono de Taylor
estable. A partir de un determinado valor de viscosidad, caracteristico de cada polimero, es
posible comenzar a obtener fibras, aunque éstas todavia presentan defectos de gotas, cada
vez menores. Conforme aumenta la viscosidad, se alcanza un determinado valor a partir del
cual se tienen fibras unicamente. Munir e# a/. (2009) determinaron que estas transiciones de
gotas a fibras con gotas, y de fibras con gotas a fibras, se encontraban a 0,04 y 0,16 Pa's para
la polivinil pirrolidona, valores que descienden hasta 0,01 y 0,03 Pa-s para los poliésteres.

[65]

Una vez que se entra en la region electrohilable, se tiene inicialmente didmetros de fibra
pequenos debido a la mayor movilidad de las cadenas de polimero, y las mayores
inestabilidades durante el proceso, lo que da lugar a un mayor estiramiento del chorro de
polimero. Al aumentar la viscosidad, generalmente por un incremento en la concentracion,
una mayor cantidad de polimero estabiliza el chorro debido a las restricciones de

movimiento, limitando as{ la capacidad de estiramiento de éste. [60]

48



UNIVERSITAT
POLITECNICA

Tesis doctoral. Maria Herrero (2022) DE VALENCIA

Figura 20. Efecto de la viscosidad. Nanofibras de silica con viscosidad (a) 65 mPa-s, (b) 102 mPa-s,
(c) 145 mPa-s, (d) 398 mPas y (¢) 981 mPa-s. Modificada de [67]

Conductividad eléctrica

Como ya se ha comentado, la conductividad eléctrica juega un papel fundamental en el
proceso de electrospinning. De hecho, Jarusuwannapoom e al. (2005) demostraron que es
imposible formar fibras si la disolucién tiene una conductividad nula. [64] Esto se debe a que
esta relacionada con la cantidad de cargas libres presentes en la disolucion y, en consecuencia,
determina la elongacion del chorro, ya que cuantas mas cargas libres (mayor conductividad),
la repulsion sera mayor y el chorro se estirara mas. [68] Por tanto, al aumentar la
conductividad de la disolucion, disminuye el diametro de las fibras, como puede verse en la

Figura 21.

Figura 21. Efecto de la conductividad en el didmetro de fibra. Poli (3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato)
con 6xido de polietileno (70:30 %w/w) en (a) cloroformo: 6 = 0,18 + 0,01 uS/cm™, (b) DCM:
6 =221 10,01 uS/em™ y (c) DCM/EtOH: 6 = 4,99 £ 0,01 uS/cm. Modificada de [69]

Por otro lado, aumentando la conductividad, por ejemplo, anadiendo sales o polielectrolitos,

es posible eliminar los defectos de gotas:
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Figura 22. Efecto del empleo de sales en la eliminacién de defectos de tipo gota, para un polimero de
microporosidad intrinseca (PIM). (2) 15% w/» PIM en TeCa, (b) 15% /v PIM en TeCa + 5% w/w TEAB.
Modificada de [70]

Sin embargo, si la conductividad es demasiado elevada, es muy dificil o imposible electrohilar

las fibras, incluso con voltajes elevados.

Tensién superficial

Teniendo en cuenta que la formacién de fibras durante el proceso de electrospinning se consigue
cuando la fuerza eléctrica consigue vencer la tensioén superficial de la disolucién polimérica,

es facil comprender que el valor de ésta sera crucial para el desarrollo de las fibras. [71]

Cuando la tension superficial es elevada, la disolucion ejerce resistencia a ser eyectada, por lo
que se forman defectos de gota, mientras que conforme disminuye la tensién superficial,
desaparecen las gotas y el didmetro de fibra aumenta. [72] Esto puede verse en la Figura 23.
Sin embargo, una baja tension superficial puede dar lugar también a la formacion de gotas,

ya que el disolvente no tendrfa tiempo suficiente de evaporarse. [73]

Figura 23. Efecto de la tensién superficial en la morfologia de las fibras. Oxido de polietileno (PEO) al 3%
w/w en agua:etanol a diferentes ratios con tensién supetficial de (a) 75,8 mN/m (100:0), (b) 59,3 mN/m
(80:20), (c) 54,7 mN/m (70:30) y (d) 50,5 mN/m (60:40). Modificada de [72]
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Pardmetros del proceso

Flujo

Para formar un cono de Taylor estable se requiere un volumen minimo de disolucién en la
punta de la aguja. [74] Por tanto, se requiere un flujo minimo para obtener fibras, ya que por
debajo de este flujo minimo el campo eléctrico genera inestabilidades de Rayleigh sobre la

disolucién y, en consecuencia, se forman gotas.

A partir de este flujo minimo, conforme aumenta éste también aumenta el tamafo de la fibra
(Figura 24) debido a que hay un mayor volumen de disolucién y la velocidad a la que se

desplaza el chorro es mayor. Sin embargo, por encima de un valor maximo de flujo se vuelven

a obtener fibras con defectos de gotas, incluso fibras fusionadas, debido a que hay una mayor

e

cantidad de disolvente, que tiene poco tiempo para evaporarse. [75]

Figura 24. Efecto del flujo en el didmetro de las fibras. Acetato de polivinilo en cloroformo a 380 mg/ml,
manteniendo el voltaje a 21 kV y la distancia a 20 cm, con (a) 2 ml/h, (b) 3 ml/h, (c) 4 ml/hy (d) 5 ml/h.
Modificada de [75]

Voltaje

El voltaje es un parametro fundamental en el proceso de electrospinning, pues determina la
fuerza electrostatica que se genera y que debe ser superior a la tension superficial para que se
produzca el chorro. De este modo, existe un voltaje minimo por debajo del cual no es posible

obtener fibras. [70]

A partir de ese voltaje minimo, podemos encontrar dos comportamientos diferentes: Somsap
et al. (2018) en su estudio observaron una reduccién del didmetro de la fibra al aumentar el
voltaje, mientras que en el experimento de Liu ¢# a/. (2011) el diametro de fibra aumentaba.
[77], [78] Este doble comportamiento se debe a que cuando el voltaje es bajo, un incremento
en ¢él supone un mayor estrechamiento de la fibra al haber una mayor fuerza electrostatica;

sin embargo, cuando el voltaje es muy elevado, el cono de Taylor es mas inestable y la
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disolucion tiene menos tiempo para evaporarse, dando lugar a fibras de mayor didmetro y

defectos de gotas. [79]

La siguiente figura muestra este doble comportamiento de las fibras en funcién del voltaje:

[
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Figura 25. Efecto del voltaje en el didmetro de las fibras. Acetato de polivinilo al 15% »/», distancia aguja-
colector = 10 c¢m y flujo 100 ul/min, con (a) 10 kV, (b) 12,5 kV, (c) 15 kV y (d) 17,5 kV. Modificada de [79]

Distancia aguja-colector

Lee ez al. (2004) pudieron observar en su estudio que el efecto de la distancia aguja-colector
presenta también un doble comportamiento. Conforme aumenta la distancia entre la aguja y
el colector, disminuye el didmetro de fibra, hasta alcanzar un determinado valor en el cual se

produce un punto de inflexion y el diametro de fibra empieza a aumentar con la distancia.

[80]

Este comportamiento, que se puede ver en la Figura 26, se debe a que la distancia aguja-
colector esta relacionada con la evaporacion del disolvente, pero también con el tiempo de
elongacion del chorro. [81], [82] De este modo, podemos encontrarnos con tres regiones

diferentes:

(i) Por debajo de una distancia critica, se producen defectos de gota debido a que el

disolvente no tiene tiempo suficiente para evaporarse.

(i) A partir de dicha distancia, conforme aumenta la distancia aguja-colector, el mayor
tiempo de elongacion del chorro permite que las fibras se estiren mas y, por tanto,

presenten un didmetro menot.

(i) Una vez que se ha superado el punto de inflexion, el diametro de las fibras
comienza a aumentar debido a que se reduce el campo eléctrico (voltaje dividido por

distancia).
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Figura 26. Efecto de la distancia aguja-colectot. Alcohol de polivinilo al 7% w/» en agua, variando la
distancia aguja-colector: (a) 5 cm, (b) 7 cm, (c) 13 cm y (d) 15 cm. Modificada de [80]

Didmetro de la aguja

De acuerdo con Kuchi ef /. (2018), que analizaron la morfologia de nanofibras de TiO,
obtenidas con agujas de diferente diametro interno, el diametro de fibra es directamente
proporcional al didmetro de la aguja. Esto se debe a que, con una aguja de menor didmetro,
el radio de la gota disminuye y, por tanto, su tension superficial aumenta. Como consecuencia
de ello, la resistencia que opone la gota durante la etapa de alargamiento del chorro es mayor

y se movera mas lentamente, lo que favorece un mayor estrechamiento en la siguiente etapa.

83]

Figura 27. Didmetro de fibra en funcién del diametro interno de la aguja: (a) 330 um, (b) 500 pm y (c) 720
pm. Modificada de [83]
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Parametros ambientales

Humedad relativa

LLa humedad relativa (HR) afecta a la morfologia de las fibras de dos maneras. En primer
lugar, influye sobre el diametro de éstas; sin embargo, parece que existe un efecto contrario

en funcion de la hidrofobicidad del polimero.

Levitt ez al. (2018) analizaron la influencia de la humedad relativa en membranas de
poliacrilonitrilo (PAN) y observaron que conforme aumentaba la humedad, aumentaba el

diametro de las fibras. [84]

CN

Figura 28. Variacién del diametro de fibra de PAN en funcién de la humedad relativa. (a) 23% HR, (b) 33%
HR y (c) 43% HR. Modificada de [84]

Por el contrario, Pelipenko e al. (2013) encontraron que para el alcohol polivinilico (PVA)

conforme aumenta la humedad relativa, disminuye el diametro de las fibras.[85]

Figura 29. Variacion del didmetro de fibra de PVA en funcién de la humedad relativa. (a) 10% HR, (b) 30%
HR y (c) 60% HR. Modificada de [85]

Esta diferencia en el comportamiento de los polimeros puede deberse a que, por un lado, en
los polimeros hidréfilos (como el PVA), el agua actuarfa como disolvente y, ademas, habria
cierta absorcién de agua por parte del polimero. Este hecho darfa lugar a una solidificacién
del chorro mas lenta y, por tanto, la etapa de estrechamiento durarfa mas, reduciéndose el

diametro de fibra. [85] Por el contrario, en el caso de polimeros hidréfobos (como el PAN),
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el agua no actia como disolvente, de modo que la evaporacion de éste es mas rapida que en

el caso anterior, y la etapa de estrechamiento del chorro es mas corta. [84], [80]

Por dltimo, la humedad relativa puede dar lugar a la formacién de poros en la fibra que,
ademads, podran encontrarse tanto en el interior como en el exterior de la fibra, en funcién

del disolvente empleado, como indican Fashandi & Karimi (2012). [86]

Figura 30. Formacién de poros en funcién de la humedad relativa y del tipo de disolvente. (a) DMF - 20%
HR, (b) DMF - 60% HR, (c) THF - 20% HR y (d) THF - 60% HR. Modificada de [86]

Cuando se emplea un disolvente no volatil (como DMF), se producen poros internos debido
a una inestabilidad termodinamica de la disolucién polimérica al penetrar agua en fase
gaseosa, lo que se conoce como separacion de fases inducida por el vapor, mientras que al
emplearse un disolvente volatil (como el THF), la porosidad aparece en la superficie como

resultado de la condensacion del agua debido al enfriamiento por evaporacion de la superficie

del chorro.[86]

Temperatura

Huang ¢ al. (2008) observaron que, para el fluoruro de polivinilideno (PVDF), un aumento
de la temperatura de trabajo reducia el diametro de las fibras, debido a que contribuia a una
menor tension superficial. [87] Sin embargo, un estudio de Yang e a/. (2017), determiné que
esta tendencia no se mantenfa constante y, a partir de un determinado valor, el diametro

aumentaba, como puede verse en la Figura 31. [88]
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Figura 31. Efecto de la temperatura en el didmetro de fibra. (a) 20 °C, (b) 30 °C, (c) 40 °Cy (d) 50 °C.
Modificada de [88]

Este cambio de tendencia, que dependera principalmente del disolvente empleado, se debe
a que el efecto de la temperatura no sélo contribuye a una reducciéon de la tension superficial,

sino que también acelera el proceso de evaporacion del disolvente. [88]

Materiales y métodos
Estudios previos

En estudios realizados previamente, se obtuvo membranas de PLA, PCL y PLAPCL con dos
diametros de fibra diferentes (0,8 y 1,8 pm) cuyo comportamiento en cultivo celular fue
analizado para encontrar diferencias entre estos tamafios. Como resultado, se concluyé que
las membranas de 1,8 pm favorecian el cultivo de células madre mesenquimales derivadas
del tejido adiposo y permitian su diferenciaciéon en condrocitos, sin necesidad de un medio
condrogénico especifico. [89] Por tanto, se seleccioné el diametro de fibra de 1,8 um para el

desarrollo de esta tesis doctoral.

Dado que se va a trabajar tanto con los homopolimeros PLLA y PCL y su mezcla (PLAPCL),
como con los copolimeros de acido lactico y caprolactona con acido glicolico (P(LA-co-GA)
y P(CL-co-GA), en adelante PLGA y PCLGA, en la Tabla 2 se detallan los parametros ya
obtenidos para el desarrollo de membranas electrohiladas de PLA, PCL y PLAPCL con un

diametro de fibra de 1,8 um.

Cabe destacar que en el desarrollo de esta tesis doctoral también se optimizaron los
parametros de disolucion de las membranas de PLAPCL para evitar el empleo del sistema
de disolventes DCM/DMEF, ya que se observaron problemas debido a las diferencias en el

punto de ebullicién de ambos disolventes (T de ebullicion DCM: 39,6 °C; T de ebullicién

DMEF: 153 °C). El sistema de disolventes empleados fue, al igual que en los homopolimeros,
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cloroformo/metanol (clor/met; T de ebullicién cloroformo: 61,2 °C; T de ebulliciéon

metanol: 64,7 °C).

Tabla 2. Pardmetros de la disolucién y del proceso de electrospinning para la obtencién de membranas con un
didmetro de fibra de 1,8 um, para los homopolimeros PLLA, PCL y su mezcla PLAPCL.

| PLA PCL PLAPCL
parametros de la disolucion
Concentracion (%o w/v) 15 15 10
Ratio disolventes clor:met (v/v) 2:1 2:1 4:1
parametros del proceso
Flujo (ml] h) 2 2 2
Voltaje (k1) 20 25 20
Distancia agnja-colector (cm) 13 13 15

Preparacion de las membranas electrobiladas

Para la obtenciéon de membranas electrohiladas, fue necesario preparar previamente las
disoluciones poliméricas. Para ello, el PLGA (50:50 Mw 38.000-54.000 g/mol, terminacién
acido y éster; Sigma Aldrich) y PCLGA (caprolactona:glicdlico 45:55, viscosidad 1,5 dl/g;
Sigma Aldrich) se disolvieron en cloroformo (estabilizado con etanol; Scharlab) y 1,1,1,3,3,3-
hexafluoro-2-propanol (HFIP; = 99,9%; Sigma Aldrich) a diferentes concentraciones, en un
rango de 10 a 25% w/». Las disoluciones se mantuvieron en agitacién magnética 48 horas y,
posteriormente, se introdujeron en una jeringa de 10 ml de capacidad para ser electrohiladas.
A la jeringa se le acopld una aguja de 24G (diametro interno = 0,31 mm), y se puso en una
bomba eyectora RS-232, modelo NE 1000 (New Era Pump Systems, Inc.) que se ajusté para
trasegar un caudal de 2 ml/h. Opuesto a la aguja se posicion6 un colector previamente
recubierto de papel de aluminio, para facilitar la extracciéon de la membrana. La distancia
entre la aguja y el colector se varié de 13 a 20 cm. Finalmente, tanto la aguja como el colector
se conectaron a una fuente generadora de alta tension OL400W-503 (H7Tek Power), variando

el voltaje de trabajo entre 13 y 20 kV.

Todo ello se llevo a cabo en el interior de una cabina disefiada para trabajar en unas
condiciones de humedad controlada, para reducir su efecto sobre la morfologia de la
membrana. De este modo, un flujo de aire comprimido seco circulaba continuamente por el
interior de la cabina, manteniéndose la humedad relativa por debajo del 20%. Ademas, el

proceso se llevé a cabo a temperatura ambiente (entre 20 y 22 °C).
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En la Figura 32 se muestra una imagen del montaje de electrospinning.

Figura 32. Montaje del electrospinning.

Finalmente, las membranas obtenidas, de 10X15 c¢cm® se mantuvieron overnight en una
campana de extraccion para asegurar la completa evaporacion del disolvente. Trascurrido
este tiempo, se separaron las membranas del papel de aluminio y se mantuvieron en la nevera

(4 °C) hasta su caracterizacion, para evitar su degradacion por efecto de la temperatura.

Caracterizacion morfoligica mediante microscopia electronica de barrido

Con el fin de detectar cualquier defecto en las membranas (por ejemplo, gotas), asi como
estudiar los diametros de fibra, se tomaron imagenes en el microscopio electrénico de barrido

(SEM, JEOL modelo JSM6300) del Servicio de Microscopia de la Universitat Politécnica de

Valéncia.

Dado que el SEM trabaja haciendo incidir sobre la muestra un haz de electrones, éstas deben
cumplir una serie de requisitos: (i) deben estar completamente secas, y (ii) deben ser
conductoras. Por tanto, todas las muestras se mantuvieron a vacio las 24 h previas y se

recubrieron con oro mediante deposiciéon por bombardeo idnico en fase gaseosa. Este
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recubrimiento fue realizado por el Servicio de Microscopia. Los parametros del microscopio

con los que se trabajé fueron un voltaje de 15 kV y una distancia de trabajo de 12 mm.

Una vez obtenidas las imagenes, las muestras que presentaban defectos fueron descartadas y
el resto se analiz6 con el programa Image] v.1.50 para obtener la distribucién de los diametros
de fibra. Para que los resultados fueran representativos, se tomaron dos imagenes a X1000
aumentos, sobre las que se midié un total de 50 fibras en cada una de ellas. Ademads, la
distribucion de los diametros de fibras se representé con un histograma realizado mediante

el software Statgraphics X111 (Data Analysis Solutions).

Caracterizacion de las disoluciones poliméricas

Una vez obtenidos los parametros del electrospinning para la obtenciéon de membranas
electrohiladas de PLGA y PCLGA, se caracterizaron las disoluciones poliméricas para poder

hacer un estudio en el que relacionar sus propiedades con los parametros del electrospinning.

Para tal fin, se determind la densidad, la tension superficial, la viscosidad y la conductividad

eléctrica de cada una de las disoluciones.
Densidad:

La densidad se obtuvo empleando un picnémetro de 10 ml, que previamente fue calibrado
con agua destilada, cuya densidad (kg/m”’) en funcién de la temperatura viene definida por la

siguiente ecuacion (Jones & Harris, 1992):

kg -2 -3, 72
Pra0 (E) =999,85308 + 6,32693 - 107“ - T — 8,523829- 107> -T 1

+6,943248 - 1075 - T3 — 3,821216 - 1077 - T*

siendo T la temperatura en grados centigrados (°C).

Para el calibrado del picnémetro, se pes6 en una balanza XS105 DualRange (Meztler Toledo)
el picnémetro vacio (m,) y el picnometro lleno de agua destilada (my,,), de modo que el

volumen del picnémetro (V,) pudo determinarse como:

y, = M0~ @

P Pu,0 (26 °C)
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Una vez conocido el volumen exacto del picnémetro, se peso el picnémetro lleno con cada
una de las disoluciones polimérica (my;;), siendo la densidad de cada una de las disoluciones
poliméricas:

Mgis — mp

Pais = ©)

=

Para cada disolucion se hizo tres medidas.

Tension superficial:

Tal y como ocurrié con las disoluciones poliméricas de los homopolimeros estudiadas
previamente, debido a la viscosidad de las disoluciones y la rapida evaporaciéon de los

disolventes, fue necesario emplear la ley de Tate modificada para la obtencién de la tension

superficial.[90], [91]

La ley de Tate se basa en el equilibrio entre el peso de la gota, que hace que la gota caiga por
un capilar, y la fuerza debida a la tension superficial, que hace que la gota quede suspendida

en la punta del capilar, tal y como se muestra en la Figura 33.

"72’"

mg

Figura 33. Gota formada en la punta de un capilar, sobre la que se representan las fuerzas que actian en ella
de acuerdo con la ley de Tate. Extraida de [91]

Segun esta ley, justo antes de que la gota caiga por el capilar, en condiciones de equilibrio, el
peso de la gota colgante es igual a la componente vertical de la fuerza ejercida por la tension

superficial, que es proporcional al perimetro mojado de la frontera entre el liquido y el capilar:

m-g=y-2-m-r 4
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donde m es la masa de la gota que cae, g es la aceleracién de la gravedad, y es la tension
superficial de la interfase gota-aire, y 2nr es el perimetro mojado. Segun las caracteristicas del
liquido, r sera el radio interno o externo del capilar. Ademas, debe garantizarse que la caida
de la gota haya sido lo suficientemente lenta como para minimizar los efectos
hidrodinamicos, que conducen a gotas irregulares. Para evitar estos efectos, se necesitan

tiempo de formacion superiores a 30 s.

Riba & Esteban (2014) sefialan, sin embargo, que con esta ley se obtienen valores inferiores
a los reales. Esto se debe a que la ley de Tate supone una caida ideal, en la que toda la gota
colgante se libera desde el extremo del capilar, obteniéndose una gota que cae con la misma
masa que la gota colgante original formada cuando se ha alcanzado el maximo tamafio
estable. En la realidad, se ha comprobado que dependiendo de factores que incluyen las
caracteristicas del liquido analizado o la geometria del capilar, entre otros, hasta un 40% del
volumen de la gota puede quedar en el capilar y no caer. Por ello se modifica esta ley con un

factor corrector F, descrito por Earnshaw ez a/. (1996). [92]

m-g=F-y-2-mw-r Q)

Este factor de correccion Frelaciona el cociente entre el volumen de la gota real y el volumen
de la gota ideal para el radio adimensional del capilar r/ 5y segin la aproximacion

matematica de Lee-Chan-Pogaku, queda como:

T T T ? T ’
F(=)=1-09121-(5)-2109- () +1338- (=
V3 V3 V3 V3
4 5 6
T T
—27,29-( > +27,53-<—1> —13,58-(—1> ©)
V3 V3
7
+2,593-< )

Asi pues, combinando las ecuaciones (5) y (6) podemos obtener la tension superficial p de la

El»—\l = §|H| =

disolucién polimérica. Para ello, fue necesario pesar en un recipiente sellado para minimizar
la evaporacion del disolvente, al que se hizo un agujero, 5 gotas de la disolucién polimérica,

que se dejaron caer por gravedad. La balanza empleada fue una balanza de precision AX205

(Mettler Toledo).
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Viscosidad:

La viscosidad dinamica de las disoluciones se obtuvo con un reémetro Discovery HR-2
hybrid (I°A Instruments) a partir de un ensayo oscilatorio a una frecuencia de 100 Hz y una
velocidad angular de 100 rad/s. Se realizaron tres réplicas para cada una de las disoluciones,

empleando cada vez un volumen de 500 pl.

Con los datos obtenidos en el ensayo se pudo obtener la viscosidad dinamica (7) y la

viscosidad de almacenamiento ("), como:

,_ G .G %
w

donde G” es el médulo de pérdidas, G’ es el médulo de almacenamiento y w la velocidad

angular.

Conductividad eléctrica:

LLa medida de conductividad de las disoluciones se realiz6 con un conductimetro EC-Meter
Basic 30+ (Crison Instruments), previamente calibrado con tres disoluciones patron de

conductividades conocidas. Cada disolucion se midid 3 veces.

Determinacion de las propiedades fisicoguimicas de las membranas

Una vez obtenidas las membranas electrohiladas de los copolimeros, y caracterizadas las
disoluciones poliméricas que dieron lugar a ellas, se caracterizé fisicoquimicamente todas las

membranas.

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTTR)

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) es una técnica de
espectroscopia vibracional, por lo que permite obtener la siguiente informacion: (i) al
tratarse de un espectrofotometro, mide la absorbancia (cantidad de luz absorbida por la
muestra) o la transmitancia (cantidad de luz que pasa a través de la muestra). Aunque ambos
parametros estan relacionados entre si, unicamente la absorbancia es proporcional a la
concentracién, y con su medida podemos hacer analisis cuantitativo.[93] (if) Dado que la
radiacién infrarroja al interaccionar con la materia provoca la vibracién de los atomos a
determinadas longitudes de onda, podemos identificar la muestra determinando los modos

vibracionales, que son caracteristicos de los diferentes enlaces y grupos funcionales. [94]
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Asi pues, con esta técnica de caracterizacion de los materiales es posible determinar los
5
grupos funcionales presentes en las muestras, lo que permite conocer la adecuada formacion

de mezclas, asi como la presencia de restos de disolvente en las membranas.

Las muestras fueron analizadas en un equipo FTIR ALPHA (Briiker), en un rango de longitud
de onda desde 4000 hasta 400 cm™. Antes de realizar las medidas se obtuvo el espectro del
aire, empleando las mismas condiciones instrumentales, como calibracién del equipo. Los
espectros se adquirieron en funcién de la transmitancia, realizando una medida para cada

tipo de material (membranas y films).

Calorimetria diferencial de barrido

Unos de los parametros caracteristicos de cada uno de los polimeros es su temperatura de
tusion (1) y su temperatura de transicion vitrea (1,). Unicamente aquellos polimeros que
sean semicristalinos presentaran ambas temperaturas, los polimeros amorfos sélo tienen una

temperatura de transicion vitrea.

Mediante la calorimetria diferencial de barrido (DSC) es posible determinar ambas
temperaturas de los polimeros, de modo que se puede observar si el proceso de fabricacion
ha modificado la estructura polimérica de los materiales, ya que ambas temperaturas son
conocidas y estan tabuladas. Ademas, en el caso de la mezcla permite cuantificar la cantidad

de cada uno de los polimeros que la componen.

Esta técnica consiste en cuantificar la cantidad de calor que es absorbida o liberada por una
sustancia cuando ésta se mantiene a temperatura constante durante un tiempo, o cuando es
calentada o enfriada a una velocidad constante, en un determinado intervalo de temperaturas.
(Surifiach ez al., 1992) Para ello, se estudia la diferencia entre la velocidad de flujo de calor
entre un crisol que contiene la muestra y uno de referencia vacio, cuando se someten al
mismo programa de temperatura en una atmosfera especificada. (norma UNE-EN ISO

11357-1:2017)

Existen dos tipos de DSC: DSC de flujo térmico y DSC de compensacién de potencia. En
este caso, se empled un DSC de flujo térmico en el que la muestra y la referencia estan
sometidas al mismo programa de temperatura controlada por una unica fuente de calor. Una
diferencia de temperatura (AT) sucede entre la posicion de la muestra y la posicion de la
referencia, debido a la diferencia en la capacidad calorifica de ambas. De esta diferencia de

temperatura, se deriva la diferencia en las velocidades del flujo de calor entre ambas
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posiciones y, normalmente, se registra la temperatura en funciéon de la temperatura de

referencia o del tiempo.

