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Titulo: Desarrollo de microcapsulas como vehiculos de liberacién de componentes bioactivos

Resumen

Este trabajo final de grado se enmarca en el proyecto de investigacion Microentorno adaptativo
para un modelo de enfermedad in vitro de mieloma mdultiple PID2022-1385720B-C41. El objetivo
del proyecto es avanzar en el desarrollo de una plataforma de cultivo de las células del paciente
de mieloma multiple en un entorno realista que simule el microentorno tumoral. En ese sentido,
resulta esencial simular la interaccion entre las células plasmadticas tumorales y otros tipos
celulares del nicho de la médula dsea, en particular, las células madre mesenquimales, MSC.
Debido a las dificultades que presenta realizar un co-cultivo in vitro con MSCs y células tumorales
de mieloma multiple a consecuencia de las distintas condiciones requeridas por cada tipo celular,
se plantea la alternativa de sustituir las células madre mesenquimales por el secretoma generado
por ellas. La estrategia se basa en suministrar el secretoma de MSC en el medio donde se cultivan
las células plasmaticas de forma controlada desde un biomaterial. Concretamente en este
trabajo se estudiara la formacidon de microcapsulas con nucleo de alginato y recubrimiento de
gelatina A y acido hialurénico como futuro vehiculo de liberacién de secretoma de MSC. En este
contexto, la liberacién de secretoma de MSC desde microcdpsulas presenta dos problematicas
que se trataran de analizar: la carga del secretoma, y el amplio rango de tamafios que abarcan
las moléculas que lo conforman. Con respecto a la primera, el secretoma de MSC es un conjunto
de moléculas solubles en agua, lo que representa un inconveniente si en el proceso de carga y
recubrimiento de las microcapsulas se requiere del uso soluciones acuosas, puesto que parte del
secretoma podria perderse en el proceso. Para encontrar una posible solucién, se estudiara un
método de carga de moléculas solubles conocido como doble emulsién. Por otro lado, la segunda
de las problematicas que presenta trabajar con el secretoma de MSC, es el gran abanico de
tamafios de las moléculas que lo componen. Estas varian desde proteinas como citocinas o
factores de crecimiento hasta vesiculas extracelulares o exosomas con pesos moleculares muy
variables, lo que puede hacer que se liberen de forma gradual en funcién de sus tamafios. Esto
no resultaria interesante a la hora de suministrar el secretoma en los medios cultivo, por lo que,
siguiendo este enfoque, se buscard desarrollar un sistema de liberacion no selectivo por
tamafios, de modo que permita liberar la amplitud de moléculas que conforman el secretoma al
mismo tiempo y de forma homogénea. Con todo esto, se pretende estudiar este sistema de
liberacién basado la sintesis de microcapsulas para el suministro del secretoma de MSCs en
nuevas plataformas de cultivo.
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Title: Development of microcapsules as release vehicles for bioactive components

Abstract:

This final degree work is part of the research project Adaptive microenvironment for an in vitro
disease model of multiple myeloma PID2022-1385720B-C41. The aim of the project is to
advance the development of a platform for culturing multiple myeloma patient cells in a realistic
environment that simulates the tumour microenvironment. In this regard, it is essential to
simulate the interaction between tumour plasma cells and other cell types in the bone marrow
niche, in particular mesenchymal stem cells (MSCs). Due to the difficulties of co-culture in vitro
with MSCs and multiple myeloma tumour cells because of the different conditions required by
each cell type, the alternative is to substitute mesenchymal stem cells with the secretome
generated by them. The strategy is to supply the MSC secretome in the medium where the
plasma cells are cultured in a controlled manner from a biomaterial. Specifically, this work will
study the formation of microcapsules with an alginate core and gelatin A and hyaluronic acid
coating as a future vehicle for MSC secretome release. In this context, the release of MSC
secretome from microcapsules presents two problems that will be analysed: the loading of the
secretome, and the wide range of sizes of the molecules that comprise it. Regarding the first one,
the MSC secretome is a set of water-soluble molecules, which represents a drawback if the
loading and coating process of the microcapsules requires the use of aqueous solutions, since
part of the secretome could be lost in the process. In order to find a possible solution, a method
of loading soluble molecules known as double emulsion will be studied. On the other hand, the
second problem of working with the MSC secretome is the wide range of sizes of the molecules
that compose it. These range from proteins such as cytokines or growth factors to extracellular
vesicles or exosomes with highly variable molecular weights, which can cause them to be
released gradually depending on their size. This would not be interesting when supplying the
secretome in culture media, so following this approach, the aim is to develop a release system
that is not size-selective, so as to release the whole range of molecules that make up the
secretome at the same time and in a homogeneous manner. With all this, the aim is to study this
release system based on the synthesis of microcapsules for the delivery of the MSCs secretome
in new culture platforms.
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ODS 17. Alianzas para lograr objetivos

Este trabajo fin de grado puede relacionarse de forma directa con dos de los Objetivos de
Desarrollo Sostenible adoptados por las Naciones Unidas para su cumplimiento en 2030.

En primer lugar, con el ODS 3: Salud y bienestar. El proyecto en el que se engloba este trabajo
aspira al desarrollo de nuevas plataformas de cultivo in vitro para profundizar en el estudio del
mieloma multiple, la segunda neoplasia hematoldgica mas frecuente en el mundo. Las nuevas
plataformas de cultivo deben recrear el microentorno tumoral de la enfermedad generando asi
un modelo de enfermedad realista para futuros estudios. Por ello en este trabajo se busca en el
desarrollo de microcapsulas de gelatina y 4cido hialurénico como sistemas de liberacion
compuestos bioactivos que permitan reproducir fielmente el ambiente extracelular de la
enfermedad en las plataformas de cultivo empleadas. Esta estrategia de mejora de los modelos
de enfermedad in vitro permitira estudiar y conocer en profundidad los mecanismos bioldgicos
y moleculares adyacentes al mieloma multiple. Un mayor conocimiento de la enfermedad
permite, entre otras cosas, un mejor entendimiento de los mecanismos de resistencia a farmacos
que desarrollan con frecuencia las células tumorales, y superarlos conllevara el desarrollo de
nuevas estrategias terapéuticas mas eficientes. Ademas, disponer de modelos de enfermedad
mas realistas permitird una mejor evaluacidon de la eficacia de los nuevos tratamientos al
ensayarlos en un entorno similar a la realidad, aumentando asi la probabilidad de éxito y
acelerando el desarrollo de terapias mas efectivas, eficientes y personalizadas.

El segundo ODS con el que se relaciona este trabajo es el ODS 9: Industria, innovacién e
infraestructura. En este contexto, el objetivo final de esta investigacién espera favorecer el
avance en el conocimiento del mieloma multiple como consecuencia del desarrollo de un
modelo de estudio de esta enfermedad innovador y novedoso. En particular, podria considerarse
una estrategia innovadora en el campo de la ingenieria de tejidos y la biomedicina, aportando
un nuevo enfoque que puede ser aplicado en otros tipos de cancer y enfermedades.

Vi



1. INTRODUCCION
1.1 Mieloma muiltiple

El mieloma multiple (MM) es una enfermedad neopldsica caracterizada por la proliferacion
descontrolada de células plasmaticas monoclonales en la médula dsea, y la acumulacidn excesiva
de una inmunoglobulina anormal (proteina monoclonal o proteina M) (Gerecke et al., 2016).

El MM surge de una condicién asintomatica premaligna, la gammapatia monoclonal de
significado indeterminado (GMSI), que puede permanecer estancada o progresar hacia MM
latente y MM activo. Se desconoce qué determina si una célula premaligna se transformara, pero
anomalias genéticas estan asociadas al desarrollo de la enfermedad y presentes en la mayoria
de los pacientes (Bernstein et al., 2022) (C J van de Donk et al., 2021). La interaccién entre las
células tumorales y el microambiente que las rodea favorece también la transformacion vy
proliferacion de células plasmaticas tumorales (Marin-Paya et al., 2021).

El mieloma multiple representa el 1% de todos los canceres del mundo y 12% de todas las
neoplasias malignas hematolégicas, con alrededor de 35.000 nuevos casos y 12.000 muertes al
afio (Callander et al., 2022).

El dafio tisular asociado a esta enfermedad da lugar a hipercalcemia, disfuncién renal, anemia,
inmunodeficiencia y deterioro éseo (Rodriguez-Otero et al., 2021). Las opciones de tratamiento
actuales permiten alargar la supervivencia de los pacientes. Sin embargo, la enfermedad sigue
siendo incurable, y supone un enorme impacto para el paciente condicionando su calidad de
vida de forma permanente (Bernstein et al., 2022).

1.2 Médula ésea. Células madre mesenquimales y su interaccién con células tumorales.

En relacién al estudio del cancer, se consideraba que la transicion celular hacia un estado tumoral
dependia exclusivamente de la acumulacion de alteraciones genéticas y epigenéticas. En la
actualidad se conoce que la interaccidn entre las células tumorales y el entorno que las rodea es
clave en la transformacion maligna. Las neoplasias malignas hematoldgicas se desarrollan en la
médula dsea. Por ello, la patogénesis y progresion de la enfermedad estan drasticamente
afectadas por el microambiente tumoral de dicho tejido (Garcia-Ortiz et al., 2021), un agente
fundamental para la transformacidn, supervivencia, resistencia y recurrencia de las células
plasmaticas tumorales.

El estudio del microambiente tumoral y las interacciones entre sus componentes es esencial para
recrear el entorno en el que se desarrolla el cancer, replicar su comportamiento in vitro y avanzar
en su estudio.

1.2.1 La médula ésea

La médula désea es un tejido heterogéneo y complejo donde se diferencian componentes
celulares y no celulares. Entre los componentes no celulares se incluyen de factores solubles
(citocinas, quimiocinas y factores de crecimiento) y elementos de la matriz extracelular (MEC),
como laminina, colageno, fibronectina, proteoglicanos, heparan sulfato y acido hialurénico
(Marin-Paya et al.,, 2021). Entre los componentes celulares, se diferencian células &seas
(osteoblastos, osteoclastos y osteocitos), células inmunes (macréfagos, células ntaural killer,
linfocitos T y B, y células T reguladoras), adipocitos, fibroblastos, células endoteliales, células
madre mesenquimales y células madre hematopoyéticas (Clara-Trujillo et al., 2022).

Las células tumorales de mieloma multiple interaccionan con todos los elementos presentes lo
que conlleva una remodelacion del nicho medular, influenciada por mecanismos de hipoxia,
angiogénesis, inflamacion y reprogramacion metabdlica (Clara-Trujillo et al., 2020) [Figura 1].
Como consecuencia, se genera un microambiente tumoral éptimo para el desarrollo de la



enfermedad que facilita la evasidon inmune, activa de rutas de supervivencia, genera mecanismos
de defensa frente a especies reactivas y desarrolla vias de resistencia a farmacos y
guimioterapias (Méndez-Ferrer et al., 2020). Se puede concluir asi que el microambiente tumoral
de la médula ésea es esencial en la progresidon del mieloma multiple. Por ello, el estudio de
ciertos de sus componentes podria servir como biomarcador de pacientes susceptibles de
presentar la enfermedad (Sklavenitis-Pistofidis et al., 2019).
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Figura 1. Representacion del microambiente tumoral en la médula ésea (Solimando et al., 2022).

1.2.2 Las células madre mesenguimales

Uno de los componentes fundamentales del nicho de la médula ésea son las células madre
mesenqguimales (MSCs), que se caracterizan por: capacidad de diferenciacién en osteoblastos,
adipocitos y condroblastos (Lin et al., 2019), adherencia en cultivo, expresion positiva de CD73,
CD90 y CD105, y ausencia de expresiéon de CD14, CD19, CD34, CD45 y antigeno leucocitario
humano (HLA)-DR. (Arthur & Gronthos, 2020).

Las MSCs son muy poco abundantes en la médula ésea (menos del 0,01% del total de células
mononucleadas) (Garcia-Gomez, 2014). Sin embargo, desempefian un papel fundamental por su
interaccidén con multiples células, entre ellas las células plasmaticas de MM.