Figura 34. Esquema de un DSC de flujo térmico. (1) posicién de la muestra, (2) posicioén de la referencia, (3)
termopares, (4) calentador individual, (5) circuito de medicion para T = T1, Trfpnnia = T2 y diferencia de
temperaturas AT, y (6) estufa circundante. Extraida de [95]

Para llevar a cabo el ensayo se realizo, atendiendo a la norma citada, un calibrado previo con
Indio (on-set en 156,60 °C) y, a continuacién, se obtuvo la linea de base instrumental
empleando crisoles vacios tanto en la posicion de la muestra como en la de la referencia. Por
ultimo, se realiz6 las medidas introduciendo en la posicién de la muestra un crisol con una

determinada masa (menor de 10 mg) de polimero.

Es importante tener en cuenta que la carga de las capsulas se debe realizar a temperatura
ambiente, o ligeramente por encima (50 °C) para prevenir la condensacion de la humedad en

los crisoles.

Todas las muestras, asi como las lineas base, fueron sometidas al mismo programa de
temperatura, por lo que se consultaron previamente la Ty y T, de cada uno de los

homopolimeros:

Tabla 3. Temperatura de transicion vitrea (1) y de fusién (1)) de los diferentes homopolimeros. [96]

1; ('¢) 17 (9
PLA 53264 145 2 186
PCL 72 58
PGA 45 222
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De este modo, y teniendo en cuenta que las mezclas y copolimeros tienen temperaturas
intermedias de T,y Ty respecto de los homopolimeros que los componen, se realizaron los

siguientes barridos:

(1) 1 mina -80 °C

(2) -80a 200 °C, 20 °C/min
(3) 1 min a 200 °C

(4) 200 a -80 °C, 20 °C/min
(5) 1 min -80 °C

(6) -80 a 200 °C, 20 °C/min

Lo barridos del 1 al 5 son para borrar la memoria térmica del material, siendo el barrido

empleado para los estudios el nimero 6.

A partir de los termogramas obtenidos se calculd la cristalinidad de los polimeros, a partir de

la siguiente ecuacion:

AH;

X (%) = 100 )

Siendo AHy la entalpia de fusion del polimero, AH,® la entalpia de fusion del polimero si este
fuera 100% cristalino (93 J/g para el PLA y 139,5 J/g para la PCL), y w la fraccién masica
del PLA yla PCL (0,5 en el caso de la mezcla PLAPCL y 1 para el material puro).

Estudio mecinico de las membranas

Para los ensayos mecanicos fue necesario obtener, ademas, los materiales en bloque (o fi/s).
La técnica empleada para ello fue el solvent-casting, que consiste en verter la disolucién
polimérica en una placa Petri y dejarla 24 h en una campana de extraccion para que el

disolvente se evapore.

Tanto los fi/ms como las membranas se sometieron a un ensayo de traccion para determinar

el médulo elastico.

Determinacién del médulo de Young (E)

Para determinar el médulo de elasticidad (o médulo de Young, E) de cada material se empled
un dilatémetro TMA/SS6000 (Seiko) acoplado a una plataforma antivibratoria MOD-1 M
plus (Haleyonzcs), teniendo en cuenta la norma UNE-EN ISO 527-1:2020.
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En primer lugar, se preparé una probeta de cada una de las muestras con las siguientes

dimensiones:

~|

25

Figura 35. Dimensiones de las probetas del ensayo mecanico TMA. Unidades: mm

A continuacion, se midio el espesor de cada muestra con un medidor de espesores MiniTest
3100 (ElektroPhysik), para determinar el area transversal () de la probeta, que serd un
parametro necesario para determinar la tensiéon aplicada. Finalmente, la probeta se coloco
entre las mordazas y se puso en el vastago adecuado para el ensayo de traccion (como se ve

en la Figura 30).

Figura 36. Posicién de la probeta en el dilatdmetro para medir el médulo elastico a traccion.

Una vez colocada la muestra, se midio la longitud inicial (Lg) con el soffware del equipo, y se
configuro el ensayo para realizar una rampa de tensién de 0 a 5884 mN (valor maximo que
alcanza el equipo), a una velocidad de 100 mN/min. El ensayo se realizé a temperatura

ambiente.

Los datos que se obtienen del equipo son alargamiento (A/) y carga (F). Asi pues, para calcular

el médulo de Young, se calcul6 la deformacion (¢) y la tension (0) como:

Al
e=1 ©
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_F (10)

Con ello, el médulo de Young, que se define como la pendiente de la curva o-¢ en el régimen
de comportamiento elastico, es decir, cuando la relacion entre la tension y la deformacion es

lineal, se determiné con la férmula siguiente:

o=Ee (11)

Resultados y discusion

Optimizacion de los pardmetros de electrospinning para la obtencion de membranas de PL.GA y PCLLG.A

con un didmetro de fibra de 1,8 um

Para la optimizacion de los parametros del electrospinning, se tuvo en cuenta los resultados
obtenidos en el estudio previo. De acuerdo con ello, para un mayor efecto en la morfologia
y, en particular, en el diametro de las fibras, se deben modificar los parametros de la
disolucion, concretamente la concentracion de polimero y el disolvente empleado. Ademas,
de los parametros del proceso, el voltaje desempefia también un papel fundamental.
Finalmente, para pequefios ajustes en el diametro, se debe modificar el flujo y/o la distancia

aguja-colector. [90]

Por todo ello, se inici6 el estudio de optimizacion seleccionando unos parametros de partida
definidos a partir de los resultados de las investigaciones de Bini ez 2/ (2006) y Mehrasa et al.

(2016). [97], [98] Estos parametros se detallan a continuacion:

Tabla 4. Parametros de partida para la obtencién de membranas de PLGA y PCLGA de 1,8 pm.

| PLGAyPCLGA
parametros de la disolucion
Concentraciin (Yo w/v) 10
Disolvente HFIP
parametros del proceso

Flujo (ml/ h) 2
Voltaje (R1/) 17
Distancia agnja-colector (cm) 13

Con estos parametros se obtuvo membranas que se observaron al SEM para estudiar su

morfologia. Los resultados de este estudio morfolégico se muestran en la Figura 37.
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Figura 37. Imagenes SEM de las membranas de PLGA y PCLGA obtenidas con los parametros de partida.
Barra de escala: 60 um

Como puede observarse, unicamente se electrohild el PLGA, aunque la membrana
presentaba defectos de gota. En el caso del PCLGA no se obtuvo fibras, probablemente

porque el disolvente no se evapor6 durante el proceso.

Dado que los resultados mostraron un comportamiento diferente de ambos polimeros en el

proceso, la optimizacion se planteé de modo diferente para cada uno de ellos:

(i) para el PL.GA, al obtenerse fibras finas con defectos de gota, se increment6 la
concentracién de polimero al 25% w/». Como se ha visto en la introduccién, un

aumento de la concentracién elimina defectos de gota, a la vez que aumenta el

diametro de las fibras. [99], [100]

(i) para el PCLGA, se plante6 el uso de cloroformo como disolvente, debido a su
polaridad y a su menor constante dieléctrica. [101], [102] Ademas, se estudi6é también
el efecto de la concentracién del polimero aumentindola al 18 y 20% /», ya que, al

haber menos cantidad de disolvente, éste puede evaporarse mas facilmente.

En este primer momento, se mantuvieron constantes los parametros del proceso para evaluar
unicamente el efecto de los parametros de la disolucion, obteniéndose las membranas que se

muestran en la Figura 38.
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Figura 38. Imagenes SEM del PLGA al 25% w/» en HFIP y del PCLGA al 18 y 20% /v en clotoformo, a 2
ml/h, 17 kV y 13 cm. Barra de escala: 60 pm

2Ty

La Figura 38 muestra como un incremento en la concentraciéon de PLGA permitié obtener
membranas electrohiladas sin defectos de fibra y, ademas, con un diametro de fibra mayor.
Al presentar una adecuada morfologia, se determiné el diametro de las fibras, que resulté en
1,62 £ 0,27 um de media. Por tanto, para el PLGA se establecieron los parametros de la
disolucién en 25% w/v en HFIP.

En el caso del PCLGA, el uso de cloroformo mejor6 el electrohilado de este copolimero al
observarse una morfologia en la que se empezaban a definir fibras; sin embargo, éstas no se
formaron adecuadamente. En la bibliografia se ha descrito que para obtener fibras finas y
uniformes se pueden afiadir sales a la disolucion polimérica para aumentar su conductividad.
[62], [103] Por ello, se planted afiadir piridina (anhidra, 99,8%; Sigma Aldrich) al 5 y al 10%
v/ v de concentracién a la disolucién de 20% w/v en cloroformo, manteniendo los parimetros

del electrohilado.

Se selecciond la piridina al haber estudios que demuestran que ésta se evapora durante el
proceso del electrospinning, por lo que no se requieren lavados posteriores de las membranas.
Ademas, se seleccionaron concentraciones supetiores al 5% v/ ya que por debajo de esta

concentracioén no se tiene un efecto significativo sobre la conductividad. [104]

Con todo ello, las membranas de PCLLGA observadas al SEM son las siguientes:
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5 % v/v piridina 10 % v/v piridina

Figura 39. Imagenes SEM del PCLGA al 20% »/» en cloroformo con 5y 10% »/» de piridina, a 2 ml/h, 15
kV y 20 cm. Barra de escala: 10 pm.

Las imagenes SEM muestran que la adiciéon de piridina en la disolucién polimérica permitio
obtener membranas con fibras mas definidas, aunque el didmetro de éstas es elevado y
todavia no se muestra una morfologia homogénea. De este modo se plantearon dos acciones
paralelas para obtener una mayor homogeneidad y un menor diametro de fibra: (i) por un
lado, se redujo la concentracién del copolimero a un 17% w/v; (ii) por otro lado, se planted
el uso de un sistema binario de disolventes con la pitidina, cloroformo:piridina (80:20 v/v)

para aumentar el efecto de la piridina en el proceso.

Estas muestras se observaron al microscopio éptico, observandose una morfologia adecuada,
por lo que se establecieron estos parametros para el PCLGA. De este modo, una vez
seleccionados los parametros de la disoluciéon para ambos copolimeros, se pasaron a

optimizar los parametros del proceso.
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Figura 40. Imégenes SEM e histogramas del didmetro de fibra del PLGA al 25% w/ven HFIP a 13,15y
17 kV, con 2 ml/h y 13 cm. Barra de escala: 60 um. Los didmetros se han obtenido realizando medidas del
didmetro de 50 fibras diferentes en dos imagenes SEM con el software Image].

Para el PLGA se estudié el efecto del voltaje, a 2 ml/h y 13 cm. La Figura 40 muestra c6mo
el diametro de fibra aumenta con el voltaje, hasta que se alcanza un valor maximo para un

voltaje intermedio alrededor de 15 kV:

Tabla 5. Media y desviacion estandar de los didametros de fibras del PLGA obtenidos a diferentes voltajes.

media (um) desviacion estindar (m)
13 kV 1,51 0,14
15 kV 1,76 0,20
17 kV 1,62 0,26

Este efecto del voltaje sobre el diametro de las fibras se ha observado previamente para otros
polimeros de diferente naturaleza. [105], [106] Ademas, conforme aumenta el voltaje también
aumenta la heterogeneidad en el didmetro de las fibras. Estos resultados mostraron
significancia estadistica y concuerdan con los resultados de [107]. Por todo ello, para el PLGA

se establecieron los patrametros del proceso en 2 ml/h, 15 kV y 13 cm.

El efecto del voltaje en las membranas de PCLGA se estudié aumentado ademas la distancia
aguja-colector de 13 a 20 cm, para contribuir a una mayor reduccién del didmetro de las

fibras al permitir una mayor elongacion de éstas.
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Figura 41. Iméigenes SEM e histogramas del diametro de fibra del PCLGA al 17% w/v en
cloroformo:piridina (80:20 »/#) a 15 y 20 kV, con 2 ml/h y 20 cm. Barra de escala: 10 pm. Los didmetros se
han obtenido realizando medidas del didmetro de 50 fibras diferentes en dos imagenes SEM con el software

Image].

En el caso del PCLGA, al aumentar el voltaje aumenta también el diametro de fibra:

Tabla 6. Media y desviacion estandar de los diametros de fibras del PCLLGA obtenidos a diferentes voltajes.

media (um) desviacion estindar (m)
15 kV 1,15 0,21
20 kV 1,74 0,28

De modo que, de acuerdo con estos resultados, se establecieron los parametros del proceso

en2ml/h, 20 kV y 20 cm.

Asi pues, la Tabla 7 muestra los parametros optimizados para ambos copolimeros con el fin

de obtener membranas electrohiladas con un diametro de fibra de aproximadamente 1,8 um.
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Tabla 7. Parametros de la disolucién y del proceso de los copolimeros PLGA y PCLGA, para obtener
membranas electrohiladas de 1,8 pm.

PLGA PCLGA
Didmetro de fibra (um) 1,76 £ 0,20 1,74 + 0,28
parametros de la disolucion
Concentracion (Yo w/v) 25 17
Disolvente/ s HFIP Cloroformo:piridina
Ratio disolventes (%o v/v) 80:20
parametros del proceso
Flujo (ml/ h) 2 2
Voltaje (k1) 15 20
Distancia agnja-colector (cm) 13 20

Caracterizacion de las disoluciones poliméricas: densidad, tension superficial, viscosidad y conductividad

Las disoluciones poliméricas de la Tabla 7 se caracterizaron en términos de densidad, tensién

superficial, viscosidad y conductividad.

Las densidades fueron (1,258 £ 0,010) g/ml para el PLGA y (1,018 £ 0,006) g/ml para el
PCLGA, con diferencias estadisticamente significativas. Esta diferencia puede ser atribuida,
en primer lugar, a la elevada concentracion de PLGA en la disoluciéon y, en segundo lugar, a

que el HFIP presenta una mayor densidad que el cloroformo y la piridina.

Su efecto sobre el diametro de las fibras ha sido estudiado pocas veces, ya que tiene un efecto
moderado. Sin embargo, en el modelo teérico presentado por Thompson ez al. (2007), asi
como Wannatong ef al. (2004), se encontré que un incremento en la densidad reduce
ligeramente el diametro de las fibras. [63], [108] Este hecho puede explicar la necesidad de

un voltaje y una distancia aguja-colector mayor para el PCLGA.

Respecto a las tensiones supetficiales, se determiné en (158,2 + 0,5) mN/m para el PLGA y
(136,8 £ 0,9) mN/m para el PCLGA, siendo las diferencias estadisticamente significativas.
La mayor tension superficial del PLGA supone una mayor oposicion de la disolucion a ser
eyectada. [99] Por esa razoén, el disolvente puede evaporarse mas rapidamente y, en

consecuencia, la distancia aguja-colector puede reducirse de 20 cm para el PCLGA a 13 cm

para el PLGA.
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En cuanto a los resultados del ensayo oscilatorio de viscosidad, la Tabla 8 muestra los valores
del moédulo de almacenamiento (G), el médulo de pérdidas (G ), fan 6, la viscosidad dinamica

(7)) y la viscosidad de almacenamiento (7”):

Tabla 8. M6dulo de almacenamiento (G'), médulo de pérdidas (G"), fan d, viscosidad dindmica (7') y
viscosidad de almacenamiento (") del PLGA y PCLGA, medidos a 100 rad/s.

PLGA PCLGA

G’ (Pa) 901,5 + 1,6 1180,0 + 90,4
G” (Pa) 259,5 + 6,5 232,5+ 258
tan 5 0,288 + 0,008 0,197 + 0,020
0’ (Pavs) 2,595 + 0,065 2,324 + 0,258

2" (Pa-s) 9,015 + 0,016 11,798 + 0,004

El médulo de almacenamiento (G') representa la energfa almacenada en la estructura elastica
de las muestras, mientras que el médulo de pérdidas (G”) representa la parte viscosa de la
energfa disipada. [109] Ademas, la elasticidad esta relacionada con el moédulo de
almacenamiento, mientras que la plasticidad se relaciona con el médulo de pérdidas, siendo
la plasticidad la que contribuye a la formacién de las nanofibras. La elasticidad es critica en
el momento de la formacién del chorro y su elongacion, ya que previene la rotura de éste.

De modo que un mayor G’ da lugar a una estructura sin defectos de gotas. [110]

En este caso, las disoluciones de ambos copolimeros presentan un modulo de
almacenamiento mayor que el médulo de pérdidas, siendo ademas mayor para el PCLGA.
Sin embargo, la viscosidad dinamica del PLGA es mayor que la del PCLGA, aunque no hay
una significancia estadistica. A pesar de ello, existen estudios que reportan una reducciéon de
la viscosidad dinamica al afiadir piridina. [111] Finalmente, una mayor viscosidad dindmica

permite obtener una homogeneidad mayor de las fibras, como puede verse en la Tabla 7 para

el PLGA.

En cuanto a la conductividad, el PLGA present6 un valor de (0,98 £ 0,01) S/cm, mientras
que el del PCLGA fue (0,31 £ 0,01) S/cm (diferencia estadisticamente significativa). La baja
conductividad del PCLGA justifica la necesidad de emplear un mayor voltaje para
electrohilarla. Esto se debe a que una mayor conductividad da lugar a una mayor acumulacion

de cargas en la disolucion. [112]

Todos estos resultados se resumen en la Tabla 9.
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Tabla 9. Tabla resumen de las caracteristicas de las disoluciones poliméricas de los copolimeros PLGA y
PCLGA.

PLGA PCLGA

Densidad (¢ ) 1258 £ 0,010 1,018 % 0,006
Tension superficial (nN/m) 158,22+ 0,5 136,8 £ 0,9

Viscosidad dindmica (Pa-s) 2,595+ 0,065 2,320 £ 0,260
Conductividad (S om) 0,98 + 0,01 0,31 + 0,01

Caracterizacion fisicoguimica de las membranas

Tras la optimizacion de los parametros del electrospinning para obtener membranas de 1,8 pm
(ES-1,8) de PLGA y PCLGA, se pasan a caracterizar las membranas de estos materiales junto

con los homopolimeros PLA, PCL y su mezcla PLAPCL.

Ademas, en este primer capitulo también se incluyen los resultados correspondientes a las
membranas electrohiladas de 0,8 um (ES-0,8) de los homopolimeros, para estudiar el efecto

del diametro.

Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTTR)

A continuacion se muestran los espectros FTIR para cada morfologia (films, membranas de

1,8 um y membranas de 0,8 pm).

Films

PLA
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2 AV \ .
e PCLGA
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Figura 42. Espectros de FTIR de los films de PLA, PCL, PLAPCL, PLGA y PCLGA.
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Membranas 1,8 um
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Figura 43. Espectros de FTIR de las membranas electrohiladas de 1,8 pm de PLA, PCL, PLAPCL, PLGA y
PCLGA.
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Figura 44. Espectros de FTIR de las membranas electrohiladas de 0,8 um de PLA, PCL y PLAPCL.

De acuerdo con Coates (2004), se analizaron los espectros anteriores: [113]

(i) En todos los materiales (films, ES-1,8 y ES-0,8) se observa que cuando se tiene
PCL, ya sea en la mezcla como en copolimero, aparecen dos picos en la banda 2935-
2915/2865-2845 cm™ correspondiente a los grupos metileno (-CH.-). Estos picos no
se observan para el PLA, que carece de grupos metileno, ni para el PLGA con muy

pocos grupos en su cadena.
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Ademas, esta banda nos permite determinar también que la mezcla se ha formado

adecuadamente, ya que la intensidad de los picos en el PLAPCL es intermedia.

(i) En la banda de 1750-1725 cm”, relacionada con el grupo éster, todos los
polimeros presentan un pico en todos los materiales. Este pico, al hacer la
deconvolucion, se muestra doble para el PLAPCL ya que hay una desviacion entre el
PLA y la PCL, por lo que esta banda también confirma la adecuada formacion de la

mezcla.

(i) Los grupos fundamentales de los disolventes aparecen en las bandas de 1150-
1000 cm™ para el HFIP (alargamientos C-F) y de 800-700 cm™ para el cloroformo
(alargamientos C-Cl). En cuanto al PLGA, que se disolvié en HFIP, no se observan
picos que puedan asociarse al alargamiento C-F, por lo que se descarta la presencia
de este disolvente. Para el resto de los polimeros, algunos muestran un pico en la
banda 800-700 cm’; sin embargo, este pico también se observa para el PLGA.
Ademas, Marques & Alberto (2013) demostraron que cuando varios atomos de cloro
estan unidos por el mismo carbono, como en el caso del cloroformo, los picos son
muy intensos y se encuentran en el limite superior del rango. [114] Por tanto, no
existe presencia de cloroformo. Finalmente, este pico es posible asociarlo a la cadena

de hidrocarburos.

Calorimettria diferencial de barrido (DSC)

De igual modo, a continuacién se presentan los resultados del DSC para todos los materiales

(films, membranas de 1,8 pm y membranas de 0,8 um).

Todos los resultados se muestran en funcién del flujo de calor normalizado; es decir,

teniendo en cuenta la masa de la muestra.
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Figura 45. Termogramas obtenidos en el DSC para los films de PLA, PCL y PLAPCL.
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Figura 46. Termogramas obtenidos en el DSC para las membranas de 1,8 um de PLA, PCL y PLAPCL.
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Figura 47. Termogramas obtenidos en el DSC para las membranas de 0,8 um de PLA, PCL y PLAPCL.

De los resultados anteriores podemos concluir, en primer lugar, que los homopolimeros son
semicristalinos, observandose para el PLA tanto el punto de transicion vitrea (a ~65 °C)
como el de fusién (a ~150 °C), correspondientes a los valores bibliograficos mostrados en la
Tabla 3. Para la PCL se tiene un punto de fusién a ~60 °C, mientras que la mezcla PLAPCL
muestra un comportamiento intermedio entre los homopolimeros que la componen. Los

copolimeros, sin embargo, muestran un comportamiento diferente, al ser amorfos.

Cabe destacar que en todos los materiales obtenidos a partir del PLLA se observa un pico de

cristalizacion entre 90 y 100 °C, debido probablemente a la orientacion de las cadenas. [74]

En términos de cristalinidad, las membranas de PCL presentan mayor cristalinidad (53,0%
las membranas ES-0,8 y 54,6% las ES-1,8) que las de PLA (14,2% para ES-0,8 y 17,8% para
ES-1,8). En el caso de la mezcla PLAPCL, la cristalinidad de las membranas ES-0,8 pasa a
ser del 28,3% para las cadenas de PLA y del 46,8% para las de PCL, con una media del 37,6%,
y en las membranas ES-1,8 se tiene una cristalinidad del 20,5% para el PLA y del 73,2% para
la PCL, con una media del 46,9%. Estos valores estan entre los obtenidos para los

homopolimeros.
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Finalmente, se demuestra que el proceso de electrohilado aumenta la cristalinidad de los
homopolimeros, lo que esta en concordancia con los resultados observados por otros

autores. [115]

Caracterizacion mecdnica de las membranas

Moédulo elastico o de Youne (E)

En las Figura 48-Figura 50 se muestran los diagramas tensiéon-deformacion de los diferentes

polimeros, tanto membranas (ES-1,8 y ES-0,8) como films.

Films
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Figura 48. Diagrama tension-deformacion de los films de PLA, PLAPCL, PCL, PLGA y PCLGA.
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Figura 49. Diagrama tension-deformacion de las membranas ES-1,8 de PLA, PLAPCL, PCL, PLGA y
PCLGA.
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Figura 50. Diagrama tension-deformacion de las membranas ES-0,8 de PLA, PLAPCL, PCL, PLGA y
PCLGA.

En los diagramas tensién-deformacion anteriores se puede observar el comportamiento

elastico de los diferentes materiales.
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Por otro lado, en el rango de 0-0,3 MPa se ha calculado el médulo elastico de cada uno de
los polimeros, en sus diferentes conformaciones. Estos resultados se muestran en la tabla

siguiente:

Tabla 10. Valores del médulo elastico E (MPa) de los diferentes polimeros (PLA, PLAPCL, PCL, PLGA y
PCLGA) en su conformacién de film, y membranas ES-1,8 y ES-0,8.

Moédulo elastico E (MPa) en el rango 0-0,3 MPa

Films ES-1,8 ES-0,8
PLA 131,39 2,24 1,90
PLAPCL 32,88 32,71 16,23
PCL 64,98 12,71 8,72
PLGA 4,86 6,69
PCLGA 25,25 5,56

De acuerdo con los resultados anteriores se tiene, por un lado, que los films presentan un
mayor modulo elastico que las membranas debido a la porosidad de las membranas y, por
otro lado, que la cristalinidad, en los polimeros semicristalinos, aumenta con el diametro de
fibra, por lo que el médulo elastico de las membranas ES-1,8 es mayor que el de las

membranas ES-0,8.

Conclusiones

Conociendo la influencia de los parametros del electrospinning, fue posible obtener membranas
electrohiladas con un tamafio de fibra de 1,8 um de didmetro de PLGA y PCLGA. Es
importante destacar que el electrohilado de PCLGA se llevé a cabo empleando un
copolimero con un ratio molar de 45:55 (CL:GA), lo que permite obtener propiedades

intermedias entre la PCL y el PGA.

Mientras que el PLGA se electrohil6 empleando HFIP como disolvente, el sistema
PCLGA/HFIP no se puede electrohilar, por lo que fue necesario emplear cloroformo como

disolvente, asi como adicionar una sal (en este caso piridina) para aumentar la conductividad.

Ademas, la caracterizacion de las disoluciones permitié establecer una serie de relaciones
entre los parametros de la disolucion y los parametros del proceso para obtener diametros

de fibra especificos. Estas relaciones son:
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@) Una mayor tensién superficial, obtenida en la disolucién de PLGA, permite
reducir la distancia entre la aguja y el colector.
(i1) Una baja conductividad, como en el caso del PCLGA, requiere del empleo

de mayores voltajes.

Por otro lado, la caracterizacion fisicoquimica de las membranas ha permitido determinar
que se consiguié una mezcla de los homopolimeros PLAPCL homogénea. Ademas, todos
los materiales (films, membranas ES-1,8 y membranas ES-0,8) estan libres de disolventes ya

que no se observan picos caracteristicos en los espectros FTIR.

Finalmente, los ensayos mecanicos muestran que la porosidad de las membranas disminuye
en general el médulo elastico, pero en los materiales que pueden cristalizar, la fase cristalina

aumenta dicho médulo en las membranas con fibras de mayor diametro.

Debido a las dificultades que muestra el copolimero PCLGA para ser electrohilado, y la
elevada influencia de los parametros ambientales en el proceso, se decidié descartar este
polimero para los posteriores estudios, ya que no se considera viable para su escalado a la

hora de obtener el dispositivo planteado para el testeo de farmacos.
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CAPITULO II

OBTENCION DE ESTRUCTURAS DE
POROSIDAD ESTRATIFICADA A PARTIR DE
SOPORTES POROSOS (SCAFFOLDS)

En este capitulo se estudian diferentes técnicas para la obtencion de
soportes porosos (scaffolds), sobre los que irin acopladas las
membranas  electrobiladas.  Estos  materiales  se  analizan y

caracterizan morfoligica y fisicoquimicamente.

Ademis, se lleva a cabo la integracion de las membranas sobre el

soporte, observando la estructura en el microscopio.
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Introduccion

Los andamiajes poliméricos, mas cominmente conocidos como seaffolds, son ampliamente
utilizados en el campo de la Ingenierfa Tisular para el desarrollo de tejidos, soportes
implantables para la regeneracion, y para sistemas de liberacién controlada. Su principal

ventaja frente a otras estructuras es que permiten el cultivo celular en 3D.