1.2.3 Interaccién entre MSCs vy células tumorales

La interaccion entre las células de mieloma multiple y las células madre mesenquimales es
bidireccional. Las células tumorales alteran el comportamiento de las MSCs aumentando la
expresion de genes relacionados con la angiogénesis, el deterioro 6seo, la produccion de
citocinas y la senescencia temprana (Garcia-Gomez, 2014). Como consecuencia, las MSCs de
afectadas presentan un potencial osteogénico reducido, marcadores de superficie anormales y
una funcion secretora alterada asociada a un aumento del nivel citoquinas proinflamatorias que
promueve las lesiones éseas y un microambiente protumoral dptimo para la progresién del
cancer. La interaccion entre ambos tipos celulares estd mediada por comunicacién directa y por
la secrecién de factores solubles y vesiculas extracelulares (Garcia-Sanchez et al., 2023).

1.3 Ingenieria tisular. Terapias celulares y liberacidon controlada de farmacos.

La ingenieria de tejidos emplea elementos de la biologia, la ciencia de materiales, la medicina y
la ingenieria. Mediante la combinacién de biomateriales o andamios estructurales, células y
moléculas bioactivas se obtienen soportes similares al tejido humano, que son implantados en
el huésped para para restaurar la funcion del tejido u érgano dafiado (E. J. Lee et al., 2014).



Los biomateriales contienen y transportan células y moléculas esenciales en la regeneracion de
tejidos, puesto que se induce su diferenciacién hacia el fenotipo deseado mediante estimulos
biofisicos y bioquimicos. Sin embargo, también resulta interesante el uso de biomateriales como
vehiculos de transporte y liberacion controlada de factores de crecimiento, agentes
antiinflamatorios o moléculas farmacoldgicas.

1.3.1 Terapias celulares

La ingenieria tisular desarrolla plataformas de estructura similar a la matriz extracelular que
permiten la encapsulacién y expansién in vitro de muchos tipos celulares. Como ejemplo,
biomateriales embebidos con células madre mesenquimales MSCs para la regeneracion del
musculo cardiaco tras un infarto de miocardio, o para la regeneracidn dsea tras infecciones o
traumatismos graves (Ji et al., 2020). También células pancreaticas, hepatocitos o células
endoteliales han sido encapsuladas y crecidas en biomateriales manteniendo sus caracteristicas.
Entre los inconvenientes de esta estrategia, destaca que las células cargadas en el biomaterial
pueden no adaptarse correctamente al tejido de destino no anclandose y no llevando a cabo su
funcién.

Sin embargo, el implante de un biomaterial no siempre tiene como objetivo el aporte de nuevas
células funcionales, sino que el propio biomaterial actia como factoria de liberacién de
moléculas y factores que inducen la regeneracion de tejidos (Cao et al., 2021).

1.3.2 Liberacidn controlada

La carga de biomateriales con moléculas bioactivas genera un sistema de liberacién controlada
de las mismas que permite la direccidn a una localizacién concreta, la prolongacion de su vida
util y la reduccién de su toxicidad (Wang et al., 2020). Las moléculas bioactivas se liberan por
difusién desde el biomaterial o se anclan al él con determinados enlaces de degradacion
regulada. Uno de los biomateriales mas utilizados como sistema de liberacién controlada son las
particulas de tamafio micrométrico o nanométrico.

Una liberacién controlada hace referencia al disefio de un material que permita controlar el
momento y lugar inicial de liberacidn, y la velocidad del proceso. Los biomateriales como
plataformas de liberacion cumplen estos objetivos por sus propiedades fisicas ajustables, su
biodegradabilidad controlable y las interacciones fisicoquimicas existentes con los compuestos
encapsulados (J. Li & Mooney, 2016).

1.4 Nuevas plataformas de cultivo como modelos de estudio de mieloma muiltiple.

El desarrollo de biomateriales combinados con células y compuestos activos imitando la
arquitectura tisular puede emplearse en la generacién de plataformas de cultivo in vitro que
reproduzcan fielmente el entorno tisular obteniendo modelos de estudio de enfermedades mas
cercanos a la realidad. En el caso del MM es necesario recrear el microambiente tumoral de la
médula dsea puesto que juega un papel decisivo en el desarrollo de la enfermedad. No obstante,
su complejidad estructural dificulta la simulacidn este entorno tisular in vitro.

Pese a ello, se ha desarrollado una plataforma de cultivo tridimensional que reproduce el
entorno medular y permite vencer las limitaciones asociadas a modelos animales y cultivos 2D.
Los modelos animales no permiten recrear procesos patoldogicos complejos y presentan
diferencias genéticas, moleculares e inmunoldgicas respecto a humanos. Por su parte, los
cultivos en 2D no permiten recrear la tridimensionalidad de un microambiente tumoral (Clara-
Trujillo et al., 2020). Los modelos de estudio basados en hidrogeles superan las barreras
mencionadas acercandose a la realidad, pero presentan una limitacion en cuanto al
confinamiento celular y su perfil estatico. El microentorno de la médula ésea es semisdlido,
dindmico y con una elevada movilidad celular, por ellos se ha avanzado hacia plataformas de



cultivo tridimensionales basadas en suspensiones dindmicas de microesferas y células tumorales
de MM. Es lo que se conoce como microgel [Figura 2]. El uso de microesferas como base de esta
plataforma permite funcionalizarlas por recubrimientos con moléculas caracteristicas de la
matriz extracelular de la médula ésea aumentando la similitud entre los soportes de cultivo y el
entorno donde se desarrolla la enfermedad (Clara-Trujillo et al., 2022). Asi mismo, la utilizacion
de microesferas presenta grandes posibilidades como sistema para la encapsulacién y posterior
liberacidon de farmacos o moléculas bioactivas de interés (Garcia-Briega et al., 2022).
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1.5 Reproduccion del microambiente tumoral de la médula 6sea. Encapsulacién del secretoma
de MSCs

La interaccidén entre las células tumorales y el microambiente que las rodea es clave en todos los
tipos de céncer. En el caso del mieloma multiple presenta especial importancia la interaccion
entre células madre mesenquimales de la médula ésea y células plasmaticas tumorales. Para
reproducir el microambiente tumoral de la médula ésea en plataformas de cultivo, es necesario
incorporar componentes de la matriz extracelular y células circundantes (MSCs) para recrear las
interacciones de las células tumorales con todos los componentes.

El desarrollo de nuevos soportes para el cocultivo de MSCs y células tumorales de MM presenta
dificultades por los distintos requerimientos de cada tipo celular. Por ello, se plantea sustituir el
uso de células madre mesenquimales por la liberacién controlada su secretoma, un conjunto de
biomoléculas solubles y vesiculas extracelulares producido por las MSCs para su interaccién con
otras células del nicho medular, entre ellas, las células tumorales de MM. Con este fin se generara
un biomaterial de encapsulacién del secretoma para su liberacién en plataformas de cultivo,
replicando indirectamente la interaccion entre MSCs y células MM.

El uso del secretoma presenta ventajas frente al cocultivo celular; es de facil produccidn,
manipulacién y almacenamiento, conlleva una menor inmunogenicidad y un menor riesgo de
efectos secundarios derivados del uso directo de células y evita problemas de supervivencia de
las MSCs en soportes de cultivo y de reduccién de su eficacia terapéutica (Gonzalez-Gonzalez et
al., 2020). Estas ventajas permiten considerar que incorporacién del secretoma de MSCs, en
sustitucion de las propias células, en las nuevas plataformas de cultivo sera un gran avance para
el estudio in vitro del mieoma multiple.

1.5.1 Composicion del secretoma

El secretoma producido por las células madre mesenquimales contiene biomoléculas solubles y
vesiculas extracelulares de diversos tamafios. Tras la interaccidn de las MSCs con las células
tumorales, su secretoma varia favoreciendo un microambiente tumoral déptimo para el
desarrollo de la enfermedad (Zimmerlin et al., 2013) (Ascencio Gonzalez & Ochoa Carrillo, 2016).

Los factores solubles que componen el secretoma son citocinas, quimiocinas y factores de
crecimiento que actian sobre células tumorales, células endoteliales, fibroblastos y células
inmunes en diversos procesos neoplasicos. Estos factores exhiben efectos angiogénicos,
antiapoptdticos e inmunomoduladores proinflamatorios (Arifka et al.,, 2022), generando un
microambiente protumoral.



En relacién a las vesiculas extracelulares del secretoma, pueden ser de tamafio nanométrico o
micrométrico, y se diferencian en exosomas, microvesiculas y cuerpos apoptéticos (Gonzalez-
Gonzalez et al., 2020). Los exosomas son los de mayor importancia ya que contienen
biomoléculas proinflamatorias, prometastaticas y antiapoptdticas que promueve la progresion
de la enfermedad (Garcia-Sanchez et al., 2023).

Debido a la amplia variedad tamafios de las moléculas que componen el secretoma de las MSCs,
resulta dificil encapsularlas en un biomaterial que permita una liberaciéon controlada de las
mimas (como sustitucion del uso de MSCs). La dificultad reside en lograr una liberacion
controlada, homogénea y simultdnea de todas las moléculas constituyentes del secretoma,
independientemente de su tamafio. No resulta conveniente un sistema de liberacién basado en
difusién, sino que el biomaterial cargado deberd romperse de forma integra para permitir una
liberacién simultanea de todos los compuestos encapsulados.

1.5.2 Encapsulacién del secretoma

Se han desarrollado varios sistemas de administracién de secretoma de MSCs que permiten un
mejor control del proceso de liberacidn. Entre ellos destacan la inyeccidn directa, la inyeccidn
sistémica o su liberacion desde un hidrogel (Arifka et al., 2022). Varios estudios anteriores han
logrado encapsular el secretoma en hidrogeles poliméricos, aumentando su bioactividad y su
potencial terapéutico, y permitiendo una liberacidn controlada y sostenida.

Liu et al. empelaron un hidrogel reticulado de &cido hialurdnico para la encapsulacion y
liberacidn sostenida secretoma en la reparacion del dafio endometrial (F. Liu et al., 2019). Por su
parte Liguori et al. regeneraros tejido cardiaco tras encapsular el secretoma en hidrogeles
basados en matriz extracelular cardiaca descelularizada (Liguori et al., 2021). Sin embargo, el uso
de hidrogeles cargados de secretoma es especialmente util en la regeneracion de lesiones
cutdneas. Sears et al. desarrollaron hidrogeles hibridos de metacrilato de gelatina y diacrilato de
polietilenglicol cargados con secretoma que permitieron una mejor regenracidon del tejido y
cicatrizacién de heridas (Sears et al., 2021), al igual que el hidrogel de coldgeno cargado con
secretoma desarrollado por Kraskiewicz et al (Klimczak et al., 2021).

1.6 Microcapsulas como vehiculo de liberacién

Como sistemas de liberacion controlada del secretoma de MSCs, tiene un gran interés el uso de
microcapsulas huecas basadas en hidrogeles poliméricos como biomateriales de transporte y
liberacién de compuestos bioactivos. Las microcdpsulas de tamafio micrométrico han sido
ampliamente utilizadas en estudios de encapsulacidon y liberacidn controlada de biomoléculas
de interés, ya que en funcidon del material de las cdpsulas puede regularse el tiempo de
degradacién de las mismas, la velocidad de liberacidon de su contenido y la dosis liberada,
parametros esenciales para la optimizacion de este tipo de procesos.

Las microcdpsulas basadas en biomateriales suponen una mejora con respecto a los sistemas
tradicionales de administracién de farmacos u otros compuestos de interés ya que permiten una
libracion controlada, sostenible y localizada, un aumento de la vida util y estabilidad del
compuesto encapsulado y una reduccién de su toxicidad (Wani et al., 2023).

En cuanto a estudios anteriores basados en el desarrollo de microcdpsulas para la liberacién de
moléculas bioactivas, cabe destacar la gran variedad de compuestos encapsulados mediante esta
técnica. Kim et al. demostraron que la administracion de amiodarona, farmaco frente arritmias
cardiacas, mediante microcdpsulas de polielectrolitos permitia una reduccién de su toxicidad y
acumulacidn inespecifica, y por tanto, una mejora en el tratamiento (Kim et al., 2023). Deng et
al. comprobaron que encapsular la B-galactosidasa en microcapsulas de esporopolenina permitia
un aumento de su estabilidad y la vida Util al retrasar su degradacién en el tracto gastrointestinal



(Deng et al.,, 2020). Asimismo, Lui et al. desarrollaron un sistema de administracidon de
levotiroxina, farmaco frente al hipotiroidismo, basado en microcapsulas blandas de gelatina, que
mostré un perfil de liberaciéon sostenido reduciendo los problemas por malabsorcion del
medicamento (Liu et al., 2023). Kumar et al. encapsularon o-CGRP, un neuropéptido
cardioprotector, en microcdpsulas de alginato mejorando su biodisponibilidad y la duracién de
su efecto terapéutico (Kumar et al., 2021). De forma similar Ma et al. desarrollaron microcapsulas
de clorhidrato de pramipexol aumentando la vida util de este compuesto en el tratamiento frente
al Parkinson (Ma et al.,, 2023). Este sistema no es solo utilizado para la encapsulaciéon de
farmacos, por ejemplo, Yang et al. encapsularon acido indol-3-propiénico, un importante
metabolito, en microcdpsulas de alginato y almiddn recubiertas de quitosano permitiendo la
modulacién de la microbiota intestinal, clave en multiple enfermedades (Yang et al., 2022). Por
otro lado, Luo et al. fueron capaces de encapsular células B productoras de insulina completas
en microcapsulas porosas de alginato y celulosa, mejorando asi los niveles glucosa en sangre en
pacientes con diabetes (Luo et al., 2023).