Como se ha visto en la Introduccion General, existen diferentes técnicas de fabricacién de
scaffolds. [116] A continuacién, veremos en qué consisten algunas de las técnicas mas

utilizadas.

El uso de cada una de ellas vendra condicionado por las propiedades que deseemos,

especialmente las propiedades mecanicas, asi como la aplicacion para la que vaya a destinarse.
Evaporacion del disolvente (solvent casting)

Es una de las técnicas mas sencillas, que consiste en disolver el polimero y dejar evaporar el
disolvente. Puede llevarse a cabo de dos formas, sumergiendo un molde en la disoluciéon
polimérica durante un tiempo determinado, o vertiendo la disolucion en el molde y dejar que

el disolvente se evapore.

A pesar de ser una técnica sencilla, dnicamente pueden obtenerse formas sencillas y la

interconectividad de los poros es muy baja.
Evaporacion del disolvente con lixiviacion de particnlas (solvent-casting particle-leaching)

Esta técnica es la mas empleada en la fabricacion de seaffolds. Consiste en dispersar un
porégeno en la disolucion polimérica, generalmente sal, con un tamafio determinado, y dejar
que el disolvente se evapore. Una vez el disolvente se ha evaporado, se hacen lavados con

agua para eliminar el porégeno, quedando una estructura de elevada porosidad (90-95%).
Separacion de fases (phase separation)

También conocida como separacion de fases inducida térmicamente, se basa en cambiar el
equilibrio termodinamico del sistema para provocar la separacion de fases, esto es, la
reduccion de la solubilidad de uno de los componentes por enfriamiento, lo que provoca la
formacion de cristales en la mezcla polimérica que, al ser eliminados, crean poros en el

material. Se trata, pues, de una separacion de fases liquido/sélido. [117]
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También suele emplearse la separacion de fases liquido/liquido haciendo uso de la
temperatura supercritica de la disolucién para generar poros abiertos interconectados

después de eliminar el disolvente.
Espumado con gas (gas foaming)

Se trata de una técnica en la que se tiene el polimero comprimido (este puede ser o no
calentado, si es necesario) y se somete a didéxido de carbono (CO,) gaseoso a elevada presion,
lo que da lugar a una inestabilidad del CO; que produce la nucleacién y formacién de poros
en la estructura. [118] La ventaja de esta técnica sobre las anteriores es que no requiere

emplear disolventes, por lo que se evita que puedan quedar residuos que afecten a la

viabilidad del seaffo/d.

Para favorecer la formaciéon de una estructura de porosidad abierta en la que haya

interconectividad, se pueden agregar porégenos.

Liofilizacion (Freeze drying)

La liofilizaciéon o freeze drying es una técnica de obtencién de seaffolds con una porosidad
controlable y un diametro de poro medio, que se basa en el proceso de sublimacion. El
polimero se disuelve en un disolvente y se congela con nitrégeno liquido para introducirlo
en la liofilizadora, en la que por medio de un alto vacio se consigue pasar directamente del

estado sélido al estado vapor, eliminandose el disolvente que da lugar a los poros.

Para entender mejor el proceso se tiene la Figura 51:

P (bar)

T(°C)

Figura 51. Etapas del proceso de liofilizacion.
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Como se observa en la figura anterior, al congelar la disolucién (1) y aplicar un alto vacio (2)
se consigue poner la mezcla por debajo del punto triple, lo que permite que al volver a
aumentar la temperatura (3) se pase directamente del estado sélido a vapor, dejando los

huecos que albergaba el disolvente.
Electrohilado (electrospinning)

Como se ha visto en el capitulo anterior, esta técnica da lugar a un material fibroso al someter
la disoluciéon polimérica a un gradiente de tensioén. El resultado esta condicionado por

variables intrinsecas a la disolucion, al procesado y a las condiciones ambientales.

Esta técnica permite obtener fibras con diametros del orden de decenas de nanémetros a
micrémetros, dando lugar a una elevada area superficial y porosidad, con poros

interconectados, siendo la superficie flexible y teniendo un rendimiento mecanico supetior.
Moldeado por fusion (melt monlding)

Se usa comunmente en la preparaciéon de soportes porosos metalicos y ceramicos, aunque
puede emplearse también con polimeros. Consiste en disponer en un molde el polimero y el
pordgeno y calentarlo por encima de la temperatura de transicion vitrea del polimero, a una

presion elevada. A continuacion, se deja enfriar y se elimina el porégeno.

Aunque permite un buen control de la forma y tamafio de los poros, y evita el uso de
disolventes organicos, presenta diferentes desventajas: por un lado, se crea una capa no
porosa en la superficie y, por otro lado, debido al procedimiento el porégeno puede quedar

fuertemente atrapado en la red polimérica y ser dificil extraerlo. [119]
Exctrusion (exctrusion)

Aunque la extrusion es un método de procesamiento bien documentado para polimeros
industriales con diversas aplicaciones, este método es relativamente nuevo para la fabricacion
de scaffolds biocompatibles y porosos. Uno de los primeros trabajos reportados usando esta
técnica aplicada a la Ingenieria Tisular fue el de Widmer ez 2/ (1998), quienes utilizaron PLGA

y PLLA para formar scaffolds tubulares para la regeneracion del nervio periférico. [120]

El método consiste en introducir en la extrusora el polimero y particulas de pordgeno, a
continuacién se aplica calor y presion al material compuesto polimero/pordgeno y se fuerza
a pasar por una boquilla que le da la forma deseada. Finalmente, el material se deja enfriar y

se hacen lavados para eliminar el porégeno.
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Sinterizacion selectiva por ldser, SIS (selective laser sintering)

Es una técnica que se engloba dentro de las técnicas de prototipado rapido, un conjunto de
tecnologfas de fabricacién asistida por ordenador. Fsta consiste en extender una capa de
polvo de polimero sobre una plataforma de construccion, e ir fundiéndola por accién de un
laser de CO,. Al enfriarse, las particulas de polimero pasan al estado vitreo y quedan

fusionadas con las particulas circundantes.
Estereolitografia (stereolitography)

Se trata de otra técnica incluida dentro de las de prototipado rapido que consiste en controlar
el movimiento de un laser ultravioleta con un ordenador para fotopolimerizar una resina en
estado liquido. Tanto la dimensioén del laser como la resoluciéon del movimiento en la

direccién g determinan la estructura global de los andamios fabricados. [121]

La principal limitacién de esta técnica es el limitado niumero de resinas disponibles en el

mercado.
Fabricacion por corte y laminado

Se basa en la superposicion de laminas previamente cortadas por un laser. El material, que
presenta un recubrimiento adhesivo, se lamina y corta con un laser. A continuacién, se prensa

con un rodillo caliente quedando adherido a la lamina precedente. [118]

En este caso, la temperatura es un factor critico y debe mantenerse constante a lo largo de
todo el proceso, por lo que la maquinaria debe disponer de un circuito cerrado que asegure

este condicionante.

Esta técnica puede emplearse con poliésteres y poliamidas; sin embargo, aunque presenta
una elevada precision, pueden producirse deformaciones en las laminas, que dificultan el

control del procesado.
Moldeo por deposicion de material fundido (fused deposition modeling)

Esta dltima técnica, que también se trata de una técnica de prototipado rapido, consiste en
hacer pasar un filamento termoplastico por un pequeflo extrusor a una determinada
temperatura e ir depositando el polimero semifundido en una plataforma, en un proceso capa

por capa. [122]

El scaffold se obtiene como una pieza tridimensional basada en la deposicion precisa de capas

finas de polimero extruido.
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Teniendo en cuenta todas las ventajas y desventajas que ofrecen las técnicas anteriores se
propone estudiar diferentes técnicas para la obtencion de seaffolds de PLLA, PCL y PLAPCL,
que permitan obtener posteriormente una estructura de porosidad estratificada apta para co-

cultivo celular indirecto.

Materiales y métodos
Preparacion de los scaffolds

Se estudiaron tres técnicas diferentes para la obtencion de los seaffolds: el empleo de una
plantilla porogénica, evaporacion del disolvente con lixiviacion de particulas y moldeado por

fusion.

El porégeno que se empled en las dos primeras técnicas fue sal de un tamafo entre 212y
250 pm. Para ello, se tamiz6 la sal (NaCl) en una tamizadora electromagnética (FT 200M;
Filtra Vibracion, S.1..). La tamizadora consiste en una torre de tamices, ordenados en orden

decreciente de tamafio de luz de malla, dispuestos sobre una plataforma vibratoria.

La sal se dispuso en el tamiz superior de una serie de tres tamices de 250, 212y 125 yum de
luz de malla, que se mantuvo en vibraciéon durante 10 minutos. Trascurrido este tiempo se
separd la fraccion de sal entre 212 y 250 pm y se guardd en botes de plastico en el interior
de recipientes herméticos con silica gel (Silica gel, granulado, desecante, 2-5 mm; Sigma

Aldrich) para absorber la humedad.

Las disoluciones empleadas en las dos primeras técnicas fueron disoluciones de los
homopolimeros (PLA, PCL, PLAPCL) al 10% m/v en cloroformo que se mantuvo toda la

noche en agitacion magnética para asegurar la homogeneizacion de la disolucion.

Empleo de plantilla porogénica

Como se ha visto en la introduccion, esta técnica consiste en preparar una plantilla (negativo)
que sera la estructura porosa que quedara al final. Esta plantilla se elaboré con sal por medio
de la técnica de fusion por efecto de la humedad. Para ello, se fabricd un molde de teflon'
especifico (Figura 52-A) en cuyos canales se puso 0,5 g de sal. A continuacion, se insertaron

varillas de vidrio en los canales y sobre ellas se dispuso una placa metalica con dos pesas de

! Agradecimientos a Ricardo Pérez Feito, Técnico Superior de Laboratorio del Departamento de
Termodinamica Aplicada de la UPV, que fabricé el molde de teflon.
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600 g cada una, para compactar la sal (Figura 52-B). El peso total que se aplicé (pesas + placa
metalica) fue de 1.400 g.

Figura 52. Imagenes de (A) molde de teflon y (B) montaje para la obtencion de plantillas porogénicas de sal.

A continuacién, se mantuvo la presion a temperatura ambiente durante 10 minutos y después
se dejo 4 horas en un recipiente hermético en el que se cred previamente una atmosfera
humeda, manteniendo el peso indicado anteriormente. Para obtener una atmosfera humeda,
se coloco el recipiente hermético en una estufa a 37 °C (Selecta) y en su interior se puso un
vaso de precipitados con una disolucién saturada de sulfato potasico (KoSOs; Scharlan).
Trascurridas 24 horas, se puede asegurar que se ha alcanzado el equilibrio y la atmodsfera

creada en el interior del recipiente es de un 97% de humedad relativa.

Finalmente, se quito el peso y se dejaron las plantillas 24 horas en la atmdsfera humeda y
otras 24 horas en una estufa a 130 °C. Las plantillas de sal se conservaron en una bolsa zip

hasta su uso.

Una vez se tienen las plantillas de sal, se depositaron de nuevo en el molde para cubrir con
las disoluciones poliméricas, y se dejé 1 hora en un desecador a vacio con extracciéon continua
para favorecer la penetracion de la disolucion polimérica en los poros de la plantilla y después

se dejo 24 horas en una campana de extraccion para asegurar la evaporacion del disolvente.

Empleo de la técnica de evaporacién del disolvente con lixiviacién de particulas (SCPL)

Esta técnica, en inglés solvent-casting particle-leaching (SCPL), consiste en mezclar la disolucion

polimérica con el porégeno (la sal, en este caso) y dejar que se evapore el disolvente.

De este modo, se dispuso sobre una placa Petri de teflon la cantidad de sal adecuada para
obtener seaffolds de 0,3 mm de espesor, con un ratio de sal de 1/3 y 1/6 mpolimero/ Mporogeno Vs 2
continuacion, se vertié la disolucion polimérica. Con una varilla de vidrio se homogeneizé la
mezcla y se dejé 48 horas en una campana de extraccién, para asegurar la completa

evaporacion del disolvente.
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Es importante verter la disolucién sin extraccion porque el disolvente se evapora
rapidamente y no se obtendria una adecuada homogeneizacion del porégeno en la disolucion

polimérica.

Empleo de la técnica de moldeado por fusién

Se realiz6 un estudio preliminar con PCL empleando la técnica de moldeado por fusion. En
este caso se emplearon microesferas de un tamafio inferior a 500 um de Polivinil alcohol
(PVA)* como pordgeno, que se mezclaron con un ratio 1/3 Mpolimero/ Mporsgeno con PCL

previamente molido.

La mezcla se dispuso en el centro de un molde de silicona circular, compuesto por dos tapas
y un aro entre ambas. El molde se colocé entre dos placas metalicas y se introdujo en una
prensa durante 3 minutos a 110 °C. Trascurrido este tiempo, se dejé enfriar las placas y se

extrajo el scaffold.

El dltimo paso una vez se tuvo todos los materiales, fue disponerlos en recipientes con agua
destilada y mantenerlos en vaivén hasta eliminar el porégeno (sal y PVA, respectivamente),
haciendo cambios de agua cada 24 horas. Para asegurar que la sal se eliminase por completo,
se midi6é cada vez la conductividad con un conductimetro (Crison EC-Meter Basic 30+;
HACH ILANGE). En el momento en que la conductividad del agua no aumenta, se tendra

el scaffold polimérico preparado.

Por ultimo, se secaron los materiales cuidadosamente con papel, se dejaron unas primeras 24
horas en una campana extractora y otras 48 horas mas en un desecador a vacio. Después de

esto se mantuvo los seaffolds en bolsas zip en nevera, hasta su uso.

Caracterizacion de los scaffolds

Morfologia mediante microscopia diferencial de barrido

Las muestras fueron observadas en un microscopio diferencial de barrido (SEM JEOL JSM-
6300) para determinar su morfologia a nivel microscopico, analizando la porosidad e

interconectividad de los poros.

2 Agradecimientos a la Dr. Carmen Antolinos Turpin, que elabor6 las microesferas de PVA.
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Para ello, se sacaron las muestras de la nevera y se dejaron 24 horas en un desecador a vacio
para asegurar que estuvieran completamente secas y evitar interferencias con el microscopio.
A continuacién, se llevaron al Servicio de Microscopia de la UPV, donde se prepararon las
muestras para su observacion. En primer lugar, se colocd en cada porta muestras tres
fragmentos de la muestra para observar la base, la capa superior y el interior, haciendo una
fractura transversal con nitrégeno liquido. En segundo lugar, se realizé el recubrimiento con

oro de las muestras.
Las condiciones del microscopio se establecieron en 20 kV y 13 cm.

Una vez obtenidas las imagenes, se determino la técnica mas adecuada para la obtencién de
un seaffold con una elevada porosidad e interconectividad de los poros, y se realizaron los

ensayos siguientes a los materiales seleccionados.

Analisis elemental EDS de los scaffolds

Para comprobar que no quedé sal retenida en el interior del seaffold se analizaron las muestras
mediante espectroscopia de rayos X por dispersion en energfa (EDS), que permite determinar
la composicion de la muestra a partir de la deteccion de la energfa dispersada de los Rayos X
emitidos por la superficie sobre la que incide el haz de electrones, que es caracteristica de

cada elemento quimico.

Esta técnica se realizo empleando el detector de energia dispersiva de Rayos X (Oxford
Instruments) del microscopio electrénico de barrido de emision de campo (FESEM; ZEISS

modelo ULTRA 55) del Servicio de Microscopia de la UPV.

Para ello, se realizaron fracturas de las muestras con nitrégeno liquido para observar el

interior de las muestras, y se recubrieron con platino (Pt).

Los datos obtenidos fueron tratados para obtener los espectros y determinar la composicién

de las diferentes muestras.

Hinchado en agua

Se estudio el hinchado de las muestras para ver como afectaba el lavado de los materiales, y
también estudiar su comportamiento en presencia de un medio acuoso, ya que los materiales

estaran en contacto con el medio de cultivo.

Para ello, se troquelaron, con un troquel de 0,8 mm, tres muestras de cada uno de los

polimeros y se pesaron en una balanza XS105DU (Mettler-Toledo Inc.), siendo su masa inicial
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mo. A continuacién, se introdujeron en una placa multipocillo con 1 ml de agua destilada
cada una y tras 48 horas, para asegurar el equilibrio, se volvieron a pesar las muestras (my),

después de eliminar el exceso de agua suavemente.

Con estas medidas se calcul6 el porcentaje de hinchado, mediante la ecuaciéon (12):

myg — My
%H = ——=-100 (%) (12)
0

Porosidad

Para determinar la porosidad de los seaffolds se emple6 una balanza hidrostatica cuyo principio
de funcionamiento es el Principio de Arquimedes, segun el cual “Un cuerpo total o
parcialmente sumergido en un fluido en reposo, recibe un empuje de abajo hacia arriba igual

al peso del volumen del fluido que desaloja”.

Asi pues, se debe tener en cuenta el balance de fuerzas que aparecen al colocar una muestra
en una balanza hidrostatica. Como se puede ver en la Figura 53, se tiene la fuerza peso (P)
debida a la accién gravitatoria que ejerce la Tierra sobre los cuerpos, que tiene el mismo
sentido que la gravedad. De acuerdo con la Tercera Ley de Newton, aparece una fuerza de
igual médulo y direccién que el peso, pero sentido contrario, perpendicular a la superficie del
cuerpo, que se conoce como fuerza normal (N) y que es la que ejerce la superficie sobre la
que esta apoyado el cuerpo. Y, finalmente, por el Principio de Arquimedes, se tiene una
fuerza de sentido igual al de la fuerza normal que se denomina empuje (E) y que es la fuerza

ejercida por el fluido sobre el cuerpo.

Asi pues, se debe tener en cuenta el balance de fuerzas que aparecen al colocar una muestra
en una balanza hidrostatica. Como se puede ver en la Figura 53, se tiene la fuerza peso (P)
debida a la accién gravitatoria que ejerce la Tierra sobre los cuerpos, que tiene el mismo
sentido que la gravedad y por el Principio de Arquimedes, se tiene una fuerza de sentido

opuesto que se denomina empuje (E) y que es la fuerza ejercida por el fluido sobre el cuerpo.
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Figura 53. Esquema de las fuerzas que aparecen al sumergir un cuerpo en un fluido.

LLa balanza hidrostatica mide la diferencia entre el peso de la muestra y la fuerza de empuje:
P=N+E (13)

Dado que las muestras presentan poros microscopicos, se debe definir, en primer lugar, el
concepto de volumen aparente (V). Este se define como la suma del volumen del polimero

(V), sin considerar los poros, y el volumen de los poros (V,); es decit:
Vap =V + (14

donde el volumen de los poros se puede calcular a partir de la diferencia de peso de la muestra
pesada al aire (mm) y la muestra pesada al aire una vez que se ha inyectado el etanol para
rellenar los poros (m;). De esta forma, el volumen de los poros viene dado por la siguiente

expresion:

m, —m
V, = —— (15)
PetoH

Por otro lado, el volumen del polimero se obtiene de forma sencilla como:

Mm
V=—- 16
Pm 19

Aplicando el Principio de Arquimedes a la muestra inyectada con el fluido en el que se

sumerge:

E=meon-9= Vap *PetorH ' 9 (17)

Ademas, segun la expresion (13):

E=P—N (18)
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donde P es el peso de la muestra que se sumerge y es igual al peso de la muestra una vez se

ha inyectado en ella el fluido,
P=m;-g (19)

y N la fuerza normal que experimenta el cuerpo sumergido, cuyo médulo es igual al peso de

la muestra al sumergirla en el fluido, después de haber inyectado el liquido en los poros (mj),

N=m-g (20)

Sustituyendo los términos (19) y (20) en la ecuacion (18), tenemos que el empuje es igual a:

E=(m—mg)- g (21)

Por lo que, igualando la expresion (18) y (21) se tiene que:

_my —mys
Vyp = s @2
Peton
Ahora bien, la porosidad (m) se define como la fracciéon volumica de poros y se calcula
mediante la siguiente expresion:
Y

T =
Vap

(23)
Por tanto, si sustituimos las expresiones (15) y (22) en (13), se puede calcular la porosidad de
los scaffolds a partir de la masa de las muestras pesadas al aire (m.,), después de inyectarles

etanol (my) y tras sumergitlo en etanol (my):

m;—m
T=—>r T (24)
m; — Mis
El equipo empleado fue una balanza de precision Mettler AX205 (Mettler-Toledo Inc.) con el
accesorio Mettler ME 33360, empleando como fluido etanol (Sigma Aldrich) para evitar

interacciones con la cadena polimérica que den lugar al hinchado del material.

Finalmente, para la inyeccién del etanol en los poros se introdujo las muestras en viales con

3 ml de etanol, y se mantuvo a vacio durante 30 minutos en un desecador (Selcta).
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Integracion de las membranas electrobiladas sobre el scaffold

Para obtener una primera aproximacion a la estructura 3D con porosidad estratificada, se

probo dos métodos diferentes para el PLA:

1) electrohilado directo: se realiz6 un breve tratamiento (1 minuto) de plasma en una
camara de plasma (Plasma-Electronic Piccolo) al scaffold y se puso sobre un colector
especifico. A continuacion, se cubrié con una placa de metacrilato que presentaba un

orificio central, para asegurar la conduccion de las fibras al seaffo/d.

El tratamiento de la muestra con plasma da lugar a la formacion de radicales libres
en la superficie del polimero, por lo que cabe esperar que las fibras electrohiladas se

adhieran al sustrato gracias a la presencia de dichos radicales libres.

i) fusion parcial: dado que el PLA tiene un punto de fusiéon de 120 °C y la PCL de
60 °C, se realizé la integracion de las membranas electrohiladas sobre el seaffold
siguiendo el protocolo de Hakimi ez a/ (2015), sobre el que se realizaron algunas
modificaciones. Para ello, se dispuso las membranas tal como se muestra en la Figura
54; las membranas de PLLA en ambas caras del scaffold e intercaladas dos membranas
clectrohiladas de PCL, sin emplear HFIP ya que disuelve ambos polimeros
tacilmente. [123]

I 1 memibrana PLA

Imj—li membrana PCL
C ) “ D 8 — scaffold PLA
’ - . . ]——— membrana PCL

L ] membrana PLA

Figura 54. Esquema de la disposicion del seaffold y las membranas para obtener la estructura 3D de
porosidad estratificada.

Una vez que se tuvo todo ello, se colocé entre dos placas de Teflon y se introdujo en

la estufa a 80 °C durante 10 minutos.
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Resultados y discusion
Optimizacion del proceso de fabricacion de los scaffolds porosos

Cada una de las técnicas empleadas dieron lugar a resultados diferentes, que se analizan en

este apartado:

Empleo de plantilla porogénica

Debido a la viscosidad de la disolucion, asi como a la facilidad con la que se evapora el
disolvente, el empleo de una plantilla porogénica para la obtenciéon de los seaffolds no fue
viable, ya que la disolucién no pudo permear a través de los poros de la plantilla y quedd

sobre ella.
Por tanto, los materiales obtenidos por este método se desecharon.

Con los otros dos métodos, sin embargo, si fue posible obtener seaffolds (Figura 55), que

fueron analizados tras los lavados en el SEM.

Figura 55. Aspecto macroscépico de los seaffolds de PCL obtenidos por la técnica de (A) evaporacion del
disolvente con lixiviacion de particulas, y (B) moldeado por fusion.

Empleo de la técnica de evaporacién del disolvente con lixiviacioén de particulas

La técnica de evaporacion del disolvente con lixiviacion de particulas se empled utilizando

dos ratios polimero/pordgeno diferentes: 1/3y 1/6.

En la Figura 56 se obsetrva la motfologia de los scaffolds obtenidos con un ratio 1/3:
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Superficie Corte Superficie
inferior transversal superior

PLA

PCL

PLAPCL

P A g
o
r 4 4 7

Figura 56. Imagenes SEM de ambas superficies y corte transversal de los seaffolds de PLA, PCL y PLAPCL
obtenidos por la técnica de evaporacion del disolvente con lixiviacion de particulas, con un ratio
polimero/porégeno 1/3. Barra de escala: 2 mm

Como se puede observar, la porosidad y la interconexién entre los poros es baja,
especialmente para el caso de la PCL, cuyo corte transversal muestra amplias zonas

practicamente libres de poros (zona marcada).
Esto es debido a que el ratio polimero/pordgeno es bajo.

Si aumentamos el ratio a 1/6:
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Superficie Corte Superficie
transversal superior
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Figura 57. Imagenes SEM de ambas superficies y corte transversal de los seaffolds de PLA, PCL y PLAPCL
obtenidos por la técnica de evaporacion del disolvente con lixiviacién de particulas, con un ratio
polimero/pordgeno 1/6. Barra de escala: 1 mm

Las imagenes del SEM muestran una elevada porosidad e interconexién de los poros, excepto
en el caso de la cara superior de los seaffolds de PCL, en los que se tiene una amplia zona libre
de poros (marcada en rojo). Esto puede ser debido a una mala homogeneizacion de la mezcla
de la disolucién polimérica con la sal, por lo que este sera un parametro para tener en cuenta

durante el procesado.

Finalmente, se comprueba que un aumento en el ratio polimero/pordgeno proporciona una
mayor porosidad e interconectividad, lo que permitira una mejor difusion de los nutrientes a

través del seaffold.

Empleo de la técnica de moldeado por fusién

La Figura 58 muestra la morfologia microscépica de los seaffolds de PCL obtenidos por esta

técnica, empleando un ratio polimero/pordgeno 1/3:
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Superficie Corte Superficie
inferior transversal superior

Figura 58. Imagenes SEM de ambas superficies y corte transversal de los scaffo/ds de PCL obtenidos por la
técnica de moldeado por fusién, con un ratio polimero/porégeno 1/3. Batra de escala: 2 mm

Las imagenes SEM muestran, en primer lugar, la presencia de porégeno que no ha sido
eliminado con los lavados (marcados en rojo) y, en segundo lugar, una porosidad muy

reducida, con poros no interconectados.

Por un lado, la presencia de porégeno residual en el seaffold es dificil de controlar ya que no
existe una forma sencilla de cuantificar el PVA presente en las muestras, como ocurre en el
caso de la sal, que puede determinarse con el conductimetro. Podria realizarse con técnicas
como el DSC, pero se trata de una técnica destructiva y, por tanto, no es factible su uso. Asi

pues, este hecho supone un problema a la hora de optimizar el procesado.

Por otro lado, la baja porosidad puede aumentarse incrementado el ratio polimero/pordgeno
a 1/6,lo que permitiria también obtener una mayor interconectividad de los poros. Por ello,
en la Figura 59 se muestran las imagenes del SEM para un ratio 1/6.

Superficie Corte Superficie

inferior fransversal superior
O e P

Figura 59. Imagenes SEM de ambas superficies y corte transversal de los seaffolds de PCL obtenidos por la
técnica de moldeado por fusion, con un ratio polimero/pordgeno 1/6. Batra de escala: 1 mm

Como puede verse en la Figura 59, al aumentar el ratio polimero/pordgeno, aumenta la
porosidad e interconectividad de los poros. Sin embargo, a diferencia de los seaffolds obtenidos
por la técnica SCPL, estos presentan una estructura mas cerrada, con menor porosidad e

interconectividad.
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Por tanto, la técnica seleccionada para la fabricacion de los seaffolds es la SCPL, ya que da
lugar a estructuras de elevada porosidad e interconectividad; ademas, como se ha comentado

anteriormente, el ratio polimero/porégeno que se empleara sera 1/6.