La liberacién de biomoléculas contenidas en las microcdpsulas por difusién depende de su
tamanio. El secretoma de las MSCs contiene moléculas de tamafios muy diversos, por lo que se
requiere para su liberacidn un sistema no selectivo por tamafios que permite una salida
homogénea y simultdnea de todos los componentes. Esto se traduce en una ruptura completa
de las microcapsulas asegurando una liberacién total de su contenido.

En este trabajo, el objetivo es el desarrollo de microcdpsulas de gelatina y dcido hialurénico por
recubrimiento de microesferas de hidrogel de alginato, y su evaluacién como vehiculo de
liberaciéon para posteriores estudios de encapsulacién y suministro de secretoma. El
recubrimiento de microesferas por capas de polielectrolitos permitird contener y regular la
difusién de la carga previamente introducida en la microesfera de hidrogel.

1.7 Microesferas de alginato

La sintesis de microcdpsulas huecas requiere de una base de microesferas hidrogel de alginato
que seran posteriormente recubiertas.

1.7.1 Alginato

El alginato (Alg) es un polisacarido presente en las paredes celulares de algas marinas pardas.
Estad formado por dos mondémeros: acido 1,4- f -D-manurdnico y acido 1,4- a -L-gulurdnico, que
se organizan en bloque o de forma alterna para formar cadenas poliméricas anidnicas. Es un
biomaterial es frecuentemente utilizado para aplicaciones biomédicas por su alta
biocompatibilidad, baja citotoxicidad y coste asequible. Presenta una biodegradacion lenta,
incompleta e incontrolable, limitacidn superada por su susceptibilidad a la reticulacién y a la
modificacidn de su superficie (Rastogi & Kandasubramanian, 2019).

El alginato es especialmente adecuado para la encapsulacion compuestos bioactivas debido a su
rapida reticulacion idnica en presencia de cationes divalentes de calcio formando hidrogeles. Los
acidos carboxilicos del algintao se unen cooperativamente a un catidn calcio y generando puntos
de entrecruzammiento entre las cadenas de alginato que dan lugar a un hidrogel reversible
(Garcia-Briega et al., 2022), estable, biocompatible y biodegradable.



1.7.2 Microfluidica

Las microesferas de alginato se obtienen mediante sistemas de microfluidica que permiten la
obtencion de microesferas uniformes con un rango de tamafio controlado (Caballero Aguilar et
al., 2021).

En un dispositivo de microfluidica las particulas se forman por las fuerzas de corte que se
producen en la interseccidon entre un microcanal por el que circula un fluido que actia como fase
continua (en nuestro caso un aceite vegetal) y el canal por el que circula la fase acuosa. La
relaciéon de caudales entre un flujo y otro, sus viscosidades, temperatura y otros pardametros
determina el tamafio de las microgotas formadas (Su et al., 2021). Ambas fases son inmiscibles
de modo que se generan microesferas por microemulsiones dentro del sistema.

Los dispositivos de microfluidica pueden trabajar en unién T, en co-flow y o en flow-focusing
[Figura 3]. En este caso se utilizarad un sistema flow-focusing, donde la fase continua corta en
perpendicular a la fase discontinua formando las microgotas deseadas, que seran
posteriormente coaguladas para formar microesferas sdlidas (Singhal & Gupta, 2016). En este
caso la coagulacién se llevard a cabo mediante el uso de un agente entrecruzador. El material del
sistema debe ser afin al medio continuo en cuento a su hidrofilicidad o hidrofobicidad, y
contrario al medio discontinuo, asegurando que la microgota se repele y no se deshace por
contacto (Nisisako et al., 2005).
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Figura 3. Flujos en los dispositivos de microfluidica: unién T (a), co-flow (b) y flow-focusing (c) (Su et al., 2021).
1.8 Capsulas por multicapas de polielectrolitos. Layer by layer (LBL)

Una de las estrategias mas utilizadas para la obtencién de microcdpsulas es el recubrimiento del
biomaterial de partida mediante multicapas alternas de polielectrolitos de carga opuesta. Esta
técnica se conoce como recubrimiento capa por capa (layer by layer, LBL). En este caso el
biomaterial de partida son las de microesferas alginato, cuya superficie presenta carga negativa
facilitando la deposicidén de una primera capa policatidn. Esta primera capa no solo neutraliza las
cargas negativas de la superficie, sino que deja una carga positiva expuesta, permitiendo la
deposicién de una capa de un polianiéon sobre ella y asi sucesivamente. Por tanto, el
establecimiento de las capas se basa en la interaccidon electrostatica entre las moléculas
empleadas, lo que permite una versatilidad enorme en cuanto a las moléculas que pueden
aplicarse (Marin-Paya et al., 2022).

El recubrimiento mediante LBL cumple varios objetivos: estabilizacion de las microesferas,
funcionalizaciéon con biomoléculas caracteristicas de la matriz extracelular del tejido deseado
para su uso en plataformas de cultivo, y posibilidad de licuar su nucleo interior para formar
microcdpsulas huecas susceptibles de ser cargadas y actuar como vehiculos de liberacion
(Garcia-Briega et al., 2022).

Estudios anteriores han demostrado el aumento de estabilidad de microesferas de alginato
recubiertas mediante LBL polielectrolitos quitosano/heparina, polilisina/alginato (Garcia-Briega
et al., 2022) y coldgeno/acido hialurdnico (Marin-Paya et al., 2021). Asimismo, Grech et al.
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demostraron un aumento en la estabilidad mecdnica de las microesferas de quitosano tras un
LBL acido hialurénico/quitosano (Grech et al., 2010). Del mismo modo Linn et al. también
demostraro un aumento de la estabilidad de las microesferas de silice al ser funcionalizadas com
quitosano/acido polilactico (Lin et al., 2023). Meng et al. por su parte estabilizaron las gotas de
una emulsidn aceite-agua por LBL quitosano/polifenoles (Meng et al., 2023).

En este trabajo se ha realizado el recubrimiento de microesferas mediante LBL gelatina A /4cido
hialurénico, recubrimiento utilizado con éxito en estudios anteriores. Li et al. modificaron
injertos de tereftalato de polietileno mediante este LBL, y su cocultivo con fibroblastos dio lugar
a una mayor regeneracion de tejido entre las fibras injertadas (H. Li et al., 2012). Ge et al.
encapsularon células madre neurales empleando este LBL para su injerto en trasplantes
cerebrovasculares. Tras ser implantadas, aumentaron su supervivencia y diferenciacion,
mejorando la recuperacion funcional del tejido cerebral (Ge et al., 2022).

1.8.1 Gelatina

La gelatina (GelA) es un polimero proteico obtenido de la degradacién parcial del colageno, el
principal componente proteico de la matriz extracelular de tejidos conectivos [Figura 4a)] (Reyes
Ortega et al., 2012). La gelatina presenta carga positiva, por lo que puede ser utilizada como
policatién en los procesos de LBL. La gelatina es un material biomimético, biocompatibles y
biodegradable, con bajos niveles de inmunogenicidad y citotoxicidad. Puede ser modificada a
nivel de aminodcidos para reaccionar con otras sustancias o variar sus cargas electrostaticas. Es
frecuentemente empleada en ingenieria tisular como biomaterial para modelos de
enfermedades del sistema nervioso (Ge et al., 2022), como en terapias de suministro controlado
de farmacos (Mushtaq et al., 2022).

1.8.2 Acido hialurénico

El acido hialurénico (HA) es un heteropolisacédrido perteneciente al grupo de los
glicosaminoglicanos. El HA estd formado por cadenas de disacdridos alternos: acido D-
glucurénico y N -acetil-D-glucosamina [Figura 4b)]. Al igual que el colageno, es una de las
moléculas mas abundantes en la matriz extracelular de tejidos conectivos, donde actua
hidratdndola, y regulando la homeostasis y la resistencia a las fuerzas de compresion
(Abatangelo et al., 2020). EI HA presenta carga negativa, por lo que puede ser utilizado como
polianién en los procesos de LBL. El HA es un material biocompatible, biodegradable, no téxico
y no inmunogénico. Por ello es utilizado en ingenieria tisular para sistemas de administracién de
farmacos, fabricacién de hidrogeles y soportes 3D, medicina regenerativa, ect (Saravanakumar
et al.,, 2022).

CH;

— P glycosidic bonds Hydrogen bonds

Figura 4. a) Estructura quimica de la gelatina (Reyes Ortega et al., 2012). b) Estructura quimica del HA (Marinho et
al., 2021).



1.9 Carga de compuestos solubles

El disefio de sistemas de liberacién por encapsulacién de compuestos bioactivos solubles en
microcapsulas de gelatina y acido hialurénico supone un problema con respecto a la carga de
productos solubles en agua. La encapsulacién del secretoma se ve afectada por esta limitacion,
puesto que gran parte sus componentes son biomoléculas solubles. La dificultad de la carga de
este tipo de compuestos deriva del uso de disoluciones acuosas de gelatina y acido hialuronico
para llevar a cabo el recubrimiento de las microesferas, que permita el posterior licuado del
nucleo interior de alginato generando las microcdpsulas deseadas.

El secretoma de las MSCs u otras moléculas solubles presentan la posibilidad de ser
encapsuladas en microesferas de alginato al disolverlas en la disolucién acuosa de alginato
utilizada como medio discontinuo en la sintesis de microesferas. De este modo las microesferas
obtenidas estarian cargadas con las moléculas solubles de interés para su posterior liberacién.
Sin embargo, el paso siguiente para la obtencidon de microcapsulas es el recubrimiento por LBL
de las microesferas con capas alternas de polielectrolitos. En este proceso, la mayor parte de las
moléculas solubles cargadas en las microesferas se perderian como consecuencia de su difusion
hacia las disoluciones acuosas de los polielectrolitos empeladas en el proceso.

Para hacer frente a la problematica que supone cargar biomateriales con compuestos solubles
trabajando en medios acuosos, se llevard a cabo una doble emulsién. Mediante este sistema las
moléculas solubles quedan protegidas al ser encapsulas en el interior de nanoparticulas (NP) de
poliésteres biodegradables, que a posteriori pueden cargarse en microesferas de alginato u otros
biomateriales, y trabajar con ellas sin riesgo de perder las moléculas cargadas.

1.9.1 Doble emulsién

La eleccion del proceso de encapsulacién para proteger moléculas bioactivas depende de la
hidrofilicidad o hidrofobicidad de las mismas. Las emulsiones simples son utiles para la
encapsulacion de agentes activos insolubles o poco solubles en agua (Igbal et al., 2015), pero no
es una técnica adecuada para agentes solubles. En este caso, la técnica mds adecuada para su
encapsulacion es la doble emulsién (Becker Peres et al., 2016). Una doble emulsidn consiste en
dos emulsiones realizadas sucesivamente:

- Primera emulsién W/O. Las fase acuosa contiene la molécula soluble de interés. La fase
oleosa es una disolucidon del polimero (poliéster biodegradable) en un disolvente organico.

- Segunda emulsién W/O/W. Se emplea una nueva fase acuosa externay la primera emulsion
como la fase oleosa. En ambas emulsiones es conveniente el uso de tensioactivos o
surfactantes para fomentar la estabilidad del sistema.

- Precipitacién de las nanoparticulas de polimero en la fase acuosa externa por evaporacién
del disolvente organico (Ding et al., 2019).