Asi pues, estos materiales seran los que se caracterizaran a continuacion.

Caracterizacion de los scaffolds

Una vez establecido el método de obtencion de los seaffolds, se prepard los materiales para ser

caractetizados.

Analisis elemental EDS de los scaffolds

En primer lugar, en la Figura 60, se muestra mas en detalle la estructura microscépica de los

diferentes scaffolds:

PLA PLAPCL

Figura 60. Imdgenes SEM en las que se observa la estructura microscépica en detalle del interior de los
scaffolds. Barra de escala: 200 pm

Tal como se ha visto en el apartado anterior, los seaffolds presentan una elevada porosidad e
interconectividad de los poros. Ademas, se observan poros de menor tamafio, que
bloquearfan el paso de las células y las mantendrian en el interior de la estructura, para un

disefio de co-cultivo indirecto.

Empleando el soffware del equipo se realiz6 un estudio elemental tanto de las superficies
inferior y superior, como del interior del seaffold para estudiar la presencia de sal (porégeno)
residual en los materiales. Esto se debe a que, aunque los valores de conductividad y salinidad
medidos con el conductimetro durante los lavados fueran iguales a los del agua destilada, las

muestras pueden contener trazas si ésta ha podido quedar atrapada en la estructura.
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Cabe recordar que, dado que se realizé el recubrimiento con platino (Pt), este elemento

aparecera en los resultados obtenidos.

En la Figura 61 se presenta el estudio EDS de los seaffolds de PLA:

PLA - superficie inferior PLA - superficie superior

¢

0 1 2 3 4 keV
PLA - interior
3
&
: 1 B S
0 1 2 3 4 keV

Figura 61. Anilisis elemental EDS de las superficies inferior y superior, y el interior del seaffold de PLA.

En ella podemos ver que no hay trazas de porégeno en ninguna zona de las analizadas. Sin

embargo, para la PCL si se detect6 la presencia de Cl, como puede verse en la Figura 62:
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PCL - superficie inferior PCL - superficie superior

0 1 2 3 4 keV 0 1 2 3 4 keV

PCL - interior

0 1 2 3 4 keV

Figura 62. Analisis elemental EDS de las superficies inferior y superior, y el interior del scaffold de PCL.

Esto puede ser debido a que la PCL hincha menos, por lo que el agua tiene mayor dificultad
para introducirse en la estructura. Por otro lado, este hecho también puede deberse a que la
porosidad de la muestra es menor, aunque se descarta esta hipotesis en el caso de estudio, ya
que las imagenes morfologicas (Figura 60) muestran homogeneidad en las diferentes

muestras en cuanto a porosidad e interconectividad.

Por otro lado, se observa en la superficie superior trazas de Al, que se corresponderian al

portamuestras empleado.
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PLAPCL - superficie inferior PLAPCL - superficie superior

=0
K =]
=]
2]

0 1 2 3 < keV 0 1 2 3 4 keV

PLAPCL - interior

keV

Figura 63. Analisis elemental EDS de las superficies inferior y superior, y el interior del seaffold de PLAPCL.

En el caso de la mezcla PLAPCL, aparecen trazas tanto de sodio (Na) como de cloro (Cl),
pero Gnicamente en el interior del seaffold. Al igual que ocurre con la PCL, la mezcla también
hincha menos que el PLA, por lo que un menor hinchado supondria una mayor dificultad

para eliminar el porégeno a través de los lavados.

Por tanto, se estableci6 realizar tres lavados mas a los seaffolds, todos ellos manuales; es decir,
empleando una jeringa para hacer vacio e introducir en el interior de la estructura el
disolvente. Se realizé un primer lavado con etanol 70%, un segundo lavado con una mezcla
50:50 de etanol 70% y agua miliQ), y finalizar con agua miliQ). Con ello aseguramos el lavado

completo de los materiales.
Hinchado

Como se ha comentado anteriormente, la presencia de restos de porédgeno tras los lavados
iniciales en los seaffolds de PCL y PLAPCL puede deberse a un menor hinchado de estos, lo

que dificultaria el proceso.

Para comprobar esto se determiné el hinchado de las muestras que, ademas, nos permite
conocer como se comportaran los materiales una vez estén en contacto con un medio

acuoso, como el medio de cultivo.
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En la tabla siguiente se tiene el hinchado de los materiales tras haber estado en agua destilada

48h:

Tabla 11. Hinchado (%) de los seaffolds tras 48h en agua destilada.

Hinchado (%)

PLA 39,6 + 2,3
PLAPCL 312+ 1,1
PCL 18,1 £ 3,9

Con los resultados anteriores, podemos concluir que los seaffolds de PCL hinchan menos (un
45% menos que los de PLA) que el resto, lo que permite concluir que el porégeno residual

tras los primeros lavados sea debido a ello.

Ademas, dado que todos los polimeros hinchan poco, se espera que en los cultivos celulares
las células puedan quedar albergadas en el interior de los poros del seaffold, permitiendo el co-

cultivo indirecto que se requiere para el objetivo final de la estructura.
Porosidad

En cuanto a la porosidad de los seaffolds, los resultados se presentan en la Tabla 12:

Tabla 12. Porosidad (%) de los scaffolds.

Porosidad (%)
PLA 98,5+ 0,2
PLAPCL 98,0 £0,2
PCL 98,2t 0,1

La porosidad conseguida a través de la técnica SCPL para todos los polimeros es superior al
98 %, lo cual permite obtener estructuras porosas viables para la difusiéon de los nutrientes,

as{ como para la colonizacion celular.

Obtencion de un sistema 3D de porosidad estratificada

La primera aproximacion al sistema 3D que se llevé a cabo consistié en el electrohilado
directo sobre el seaffold tras un tratamiento con plasma. Para poder ver el efecto de dicho
tratamiento en el proceso, se realizé también el electrohilado sobre el seaffold sin tratar,

mostrandose los resultados en la Figura 64:
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Sin tratar

Figura 64. Imagenes FESEM del scaffold de PLA sin tratar (izquierda) y tratado con plasma (derecha) sobre el
que se ha llevado a cabo un electrohilado directo de PLA. Barra de escala: 60 um

Como se puede observar, el tratamiento con plasma favorece el electrohilado sobre la
supertficie del seaffold, debido a que el plasma permite modificar las cargas superficiales. En el
proceso de electrohilado tiene mucha relevancia este fendmeno, ya que las cargas residuales
de las fibras repelen a aquellas similares del chorro. Como resultado de ello, con el
electrohilado unicamente se pueden conseguir espesores de membrana de entre 0,5y 1 mm,
por lo que el electrohilado directo sobre el seaffold, de mayor espesor (3 mm), es complejo.

[124], [125]

Dadas las dificultades que presenta esta técnica, se realiz6 la union fisica de ambos materiales

mediante la fusion parcial, el resultado de la estructura obtenida se muestra en la Figura 65:

| ——membrana PLA
interfaz PCL——
1

scaffold PLA

‘ ‘ membrana PLA
“ L LL‘:.) N

Figura 65. Aspecto de la estructura 3D de porosidad estratificada obtenida a partir de la técnica de fusion
parcial.

interfaz PCL

En la Figura 65 se distinguen las partes que componen la estructura, ademas de las interfaces
que quedan tras la fusion de las membranas de PCL, que unen las membranas de PLA con

el scaffold.

Finalmente, se observé en el FESEM la morfologfa a nivel microscopico (Figura 66) para su

estudio.
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Figura 66. Imagenes FESEM de la estructura 3D de porosidad estratificada de la parte inferior (A) y superior
(B), obtenida por la técnica de fusién parcial. Barra de escala: 100 pm

Las imagenes de FESEM muestran la correcta unién de las membranas al seaffold, sin una
interfaz de PCL observable, lo que asegura la difusiéon de los nutrientes y los factores

paracrinos de las células a través de la estructura.

Con estos resultados, se alcanza el objetivo principal de esta tesis doctoral, la obtencion de
una estructura de porosidad estratificada que permita el co-cultivo celular indirecto,
permitiendo el cultivo de un tipo celular en el interior del seaffold, y el de otro tipo celular

sobre las membranas.

Con este objetivo alcanzado, a continuacion se estudiara la liberacién de un farmaco modelo
desde las membranas, para determinar si el material es viable para el uso planteado en testeo
de farmacos (Capitulo IIT). Ademas, se estudiara la interaccién de los materiales con una
proteina de adhesion celular, como es la fibronectina (Capitulo IV), asi como la viabilidad

celular y citotoxicidad de los materiales (Capitulo V).

Conclusiones

En primer lugar, se ha obtenido seaffolds de PLA, PCL y PLAPCL mediante la técnica de
evaporacion del disolvente con lixiviacién de particulas (SCPL), empleando como porégeno
sal, con una porosidad elevada (por encima del 98%) y elevada interconectividad de los poros,

tal y como se observo en las imagenes del FESEM.

Con relacién al proceso de lavado del porégeno, se observo, gracias al andlisis EDS, que los
scaffolds de PCL y PLAPCL contenfan trazas del mismo, lo que se pudo relacionar con el
hinchado que sufren los materiales. La PLLA hincha mas que la PCL y el PLAPCL, por lo que

el agua tiene mayor facilidad para penetrar en la estructura y eliminar el porégeno. Por ello,
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se planteo la realizacion de 3 lavados mecanicos manuales empleando una jeringa y aplicando

vacio, para asegurar la completa eliminacién de la sal.

Finalmente, se ha logrado obtener la estructura 3D de porosidad estratificada uniendo
mediante fusién parcial las membranas con el scaffold, para ello fue necesario emplear una
membrana “de sacrificio” de PCL que se situd entre las membranas de PLA y el seaffold de
PLA, para que al someterla a temperatura se fundiera y actuara de pegamento entre los dos
materiales. Al observar la estructura al microscopio se pudo ver que la interfaz de PCL no
era apreciable, por lo que la difusién de los nutrientes y los factores paracrinos de las células

a través del sistema es viable.
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CAPITULO III

DEGRADACION DE LOS MATERIALES Y
LIBERACION DE UN FARMACO MODELO A
TRAVES DE LAS MEMBRANAS

Este tercer capitulo se centra en el estudio de liberacion de la
curcumina, un - farmaco modelo ampliamente utilizado en
biomedicina. Dado que la liberacion del farmaco esti relacionada
con la degradacion del polimero, también se incluye un estudio de

degradacion de los materiales.

Ademas, el estudio de degradacion nos permite conocer la
durabilidad del dispositive, y seleccionar el material dptimo para la

aplicacion requerida.
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Introduccion

El desarrollo de nuevos farmacos es caro y requiere mucho tiempo, por lo que las nuevas
tendencias estin enfocadas en mejorar la relacién seguridad/eficacia de firmacos ya
existentes. Para ello, se plantean diferentes alternativas, como la personalizaciéon del

tratamiento, la regulacion de la dosis, o la administracién controlada, entre otros. [120]

LLa administracién contralada de farmacos, concretamente, tiene gran interés debido a las

ventajas que presenta frente a la administracion de farmacos convencional [127]:

1. Disminuye la frecuencia de administraciéon del medicamento, mejorando el

cumplimiento del tratamiento por parte del paciente.

ii. Reduce los efectos secundarios relacionados con dosis elevadas.
iii. Disminuye la fluctuacién de los niveles plasmaticos.

iv. Tiene un efecto terapéutico mas uniforme.

Todas estas ventajas se pueden entender analizando los perfiles de liberacion (Figura 67). La
concentracion del farmaco en el organismo debe ser superior a una dosis minima efectiva,
por debajo de la cual el farmaco no tiene efecto alguno en el organismo, e inferior a la dosis
minima téxica, ya que valores superiores dan lugar a efectos secundarios importantes. En el
caso de la liberacion tradicional, la concentracion del firmaco alcanza valores inicialmente
altos, préoximos a la dosis téxica, para luego descender rapidamente acercindose a niveles
ineficaces; por lo que, en estos casos, se administran dosis sucesivas del farmaco para
mantenerse mas o menos en un nivel éptimo de eficacia. Sin embargo, en los sistemas de
liberacién controlada, es posible mantener una concentracién adecuada de farmaco, estable,

sin necesidad de dosis repetidas. [128]
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Dosis toxica

Concentracion del farmaco

Daosis no efectiva

Tiempo Liberacién convencional

————————————— Liberacién controlada

Figura 67. Comparativa del perfil de liberacién en los sistemas convencionales y los de liberacion controlada.

Por tanto, a la hora de disefiar un sistema de liberacion controlada, debera tenerse en cuenta
los mecanismos de liberacion implicados, para regular adecuadamente el perfil de liberacion.
Estos mecanismos, por los que un principio activo se libera desde un sistema, son tres:

difusién, degradacion e hinchado. [129]
Difusion

Este mecanismo tiene lugar cuando el farmaco u otro agente activo pasa a través del polimero
que forma el dispositivo de liberaciéon controlada; es decir, cuando pasa de la matriz
polimérica al entorno externo. A medida que se produce la liberacién su tasa suele disminuir,
ya que el agente activo tiene una distancia progresivamente mayor para viajar y, por lo tanto,

requiere de un mayor tiempo de difusion.

Es fundamental en estos sistemas que las combinaciones de las matrices poliméricas y los
agentes bioactivos elegidos permitan la difusién a través de los poros o de la estructura
macromolecular del polimero al introducir el sistema de liberacién en el entorno biolégico,

sin inducir ningin cambio en el propio polimero.
Degradacion

Los polimeros biodegradables se degradan dentro del organismo como resultado de los
procesos biologicos naturales, lo que evita que sea necesario extraer el sistema una vez que

se ha completado la liberacién del agente activo, como ocurre en otros casos. La mayoria de

114



UNIVERSITAT
POLITECNICA
DE VALENCIA

Tesis doctoral. Maria Herrero (2022)

los polimeros biodegradables estan disefiados para degradarse como resultado de la hidrolisis
de las cadenas poliméricas en compuestos bioldgicamente aceptables y progresivamente mas
pequenos. A medida que las cadenas poliméricas se van degradando, el farmaco puede ser
liberado, de modo que esta liberacién viene regulada por la degradaciéon de la matriz

polimérica.

En el caso de algunos polimeros degradables, la degradacion se produce sélo en la superficie
del polimero, lo que da lugar a una tasa de liberaciéon que es proporcional a la superficie del

sistema.
Hinchado

En estos casos el sistema esta inicialmente seco y, cuando se coloca en el cuerpo, el polimero
es capaz de absorber agua u otros fluidos corporales, hinchandose. Al hincharse, aumenta el
contenido de disolvente acuoso en la formulacion, asi como el tamafio de la malla polimérica,

lo que permite que el farmaco se difunda a través de la red hinchada hacia el entorno externo.

Finalmente, para el disefio de un sistema de liberacién controlada, se requiere conocer las
caracteristicas del farmaco, asi como las técnicas mas adecuadas para su encapsulacion, de

acuerdo con su aplicaciéon.

Curcumina: un farmaco de gran interés

La curcumina (1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)1,6-hepta-dien-3,5-diona; Figura 68) es un
polifenol con tautomeria ceto-endlica obtenido de la planta carcuma (Curcuma longa)
altamente bioactivo. Se trata de un compuesto lipéfilo que es capaz de atravesar la membrana
plasmatica de la célula con gran facilidad; sin embargo, debido a su naturaleza no es soluble
en disolventes polares y presenta una baja tasa de biodisponibilidad para la célula, por su

rapida metabolizacién y eliminacion. [130]

o CH

€ OH H,
o O e LN O o
HO OH

Figura 68. Estructura molecular de los dos tautémeros de la curcumina.

3
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Presenta gran interés en medicina debido a sus mdltiples propiedades, que lo hacen un

farmaco empleado en numerosas aplicaciones, como puede verse en la Figura 69.

Presenta un comportamiento anticancerigeno, al inducir la apoptosis de las células
cancerigenas, tiene actividad inmunosupresora, antiinflamatoria y antioxidante; ademas,
inhibe la formacién de la placa $-amiloide responsable de la enfermedad de Alzheimer, y es
un inhibidor no téxico de la bomba Ca-adenosina trifosfato, lo que permite corregir los

defectos de la fibrosis cistica. [131]—[130]
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Figura 69. Aplicaciones en las que la curcumina presenta una elevada actividad biolégica. Extraida de [137]

Al tratarse de un farmaco altamente inestable, se ha propuesto diferentes sistemas de
liberacién que eviten su rapida degradacion en contacto con el medio fisiologico, siendo el
que presenta mayor interés su encapsulacion en micro y nanofibras por medio de la técnica
de electrohilado. [138] Algunas de las caracteristicas de los sistemas de liberacién preparados
por electrohilado son: alta carga de farmaco (60%) y eficiencia de encapsulacion (hasta

100%), posibilidad de utilizar diferentes polimeros permitiendo el disefio de sistemas
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adaptados a la compatibilidad fisicoquimica, mayor disponibilidad del farmaco, capacidad

para modular la liberacién, y simplicidad y rentabilidad del proceso. [139]-[143]

Fabricacion de sistemas de liberacion mediante electrobilado

Las técnicas avanzadas de electrohilado tienen gran interés debido a la posibilidad de preparar
materiales compuestos o cargados con un farmaco. En el caso de los sistemas de liberacion,
existen diferentes técnicas para encapsular el farmaco en las fibras, como el electrohilado en

mezcla, electrohilado coaxial y electrohilado en emulsion. [144]

Electrohilado en disolucién

Esta técnica, también llamada como electrohilado en mezcla, consiste en mezclar el firmaco
directamente con la disoluciéon polimérica, previamente al proceso de electrohilado. El
farmaco se disuelve o se dispersa en la matriz polimérica, permitiendo obtener un perfil de
liberacion prolongado, controlado por la difusion/desorcion del fairmaco y la degradacion

del polimero.

curcumina

Electrohilado

)

Agitacién

Disolucion
poliméricay
curcumina

Disolucién
polimérica

Figura 70. Esquema del proceso de electrohilado en mezcla empleando la curcumina como farmaco.

Mediante esta técnica se ha hecho diferentes estudios encapsulando antibibticos,
antiinflamatorios y farmacos citostaticos, asi como péptidos antimicrobiales y proteinas;

siendo especialmente util cuando la molécula es pequefa.
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Electrohilado coaxial

El electrohilado coaxial consiste en electrohilar simultineamente dos disoluciones a través
de una aguja doble coaxial, dando lugar a un sistema nucleo/revestimiento (mas conocido
por su nombre en inglés, core/ shell). La disolucién polimérica se inyecta por la aguja exterior
para formar el revestimiento, y la disolucién del farmaco por la aguja interior, de modo que

quede en el nuacleo de la fibra.

En este caso la liberacion del farmaco es mas prolongada que mediante el electrohilado en
mezcla, porque el principal mecanismo de liberacion es la difusion, ya que todo el farmaco

se encuentra en el nucleo de la fibra.

Disolucion
polimérica

Electrohilado :

Disolucién
curcumina

Figura 71. Esquema del proceso de electrohilado coaxial empleando la curcumina como farmaco (core).

Los farmacos que se han encapsulado por elctrospinning coaxial son muy diversos, desde
antiinflamatorios y analgésicos, hasta farmacos antimicrobianos, anticancerigenos o

proteinas.

Electrohilado en emulsién

Esta técnica combina las dos anteriores, creando una estructura core/shell a partir del
electrohilado de una emulsién estable mediante una aguja simple. Por tanto, el mecanismo
de liberacién predominante sera también la difusion y, en menor medida, la degradacion del

polimero.

118



UNIVERSITAT
POLITECNICA
DE VALENCIA

Tesis doctoral. Maria Herrero (2022)

La emulsién esta formada por dos (o mas) fases inmiscibles, estabilizadas generalmente con
tensioactivos, de forma que durante el proceso de electrohilado, la fase continua se convierte
en la envoltura y la fase de gotas forma el nicleo de las fibras. Estas emulsiones pueden ser
de tipo agua-en-aceite (fase continua lipofilica y fase gotas hidrofilica), que permite
encapsular moléculas polares e hidrofilicas, como proteinas; y de tipo aceite-en-agua (fase

continua hidrofilica y fase gotas lipofilica).

Disolucion
polimérica

Emulsiéon Electrohilado

E—

Disolucién
curcumina

Figura 72. Esquema del proceso de electrohilado en emulsién empleando la curcumina como farmaco (core).

La principal problematica en este tipo de configuracion es la complejidad en la optimizacion
de los protocolos, ya que aparecen nuevas variables en el disefio que deben controlarse. De
hecho, si la viscosidad de la fase de gotas es mayor que la de la fase continua, se forma un
nucleo continuo a lo largo del eje de la fibra; sin embargo, si es mayor la viscosidad de la fase
continua, el nucleo queda formado por gotas y la envoltura presenta una morfologia

discontinua.

Como se ha podido observar, en todas estas técnicas de encapsulacion los mecanismos
implicados en la liberaciéon son fundamentalmente la difusion del farmaco y la degradacion
del sistema. Asi pues, los materiales mas adecuados para un mejor ajuste de los perfiles de
liberacién son polimeros biodegradables, como el PLA, la PCL y el PGA. De hecho, en el
mercado ya existen formulaciones en forma de implantes y microparticulas de PLA y PLGA

como sistemas de liberacion controlada: Atridox® para periodontitis (implante 7 situ de PLA
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con Hiclato de doxiciclina), Lupron Depot® para cancer de prostata y endometriosis
(microparticulas de PLA con Acetato de leuprolide), Ozurdex® para edema macular
(implante intravitreo de PLGA con Dexametasona) o Risperdal® para esquizofrenia

(microparticulas de PLGA con Risperidona). [145]

Asi pues, es importante conocer no sélo los tiempos de degradacion de los diferentes
polimeros, para ajustarlos a los tiempos de aplicacién, y como afecta a las propiedades
mecanicas (en caso de implantes funcionales), sino también los mecanismos de degradacion

que afectan a cada uno de ellos.

Mecanismos de degradacion
LLos mecanismos basicos de degradaciéon de cualquier polimero son los siguientes [1406]:
- Fotodegradacién: se produce cuando el polimero es irradiado con luz ultravioleta o visible.

- Degradacion mecanica: causada debido a los esfuerzos a los que se encuentra sometido el

matetial.

- Degradacion térmica: se refiere a casos en los que el polimero, a elevadas temperaturas,
sufre cambios quimicos sin la contribucién de ningun otro factor que no sea la energia
térmica. Generalmente, es dificil distinguir entre la degradacion térmica y la termoquimica,
por lo que en los ultimos afios se ha estado investigando sobre polimeros termoestables, en

los cuales no hay pérdida de propiedades con la temperatura.

- Degradacién quimica: es inducida por el contacto del polimero con productos quimicos
reactivos. Uno de los tipos de degradacion quimica mas frecuentes es la degradacion
hidrolitica, producida por el contacto del material con un medio acuoso, en la que la
penetracion del agua dentro de la matriz polimérica produce el hinchamiento, escisiéon de los
puentes de hidrégeno intermoleculares, hidratacion de las moléculas y, finalmente, la
hidrélisis de los enlaces inestables. Ademas, también tiene lugar este tipo de degradacion en

medios basicos o acidos.

- Degradacion mediante microorganismos o enzimatica: los microorganismos producen gran

variedad de enzimas que son capaces de reaccionar con los polimeros, degradandolos.

Entre todos estos mecanismos, los que estan implicados en la degradacion de los

biomateriales empleados en biomedicina son la degradacién mecanica, la degradacion
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quimica y la degradacién enzimatica. Y, concretamente en el caso de estudio de esta Tesis
Doctoral, la degradacion quimica, que puede producirse en bloque o en superficie, en funcion
del pH. Como se observa en la Figura 73, la degradacion en bloque afecta a toda la matriz
polimérica, observandose una caida inmediata del peso molecular, mientras que la pérdida de
masa estd mas retardada; sin embargo, la degradacion superficial ocurre a nivel de la

superficie, lo que se traduce en una pérdida de masa significativa. [147]

Degradacion en bloque:

-— -

Degradacion superficial:

Figura 73. Esquema de los procesos de degradacién quimica en bloque y superficial. Modificada de [147]

Por todo ello, en este capitulo se pretende estudiar la liberaciéon de la curcumina a través de
dos sistemas de encapsulamiento (electrohilado en disolucién y coaxial), desarrollados a
partir de PLA, PCL, PLAPCL y PLGA; asi como su relaciéon con la degradacion de dichos

polimeros.

Materiales y métodos
Degradacion de los materiales

El estudio de degradacion se llevo a cabo tanto con las membranas poliméricas (PLA, PCL,
PLAPCL y PLGA), como con los seaffolds (PLA, PCL y PLAPCL). Ademas, también se
trabajo con films obtenidos por la técnica solvent-casting (PLA, PCL, PLAPCL y PLGA), como

se ha explicado en el Capitulo I, que sirvieron de control.

Por un lado, se troquel6 144 muestras de cada uno de los materiales anteriores, con un
diametro de 8 mm. Se tom¢ tres placas multipocillos P-48 para cada una de las tres réplicas,
y en cada uno de los pocillos se puso una muestra de material. Se estudi6 el efecto de cuatro

medios de degradacion diferentes: PBS, medio acido (acido clorhidrico - HCI 0,001 N),
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medio basico (hidréxido de sodio - NaOH 0,01 N) y agua pura ultrafiltrada (agua miliQ)).
Los tiempos de degradaciéon estudiados fueron 1, 2, 5, 8, 12, 16, 22, 29, 40, 54, 71, 90 dias.

Por otro lado, se recorté 16 muestras de las membranas y films con las medidas adecuadas
(Véase Capitulo I) para el ensayo mecanico de tracciéon con el TMA, que se dejaron en viales

con los medios de degradacion anteriores para ser analizadas los dias 5, 29, 54 y 90.

Todas las muestras, asi como los recipientes en los que se preparo los diferentes medios, se

mantuvieron en una estufa a 37 °C durante todo el ensayo.

Durante el ensayo de degradacion se hizo cambios de medio cada 10 dias, para evitar tanto
la contaminacién de éste por los residuos de la degradacion, como que la muestra quedara

sin medio debido a la evaporacion.

Determinacién cuantitativa del porcentaje de masa degradada

Todas las muestras, a excepcion de las que fueron preparadas para el ensayo mecanico, se
pesaron antes de iniciar el ensayo de degradacion. Esta masa se denomina m y es la masa

inicial de la muestra.

Para cada uno de los tiempos de degradacion, se extrajo las muestras de las placas y se
colocaron en papel especial de biologfa molecular para secarlas. A continuacién, se puso
discos de papel de filtro troquelados a 9 mm en una placa multipocillo P-48, y se colocé las
muestras secas. El papel de filtro permite, por un lado, favorecer el secado de las muestras y,
por otro lado, evitar que una vez secas queden pegadas a la superficie del pocillo. Finalmente,

se dejaron 24 horas en el desecador a vacio para asegurar el completo secado de las muestras.

Trascurrido ese tiempo, las muestras se pesaron (my, masa final) y se introdujeron en
eppendorfs para conservarse en una bolsa zip en el congelador a -20 °C, hasta realizar los

siguientes ensayos.