Se obtienen asi gotas de la disolucién acuosa de la molécula de interés dispersas en glébulos de
aceite (o polimero) dispersos en una fase acuosa externa (Ding et al., 2019) [Figura 5].

o 0 L

ini Agitation 9 @ @ | Water @
Drug in inner Polymer/drug °

aqueous phase t inoil phase > R e

Primary emulsion W/O Secondary emulsion
(w/o/w)

Drug-loaded polymeric particle

Figura 5. Representacion del proceso de doble emulsién W/O/W (lgbal et al., 2015).
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El principal inconveniente del uso de emulsiones dobles es la optimizacidn de diferentes
variables para la produccion de un tamafio de gota pequefio y homogéneo, un pardametro
critico para la estabilidad de la emulsién (Gharehbeglou et al., 2019a).

Una gran cantidad de estudios anteriores han utilizado la doble emulsién para encapsular
compuestos solubles de interés que van desde hormonas como la insulina (Zhu et al., 2006),
hasta farmacos antitumorales tales como mitomicina C (Hou et al., 2009), epirrubicina
(Massadeh et al., 2021), o anastrozol (Alyafeeu et al., 2018), pasando por antibidticos como la
ofloxacina y la vancomicina (Herrera et al., 2017), o metabolitos vegetales como la oleuropeina,
(Gharehbeglou et al., 2019b).

En el caso de la doble emulsién planteada en este estudio, como fase oleosa se utilizara una
disolucién de acido poli-L-lactico (PLLA) en diclorometano, y, como fase acuosa interna una
disolucién de la molécula/s bioactiva soluble. El objetivo final de la doble emulsion es la
obtencidon de una fase acuosa externa con nanoparticulas de acido polilactico dispersas, que
contengan encapsulada en su interior la disolucidn acuosa de la molécula de interés en forma de
pequefias gotas monodispersas. El continuo acuoso de nanoparticulas de PLLA puede ser
disuelto junto a la disolucién acuosa de alginato que da lugar a las microesferas, de forma que
podrian obtenerse microesferas del alginato son nanoparticula de PLLA en su interior. De este
modo, las moléculas solubles de interés quedan protegidas en nanoparticulas de polimero
dentro nucleo de alginato. Al recubrir las microesferas mediante LBL, no habra riesgo de perder
parte de las moléculas solubles, como consecuencia de su difusidn hacia las disoluciones acuosas
de polielectrolitos, puesto que estaran protegidas en las nanoparticulas de PLLA.

1.9.2 Nanoparticulas de PLLA

Los biopolimeros sintéticos son biomateriales ampliamente utilizados en ingenieria tisular. Entre
ellos destacan: el acido lactico- co -glicdlico (PLGA), el acido polidctico (PLA) y la poli-e-
caprolactona (PCL) (Ding et al., 2019).

El 4cido poli-L-lactico (PLLA) es uno de los dos estereoisémeros en los que existe el acido
polilactico (PLA). En comparacion con su estereoisomero PDLA, el PLLA presenta una mayor
cristalinidad, estabilidad y resistencia a la degradacion enzimatica (Ribeiro et al., 2011), lo que
explica que el PLLA es el compuesto biodegradable mds duradero aprobado por la FDA
(Fitzgerald et al., 2018).

El PLLA es uno de los biopolimeros de mayor relevancia debido a su versatilidad
biocompatibilidad y biodegradabilidad a lo largo de la misma via metabdlica que el acido lactico
(Kang et al., 2020) (Capuana et al., 2022). Las nanoparticulas de PLLA se degradan por la hidrdlisis
del polimero siguiendo una cinética de degradacién lenta.

Una aplicacién importante en cuanto al uso del PLLA es su utilizacién como soporte para la
encapsulacién de moléculas hidrofilicas en nano o microparticulas, permitiendo una elevada
tasa de carga y un liberacién controlada del contenido encapsulado (B. K. Lee et al., 2016).
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2. OBIETIVOS

El mieloma multiple es una enfermedad neoplasica de las células plasmaticas sanguineas que
actualmente no posee curay requiere mas investigacion en muchos aspectos. Entre ellos destaca
desarrollo de nuevos modelos in vitro de la enfermedad con el fin de poder estudiar las
caracteristicas de la misma fuera de un organismo vivo. Para alcanzar este objetivo es necesario
el desarrollo de plataformas de cultivo que permitan recrear el microambiente tumoral donde
se desarrolla la enfermedad, en ese caso, en la médula désea, y las interacciones que tiene lugar
entre los componentes alli presentes. Destaca en este contexto la interaccion entre las células
plasmaticas tumorales y las células madre mesenquimales de la médula 6sea, MSCs. El co-cultivo
de diferentes tipos celulares en una misma plataforma es costoso, por lo que se plantea la
sustitucion del uso de MSCs por la liberacidn controlada de su secretoma desde un biomaterial.

En este trabajo se estudiara la formacién de microcapsulas de gelatina y dcido hialurénico por
recubrimiento de microesferas de alginato mediante ensamblaje capa por capa (LBL), como
sistema de transporte y liberacion de compuestos bioactivos. Estudiando los tiempos de
degradacién de las microcapsulas en funcién del nimero de capas y su entrecruzamiento
quimico, se obtendra un biomaterial modelo para futuros estudios de carga y liberacién del
secretoma de células madre mesenquimales.

La carga de compuestos solubles, como parte de las moléculas del secretoma, en microesferas
funcionalizadas mediante LBL, presenta un alto riesgo de pérdida de las moléculas encapsuladas
por difusidn hacia las disoluciones acuosas empleadas. Para ello, en ese trabajo se abordara el
mecanismo de proteccidon de compuestos solubles mediante su encapsulado en nanoparticulas
poliméricas de acido polilactico por doble emulsién.

Por tanto, los objetivos del trabajo experimental desarrollado son:

1.Produccién de microesferas de alginato mediante microfluidica. Determinar la dispersién de
tamafios de las particulas obtenidas.

2. Funcionalizacion de las microesferas mediante recubrimientos multicapa de gelatina y acido
hialurénico.

3. Estudio de la estabilidad de las microesferas al licuar el nucleo interior de alginato para la
obtencidn de microcdpsulas. Estudio de la evolucién temporal de microesferas en medios de
degradacién hidrolitica y enzimatica.