Conocidas la masa final e inicial de cada una de las muestras, se calcul6 el porcentaje de masa

degradada mediante la siguiente ecuacion:

o ., Mg—Mmf
% degradacion = ——— - 100
mo (25)

Los siguientes ensayos se realizaron tnicamente para los tiempos de degradacién de 5, 29,

54 y 90 dias.

122



\ UNIVERSITAT
POLITECNICA

Tesis doctoral. Maria Herrero (2022) DE VALENCIA

Analisis morfolégico mediante microscopia electréonica de barrido de emisién de campo

Para comprobar el efecto que habia tenido la degradacién sobre la morfologia de los
materiales y como se habfa producido ésta, se observaron las muestras en un microscopio
electrénico de barrido de emision de campo (FESEM; de sus siglas en inglés Freld Emission
Scanning Electron Microscope). El equipo empleado fue un FESEM Ultra55 de la marca ZEISS
disponible en el Servicio de Microscopia de la UPV:

Figura 74. Microscopio electrénico de batrido de emisién de campo (FESEM) empleado en la
caracterizacion morfoldgica de los materiales degradados. Fuente: Servicio de Microscopia de la UPV

Para ello, se dejaron previamente las muestras durante 1 h en el desecador a vacio, para
asegurar su secado completo. A continuacion, se dispuso las membranas y los films en los

portamuestras, sobre doble cinta de carbono y se recubrieron con oro por parte del Servicio

de Microscopia de la UPV.

En cuanto a los seaffolds, como interesa observar no sélo la superficie, sino también su
estructura interna, se fragmentaron con ayuda de dos pinzas después de haber sido
sumergidos brevemente en nitrégeno liquido. A continuacién, se dispusieron en los
portamuestras, sobre doble cinta de carbono y se recubrieron con platino por parte del

Servicio de Microscopia de la UPV.

Las condiciones de trabajo del microscopio fueron: 2 kV y 5,5 mm.
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Anilisis mecanico

La influencia de la degradaciéon en el comportamiento mecanico de los materiales se
cuantific a través de las medidas del moédulo de elasticidad de cada material, empleando el
dilatémetro TMA/SS6000 (Seiko) acoplado a una plataforma antivibratoria MOD-1 M plus
(Haleyonics), siguiendo la norma UNE-EN ISO 527-1:2020.

Para ello se midio, en primer lugar, las dimensiones de las probetas. Con ayuda de un pie de
rey se determiné el ancho, y con el medidor de espesores MiniTest 3100 (ElektroPhysik) se

determiné el espesor de cada muestra.

Del mismo modo que se llevo a cabo este ensayo en el Capitulo I (con membranas y films),
se aplicé una rampa de tension de 0 a 5884 mN, a una velocidad de 100 mN/min, para el

caso de las membranas y los films, y una rampa de compresion de 0 a -5884 mN, a una

velocidad de 100 mN/min, para los scaffolds.
El ensayo se realiz6, ademas, a temperatura ambiente.

Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Para poder determinar cémo varia la cristalinidad y las propiedades térmicas de los materiales
durante el proceso de degradacion, se llevé a cabo un ensayo de calorimetria diferencial de

barrido.

A fin de poder comparar los resultados con las muestras sin degradar, las condiciones del
ensayo fueron las mismas que las establecidas en el Capitulo I, en el que se realizé dos

barridos de -80 a 200 °C, el primero de ellos para eliminar la memoria térmica del material.

Cromatografia por permeacién de gel (GPC)

Durante el proceso de degradaciéon, las cadenas poliméricas van escindiéndose vy,
consecuentemente, su peso molecular disminuye. Asi pues, estudiar esta variacion en el peso

molecular permite estudiar mas ampliamente la degradacién de los materiales.

Mediante la técnica de cromatografia de exclusién por tamafio, mas conocida como
cromatografia por permeacion de gel (GPC, del inglés ge/ permeation chromatography), es posible
estudiar el peso molecular y distribucion de los polimeros. En este tipo de cromatografia la
fase estacionaria es solida y se encuentra en una columna, mientras que la fase moévil es

liquida.
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El relleno de la columna se comporta como un filtro, distinguiendo tres tipos de moléculas:

1) moléculas permeables: pequefias moléculas que entran en el relleno poroso y

quedan retenidas en él.

i) moléculas fraccionables: moléculas intermedias que entran de manera parcial en el

relleno poroso.

iif) moléculas excluidas: moléculas de medida superior al poro del relleno que no

entran en ¢l y pasan rapidamente.

Asi pues, en los cromatogramas los picos iniciales se corresponderan con moléculas de mayor
tamano, y las moléculas mas pequefias daran lugar a los picos finales. Este tamafio esta
relacionado con el peso molecular, por lo que el tiempo de elucién de un determinado pico
proporciona una idea aproximada de su peso molecular, aunque debe tenerse en cuenta otros
factores, como la forma o linealidad de la molécula. De este modo, para cuantificar el peso

molecular sera necesario emplear curvas de calibrado.

Sin embargo, dado que no disponemos de las constantes de Mark-Houwink-Sakurada de
nuestros sistemas estudiados, el andlisis se hard cualitativamente, estudiando los
cromatogramas y viendo la evolucion del tiempo de elucion con el tiempo de degradacion

de los materiales.

Para llevar a cabo este estudio cualitativo, se disolvi6 3 mg de cada muestra en
tetrahidrofurano (THF; grado HPLC, 299,9%; Sigma Aldrich) y se dej6é 24 h en vaivén para
asegurar la completa disolucion. Trascurrido este tiempo se filtraron las muestras en viales
especificos para el GPC, que se introdujeron en el equipo. Las condiciones de trabajo fueron

las siguientes:
Volumen de inyeccién: 50 ul
Flujo de THF: 1 ml/min

T*:30°C
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Obtencidn de un sistema polimero-farmaco para la liberacion controlada

El principio activo que se empled para el estudio de liberaciéon fue la curcumina, que se
introdujo en las membranas electrohiladas empleando dos métodos diferentes; por un lado,

el electrohilado en disolucion, y por otro lado, el electrohilado coaxial.

Electrohilado en disolucién

Como se ha comentado en la introduccion, este método consiste en introducir el principio

activo directamente en la disolucién polimérica y electrohilar.

Asi pues, se prepararon las disoluciones poliméricas con un 10% m/mpoimero de cutcumina.
Para ello, se afiadi6 la masa correspondiente de cada polimero y de curcumina en diferentes

viales y, posteriormente, se afiadi6 el disolvente, o disolventes, necesarios.

Las disoluciones se dejaron en agitacion durante toda la noche y, posteriormente, se
electrohilaron, empleando las condiciones del proceso que fueron optimizadas en el
electrohilado de los polimeros (Capitulo I). Una vez, obtenidas las membranas cargadas
con curcumina, se dejaron en un campana de extraccion 24h para asegurar la completa
evaporacion del disolvente y, a continuacion, se prepararon para su analisis morfoldgico en

el SEM.

Con ello se pretendia obtener membranas cuyas fibras tuvieran el mismo diametro que las
de los polimeros, por lo que tras la observacion al microscopio, se optimizaron las
condiciones del proceso, cuando fue necesario, hasta obtener un diametro de fibra de 1,8

pm.

Electrohilado coaxial

De forma previa al proceso de electrohilado coaxial, se testaron diferentes disolventes para
comprobar cudl de ellos favorecia la disolucién de la curcumina a la concentracion
correspondiente para cada uno de los polimeros manteniendo una concentraciéon final del

10% m/Mypolimero. LOs disolventes empleados fueron: metanol, cloroformo, etanol y acetona.

Una vez seleccionado el disolvente, se prepar6 la disolucion de curcumina para cada uno de
los polimeros, y las disoluciones poliméricas (a las concentraciones seleccionadas para la
obtenciéon de membranas con un didmetro de fibra de 1,8 um, Capitulo I). Se cargd una
jeringa con cada una de las disoluciones, y se acoplaron a la aguja coaxial (BI-COAX-2DISP,

Linari Nanotech). A continuacién, se accioné cada una de las bombas impulsoras hasta
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observar la salida del chorro de la disolucién correspondiente, y se pararon para iniciar el
proceso accionando la impulsion de la disolucion polimérica; de este modo, una vez comenzo
a eyectarse, se encendié la fuente de alto voltaje y, finalmente se accioné la bomba de
impulsiéon de la disolucion de curcumina. Asi, se asegur6 que el polimero quedaba formando

la envoltura de las fibras, y la curcumina el nucleo.

Las condiciones del proceso de electrohilado fueron las obtenidas en la optimizacién de las
membranas poliméricas (Capitulo I), aplicando el mismo flujo para la disolucién polimérica
y la de curcumina. Asimismo, una vez obtenidas las membranas, se dejaron 24h en una vitrina
de extraccion para asegurar la completa evaporacion del disolvente, y se prepararon para su

estudio morfolégico en el FESEM, con las condiciones de trabajo de 2 kV y 5,5 mm.

LLas imagenes obtenidas se analizaron empleando el programa Izage] para medir los diametros
de las fibras y asi optimizar las condiciones del proceso de electrohilado para obtener fibras

de 1,8 um.

Estudio de liberacidn de curcumina

Una vez que se tuvo los parametros del electrohilado para ambas configuraciones, se tomo
20 mg de cada membrana (PLA, PCL, PLAPCL y PLGA) obtenidas por electrohilado en
disolucién y coaxial, y se dispuso cada muestra en un vial de 10 ml con 2 ml de PBS,
preparado siguiendo el protocolo de AAT Bioquest, con un 0,5% de Tween 80 (Sigma
Aldrich), dada la baja solubilidad de la curcumina en el agua.[148] Esto mismo se hizo también
con las membranas electrohiladas sin curcumina (blancos). Durante el ensayo se mantuvo
los viales en un bafio a 37 °C con vaivén, y la disoluciéon de PBS:Tween80 se mantuvo en la
estufa a 37 °C para su posterior uso. Los dfas 1, 2, 4, 7, 11, 18 y 28 se extrajo 1 ml de
sobrenadante, que se guardo en el congelador a -20 °C hasta su cuantificacion, y se repuso

con la disolucién de PBS:Tween80 atemperada.
Determinacion de la cantidad de curcumina liberada

Una vez finalizado el ensayo de liberacion, se descongelaron las muestras de sobrenadante
tomadas y se puso 100 pl de cada una en una placa multipocillos P-96. A continuacion, se
midio la absorbancia en un espectrofotémetro UV-Vis (Iztor) a una longitud de onda A =
429 nm, correspondiente a la curcumina. Y, a partir de una recta de calibrado, se establecid
la cantidad de curcumina liberada para cada tiempo, siendo el porcentaje acumulado de

curcumina liberada para los determinados tiempos:

127



UNIVERSITAT
POLITECNICA

Capitulo III DE VALENCIA

Cantidad de Cur — liberada

26
Cantidad de Cur — inicial 100 (26)

%Acumulado de Cur — liberada =

Efectividad de la encapsulacién

Por ultimo, se obtuvo también la eficacia de encapsulacion de la curcumina en los diferentes
sistemas, para cada polimero, como el ratio entre la cantidad de curcumina presente
realmente en las membranas, determinada tras analizar la muestra final después de disolver

el polimero, y la cantidad de curcumina tedrica:

. ., Cantidad Cur — real
Eficacia encapsulacion (%) = Cantidad Cor —tedrica. 100 27)

Este parametro nos permitira establecer, ademas, el método mas efectivo para encapsular

moléculas en las membranas poliméricas.

Resultados y discusion
Degradacion de los materiales

En primer lugar, se muestran los resultados del estudio morfolégico de la degradacion de los

materiales.

A consecuencia de la rapida degradacion y la fragilidad que adquieren las membranas y los
films de PLGA, unicamente se pudo analizar las muestras a los 5 dias de degradacion. Estos

resultados se muestran en la Figura 75 y Figura 76.

]

Figura 75. Estudio morfolégico de las membranas ES-1,8 de PLGA después de la degradacion en diferentes
medios (PBS, HCI, NaOH y H>O) tras 5 dias de ensayo. Barra de escala: 2 um

Como se puede observar en la Figura 75, a los 5 dias de ensayo ya se aprecia una clara

degradacion en todos los medios, principalmente en medio acido y basico. Tanto en PBS
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como en H,O se empiezan a observar poros en las fibras, que empiezan a fusionarse;
mientras que en medio 4acido (HCI) las fibras estan casi fusionada por completo. En el caso
de la degradacion en medio basico (NaOH) a los 5 dias de ensayo se ven grandes poros en
la superficie de las fibras. Esto se corresponde con los resultados de Park ez a/ (2005), que
observaron cémo el tratamiento con NaOH de seajfolds de PLGA daba lugar a poros debidos

a la erosion superficial que producia. [149]
NaOH H,0

PBS HCI

Figura 76. Estudio morfolégico de los films de PLGA después de la degradacion en diferentes medios (PBS,
HCI, NaOH y H>O) tras 5 dias de ensayo. Barra de escala: 50 um

Ve

5

En el caso de los films, sin embargo, no se aprecia la degradacion a nivel morfolégico en
ningun medio. Sin embargo, las muestras a los 5 dias ya presentaban cierta fragilidad,

principalmente en medio acido y basico.

A los 29 dias, tanto los films como las membranas pierden su forma (Figura 77) y adquieren

una consistencia similar a la cera, que pasa a endurecerse al sacarlo del medio de degradacion.

Figura 77. Aspecto de (A) la membrana y (B) el film de PLGA en el medio de degradacién acido (HCI
0,001N) tras 29 dias de ensayo.

A nivel microscopico, se estudié una pequefia muestra de la membrana ES-1,8 de PLGA tras
29 dias de ensayo en medio basico (NaOH 0,01N), tras endurecerse al sacarla del medio de

degradacion:
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Figura 78. Estudio morfolégico de la membrana ES-1,8 de PLGA después de la degradacion en NaOH
0,01N tras 29 dfas de ensayo. Barra de escala: 50 um

En ella se puede ver que las fibras han desaparecido por completo, presentando una rapida

degradacion.

Dado que los homopolimeros se degradan mas lentamente, se ha podido llevar a cabo el
estudio morfologico mediante el FESEM de las membranas ES-1,8 de PLA, PCL y PLAPCL
(Figura 79 - Figura 81), films de PLA, PCL y PLAPCL (Figura 82 - Figura 84) y scaffolds de
PLA, PCL y PLAPCL (Figura 85 - Figura 87).
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SDIP G SOIP 6 SOIP G

SDIP 06

Figura 79. Estudio morfolégico de las membranas ES-1,8 de PLA después de la degradacion en diferentes
medios (PBS, HCI, NaOH y H>O) tras 5, 29, 54 y 90 dfas de ensayo. Barra de escala: 2 um
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H,O

SOIP 1S SOIP 6 SOIP G

SPIP 06

Figura 80. Estudio morfoldgico de las membranas ES-1,8 de PCL después de la degradacién en diferentes
medios (PBS, HCI, NaOH y H>O) tras 5, 29, 54 y 90 dfas de ensayo. Barra de escala: 2 um
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NaOH

PS

SO

SOIP ¥§ sPIP 6¢

SOIP 06

Figura 81. Estudio morfolégico de las membranas ES-1,8 de PLAPCL después de la degradacion en
diferentes medios (PBS, HCI, NaOH y H>O) tras 5, 29, 54 y 90 dias de ensayo. Barra de escala: 2 um
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SDIP ¥G SDIP 42 SOIP G

SDIP 06

Figura 82. Estudio morfolégico de los films de PLA después de la degradacion en diferentes medios (PBS,
HCI, NaOH y HO) tras 5, 29, 54 y 90 dfas de ensayo. Barra de escala: 50 um
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H,0 NaOH

SOIP §

SDIP 7S SDIP 62

SDIP 06

Figura 83. Estudio morfolégico de los films de PCL después de la degradacion en diferentes medios (PBS,
HCI, NaOH y HO) tras 5, 29, 54 y 90 dfas de ensayo. Barra de escala: 50 um
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SIP ¥G SOIP 6¢C SOIP G

SOIP 06

Figura 84. Estudio motfolégico de los films de PLAPCL después de la degradacion en diferentes medios
(PBS, HCI, NaOH y H>O) tras 5, 29, 54 y 90 dias de ensayo. Barra de escala: 50 pm
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H,O

SOIP 1S SDIP 6 SOIP G

SOIP 06

Figura 85. Estudio morfolégico de los seaffolds de PLA después de la degradacion en diferentes medios (PBS,
HCI, NaOH y H2O) tras 5, 29, 54 y 90 dfas de ensayo. Barra de escala: 100 pm
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SOIP 1S SDIP 6 SOIP G

SOIP 06

Figura 86. Estudio morfologico de los scaffolds de PCL después de la degradacion en diferentes medios (PBS,
HCI, NaOH y H2O) tras 5, 29, 54 y 90 dfas de ensayo. Barra de escala: 100 pm
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SOIP 1S SOIP 6 SOIP G

SPIP 06

Figura 87. Estudio morfolégico de los seaffolds de PLAPCL después de la degradacion en diferentes medios
(PBS, HCI, NaOH y H2O) tras 5, 29, 54 y 90 dias de ensayo. Barra de escala: 100 pm
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Para un mejor analisis de estos resultados, se presenta a continuaciéon las graficas del
porcentaje de pérdida de masa (%) respecto del tiempo (Figura 88 - Figura 90) de las
membranas, los films y los seaffolds, para cada uno de los materiales, en los diferentes medios

de degradacion (PBS, HC1 0,001 N, NaOH 0,01 N y H,O).

Degradacién membranas ES-1,8 PLA Degradacion membranas ES-1,8 PCL

100 4 100

‘E 80 4 E 80
5 o
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Figura 88. Pérdida de masa (%) de las membranas ES-1,8 de PLA, PCL, PLAPCL y PLGA en diferentes
medios (PBS, HC1 0,001 N, NaOH 0,01 N y H2O).

140



Tesis doctoral. Maria Herrero (2022)

UNIVERSITAT
POLITECNICA
DE VALENCIA

de masza (%)

Pérdida

rdida de masa (%)

100 4

80 4

60 4

40

20 4

100 4

80 4

60 4

40

20 4

Degradacién films PLA

Degradacién films PCL

20 40 60 80 100
tiempo (dias)

Degradacion films PLGA

100 -
£ 80
L]
a
g 60 4
3
o0
s 40
o
i 20 4
)
21
—_— - - - ) 0
20 40 60 80 100 0
tiempo (dias)
Degradacién films PLAPCL
)
100 4
=
! s 804
4 5
o
2 R 60 4
o 20 10 e 150 .
5 404
=t
o
i 20
a
—_—
———— e —— 0
20 40 60 80 100 0

tiempo (dias)

20 40 €0 80 100

tiempo (dias)

Figura 89. Pérdida de masa (%) de los films de PLA, PCL, PLAPCL y PLGA en diferentes medios (PBS,
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Las imagenes de FESEM muestran evidencias del proceso de degradacion de forma acusada
a partir de los 54 dias de ensayo. Ademas, se observa un comportamiento diferente al resto
en el caso de la degradacién en medio basico, adquiriendo la superficie de los materiales una

elevada rugosidad. Esto se debe a que el NaOH provoca la hidrdlisis de los poliésteres. [149]

Este comportamiento diferenciado también se observa en las graficas, en las que se tiene una
mayor degradacion de los materiales en medio basico. Ademas, en medio acido también se
acelera la degradacion, aunque es mas lenta que en NaOH 0,01 N. Estos resultados estan en
concordancia con los presentados por Jung ez a/ (2000), segin los cuales la degradacion de
la PLA y la PCL es mas rapida en medio basico que en medio acido.[150] Ambos medios
catalizan el proceso de degradaciéon, observando una menor degradacion en medio acuoso,

tanto en PBS como en H,O.

Efecto de la degradacién en las propiedades fisicoquimicas

Para estudiar el efecto de la degradacion en las propiedades fisicoquimicas se estudid, por un

lado, 1a cristalinidad de las muestras, y, por otro lado, su peso molecular.

Respecto a la cristalinidad, esta se midié por medio del DSC, siendo los resultados los que

se muestran en las tablas siguientes:

Tabla 13. Cristalinidad (%) de las membranas ES-1,8 de PLA, PLAPCL, PCL y PLGA tras 5, 29, 54 y 90 dias

de degradacion en diferentes medios.

Membranas ES-1,8

fiempos ensayo T5 T29 T54 T90
PBS 18,1 18,9 21,5 25,6
PLA HCI 19.2 21,7 28,9 32,4
NaOH 17.0 19,4 29,1 35.6
H,O 17,6 18,4 22,0 24,9
PBS 46,5 47,2 49,1 49,9
HCI 47.3 48,8 52,1 56,0
PLAPCL NaOH 48,1 50,3 53,9 56,1
H,O 46,6 47,3 47,6 48,5
PBS 53,8 54,2 54,9 56,5
PCL HCI 55,5 58,4 69,1 72,2
NaOH 56,1 60,8 70,3 72,1
H,O 54,0 54,3 55,1 55,9
PBS 3,1
PLGA HCI 5,4 *depicjo asurdpida Qegrodocién, no se tuvo .muesfrc
NaOH 6,2 suficiente para realizar este ensayo a estos fiempos
H,O 2,9
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Tabla 14. Cristalinidad (%) de los films de PLA, PLAPCL, PCL y PLGA tras 5, 29, 54 y 90 dias de

degradacion en diferentes medios.

Films

fiempos ensayo T5 T29 T54 T90
PBS 14,8 15,4 16,1 16,9
PLA HCI 16,2 17,1 19.1 20,4
NaOH 16,3 17,4 20,0 21,5
H,O 13,9 15,7 16,7 17,0
PBS 40,5 40,9 42,6 43,8
HCI 42,8 44,9 45,8 47,1
PLAPCL NaOH 43,3 44,8 46,3 49,5
H,O 40,7 41,9 43,2 44,4
PBS 49,8 52,4 54,3 56,9
PCL HCI 53,5 55,0 57,2 60,1
NaOH 54,9 57,2 59,4 62,8
H,O 50,1 52,0 54,4 56,3

PBS 1.8

PLGA HCI 3,9 *debido a surdpida degradacion, no se fuvo muestra
NaOH 4,6 suficiente para realizar este ensayo a estos fiempos
H,O 1.7

Tabla 15. Cristalinidad (%) de los seaffolds de PLA, PLAPCL y PCL tras 5, 29, 54 y 90 dias de degradacion en

diferentes medios.

Scaffolds
tiempos ensayo T5 T29 T54 T90
PBS 13,0 14,2 14,8 15,1
PLA HCI 15,2 16,3 17,2 18,4
NaOH 15,8 16,9 18,0 19,7
H,O 13,4 13,9 14,6 15,5
PBS 38,9 39.4 40,5 41,1
HCI 42,1 43,1 45,8 46,7
PLAPCL NaOH 42,8 44,2 45,5 46,6
H,O 39.4 40,1 40,9 41,4
PBS 46,5 47,0 47,7 48,1
PCL HCI 48,9 49,5 50,9 52,4
NaOH 48,3 50,1 51,3 53,2
H,O 45,9 46,2 47,0 47,9

Como se puede ver en los resultados anteriores, la cristalinidad aumenta con el tiempo de

degradacion, debido a que la degradacion de los polimeros tiene lugar inicialmente en la fase
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amorfa de los polimeros semicristalinos. En el caso del PLGA, la degradaciéon induce

inicialmente la cristalizacién en el tiempo estudiado.

En cuanto al peso molecular, se realizé un estudio cualitativo empleando el GPC, debido a
que no era posible obtener con el equipo disponible los parametros de Mark-Houwink-
Sakurada. Por ello, se indican en las tablas siguientes, los tiempos de elucion de cada muestra,

siendo estos inversamente proporcionales al peso molecular.

Tabla 16. Tiempos de elucién (min) de las membranas ES-1,8 del PLA, PCL, PLAPCL y PLGA tras 5, 29, 54
y 90 dfas de degradacién en diferentes medios.

Membranas ES-1,8

fiempos ensayo T5 T29 T54 T90
PLA PBS 26,07 26,21 26,28 26,33
HCI 26,17 27,05 27,82 28,97
blanco NaOH 27,02 28,62 29,12 29,98
26,22 H,O 26,12 26,17 26,53 27.13
PLAPCL PBS 26,13 26,47 26,85 26,88
HCI 26,13 26,52 27,25 27,38
blanco NaOH 27,18 28,53 28,78 29,47
26,23 H,O 26,68 26,70 27,28 27,28
PCL PBS 26,23 26,45 26,53 26,65
HCI 26,40 26,53 26,62 26,78
blanco  NaOH 26,47 26,57 26,70 26,88
26,07 H,O 26,25 26,48 26,52 26,72
PLGA PBS 28,85
HCI 29,43 *debido a su répida degradacidn, no se tuvo muestra
blanco NaOH 29,67 suficiente para realizar este ensayo a estos fiempos
28,48 H,O 28,97
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Tabla 17. Tiempos de eluciéon (min) de los films del PLA, PCL, PLAPCL y PLGA tras 5, 29, 54 y 90 dias de
degradacion en diferentes medios.

Films
tiempos ensayo T5 T29 T54 T90
PLA PBS 26,22 26,30 26,35 26,47
HCI 26,47 26,93 27,52 28,28
blanco NaOH 26,72 27,17 28,05 28,82
26,22 H,O 26,25 26,25 26,47 26,57
PLAPCL PBS 26,30 26,42 26,67 26,88
HClI 26,68 26,93 27,18 27,22
blanco NaOH 27,32 28,00 28,65 29,03
26,23 H,O 26,27 26,38 26,67 27,37
PCL PBS 26,17 26,23 26,42 26,50
HCI 26,30 26,48 26,58 26,82
blanco NaOH 26,33 26,52 26,67 26,87
26,07 H,O 26,07 26,17 26,25 26,47
PLGA PBS 29,02
HCI 29,65 *debido a su répida degradacidn, no se tuvo muestra
blanco NaOH 29,70 suficiente para realizar este ensayo a estos fiempos
28,48 H,O 29,13

Tabla 18. Tiempos de elucién (min) de los seaffolds del PLA, PCL y PLAPCL tras 5, 29, 54 y 90 dias de
degradacion en diferentes medios.

Scaffolds

fiempos ensayo T5 T29 T54 T90
PLA PBS 26,38 26,45 26,47 26,58
HCI 26,42 26,63 26,77 26,83
blanco NaOH 26,45 26,77 26,82 27,10
26,22 H,O 26,28 26,38 26,42 26,63
PLAPCL PBS 26,25 26,32 26,37 26,42
HCI 26,28 26,33 26,43 26,58
blanco NaOH 26,32 26,45 26,62 26,83
26,23 H,O 26,23 26,28 26,33 26,43
PCL PBS 26,15 26,20 26,23 26,30
HCI 26,10 26,25 26,38 26,48
blanco NaOH 26,23 26,32 26,48 26,48
26,07 H,O 26,13 26,17 26,25 26,33

Como se observa en los resultados anteriores, conforme se incrementa el tiempo de

degradacion, el tiempo de elucion de las disoluciones analizadas en el GPC aumenta; por
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tanto, la degradacion produce una pérdida de peso molecular en los materiales. Esta pérdida

es mayor en medio bésico, asi como para el PLA.

Los resultados de este ensayo concuerdan con la pérdida de masa observada en las muestras,
siendo mayor para las membranas, luego films y finalmente seaffo/ds, en los que no se observa
diferencias notables en los tiempos de elucion, ni en medio acido ni basico que actdan de

catalizadores del proceso.

Efecto de la degradacién en las propiedades mecanicas

A continuacion se presentan los resultados del médulo elastico (E) a traccion para films y
membranas ES-1,8 de PLA, PLAPCL, PCL y PLGA, asi como el mdédulo elastico (E) a
compresion para seaffolds de PLA, PLAPCL y PCL, tras 5, 29, 54 y 90 dias de degradacion de

los materiales en diferentes medios.

Tabla 19. Mé6dulo elastico (E) a traccién en MPa de las membranas ES-1,8 de PLA, PLAPCL, PCL y PLGA
tras 5, 29, 54 y 90 dias de degradacion.

Membranas ES-1,8

fiempos ensayo T5 T29 T54 T90
PBS 4,15 9.11 12,57 23,92
HCI 7,82 13,24 19,95 31,09
PLA
NaOH 18,56 26,31 28,56 53,84
H,O 5,23 8,48 17,32 19,46
PBS 27,04 50,91 64,81 118,27
HCI 44,23 61,00 94,33 198,04
PLAPCL NaOH 37,94 58,05 128,75 312,95
H,O 35,81 48,15 69,66 119,46
PBS 18,15 25,31 29,63 38,55
PCL HCI 26,04 32,88 40,23 53,90
NaOH 26,91 34,01 30,78 68,29
H,O 17,56 24,78 27,06 34,34
PBS 68,14
PLGA HCI 195,96 *debido a surdpida degradacién, no se fuvo muestra
NaOH 248,89 suficiente para realizar este ensayo a estos tiempos
H,O 75,30
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Tabla 20. Médulo elastico (E) a traccién en MPa de los films de PLA, PLAPCL, PCL y PLGA tras 5, 29, 54 y
90 dias de degradacion.

Films
fiempos ensayo T5 T29 T54 T90
PBS 151,30 585,84 752,43 1.100,21
PLA HCI 197,31 659,02 950,58 1.499.11
NaOH 202,86 620,48 1.202,97 1.954,86
H,O 129,48 321,15 682,42 1.242,55
PBS 30,24 63,15 299,03 457,10
HCI 49,33 181,23 304,12 588,77
PLAPCL NaOH 64,48 175,75 319,48 627,30
H,O 43,20 102,47 294,87 356,35
PBS 81,26 134,95 187,22 290,70
PCL HCI 98,28 254,13 281,13 539,49
NaOH 95,91 299,26 272,43 592,55
H,O 90,52 158,32 236,03 298,65
PBS 42,39
PLGA HCI 288,46 *debido a surdpida degradacion, no se fuvo muestra
NaOH 352,72 suficiente para realizar este ensayo a estos fiempos
H,O 48,15

Tabla 21. Médulo elastico (E) a compresion en MPa de los seaffolds de PLA, PLAPCL y PCL tras 5, 29, 54 y 90
dias de degradacion.

Scaffolds

fiempos ensayo T5 T29 T54 T90
PBS 0,93 1,08 1,10 1,46

HCI
PLA 1,11 1,09 1,19 1.71
NaOH 1,02 1,18 1,50 1,50
H,O 0.90 1,03 1,12 1,10
PBS 0,80 0,96 1,28 1,31
HCI 1,08 1,02 1,47 1,52

PLAPCL

NaOH 1,00 1,09 1,51 1,55
H,O 0,79 0,92 1,19 1,29
PBS 0,65 0,70 0,73 0,79
PCL HCI 0,67 0,77 0,90 1,09
NaOH 0,72 0,86 0,93 1,15
H,O 0,65 0,68 0,67 0,84

Los resultados anteriores muestran un aumento en general del médulo elastico con el tiempo
de degradacion. Esto se debe a que, como se ha visto, la degradacién produce un aumento

de la cristalinidad de las muestras, lo que se traduce en un mayor médulo eléstico.
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En el caso de los seaffolds el médulo elastico (E) a compresion se mantiene practicamente

constante con el tiempo de degradacion

Liberacion de curcumina a través de las membranas

En la Figura 91 se han representado las curvas del % de curcumina liberado al medio (PBS

+ Tween80) durante los 30 dfas de ensayo para las membranas obtenidas mediante

electrohilado en disolucién y electrohilado coaxial.
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Figura 91. Curvas de liberacién de curcumina en PBS+Tween80 durante 30 dias a 37 °C de las membranas
de PLA, PCL, PLAPCL y PLGA obtenidas mediante electrohilado en disolucién (arriba) y electrohilado
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Como puede observarse, tanto para el electrohilado en disolucién y el coaxial se tiene una
liberacion mas rapida para el PLGA, que llega a liberar el 100% de la curcumina antes de los
15 dias de ensayo. A continuacion, la PCL permite una liberacién mas rapida que el PLA y

la mezcla (PLAPCL).

Por otro lado, la velocidad del proceso también es mayor en el caso de las membranas
obtenidas por electrohilado en disolucién que con el coaxial. Esto es debido, seguramente, a
la estructura obtenida. En el caso del electrohilado en disoluciéon, la curcumina queda
atrapada en toda la red polimérica, y se mantiene también en la superficie de la membrana;
sin embargo, en el electrohilado coaxial se obtiene una membrana formada por fibras de tipo
core-shel/ en cuyo interior se encuentra la curcumina, con una envoltura polimérica alrededor.
Por tanto, la liberaciéon se producira mas lentamente en el electrohilado coaxial, ya que
dependera del proceso de degradacion del polimero, que permitira a la curcumina traspasar

la envoltura polimérica para salir al exterior. (véase Fignra 92)

A B

Figura 92. Esquema de la distribucion de la curcumina en las fibras obtenidas por (A) electrohilado en
disolucién y (B) electrohilado coaxial.

Cruzando estos resultados con los de degradacién, observamos que existe una desviacion en
8 > q
los resultados esperados para la PLA y la mezcla, ya que éstos se degradan mas rapidamente
que la PCL. Este hecho puede ser debido a que la curcumina crea uniones con el PLA que
dificultan su liberacion al medio. Este hecho explicarfa, ademas, que tnicamente para este
) ) q
polimero se tenga una mayor degradacion en el caso del electrohilado coaxial, que da lugar a
una liberacién continuada de la molécula, no siendo asi para el electrohilado en disolucion,

en el que se observa que la liberacién se detiene una vez alcanzado el 40%.

Efectividad de la encapsulacién

La cuantificacién de curcumina liberada se ha llevado a cabo teniendo en cuenta el porcentaje
de curcumina real de las membranas; es decir, la efectividad de la encapsulacion. Esta

efectividad, en porcentaje, se muestra en el grafico siguiente:
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Eficacia de la encapsulaciéon

- (LI ]

80%

0% A

40% 4

% encapsulacion

20% 1

0% 4
PLA PCL PLAPCL PLGA

m ES disolucidn  mES coaxidl

Figura 93. Efectividad de la encapsulaciéon de la curcumina en las membranas obtenidas por electrohilado en
disolucién y electrohilado coaxial. Las diferencias estadisticamente significativas se indican como
* p-valor < 0.05.

Como puede observarse en el grafico, la efectividad de encapsulacién de la curcumina en las
membranas obtenidas por electrohilado coaxial es mayor (~100%) para todos los polimeros;
sin embargo, en aquellas membranas obtenidas por electrohilado en disolucién la efectividad
de encapsulacién unicamente es practicamente del 100% (98,9%) para el PLGA, siendo del

~ 85% para los homopolimeros.

Esto puede ser debido a que para el electrohilado coaxial se emplean dos disoluciones
diferentes, la disolucién de curcumina y la polimérica, por lo que se busca disolventes
adecuados para la curcumina. Sin embargo, en el electrohilado en disolucidn, se afiade
directamente la curcumina a la disolucién polimérica, por lo que esta debe ser compatible
con el disolvente o los disolventes empleados en ella. Asi pues, se observa que el HFIP,
empleado en la disoluciéon polimérica del PLGA, es adecuado para obtener una disolucion
homogénea con la curcumina; mientras que el sistema de disolventes cloroformo/metanol

dificulta la disolucion de la curcumina.

Por todo ello, cuando se requiera introducir una molécula a una membrana electrohilada sera
importante estudiar adecuadamente los disolventes compatibles tanto con los polimeros

empleados como con la molécula seleccionada.
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Conclusiones

La liberacién de curcumina desde las membranas varfa en funcién del procesado de las
muestras, siendo mayor la velocidad del proceso en las membranas obtenidas por
electrohilado en disolucién que con el coaxial, debido a la influencia de la degradacion.

Ademas, con el PLGA se consigue una completa liberacion antes de los 15 dias de ensayo.

El estudio de degradaciéon apoya los resultados anteriores para el PLGA, que se degrada
rapidamente; sin embargo, para la PLA y la mezcla PLAPCL se observa una desviacion
respecto de la PCL debido probablemente a uniones formadas entre la curcumina y el PLA,
que dificultan su liberacién. De hecho, en las membranas de PLA obtenidas por electrohilado

en disolucion se tiene un valor limite en la liberacion para este polimero del 40%.

Por otro lado, el proceso de degradacion esta catalizado por el medio acido y, principalmente,
por el medio basico, que provoca la hidrélisis de los poliésteres. Ademas, el PLA degrada

mas rapidamente que la PCL.

Analizando la propiedades fisicoquimicas, se tiene que para todas las muestras, el proceso de
degradacion incrementa la cristalinidad, ya que en los polimeros semicristalinos se degrada
primero la fase amorfa. En el caso del PLGA se induce la cristalizacién, y el polimero pasa a

ser muy fragil. Esto da lugar a un aumento del médulo elastico con el tiempo de degradacion.

Finalmente, en los scaffolds no se observa, en los tiempos de estudio, diferencias significativas

en sus propiedades tras la degradacion.
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CAPITULO IV

ESTUDIO DE ADHESION DE PROTEINAS EN
LOS DIFERENTES POLIMEROS EMPLEADOS

Dada la influencia que tienen las proteinas en la interaccion soporte-
célnla, en este capitulo se ha realizado un estudio de adbesion de

una proteina, la fibronectina.

Para estudiar sinicamente la influencia de la quimica del polinero,
se ha desarrollado films polimericos planos mediante la técnica de

Spin-coating.

Se ha realizado tanto estudios cualitativos (microscopia) como

cuantitativos.
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Introduccion

La historia de los cultivos celulares comenzd hace mas de 100 afios, cuando en 1885 Wilhelm
Roux cultivé células de embriéon de pollo en solucién salina durante algunos dias. Sin
embargo, fue a principios del siglo XX cuando la necesidad de entender los eventos
fisiol6gicos normales y de estudiar el comportamiento de las células animales sin la influencia

sistémica, acelerd el desarrollo y comprension de los cultivos celulares 7 vitro. [151]

Hoy en dia, se sabe que existen diferentes factores que afectan a la viabilidad del cultivo
celular y que cada tipo celular tiene requerimientos especificos de acuerdo con sus
caracteristicas fisiolégicas; sin embargo, existen condiciones fisicoquimicas que todas las
células necesitan, como la temperatura, el porcentaje de oxigeno y otros gases, asi como los

nutrientes necesarios para el metabolismo y crecimiento celular. [152]

La mayoria de las células, a excepcion de las hematopoyéticas y las tumorales, son células
dependientes de anclaje; es decir, necesitan una superficie o soporte para su proliferacion.
[153] Para favorecer este anclaje, adicionalmente al medio de cultivo, que contiene los
nutrientes, como aminoacidos, vitaminas y sales, se adiciona suero (generalmente, suero fetal
bobino o suero humano) para aportar las proteinas necesarias, como la fibronectina, que

desempena un papel fundamental en la adhesion celular. [152]

Todas estas necesidades especificas estan relacionadas con las funciones de la matriz
extracelular (ECM), una red tridimensional que rodea las células y presenta numerosas
funciones vitales: permite la adhesioén celular, mantiene la integridad y aporta propiedades
mecanicas a los tejidos, mantiene e influye en la forma celular, permite la comunicacion
célula-célula, modula la diferenciacion y la fisiologfa celular, e interviene en los procesos de
multiplicacién y sefializacion. Para ello, la ECM esta constituida por diferentes moléculas,
fundamentalmente proteinas y carbohidratos: proteoglucanos, fibronectina, laminina,
integrinas, hemidesmosomas, elastina, entactina, fibrilinas, receptores de membrana, factores
de crecimiento, colageno tipos I, I1I, IV y VII, glucosaminoglucanos y metaloproteinasas.

[154]

Dentro de las proteinas se encuentran aquellas con funcién estructural y las que tienen una

funcién especializada, como la fibronectina, de gran interés biologico.
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Fibronectina

La fibronectina es una glicoproteina adhesiva que constituye uno de los principales
componentes de la matriz extracelular. Ha sido ampliamente estudiada por su capacidad de
interactuar con diversas células y macromoléculas, influyendo en el comportamiento celular

y en diferentes procesos, como la proliferacion, la migracion y la adhesion celular. [155], [150]

Se trata de una proteina con un peso molecular de 440 kDa, compuesta por dos subunidades.
En el organismo se puede encontrar en forma soluble o insoluble. La forma soluble, que se
distribuye de manera dimérica en la sangre y otros fluidos, se dispone globularmente;
mientras que la forma insoluble, que es la que encontramos en la ECM de diferentes tejidos,

adquiere una conformaciéon extendida. [157]

Este cambio conformacional que sufre la fibronectina también depende de las caracteristicas
de la superficie del sustrato al que se adsorba. De hecho, varios estudios concluyen que la
fibronectina se adsotbe con una conformacién diferente en funcién de la hidrofobicidad del
sustrato. En superficies hidrofilicas adquiere la conformacién extendida, mientras que en

superficies hidrofébicas mantiene la estructura globular compacta. [158], [159]

En cuanto a la adhesion de las células dependientes de anclaje al soporte, éstas se adhieren,
se expanden y proliferan de forma 6ptima en superficies hidroéfilas. Sin embargo, se ha
demostrado que en presencia de fibronectina, la adhesion celular es la misma en superficies
hidréfilas e hidréfobas. Por ello, muchos biomateriales poliméricos de uso clinico, de caracter

hidréfobo especialmente, se preadsorben con fibronectina. [160]

s ke

Figura 94. Esquema de adsorcién celular mediada por el recubrimiento de fibronectina sobre la superficie de
un polimero. Modificada de [161]

Este proceso de adsorcion proteina-material es un proceso fisicoquimico complejo que
depende en gran medida de las caracteristicas superficiales del sustrato (energfa superficial,
grupos funcionales presentes en la superficie, propiedades electroquimicas, cargas
superficiales, etc.), asi como de su morfologia. [162] Por tanto, para estudiar el efecto del

polimero en la adhesion de fibronectina se requiere de films con muy baja rugosidad.
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Recubrimiento por centrifugacion (Spin-coating)

Existen diversas técnicas para la obtenciéon de films poliméricos (dip-coating, spray-coating,
deposicion por laser pulsado, etc.); sin embargo, la técnica mas empleada en la actualidad
para la obtencién de films planos es el recubrimiento por centrifugacion (spzn-coating), ya que
se consiguen peliculas bien definidas con una distribucion lateral y vertical homogéneas del
polimero. [163] Ademas, permite elaborar films con espesores del orden de micrémetros e

incluso nanémetros. [164]

El equipo en el que se lleva a cabo esta técnica, denominado spzn-coater, consta de un disco
giratorio conectado a una bomba de vacio para mantener durante el giro el sustrato. El

proceso consta de tres pasos [165]:

(i) En primer lugar, se deposita la disolucion en el sustrato. Esto puede hacerse en
modo estatico, en el que el disco giratorio esta parado, o dinamico, habiendo rotacién del

disco.

La principal desventaja del modo estatico es que comienza a evaporarse lentamente
el disolvente cuando se deposita la disolucion sobre el sustrato, lo que puede dar lugar a

defectos en la muestra, en funcién de la disoluciéon empleada.

(i) En segundo lugar se realiza la rotacion a alta velocidad. En esta etapa las fuerzas
adhesivas presentes en la interfaz liquido/sustrato y las fuerzas centrifugas generadas por el
giro del disco a una determinada velocidad angular, dan lugar a un flujo radial de la disolucién
que, junto con el proceso de evaporacion del disolvente, forma una pelicula de material

uniforme en la superficie del sustrato. [163]

Flujo de dire

Flujc radial de Flujo radial de

la disclucion I I I I la disolucion
S rvoporodien T

Disolucion
st [ )

Velocidad angular

Figura 95. Etapa de giro a alta velocidad en el proceso de spin-coating, en la que se observa el flujo radial al
que queda sometido la disolucién. Traducida de [166]

(i) Finalmente, se produce una etapa de secado para asegurar que no queda

disolvente en la muestra.
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Como ocurre con la técnica de electrohilado, existen numerosos paraimetros —de la
disolucion, del proceso y del ambiente— que afectan al espesor del film obtenido. Dentro de
los parametros de la disolucién se encuentra la concentraciéon del polimero (o, en
consecuencia, la viscosidad de la disolucion) y el disolvente empleado; en los parametros del
proceso se tiene la velocidad angular y el tiempo de procesado y, en modo estatico, el tiempo
de inicio de la rotacién y la aceleracion angular. Finalmente, entre los parametros ambientales

tenemos la presion, la temperatura y la humedad relativa. [164]

Es importante conocer como afectan los diferentes parametros a la morfologia del film para

evitar los defectos mas importantes que pueden aparecer, entre ellos [167]:

(i) Film muy delgado: se obtiene con elevadas velocidades de giro y tiempos de
procesado largos, asf como una viscosidad muy baja de la disolucion. Para evitar este defecto
se puede reducir la velocidad de giro, asi como el tiempo de procesado, y aumentar la
concentracion de la disolucion para incrementar su viscosidad. También influye en el espesor
el volumen de disoluciéon depositada en el sustrato, cuanto menor sea ésta, menor sera el

espesor.

(if) Film muy grueso: se obtiene al trabajar con bajas velocidades de giro, tiempos de
procesado cortos o concentraciones elevadas de la disolucion. Para evitarlo se deberfa
aumentar tanto la velocidad de giro, como el tiempo de procesado, o reducir la concentracion
de la disolucién. Tal y como se ha comentado anteriormente, un volumen de disolucién

elevado da lugar a mayores espesores de film.

(iii) Presencia de burbujas: este defecto puede deberse a varias causas, por un lado la
presencia de burbujas en la disoluciéon, por otro lado, una rapida evaporacion del disolvente
y, finalmente, una concentracion elevada de polimero que bloquea la evaporacion del
disolvente. Sera necesario asegurar que no hay burbujas de aire en la disolucién, seleccionar

disolventes que tarden mas en evaporarse, o bien reducir la concentracién de polimero.

(iv) Presencia de espirales: este defecto aparece cuando el tiempo de giro es muy corto
o la disolucién no se deposita en el centro del sustrato; por tanto, para evitarlo se debera
aumentar el tiempo de procesado y habra que cerciorarse de que la disolucion se deposita

correctamente.

(v) Presencia de un circulo en el centro: cuando el disolvente es poco volatil, el
polimero puede cristalizar en el centro, ya que en los bordes del sustrato la fuerza centrifuga

es maxima y el disolvente se puede evaporar mas rapidamente para formar una zona amotfa.
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(vi) Areas sin cubrir: se debe principalmente a que el volumen de disolucion

depositado en el sustrato es pequefio, por lo que habria que aumentarlo.

Aparte de los defectos mencionados anteriormente, si no se controlan las condiciones
ambientales, trabajando, por ejemplo, en una atmosfera inerte controlada, podemos obtener

una baja reproducibilidad del proceso.

Por dltimo, para la caracterizacion morfolégica de estos materiales se requiere de
microscopios de una elevada resolucién, como los microscopios de barrido por sonda (SPM;
de sus siglas en inglés, scanning probe microscopes), entre los que se encuentra el microscopio de

fuerza atomica.

Microscopia de fuerza atimica

La microscopia de fuerza atéomica (AFM) comenzé a desarrollarse en 1986, cuando Gerd
Binning y Calvin Quate, de la Universidad de Standford, y Cristoph Gerber, de IBM,
disenaron el primer microscopio de fuerza atémica. [168] Este microscopio permite obtener
informacién de la nanoestructura de los materiales, asf como de algunas de sus propiedades
(fundamentalmente, propiedades mecanicas), a partir de la interaccion producida entre una
punta y la superficie del material. [169]—[171] Estas interacciones pueden ser de dos tipos:
atractivas, cuando aparecen fuerzas de Van der Waals y electrostaticas, principalmente; y

repulsivas, al darse fuerzas de Pauli y también electrostaticas. [172]
Los componentes principales de un AFM son: [173]

(i) La sonda, compuesta por una micropalanca (cantiléver), en cuyo extremo en

voladizo hay una punta, que es la encargada de interactuar con la muestra.

(i) La fuente del rayo laser, que apunta hacia el extremo en voladizo de la

micropalanca, donde se encuentra la punta.

(iti) El fotodiodo, que detecta el rayo laser una vez ha sido reflejado. Generalmente,
consiste en un diodo de cuatro cuadrantes, para detectar los movimientos de flexién y torsion

de la micropalanca.

Ademas, la muestra se coloca sobre un detector piezoceramico que puede moverse con

presion en las coordenadas X, Y y Z.

En la Figura 96, podemos ver el esquema de un AFM:
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Figura 96. Esquema de un microscopio de fuetza atémica (AFM). Modificada de [173]

En funcién de las caracteristicas fisicas de la muestra y de las propiedades que se quieran
medir, el AFM permite trabajar en diferentes modos; cada uno de ellos con sus propias
ventajas y limitaciones. Estos modos se clasifican en dos grupos: los modos de contacto

continuo (o estatico) y los modos dinamicos. [173], [174]

Modo de contacto (o estatico)

En el modo de contacto la sonda se encuentra en contacto con la muestra durante todo el
barrido, de modo que su uso esta reservado a cierto tipo de muestras que no sean susceptibles
de ser destruidas por la punta, como metales, 6xidos de metales, muestras inorganicas rigidas,

e incluso algunas muestras biolégicas.

A pesar de ello, es util porque permite realizar ensayos de espectroscopia de fuerzas y es

ampliamente usado para el estudio de la conductividad eléctrica de muestras. [175], [170]
Modos dindmicos

Estos modos presentan la ventaja de reducir el desgaste de la punta y de la muestra, al no
haber un contacto continuo entre ambos y, ademas, se obtiene informacién mas amplia de
la interaccién, incluyendo la amplitud de la oscilacion, la frecuencia y el cambio de fase;
mientras que en los modos de contacto unicamente se obtiene informacién de la deflexion

de la sonda.

Entre los modos dinamicos el mas empleado es el modo de contacto intermitente, o “Yapping
mode”, en el que se hace vibrar la micropalanca con amplitudes en el rango nanométrico (entre

5y 200 nm) y frecuencias de oscilaciéon de kilohercios (entre 70 y 300 kHz).
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Asi pues, en este modo se controla tnicamente la amplitud, que sufre cambios debido a la
topografia de la muestra, haciendo que se mantenga en un valor preestablecido. De este
modo, si la micropalanca se encuentra con un cambio en la topografia (ya sea un valle o una
protuberancia), la amplitud de la punta cambiara, por lo que, para compensar esa pérdida o
ganancia de amplitud, se movera la muestra para intentar mantener la amplitud establecida.
Ademas, el cociente entre la amplitud de la punta cuando toca el material y la amplitud de
oscilacion libre (es decir, antes de que se produzca el contacto), es un indicativo de la fuerza

con la que la punta incide en la superficie.

Este modo permite, ademas, operar en vacio, en contacto con aire, lo que mas adelante se
ha denominado como estudio en seco, o en inmersioén en un fluido, permitiendo hacer el
estudio en unas condiciones mas similares al entorno natural para el que se disefian los

materiales, o el ambiente fisiolégico de las muestras biologicas. [177]

Finalmente, el surgimiento de esta técnica ha hecho posible obtener imagenes de moléculas
de ADN, de anticuerpos, membranas proteinicas y de moléculas proteinicas individuales; asi

como la obtencién de imagenes de polimeros. [173], [178], [179]

Por todo ello, en este capitulo se plantea caracterizar la adhesion de fibronectina en los
diferentes polimeros (PLA, PCL, PLAPCL y PLGA), empleando microscopia atémica en

modo de contacto intermitente.

Materiales y métodos
Obtencidn de soportes planos mediante spin-coating

Dado que se pretende estudiar unicamente la influencia del polimero en la adhesién de
proteinas, se empleo la técnica de spin-coating para la obtencion de films planos de cada uno

de los polimeros.

Para ello, se prepararon disoluciones de PLA, PCL, PLAPCL y PLGA al 2% m/v en
cloroformo. Estas disoluciones se dejaron en agitaciéon durante la noche, para asegurar la

completa disolucién de los polimeros.

A continuacion, se preparé los films en el spin-coater (CEE TM, Model 200). El equipo se

conecta a una bomba de vacio, que mantiene el cubreobjetos de vidrio durante la rotacion,

161



UNIVERSITAT
POLITECNICA

Capitulo IV DE VALENCIA

y, ademas, se inyecta continuamente nitrébgeno para mantener una atmosfera inerte en el

interiot.

Los cubreobjetos de vidrio empleados fueron de 12 mm de diametro (Afora). Sobre ellos, en
modo estatico primero y dinamico después, se verti6 de 100 a 200 pl de la disoluciéon
polimérica y se hizo rotar en un rango de 1000 a 10000 rpm. En el modo estatico, ademas,

la aceleracion se estudié de 1000 a 7500 tpm/s.

Una vez obtenidas las muestras, se realizé una inspeccion visual para determinar si la muestra
era adecuada o presentaba algin defecto, como la obtencién de una superficie de polimero
no homogénea o la presencia de manchas blancas. Aquellas muestras que a simple vista
parecian ser adecuadas, se inspeccionaron en el microscopio 6ptico (Nikon, Eclipse E600)

para descartar posibles defectos microscopicos, como la presencia de burbujas.

A continuacién, aquellas muestras que no presentaron defectos se dejaron 24h en un
desecador termostatico de vacio (Selecta, Vacio-Temp) para garantizar la evaporacion

completa del disolvente.

Microscopia de fuerza atimica (AFM)

El estudio morfoldgico de estas muestras se llevo a cabo en el microscopio de fuerza atémica
(AFM; Bruker, Multimode 8) de los Servicios Centrales de Microscopia de la UPV, en el

modo de funcionamiento Zapping.

Figura 97. Microscopio de fuerza atémica (AFM) del Servicio de Microscopia de la UPV. Extraida de su
pagina web.
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Previamente, las muestras fueron lavadas con abundante agua destilada, para eliminar
particulas que se hubieran podido depositar sobre la superficie y después, se secaron con
Argbn. A continuacion, se colocaron en un portaobjetos metalico empleando cinta adhesiva

de doble cara.

Para el manejo del microscopio, asi como el postratamiento de las imagenes, se empleo el

programa NanoScope 8.15, que permite, ademas, obtener datos de rugosidades.

Determinacion cualitativa de la adbesion de proteina

Tras el estudio morfologico de los materiales, se establecié las condiciones de trabajo del
spin-coating para cada uno de los polimeros, de forma que los films obtenidos de cada uno de
ellos presenten la menor rugosidad posible. Estas muestras aparecen denominadas como

“blanco”.

A continuacion, se preparé 6 muestras de cada uno de los polimeros para la determinacién
cualitativa de fibronectina en el AFM. De las 6 muestras, 3 se destinaron al estudio en seco
y otras 3 al estudio en inmersién. En ambos casos se analizé el comportamiento de la muestra
en contacto con una disolucién acuosa, por si se producfan defectos en la morfologia del
film a causa de un posible hinchado; asi como la adhesiéon de fibronectina para dos

concentraciones diferentes (5 y 20 pg/ml).

De forma previa, se preparé una disoluciéon de suero fetal bobino (PBS; Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline, Gibeo) y dos disoluciones de fibronectina, de concentraciones 5

pg/ml (5FN) y al 20 pg/ml (20FN) en agua miliQ.

Estudio en seco

Se colocaron las 3 muestras de cada polimero en una placa multipocillos P-24 y se afiadi6 a
la primera muestra 600 pl de PBS, a la segunda 600 pl de 5FN y a la ultima 600 ul de 20FN,
de modo que quedasen cubiertas por la disolucién. A continuacién, se mantuvieron 24h en

contacto con las disoluciones, antes de ser estudiadas en el AFM.

La preparacion de las muestras para su observacion en el microscopio fue la misma que la
descrita para los blancos, teniendo especial cuidado con la limpieza de las muestras, para

evitar la presencia de sales y proteina depositada en la superficie que no se hubiese adherido.

Se empled, ademas, el modo zapping.
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Estudio en inmersion

Al igual que en el caso anterior, se colocaron las 3 muestras de cada polimero en una placa
multipocillos P-24. Dado que el estudio en inmersién es complejo y muy sensible a las
impurezas que puedan quedar en la superficie, para analizar el efecto en la morfologia por el
contacto de una disolucién acuosa, en lugar de PBS se emple6 agua miliQQ. De modo que a
la primera muestra se le afiadié 600 pl de agua miliQ), a la segunda 600 ul de 5FN y a la tltima
600 ul de 20FN.

Para su estudio en el AFM, las muestras tnicamente se limpiaron con agua destilada y se
colocaron directamente en el portaobjetos metalico, sobre la muestra se vertié 70 pl de agua

ultrapura especial para AFM (Sigma Aldrich).

Se trabajé con diferentes modos para encontrar aquel que fuera 6ptimo para la obtencién de

imagenes que permitiesen la diferenciacion de la proteina en la superficie del material.

Para facilitar la comprension de las muestras estudiadas, se presenta en la Figura 98 un

esquema:
Estudio en seco @ GFQ @
PLA
PCL oah
PLAPCL 600 il disolucion
PLGA
6 muestras de cada polimero Estudio en inmersién Gili@ (SF:> GDFD

Figura 98. Muestras analizadas en el AFM para la determinacion cualitativa de fibronectina.

Determinacion cuantitativa de la adbesion de proteina

Mediante el microscopio de fuerza atomica, unicamente es posible determinar de forma
cualitativa la presencia de fibronectina en el material. De modo que resulta interesante

emplear otros métodos de analisis cuantitativos que respalden los resultados observados en

el AFM.

Para ello, se emple6é un microkit BCA (Thermo Fisher), que permite la cuantificaciéon de
proteinas a través de un espectrometro UV. Se trata de un método altamente sensible que
combina la reaccién de las proteinas con Cu™en un medio alcalino (produciendo Cu®) con

un reactivo para la deteccién de Cu’ altamente selectivo y sensitivo denominado é4cido
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bicinconinico (BCA). Se basa, pues, en el principio de que las proteinas reducen los iones
cupricos a iones cuprosos bajo condiciones alcalinas. Los iones cuprosos reaccionan con el
BCA, de color verdoso, para formar un color morado debido a la quelacién de dos moléculas

de BCA con un ion de Cu. Este complejo presenta una absorbancia maxima a 562 nm.

Se realizaron 4 muestras de cada polimero para disponer de dos réplicas para cada
concentracion de fibronectina (5FN y 20FN). Las muestras se pusieron en una placa

multipocillos P-24 con 600 pl de disolucién de fibronectina, durante 24 h.

Trascurrido este tiempo, y dado que las muestras presentaban muy poco espesor para poder
ser separadas del cubreobjetos de vidrio, se realizo el estudio con el microkit BCA, siguiendo
las indicaciones del fabricante, tanto para las muestras como para el sobrenadante. Por lo

que, previamente, se tomo el sobrenadante y se puso en tubos eppendorf.

Para la cuantificacion de proteina, se realizé6 una curva patrén de acuerdo con las
especificaciones del fabricante, y se midi6 la absorciéon de UV con un espectrémetro- UV

(Vietor) a 570 nm.

Estudio fisicoquinzico de los materiales

Determinacién de la tensién superficial

La tension superficial nos permite conocer cémo va a comportarse un sélido en presencia
de un fluido, ya sea liquido o gas. Para un sélido puede determinarse a partir de teorias, como

la de Owens/Wendt, mediante el dngulo de contacto. [180]

El angulo de contacto es el angulo formado entre una gota de un liquido y la superficie del

solido. Para medirlo se empleé un equipo de medida de angulo de contacto Dataphysics

OCA20.

Se dej6 caer una gota de 10 ul de diferentes liquidos — agua destilada, etilenglicol (extra puro,
Scharlabs) y dietilenglicol (ReagentPlus®, Sigma Aldrich) — sobre la superficie polimérica, y tras
30 s para dejar que las tensiones se relajaran, se tomoé una captura de la imagen de la gota en
el solido. A continuacién, con el programa SCA20 se midi6 el angulo de contacto izquierdo

y derecho. Estas medidas se repitieron 5 veces.
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Figura 99. Ejemplo de medida de un angulo de contacto con el programa SCA20. Extraido de DataPhysics
Instruments GmbH

A partir de estas medidas se pudo determinar la tensién superficial representando una recta

a partir de la teorfa de Owens-Wendt:

o,(cos6 + 1) 1 (O’P)% 1 (28)
- — = (05)2 - - T+ (09)2
2(ap)2 (o2

Siendo gy, 1a tension superficial del liquido, 8 el angulo de contacto, dg la tensioén superficial
del sélido, y los superindices P y D indican que se trata de la parte polar (P) o dispersiva (D)

de la tension superficial.

De este modo, a partir de la pendiente y la ordenada en el origen, se puede obtener las

componentes polar y dispersiva del solido y asi conocer la tension superficial del material.

Resultados y discusion
Obtencion de soportes planos mediante spin-coating

En primer lugar, se optimizé los parametros del spin-coating para obtener films con una
rugosidad minima y asi poder estudiar coémo influye unicamente la quimica del polimero en

la interaccién con la fibronectina, sin que haya efectos de la topografia.

Respecto de los parametros de la disolucion, se estableci6 una concentracion del 2% m/v en
cloroformo teniendo en cuenta los resultados de Sukanek (1985), Norrman ez a/ (2005) y

Extrand (1994). [163], [181], [182]

En cuanto a los parametros del proceso, que inicialmente se plante en estatico, se fijé la

velocidad en 4000 rpm con una aceleracién de 4000 rpm/s. El volumen de disolucion fue de
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200 pl para asegurar un recubrimiento completo del portamuestras, dejando 30 s de tiempo

inicial y 45 s de tiempo de procesado, permitiendo la completa evaporacion del disolvente.
Estos parametros se recogen en la Tabla 22:

Tabla 22. Resumen de los parametros iniciales del spin-coating para la obtencion de films planos.

Parametros de la disolucion

Disolvente Cloroformo

Concentracion 2% m/v
Parametros del proceso

Modo Estatico

Velocidad 4000 rpm

Aceleracion 4000 rpm/'s

Tiempo de inicio 30s

Tiempo de procesado 45 s

Tras obtener las muestras, éstas se analizaron inicialmente de manera visual para detectar

posibles defectos.

El primer defecto observado consistié en una mancha blanca en el centro de la muestra

(Figura 100):

Figura 100. Defecto de mancha blanca en una muestra de PLA tras el proceso de spin-coating.

Este defecto que se muestra en la figura anterior puede ser debido a la presencia de burbujas.
Se observa esta mancha, ademas, principalmente en el centro del portamuestras, por lo que
el disolvente se evaporé de forma vertical, sin efecto de la fuerza centrifuga durante la

rotacion. Asi pues, para evitar este defecto se eliminé el tiempo de inicio y se aumento la

velocidad hasta 10.000 rpm.

Con estos cambios se redujo el tamafio de la mancha blanca, disminuyendo la cantidad de

burbujas, aunque no fue suficiente, seguramente debido a que el flujo de aire generado por
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la velocidad angular acelera la evaporacion del disolvente, tal y como demostraron Norrman

et. al (2005). [163]

Otra causa probable de este defecto es una elevada concentracion polimérica que dificulta la
evaporacion del disolvente. Por ello, se estudio la disminucién de la concentracion (0,5 — 1%
m/v), en un rango de velocidades de 7.500 a 10.000 rpm, empleando volimenes de 100 —
150 pl. Sin embargo, con estos cambios el defecto disminuyé pero no se eliminé de forma

completa.

Otro defecto que se observé fue una mala distribuciéon del polimero, con marcas axiales,

como se puede ver en la siguiente figura:

Figura 101. Defecto de mala distribucién del polimero en una muestra de PLA tras el proceso de spin-coating.

El efecto observado en la Figura 101 puede deberse a diferentes motivos; uno de ellos puede
ser una cantidad de polimero insuficiente para cubrir toda la superficie, lo cual estd
relacionado con la concentracion y el volumen de disolucién y otro, que la fuerza centrifuga
no sea suficiente al principio del proceso, haciendo que el disolvente se evapore antes de que

se alcance una velocidad que permita una adecuada distribucion del polimero.

Para tratar de resolver este defecto, y corregir completamente el anterior, se pens6 en
modificar el modo de trabajo a dindmico, de forma que en el mismo momento en que se
aflade la disolucién polimérica se tiene la velocidad maxima de giro, permitiendo que el
polimero se distribuya rapida y homogéneamente antes de la evaporaciéon completa del

disolvente.

En la Figura 102 se puede ver la comparativa de una muestra obtenida en modo estatico y

otra en modo dinamico:
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Figura 102. Comparativa visual de una muestra de PLA obtenida por spin-coating en modo estatico (izquierda)
y modo dinamico (derecha).

Tal y como se observa en la imagen, al emplear el modo dindmico se consigue obtener
muestras sin defectos, de modo que una vez obtenidos los films planos de cada uno de los
polimeros (Figura 103), se observaron en el microscopio 6ptico para detectar defectos
visibles con él, ya que el AFM tiene precision nanométrica y se requieren muestras sin

defectos para evitar dafiar la punta.

PLAPCL

111 |
I

11 ,1 / l ‘/‘_l‘,’.'lC[f?if‘l{liiﬂ!'!\lr'.\!‘\

i
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8

Figura 103. Aspecto visual de los films planos de PLA, PCL, PLAPCL y PLGA obtenidos mediante la
técnica de spin-coating.

Una vez observadas las muestras en el microscopio 6ptico y descartadas aquellas en las que
se podia observar defectos microscopicos, se estudié la topografia de las diferentes muestras
en el AFM, seleccionando los parametros éptimos de procesado de cada polimero. En la
Figura 104 se pueden ver los resultados del AFM de las muestras (blancos), y en la Tabla 23

se recogen los parametros del proceso tras la optimizacion:
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Figura 104. Imagenes de AFM de la topografia de los films de PLA, PCL, PLAPCL y PLGA obtenidos por
la técnica de spin-coating. Las imagenes se corresponden con los resultados de amplitud en el modo fapping.

Los resultados muestran como las rugosidades del PLA y el PLGA son menores a las de la
PCL y la mezcla (PLAPCL), debido seguramente a la cristalinidad de la policaprolactona.
Esta fase cristalina se puede apreciar claramente en la imagen del homopolimero, en la que

se pueden ver las lamelas que la forman.

Con ello, los parametros del spzn-coating son:

Tabla 23. Parametros del spin-coating para los diferentes polimeros tras la optimizacion.

PLA PCL PLAPCL PLGA
Concentracion (Yom/ v) 2 2 1 2
Disolvente cloroformo
Volumen (ul) 200 200 200 150
Velocidad (rpm) 7500
Modo de trabajo dindmico

Determinacion cualitativa de la adbesion de proteina

Tras la optimizaciéon del proceso, en el que se obtuvo films planos de cada uno de los
polimeros, se estudié de forma cualitativa empleando técnicas de imagen mediante el AFM

la adhesion de la fibronectina en cada uno de los polimeros.

En primer lugar, se estudi6 el comportamiento de los materiales en seco tras haber estado

24 h en contacto con la disolucién de proteina. Estos resultados se recogen en la Figura 105:
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Figura 105. Estudio de la topografia de los films planos de PLA, PCL, PLAPCL y PLGA para la
determinacion cualitativa de fibronectina en seco mediante AFM.

En la Figura 105 se puede ver, en primer lugar, que el contacto con un medio acuoso durante
24 h no afecta a la morfologia del material ya que las muestras que se mantuvieron en PBS

presentan las mismas caracteristicas visuales que los blancos de la Figura 104.

Por otro lado, para las muestras de PLA y PLGA, que presentaban menor rugosidad, se
puede ver como la presencia de fibronectina da lugar a marcas globulares, habiendo mas
cantidad cuando la concentracién de fibronectina es mayor. Estas marcas globulares se
corresponden con la fibronectina, la cual presenta estructura globular. Ademas, se observa
una mayor cantidad de estas marcas en el PLGA indicando mayor afinidad por la proteina y

dando lugar a una mejor adhesion de ella.

Dado que las muestras de PCL y PLAPCL presentan una mayor rugosidad, en la Figura 106

y 107 se muestran los resultados a mayor aumento para poder detectar mejor la fibronectina:
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Figura 106. Estudio cualitativo mediante AFM de la adhesién de fibronectina en PCL a 500 nm.

Para la PCL, a mayor aumento se observa un cambio significativo en las imagenes de AFM
al aumentar la concentraciéon de fibronectina. En el caso de una menor concentracion
(5 pg/ml) se puede apreciar la conformacion globular de la proteina; sin embargo, a la mayor
concentracién (20 pug/ml) no se distingue esta conformaciéon debido, seguramente, a la

saturacion de la superficie.

25 nm
5 pg/mil 20 pg/mi
) 500 nm |
-25nm

Figura 107. Estudio cualitativo mediante AFM de la adhesién de fibronectina en PLAPCL a 500 nm.

Para el caso de la PLAPCL (Figura 107), se observa también un aumento de marcas

globulares correspondientes a la fibronectina, cuando se aumenta la concentracién de ésta.

172



UNIVERSITAT
POLITECNICA

Tesis doctoral. Maria Herrero (2022) DE VALENCIA

Por ello, puede decirse que la PLAPCL también es un material adecuado para la adhesion de

fibronectina.

Para hacer una aproximaciéon mas real, se realiz6 el mismo estudio mediante AFM en

inmersion. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 108:

PLA PCL PLAPCL

5 pg/ml miliQ

20 pug/ml

1 -25nm

Figura 108. Estudio de la topografia de los films planos de PLA, PCL, PLAPCL y PLGA para la
determinacion cualitativa de fibronectina en inmersién mediante AFM.

Como se puede observar, en el estudio en inmersion se mantienen las estructuras observadas
en las muestras en seco, con las lamelas de la PCL claramente diferenciadas, asi como la

mayor rugosidad de las muestras de PLAPCL, debido a la mezcla de los homopolimeros.

Por otro lado, el estudio en inmersion presenta algunas dificultades, ya que las imagenes
obtenidas en el AFM son menos nitidas por las interferencias con el liquido. Este hecho

puede apreciarse claramente en la siguiente figura, para la PCL:
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Figura 109. Comparativa del estudio de AFM en inmersioén y en seco para la PCL.

En la imagen podemos ver la misma muestra durante el estudio en inmersion (arriba) y tras
haber secado la muestra (abajo). En ella se puede apreciar claramente la falta de nitidez en
las imagenes de AFM en inmersion, especialmente a mayores aumentos, lo que dificulta la

determinacién cualitativa de la proteina.

Por ello, conviene realizar siempre el estudio en inmersion, para ver cémo se comporta la
muestra en el ambiente en el que se estudiara, empleando aumentos menores para una mayor
nitidez de la imagen, acompafiindolo del estudio en seco para un mejor estudio.
Especialmente con polimeros en los que se tiene una elevada rugosidad, al ser mezclas o

altamente cristalinos.

A pesar de esto, en el estudio en inmersion (Figura 108) se tiene el mismo comportamiento

observado para las muestras en seco (Figura 105), con una mayor adhesion para la PLA y el
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PLGA, siendo mejor la adhesion en el PLGA. Ademas, la adhesion es mayor, cuanto mayor

es la concentracién de proteina en la disolucion.

Determinacion cuantitativa de la adbesion de proteina

Los resultados anteriores se completaron con la cuantificacién de proteina adsorbida en las

diferentes superficies poliméricas mediante el test MicroBCA®:
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Concentracion de FN en la incubacion (ug/ml)
mPLA ®mPLAPCL PCL mPLGA

Figura 110. Concentracién de fibronectina (FN) adsorbida en las diferentes superficies poliméricas, tras 24h
de incubacién en una disolucién de 5 ng/ml y otra de 20 pg/ml. Las diferencias estadisticamente significativas
se indican como * p-valor < 0,05.

En el grafico anterior se tiene que, como se habia determinado de forma cualitativa con el
AFM, el polimero que mas fibronectina adsorbe en su supetficie es el PLGA, seguido del
PLA, la mezcla PLAPCL y finalmente la PCL.

Por otra parte, se tiene que se adsorbe un mayor porcentaje de fibronectina para el PLGA y
el PLA cuanto mas concentrada es la disolucién en la que se incuban las muestras (88,6%
adsorbida en el PLGA-20FN frente al 85,1% en el PLGA-5FN; 77,1% adsorbida en el PLLA-
20FN frente al 73,1% en el PLA-5FN). Sin embargo, este comportamiento no se observa
para la PLAPCL y la PCL, probablemente debido a que en ambos casos el porcentaje
adsorbido es bajo (~ 61% para la mezcla y ~ 55% para la PCL).
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Para estudiar cémo puede influir las propiedades superficiales en ello, se realizé un estudio

fisicoquimico para determinar la tension superficial de los materiales.

Estudio fisicoquimico de los materiales

Se midi6 los angulos de contacto de los diferentes materiales para determinar la tension
superficial de ellos (Tabla 24) y, de este modo, encontrar si existe una relacion entre la tensiéon

superficial y la adhesioén de proteinas.

Tabla 24. Tensién superficial de los materiales obtenida a partir de la teorfa de Owens-Wendt por medio de
las medidas del angulo de contacto.

af (mN/m) a® N/ m) o (mN/m)
PLA 204 26,6 470
PCL 133 279 412
PLAPCL 159 304 45.6
PLGA 14,9 32,7 47,6

Los resultados mostrados en la tabla anterior guardan relacién con los resultados de proteina
adherida en la superficie, siendo mayor la adhesién cuanto mayor es la tension superficial del

matetial.

Por otro lado, la tension superficial esta relacionada con la mojabilidad del polimero, siendo
ésta inversamente proporcional; de modo que, como apuntaron Kooten ez a/ (2004), la

adhesion de fibronectina es mayor cuando el sustrato tiene elevada mojabilidad. [183]

Conclusiones

A partir de los resultados anteriores podemos concluir, en primer lugar, que mediante la
técnica de spin-coating pueden obtenerse films poliméricos de PLA, PCL, PLAPCL y PLGA
planos que permiten hacer estudios de adhesion de proteina sin que en ellos tenga efecto la

morfologia del material, unicamente la quimica del polimero.

En segundo lugar, se ha comprobado que el AFM permite determinar de forma cualitativa
la adhesién de fibronectina en la superficie de los polimeros, adquiriendo ésta una
conformaciéon globular. Ademas, es posible hacer el estudio tanto en seco como en
inmersion, permitiendo un estudio mas aproximado del comportamiento en el medio en el

que se encontrarfa el material. Sin embargo, la interaccién entre la punta y el liquido de
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inmersion distorsiona las imagenes conforme se incrementan los aumentos, por lo que debe

hacerse de forma complementaria siempre el estudio también en seco.

Tanto en el estudio en seco como en inmersién, se ha podido observar que la cantidad de
proteina en la superficie de los materiales es mayor cuando los materiales se exponen a una
disolucién mas concentrada (20 pg/ml). Por otro lado, el estudio cualitativo mostrd mejor
adhesion de fibronectina en las muestras de PLGA. Estos hechos se pudieron comprobar

mediante el estudio cuantitativo realizado con el kit MicroBCA®.

Por dltimo, se determiné la tensién superficial de los materiales, observandose que cuanto
mayor es la tensioén superficial y, por consiguiente, mayor es la mojabilidad, mayor es también

la adsorcidn de fibronectina en el material.
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CAPITULOV

APROXIMACION AL CO-CULTIVO CELULAR
INDIRECTO DE LA ESTRUCTURA 3D.
VIABILIDAD CELULAR DE LA LINEA L1-929

E7 fin dltimo de la estructura 3D de porosidad estratificada es
permitir el co-cultivo celular para simular la membrana de filtracion

del tejido renal.

Por ello, en este diltimo capitulo se ha levado a cabo una primera
aproximacion empleando la linea celular 1.-929 para determinar,
por un lado, si los materiales son adecnados para mantener las
célnlas en co-cultivo indirecto y, por otro lado, si son viables y no

presentan citotoxicidad.
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Introduccion

El cultivo celular es fundamental en diversos ensayos en la investigaciéon biomédica y
preclinica. Esta técnica, que se encuentra en crecimiento debido al desarrollo de las terapias
génicas, la gendémica y la protedmica, puede emplearse para estudiar: (7) los efectos
(citotoxicidad, genotoxicidad, mutagénesis y carcinogénesis) de sustancias quimicas, (%) los
mecanismos de infeccién de virus y bacterias, al servir de hospederos, y (i) las enfermedades
y su desarrollo, que permiten la obtencion de farmacos, vacunas y terapias celulares. Ademas,

es un componente fundamental en la Ingenierfa Tisular. [184]
Existen diferentes tipos de cultivos celulares:

- Cultivo de 6rganos: se coloca el 6rgano sobre una rejilla situada en la interfase
liquido-gas de un medio del que obtiene los nutrientes y al que puede liberar los
desechos. Permite mantener en parte la arquitectura caracteristica del tejido 7z vivo,
ademas de los tipos celulares diferenciados. Sin embargo, la proliferacion es escasa y
no se pueden propagar. Ademas, la cuantificacioén es dificil y la reproducibilidad es

baja.

- Explantes primarios: se coloca un fragmento de tejido o de 6rgano en la interfase
solido-liquido de un soporte de vidrio o de plastico. Las células se adhieren a la
superficie y las de la periferia del explante pueden migrar y proliferar por la superficie

del soporte.

- Cultivo celular primario: es el mas utilizado. Se puede obtener a partir de explantes
primarios o de suspensiones de células disgregadas. En estos cultivos se pierden las
interacciones célula-célula y célula-ECM; sin embargo, presentan una elevada

proliferacién. Puede darse el cultivo en monocapa o en suspension.

- Cultivos histotipicos y organotipicos: los histotipicos son cultivos de un solo tipo
celular que consiguen alcanzar una elevada densidad celular, como ocurre en los
tejidos; mientras que los organotipicos constan de varios tipos celulares que
interaccionan entre si. El objetivo final de este tipo de cultivos es la creacion i vitro
de tejidos u 6rganos completamente funcionales que puedan ser utilizados en injertos

o en trasplantes.
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Cultivo de Explantes Cultivo celular Cultivo
érganos primarios primario organotipico

Figura 111. Tipos de cultivo celular. Modificado de [185]

Las caracteristicas de cada uno de estos cultivos se resumen en la tabla siguiente:

Tabla 25. Comparativa de los diferentes tipos de cultivo celular.

Origen

Dificuitad
Caracterizacion
Histologia
Diferenciacion
Propagacion
Reproducibilidad

Cuantificacion

Cultivo de Explantes Cultivo celular Cultivo
organos primarios primario organotipico
tejido desagregado,

organos embrionarios,
fragmentos de tejidos
adultos

elevada

sencilla, por histologfa

informativa

posible

no posible

muy baja

dificil

fragmentos de tejidos

moderada

citologfa y marcadores

dificil

heterogénea

posible

muy baja

dificil

cultivos primarios,
lineas celulares

propagadas
baja
bioquimica, molecular,

inmunolégica y
citologica

se pierde, pero se
puede inducir

procedimientos
estandarizados

elevada

sencilla

cultivos primarios o
lineas celulares
moderada
histologfa,
microscopia confocal

o MRI

informativa

a veces se re-expresan

solo después de la
disociacién

elevada

puede requerir analisis
por imagen

Dadas sus caracteristicas, el tipo de cultivo celular mas empleado hoy en dia es el cultivo

celular primario. Ademas, las lineas celulares mas utilizadas son las de células madre
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embrionarias (como la R1 o E14,1), las células epiteliales o semejantes (como la HelLa o la

MDCK) y los fibroblastos (como la 1.929 o la 3T3).

Los fibroblastos

En la actualidad, los fibroblastos son las células mas ampliamente utilizadas en investigacion
biomédica, fundamentalmente en regeneraciéon de tejidos, empleandose en numerosos

experimentos z vitro.

Se trata del tipo celular caracteristico y mas abundante del tejido conectivo, y su funciéon

principal es la sintesis y el mantenimiento de la matriz extracelular de dicho tejido.

Son células que presentan una forma y un tamafio variables dependiendo del 6rgano en el
que se encuentren y su estado de actividad. En general, son células fusiformes o estrelladas
con prolongaciones citoplasmaticas que pueden ser relativamente cortas y anchas, o bien
largas, delgadas y muy ramificadas. En este ultimo caso, los fibroblastos pueden estar en

contacto unos con otros por uniones tipo nexo o por contactos fisicos simples. [186]

También interactian con el resto de las células que hay en el tejido conectivo (neuronas,
células musculares, células endoteliales, leucocitos, etc.) mediante contactos fisicos directos,

utilizando la ECM como intermediaria o mediante la secrecion de sustancias.

Este tipo celular presenta numerosas funciones, siendo la mds importante la sintesis y
mantenimiento de todos los componentes de la ECM, tanto fibras de colageno, como
sustancias fundamentales (glucosaminoglucanos, proteoglicanos y glicoproteinas). Otras de

las funciones que presenta son [187]:
1. contribuye al mantenimiento de la homeostasis de la piel en adultos.

ii. interviene en la organizacion estructural del tejido al que pertenecen, especialmente

durante la embriogénesis, ya que exhiben contractilidad y motilidad.

iii. interviene activamente en la cicatrizacién de heridas, gracias a su capacidad de
sintetizar y fagocitar el colageno y los componentes de la ECM, asi como la
produccién de citoquinas con capacidad de promover la destruccion tisular y

estimular la reabsorcion dsea.

iv. actda en las primeras fases de la respuesta inmune.
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Esta versatilidad hace que los fibroblastos sean una célula facilmente manipulable en el

laboratotio.

Sin embargo, para permitir la proliferacion adecuada de las células se requiere que todo el
material empleado, fundamentalmente los biomateriales que serviran de soporte, esté libre
de microorganismos; asi como aportar los nutrientes necesarios a través del medio de cultivo.
Para ello, se deben esterilizar y/o desinfectar previamente a su uso en el cultivo celular y

seleccionar el medio de cultivo adecuado.

Técnicas de esterilizacion y desinfeccion de materiales

De forma previa a desarrollar las diferentes técnicas que se emplean para la esterilizacion y

desinfeccion de los materiales, se definen a continuacién ambos términos [188]:

Esterilizacion: es el proceso mediante el cual se alcanza la muerte de todas las formas
de vida microbianas, incluyendo bacterias y sus formas esporuladas altamente
resistentes, hongos y sus esporas, y virus. Se entiende por muerte la pérdida

irreversible de la capacidad reproductiva del microorganismo.

Desinfeccion: en este proceso se eliminan unicamente los agentes patdgenos
reconocidos, pero no necesariamente todas las formas de vida microbianas. Por

tanto, es un término relativo, existiendo diversos niveles de desinfeccion.
En cuanto a las técnicas de esterilizacion, tenemos [189]—[191]:

Tratamientos fisicos

- Por calor (humedo o seco)

El tratamiento por calor es el mas recomendado, y sélo cuando el material no pueda

ser expuesto a elevada temperatura se usara otro método diferente.

1. Autoclave: la esterilizacion se lleva a cabo sometiendo el material a vapor
de agua saturado, por lo que no debe sufrir hidrélisis. Generalmente, los
ciclos de autoclave consisten en 121 °C durante 15-20 min o 132 °C durante

4 min, en esterilizadot a vacio.

La ventaja de esta técnica es que no quedan residuos en el material; sin
embargo, al requerirse el contacto directo con el agente esterilizante (vapor

de agua saturado), el material debe cumplir una serie de requisitos.
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ii. Calor seco: consiste en introducir las muestras en un horno seco y aplicar
un ciclo de temperatura. Tipicamente se emplean 170 °C durante 60 min,

160 °C durante 120 min o 150 °C durante 150 min.

Ambos métodos no son indicados para los poliésteres, como la PCL y la PLLA, debido

a su temperatura de fusion.
- Por radiacién (ionizante o no ionizante)

1. Radiaciéon gamma: es la radiacion ionizante mas empleada, con una elevada
capacidad de penetracion. La esterilizacion ocurre por la destruccion de los
acidos nucleicos, siendo la dosis estandar de 25 kGy en un rango de

temperaturas de 30 a 40 °C.

La principal desventaja es que puede causar alteraciones en la estructura
molecular del polimero debido a la rotura de cadenas, lo que darfa lugar a un

menor moédulo elastico y una menor elongacion.

il. Irradiacién con haz de electrones: se trata también de radiacién ionizante,
aunque con menor penetracion que la radiacion gamma. La energia necesaria

para la esterilizacién oscila entre 5 y 10 MeV vy las dosis entre 10-60 kGy.

La tolerancia de los materiales a este tipo de radiacién es mayor debido a que
se pueden emplear dosis mas elevada y, por tanto, se reducen los tiempos de

exposicion, reduciéndose los efectos oxidativos.

En fibras electrohiladas se ha observado que, aunque se mantiene la
morfologia y el diametro de las fibras, el peso molecular decrece
significativamente, asi como la rugosidad de la superficie y el angulo de

contacto.

Tratamientos quimicos

i. Oxido de etileno: los pardametros tipicos de este tratamiento son una concentracién
del gas de 450-1200 mg/1, un rango de temperatura de 37 a 63 °C, humedad relativa

entre 40 y 80 %, y un tiempo de exposicion de 1 a 6 h.

El 6xido de etileno es un potente agente alquilante que desnaturaliza el ADN y las
proteinas mediante la adicién de grupos alquilo, interfiriendo en los procesos

celulares normales. Aunque es un potente bactericida, esporicida y virucida, se trata
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de un compuesto explosivo cuando se mezcla a ciertas concentraciones con el aire, y
es inflamable y toxico para los seres humanos. Ademas, puede quedar gas residual

atrapado en el material, por lo que se necesita una desgasificaciéon posterior.

En estudios con membranas de PLLA se ha observado la fusioén de las fibras, y en
membranas alineadas se desorientan las fibras. Por otro lado, seaffolds de PLGA
sufrieron modificaciones en la morfologia después de 4h de tratamiento con 6xido

de etileno a 37 °C, aunque no se alteré el peso molecular.

ii. Acido peracético (PAA): mata las esporas bacterianas tras 15 s — 30 min de
exposicion a 500 — 10.000 ppm (0,05 — 1 %). Se trata de un fuerte oxidante que,
mediante la transferencia de electrones oxida numerosos grupos quimicos, incluidos

los de las membranas celulares, iniciando la muerte celulat.

La principal ventaja es que genera subproductos de baja toxicidad como agua,
oxigeno y didxido de carbono. Sin embargo, en membranas de PLGA se ha
observado una reduccion de al menos el 50 % del didmetro de fibras con 1000 ppm
de PAA, y en membranas de PCL incluso a bajas concentraciones (100 ppm) se

produjo fusién de las fibras.

iii. Plasma: se irradia peréxido de hidrégeno, que se transforma en radicales hidroxilo
e hidroperoxilo, que atacan las estructuras de los microorganismos. El ciclo tipico

suele durar entre 28 y 75 min, en un proceso a temperatura inferior a 50 °C.

En membranas de PLLA se observé un incremento de la cristalinidad, sin verse
afectada la morfologia ni la composiciéon quimica, mientras que en membranas de

PCL aument6 el angulo de contacto tras la esterilizacion.

iv. Ozono: el proceso aprobado por la FDA en 2003 consiste en un ciclo de 4,25 h a

30 — 35 °C.

En membranas de PLGA no se observé cambios en la morfologia ni la composicion
quimica, asi como tampoco se vieron alteradas las propiedades térmicas o la
cristalinidad. Sin embargo, las propiedades mecanicas disminuyeron ligeramente tras

8 pulsos.
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Por otro lado, son técnicas de desinfeccién las siguientes [189]—[191]:

Tratamientos fisicos

1. Radiaciéon ultravioleta: el maximo efecto bactericida ocurre entre 240 y 280 nm, y

depende del tiempo de exposicion.

Tratamientos quimicos

1. Etanol: aunque no se considera un método de esterilizacion, sino de desinfeccion,
muchos investigadores emplean esta técnica como una pre-esterilizacion antes de la

siembra de células.

Produce la precipitacion y desnaturalizacion de las proteinas, ademas de lesionar la

membrana citoplasmatica.

El etanol rectificado (95%) provoca una elevada deshidratacion en los
microorganismos, de manera que impide su penetracion en los mismos. Por tanto,
las concentraciones mas efectivas son las que oscilan entre el 60 y 80 % en agua
destilada, siendo la preparacion mas efectiva el 70 %. Concentraciones por debajo

del 50 % no causan ningun efecto.

La técnica seleccionada debe mantener la estructura y las propiedades bioquimicas del
material, garantizando asi que los soportes cumplan las especificaciones para las que han sido

desarrollados.

Otro factor importante a tener en cuenta cuando se realiza un cultivo celular es, como se ha

comentado anteriormente, la eleccién del medio de cultivo.

Los medios de cultivo

Los medios de cultivo son soluciones compuestas por diferentes nutrientes que se requieren
para una adecuada proliferacion, morfologia y fisiologia de las células que se propagan en
ellos. [192] Por tanto, los medios de cultivo deben seleccionarse en funcién de las células a

cultivar.

El precursor de los medios de cultivo fue la solucion salina balanceada desarrollada por Sidey

Ringer en 1882, cuya composicion precisa de sales permitié mantener el corazéon de una rana
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latiendo con una frecuencia normal por varias horas después de extraerlo del cuerpo del

animal. [193]

Esta solucion salina sélo permitia mantener vivas las células por un corto periodo de tiempo,
por lo que el principal objetivo de muchos investigadores del s. XX fue encontrar un medio
de cultivo que permitiera preservar las células con vida durante mas tiempo, asi como

conseguir su proliferacion.

De este modo, en 1907, Harrison emple6 linfa, manteniendo vivas las células por varios dias.
Mas tarde, en 1909, Burrows y Carrel sustituyeron la linfa por plasma y observaron que
ademas de extender el perfiodo de cultivo, también se producia la proliferacion de las células.
Todo ello supuso el inicio del desarrollo de los medios de cultivo celular, que tuvo un gran
avance gracias al grupo del Dr. Carrel y al matrimonio Lewis. Ellos formularon la soluciéon
Locke-Lewis, una mezcla de la solucién salina Locke con aminoacidos, glucosa y otros
nutrientes, y encontraron que, para obtener un crecimiento prolongado y una mayor

multiplicacion, era necesario agregar suplementos organicos. [194]

Con todo ello, en 1956, Harry Eagle realiz6 el primer estudio sistematico sobre los
requerimientos nutricionales para el crecimiento de células de mamifero. Eagle trabajé con
fibroblastos de raton y células HelLa y vio que ambas lineas celulares podian ser propagadas
en un medio basal que, aunque con minimas diferencias entre ambas, consistia en una mezcla
definida de aminoacidos, vitaminas, cofactores, carbohidratos y sales. Ademas, las mezclas
debian ser suplementadas con una pequefia cantidad de proteinas séricas. Poco después, con

base en sus resultados, Eagle desarroll6 el Medio Esencial Minimo (MEM). [195], [190]

Posteriormente, diversos grupos de investigacion desarrollaron medios de cultivo con
caracteristicas particulares para tipos celulares especificos y modificaron los ya existentes para
adaptarlos a las necesidades de sus estudios. Esto se realizé con el enriquecimiento de las
soluciones con sustancias como la caseina, hemoglobina, insulina, tiroxina, glucosa, cisteina,
hemina, peptona, plasma sanguineo, glutatioén, y vitaminas como la A, la By, la B, y el 4cido
ascorbico, entre otros. Un ejemplo muy conocido de esto es la mejora del MEM, convertido
en DMEM por Renato Dulbecco, quien increment6 cuatro veces la concentracion de

aminoacidos y vitaminas. [197], [198]

Asi pues, el auge de los cultivos celulares dio lugar al desarrollo de numerosos medios de

cultivo, algunos de los mas empleados hoy en dia son:
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- Medio Basal de Eagle (BME): aminoacidos esenciales.

- Medio Minimo Esencial de Eagle (MEM): contiene mas aminoacidos y en mayor

concentracioén que el BME.

- RPMI 1640: medio disefiado para el crecimiento de linfoblastos y lineas celulares

leucémicas.

- Medio MEM modificado por Dulbecco (DMEM): contiene cuatro veces la

concentracioén de aminoacidos y vitaminas que el MEM.

- Modificacién de Iscove del medio DMEM (IMDM): es un medio muy completo

que incluye en su formulacién albimina bovina, transferrina, etc.
- McCoy 5A: disenado para el crecimiento de lineas celulares diploides.
- Medio I-15 de Leibovitz: utilizado para el cultivo de virus.

- Medio F-10 de Ham: para el crecimiento de lineas celulares humanas. Debe ser

suplementado con proteinas y hormonas. Contiene Fe, Cu, Zn.

- Medio F-12 de Ham: util para el crecimiento de lineas celulares con suplementos

proteinicos.

- Medio 199: para el cultivo de células no diferenciadas y estudio de

cromosomopatias.

Con todo ello, se realizé un cultivo celular de fibroblastos, seleccionando el método de
esterilizacién/desinfeccion mds adecuado para los materiales empleados (membranas
electrohiladas y seaffolds), asi como el medio de cultivo mas favorable para el tipo celular

seleccionado.

Materiales y métodos
Preparacion de los materiales para el cultivo celular

Los ensayos de viabilidad celular fueron llevados a cabo en los diferentes materiales que
componen la estructura final (membranas ES-1,8 y scaffolds) y la estructura 3D de porosidad

estratificada que combina ambas, unicamente para el PLA. Se troquel6é 3 muestras de cada
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material, con un diametro de 6 mm. Ademas, para las membranas se estudié también el efecto
de la fibronectina (FN; de plasma humano, >95%, liofilizado; Sigma-Aldrich) a una

concentracién de 20 pg/ml, siendo también 3 el nimero de muestras de cada polimero.

Una vez troqueladas las muestras, se pusieron en una placa multipocillos p-48 y se cubrieron
con etanol al 70 %, dejandolas 24h a temperatura ambiente. Los seaffolds se lavaron

previamente de forma manual con etanol empleando una jeringa cargada con etanol al 70 %.

A continuacidn, se retird el etanol y se dejaron secar las muestras en una campana de
extraccion. Una vez que las muestras estuvieron secas se dejaron 20 minutos con luz

ultravioleta para asegurar la completa esterilizacion de los materiales.

Una vez se tuvo los materiales estériles, se prepard la disolucion de fibronectina a una

concentracién de 20 pg/ml en DPBS (Sigma Aldrich).

Finalmente, se afiadié 300 ul de fibronectina o DPBS, en funcién de la muestra, a todos los

materiales, y se dejaron en una incubador a 37 °C durante 24h antes de la siembra.

Cultivo celular
La linea celular empleada para estos estudios fue la L.-929 (fibroblastos de raton).

De forma previa, se preparé medio de cultivo con la siguiente composicion:

89 % medio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, del inglés) con alto contenido

en glucosa (Biowes?).
10 % suero fetal bovino (FBS; Sigma Aldrich)
1 % penicilina/estreptomicina (Gibeo)

Descongelacion de las células

Las células se encontraban congeladas en un criovial en nitrégeno liquido a una
concentracion de 1x10° en 1,5 ml, que se atemper6 a 37 °C hasta que se descongeld

parcialmente.

Es importante evitar la descongelacion total ya que la disolucién celular tiene
dimetilsulféxido (DMSO; Sigma Aldrich) al 10 %v/v, que resulta citotoxico a temperatura

ambiente.
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A continuacion, se anadi6 el 1,5 ml del criovial en 10 ml de medio previamente atemperado
a 37 °C, y se centrifugé a 1000 rpm durante 5 minutos. Trascurrido este tiempo, se eliminé
el sobrenadante y, posteriormente, se cultivo el poso de células en un flascén de 75 cm” con

10 ml de medio, y se introdujo en el incubador a 37°C y 5% de CO..

Expansion de la linea celular

Las células se dejaron expandir en el flascon, cambiando el medio cada 2 dias;
acondicionandolo previamente a 37 °C. Antes del cambio de medio se observaba al
microscopio 6ptico para ver la cantidad de células, ya que se debfa alcanzar un 80% de

confluencia para realizar la siembra.
Siembra

Una vez se alcanzé el 80 % de confluencia, se procedié al conteo celular, para ajustar la
densidad celular (4X10* células/cm?) y proceder a la siembra de los fibroblastos en los
materiales. Para ello, se retird el medio de cultivo del flascén y se afiadioé 2 ml de tripsina, que
hace que las proteinas cadherinas — responsables de la unién célula-célula — y las proteinas
integrinas — responsables de la unién célula-material — se vuelvan afuncionales, de modo que
se consigue levantar las células del flascon. La tripsina se dejé actuar en el incubador a 37 °C
durante 2 minutos. Transcurrido este tiempo, se afiadié 10 ml de medio de cultivo para
inactivar la actividad enzimatica de la tripsina y se pasé a un tubo Falcon para centrifugatrlo

a 1000 rpm durante 5 minutos.

A continuacion, se eliminé el sobrenadante y se afiadié 1 ml de medio de cultivo para recoger
las células. Para facilitar el conteo, se realiz6 una dilucién 1:2 y otra 1:10 y se tomaron 10 pl

para poner en la cimara Neubauer.

Una vez determinada la cantidad de células, se preparo la disolucién para tener la densidad
celular deseada. Sobre las membranas se puso 40 ul de la disolucién celular, y en los seaffolds
se inyectd el volumen necesario con ayuda de una jeringa y una aguja de 26G. Por otro lado,
para la siembra en la estructura 3D de porosidad estratificada, se puso 40 pl de la disolucion
celular en el fondo del pocillo, sobre ella se dispuso el material al que previamente se inyecto
el volumen determinado en la parte del seaffold, y finalmente otros 40 pl sobre la membrana
de la parte superior. Ademas, se sembro6 en pocillos vacios para tener los controles positivo

y negativo.
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Para favorecer la adhesion celular sobre el material, se introdujo la placa con los materiales
sembrados durante 2 h en el incubador y, a continuacién, se afiadié 200 ul de medio de

cultivo y se volvié a dejar en el incubador.

Estudio de la viabilidad celular

El estudio de viabilidad celular se realizé con el reactivo AlamarBlue® (Thermo Fisher), el cual
permite cuantificar la actividad metabdlica celular y, por consiguiente, determinar la
concentracion de células viables que hay en una muestra. Esto se consigue debido a que el
AlarmaBlue® tiene un compuesto redox, cuya forma oxidada es azul y no presenta
fluorescencia, mientras que la forma reducida, que aparece debido al metabolismo celular, es

de color rojo y presenta fluorescencia a 590 nm.

Dado que se trata de un compuesto estable y no citotoxico, permite el monitoreo continuo

de los cultivos.

Con todo ello, se estudi6 la viabilidad celular en los dfas 1, 3, 5y 7. Previamente, se afiadi6
en los pocillos del control negativo DMSO (=99,9%; Sigma Aldrich), que es citotoxico, y se
dejé actuar 15 minutos. Posteriormente, se prepard una disolucion 1:9 de AlamarBlue® en
medio de cultivo atemperado a 37 °C, se eliminé el medio de los pocillos de la placa de cultivo
y se afladié 200 pl a cada uno de ellos, incluyendo pocillos vacios para el control neutro,
dejandolo en el incubador durante 2 h. Transcurrido este tiempo, se tomé 100 ul de cada
uno de los pocillos y se puso en una placa multipocillos p-96 para su posterior lectura en el

espectrofotometro UV (Ictor).

A continuacion, se eliminé el contenido restante de AlamarBlue® de los pocillos y se afiadio
200 pl de medio de cultivo atemperado a 37 °C para mantener el cultivo, que se volvié a

introducir en el incubador.

Por dltimo, se llevo a cabo la lectura de la placa p-96 en el espectrofotémetro UV, haciendo

dos medidas de absorbancia, una a 570 y otra a 600 nm, de las que se obtuvo la media.

Estudio de imagen de la adhesion celular

La adhesion celular se analizé también mediante técnica de imagen, empleando un
microscopio de fluorescencia Eclipse 80i (INikon). Para ello fue necesario preparar

previamente las muestras una vez finalizado el ensayo de viabilidad celular.
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En primer lugar, se retiré el medio de cultivo de la placa multipocillos y se lavaron los pocillos
con DPBS. Posteriormente, se afiadi6 paraformaldehido (Panreac) al 4 % v/v pata fijar las
células y se dejo actuar durante 20 minutos. A continuacion, se lavo el formaldehido con una
disolucién de DPBS y azida sédica (Sigma Aldrich) al 0,05% m/v, y se retird para cubrir los
pocillos con una disolucién de sacarosa (Sigma Aldrich) y agua miliQQ al 30% m/v. Esta

disolucién se dejo actuar durante 2 horas.

Finalmente, se introdujo las muestras en O.C.T. (Surgipath), un compuesto que permite el
corte de tejidos congelados, y se dejo 48 h en nevera y 24 h mas en un congelador a -30 °C,
siendo ésta la temperatura a la que se realiz6 los cortes de 15 pm en un criostato CM 1520

(Leica).

Una vez realizados los cortes, en una habitacion oscura se cubrieron las muestras que iban a
ser analizadas con faloidina 1:100 (Alexa Fluor™ 488; Termo Fisher) y se dejé actuar durante
15 minutos. Trascurrido este tiempo se realizé un lavado con DPBS y se afadi6 el medio de
montaje Vectashield con 4°,6-diamidino-2-fenilindol, dihidrocloruro (DAPIL; Vector

Laboratories).

Resultados y discusion
Viabilidad celular

Los dfas 1, 3, 5y 7 del cultivo celular se hicieron lecturas en el espectrofotémetro UV de la
reduccién del AlamarBlue® en cada material. Estos resultados se han representado en

funcién del porcentaje respecto del control positivo, y se muestran a continuacion:
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Reduccion AlamarBlue
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Figura 112. Porcentaje respecto del control positivo de la reduccién del AlamarBlue® para las membranas
ES-1,8 sin preacondicionar con FN para el PLA, PLAPCL, PCL y PLGA. Las diferencias estadisticamente

Reduccion AlamarBlue
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significativas se indican como * p-valor < 0,05.
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Figura 113. Porcentaje respecto del control positivo de la reduccion del AlamarBlue® para las membranas
ES-1,8 preacondicionadas durante 24h con FN para el PLA, PLAPCL, PCL y PLGA. Las diferencias
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Scaffolds
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Figura 114. Porcentaje respecto del control positivo de la reduccion del AlamarBlue® para los seaffolds de
PLA, PLAPCL y PCL y la estructura 3D de PLA. Las diferencias estadisticamente significativas se indican
como * p-valor < 0,05.

Como puede verse en las figuras anteriores, todos los materiales permiten la proliferacion
celular de la linea 1.-929, siendo mas favorables las membranas de PLA y PLGA que la PCL
y PLAPCL, debido seguramente a la mayor hidrofilidad que presentan los primeros. Estos
resultados, ademads, estan relacionados con la tension superficial de cada uno de los

poliésteres.

Por otro lado, la fibronectina permite una mayor proliferacion celular en todos los materiales,
destacando también el PLA y PLGA, ambos con una mayor adhesiéon de fibronectina

(Capitulo IV).

En cuanto a los scaffolds, se observa un menor porcentaje de reduccion, a excepcion del
sistema 3D tipo sandwich, ya que la cuantificacion celular en las membranas es mas sencilla
al estar en contacto directo con el reactivo. En el caso de los seaffolds puede haber dificultad

para penetrar en los poros y, ademas, el proceso de siembra es complejo.

Este estudio se completd con el analisis por microscopia de fluorescencia, en el que fue

posible observar las membranas directamente, asi como los cortes de los seaffolds.
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Figura 115. Iméigenes de fluorescencia del nicleo (azul) y el citoesqueleto (verde) de los fibroblastos
cultivados durante 7 dias en las membranas ES-1,8 de PLA, PLAPCL, PCL y PLGA sin
preacondicionamiento con FN y con preacondicionamiento a 20 pg/ml.

Como puede verse en la figura anterior, el preacondicionamiento de las membranas con
fibronectina a una concentracion de 20 pg/ml permite una mayor adhesion celular. Por otro
lado, tal y como se determiné en estudios previos, la hidrofilicidad de las muestras parece
favorecer la adhesion celular, dando lugar a un entorno celular tridimensional mas favorable,

teniendo todo ello relacién con la tension superficial de las membranas. [89]

Ademas, esta propiedad superficial también esta relacionada con la adhesion de fibronectina,
que se vio que era mayor para el PLA y el PLGA, por lo que también se observa mayor

adhesion celular en estos materiales preacondicionados.

Por ultimo, los cortes de los seaffolds se observaron también en el microscopio de
fluorescencia. En este caso se tomoé imagenes de los nucleos de los fibroblastos para
determinar si la estructura permite mantener en el interior las células, y asi permitir el co-

cultivo indirecto de dos tipos celulares diferentes.
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Figura 116. Imagenes de fluorescencia de los nicleos de fibroblastos en un seaffold de PLA. A la derecha se
muestra la imagen ampliada.

En la Figura 116 se puede ver los nucleos de los fibroblastos cultivados en el interior del
scaffold de PLA, en ella se observa que las células se mantienen en su interior, por lo que estas

estructuras permiten el co-cultivo indirecto.

Por otro lado, se tiene una menor cantidad de células que para la membrana ES-1,8 de PLA,

seguramente debido al proceso de siembra.

Como trabajo futuro se deberia realizar un estudio de microscopia confocal con la estructura

tridimensional, para determinar concretamente la adhesion celular en toda la estructura.

Conclusiones

De los resultados anteriores podemos concluir, en primer lugar, que todos los materiales
empleados, tanto las membranas electrohiladas y scaffolds, como el sistema 3D de porosidad
estratificada, son aptos para el cultivo celular, sin mostrar citotoxicidad durante los tiempos

en los que se llevo a cabo el ensayo.

La proliferacion celular de la linea 1.-929 es mayor en el PLA y PLGA, siendo estos los que
mayor hidrofilidad presentan, tanto en las membranas preacondicionadas como sin

preacondicionar con fibronectina.

En el caso de las membranas preacondicionadas con fibronectina, se consigue una mayor

proliferacion celular, comprobandose el efecto que tiene esta proteina en el cultivo celular.
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Por ultimo, se ha visto que los seaffolds permiten albergar las células en su interior sin que
estas puedan migrar y proliferar en el exterior de la estructura. Este hecho permite disponer

de un sistema adecuado para el co-cultivo celular indirecto.
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Conclusiones generales

Las conclusiones generales que se extraen de esta tesis doctoral son:

e Es posible obtener membranas electrohiladas de un tamafio de fibra determinado para
diferentes poliésteres si se varian los principales parametros del proceso, como son: la
concentracién polimérica, el disolvente, asi como el voltaje o la distancia al colector,
entre otros. Sin embargo, las propiedades de alguno de los polimeros, como el
copolimero PCLGA, pueden dificultar el proceso, no siendo viable para su escalado si

se requiere su uso en diferentes dispositivos.

e Con la técnica de evaporacion del disolvente con lixiviacion de particulas es posible
obtener scaffolds con una elevada porosidad e interconectividad de los poros, lo que
permite poder albergar células en su interior. Ademas, el tratamiento con plasma de
estas estructuras permite electrohilar sobre ellas; sin embargo, este proceso requiere de
poco espesor de la muestra, por lo que para obtener estructuras de porosidad
estratificada es conveniente el uso de técnicas de fusion, en las que se emplea un
polimero “de sacrificio” entre las membranas y el seaffold, que una vez fundido mantiene
unidas ambas estructuras formando una estructura 3D tipo sandwich que puede

emplearse en el co-cultivo celular indirecto.

e las membranas electrohiladas pueden cargarse con farmacos o moléculas de interés
de diferentes formas, como electrohilado coaxial o electrohilado en disolucién. El uso
de una u otra dependera de las condiciones de la liberacién que se busquen, ya que
presentan diferentes perfiles al encontrarse la molécula dispuesta de forma diferente.
Esto es asi porque dependera en mayor o menor medida de la degradacion del
polimero, que es mayor para el PLA y PLGA que para la PCL y PLAPCL. Ademas,
también influye el medio, ya que un medio basico cataliza de forma considerable la

degradacion de los diferentes poliésteres.
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Conclusiones generales

e En funcién de las propiedades superficiales de los diferentes polimeros, se obtiene una
mayor adhesion de proteina. En el caso de la fibronectina, ésta se adhiere en mayor
proporcién al PLA y PLGA, que presentan mayor hidrofilicidad, lo que favorecera la

proliferacion celular en estos materiales cuando se preacondicionen con ella.

e Todos los polimeros estudiados son viables para el cultivo celular de la linea 1.-929 de
fibroblastos, observandose una mayor proliferaciéon celular en las membranas
preacondicionadas con fibronectina, ya que es una molécula que favorece dicho
mecanismo. Ademas, los scaffolds permiten que las células proliferen en su interior,
evitando que estas migren al exterior, con lo que mediante la estructura 3D tipo

sandwich se puede realizar un co-cultivo celular indirecto.

Con todo ello, todos los objetivos planteados al inicio han sido alcanzados.
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