4. Produccién de nanoparticulas de PLLA y encapsulado en su interior de un producto soluble en
disolucién acuosa por el método de doble emulsion.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1 Reactivos y equipos

Para la sintesis de microesferas se requiere un medio discontinuo de alginato de sodio (Sigma-
Aldrich), carbonato célcico (CaCO3) (Scharlab) y nanoparticulas magnéticas de ferrrita (Ferrotec
Ferrofluid), un medio continuo de aceite de oliva virgen extra comercial y lecitina de soja
(Guinama), y un medio colector igual que el continuo, pero al que se le afiade acido acético
(Scharlab). Para el proceso de sintesis se requieren bombas de jeringa NE-4000 (New Era Pump
Systems) con las que hacer circular los medios por el sistema de microfluidica fabricado en el
laboratorio. El lavado de las microesferas se realiza con cloroformo (Scharlab) y agua destilada.
Para el manejo de las microesferas se utilizan filtros de 60um de pluriStrainer (pluriSelect).

Para la funcionalizacidon de microesferas mediante LBL se preparan disoluciones de base acuosa
con agua miliQ, obtenida del equipo Direct-Q 3 System Millipore, de cloruro de calcio (CaCl2),
gelatina tipo A (Gelatin from porcine skin, gel strength 300, Type A), 4cido hialurénico (Hyaluronic
acid sodium salt from Streptococcus equi), N-hidroxisuccinimida (NSH) y N-(3 -
dimetilaminopropil)-N'-etilcarbodiimida (EDC), todos de Sigma-Aldrich. Para ajustar el pH de las
disoluciones mediante el pH-metro PH50 (Violab), se emplea 4acido clorhidrico (HCI) e hidréxido
de sodio (NaOH) de Scharlab. Durante la funcionlizacién se emplea un iman de niobio y un
agitador PTR-35 Grant-Bio. Las microesferas funcionalizadas se almacenan en una disolucion
acuosa de cloruro de calcio con penicilina-estreptomicina (P/S, 10.000 unidades/ml P- 10.000
pug/ml S) (Gibco) y fungizona (Anfotericina B) (Gibco) para evitar su posible contaminacidn.

La caracterizacion morfoldgicas de las microesferas se lleva a cabo por microscopia éptica
empleando el microscopio dptico invertido Nikon Eclipse TS100-F. Para la caracterizacion
bioquimica de las microesferas, el ensayo BCA se lleva a cabo mediante el kit de andlisis proteico
de BCA (ThermoFisher) y una placa p96 para la lectura de la absorbancia en un
espectrofotémetro VICTOR3 (Perkin Elmer), el analisis termogravimétrico (TGA) se lleva a cabo
con el equipo Thermal 12icroflu excellence TGA/DSC 2 (Mettler Toledo,) y la espectroscopia de
infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR) con el espectrometro ALPHA FT-IR (Bruker).

Previo al ensayo de estabilidad se realiza una tincion de las microesferas con azul de metileno
(Methylene Blue hydrate) (Sigma-Aldrich). Los medios en los que se realiza el ensayo son: agua
miliQ, medio de cultivo RPMI 1640 (Sigma-Aldrich) y medio de cultivo RPMI 1640 suplemetado
con colagenasa (Colagenasa from Clostridium histolyticum, Type IA) (Sigma-Aldrich) y
hialuronidasa (Hialuronidasa from bovine testes, Type IV-S) (Sigma-Aldrich). El ensayo de
estabilidad se llevd a cabo sobre placas p24. Para la obtencidn de microcdpsulas por licuado del
nucleo de alginato de las microesferas se emplea acido etilendiaminotetraacético (EDTA)
(UltraPure 0,5 M) (Invitrogen).

En cuanto a la doble emulsion para la encapsulacién de compuestos solubles, se llevé a cabo un
primer protocolo para la sintesis de particulas de PLLA. Los reactivos empleados fueron:
resomero R 202H Poly(D, L-lactida) (Sigma-Aldrich), acido poli (L-lactico) Purasorb PL-18 (Corbion
Purac), diclorometano (Scharlab), alcohol polivinilico (PVA) (Sigma-Aldrich) y agua miliQ. Para el
proceso se requiere un equipo de dispersién de alto rendimiento T25 ULTRA-TURRAX (IKA), un
agitador de hélices EUROSTAR 40 (IKA), y una centrifuga Eppendorf Centrifuge 5804 R (Fisher).
Posteriormente se estudid la encapsulacién de rodamina B (Sigma-Aldrich) en las particulas
obtenidas utilizando reactivos y equipos anteriores ademas de surfactantes Span85, Tween20,
Span80 y Tween80 (todos de Sigma-Aldrich) y un homogeneizador ultrasénico SONOPULS HD
(Bandelin).
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3.2 Sintesis de microesferas de alginato

Para la sintesis de microesferas se requiere de un medio discontinuo, un medio continuo y un
medio colector. El medio continuo y discontinuo son inmiscibles por lo que se crean microgotas
cuando el medio continuo corta el medio discontinuo. Las microgotas son coaguladas fuera del
sistema cuando el flujo de salida contacta con el medio colector. La presencia de acido acético
en este medio provoca una bajada del pH que da lugar a la disociacién del carbonato calcico en
el interior de la microgota y a la liberacién iones de calcio que permiten la reticulacién del
alginato. Los iones calcio y las cadenas de alginato establecen una interaccidn electrostatica
generando un entrecruzamiento reversible que da lugar a la solidificacidn por gelificacién de las
microesferas.

3.2.1 Preparacion de disoluciones

e Medio discontinuo:

Disolucidon acuosa de alginato, carbonato calcico y nanoparticulas magnéticas de ferrita. Se
prepara en varias fases:

- Solucién de alginato a 3% p/v en agua miliQ. Dejar en agitacion magnética 1 hora a 602C.

- Solucién de carbonato célcico a 0,5 M en agua miliQ. Dejar en ultrasonidos 30 minutos.

- Solucién de nanoparticulas magnéticas de ferrita a 5% p/p respecto al alginato en 1 ml de
etanol. Dispersar 30 minutos en ultrasonidos.

- Mezcla de la disolucién de alginato y de carbonato calcico en proporciones iguales
obteniendo un 1,5% de alginato y carbonato calcico 0,25 M.

- Adicion de la solucidn de nanoparticulas a y homogenizacion 4 horas en el Ultra-Turrax.

El uso de nanoparticulas magnéticas de ferrita (MNPs) facilita la manipulaciéon de las
microesferas en pasos posteriores ya que son susceptibles a campos magnéticos y controlables
con un iman. La disolucién de MNPs se prepara en campana de extraccidon dentro de un tanque
de metacrilato humidificado para impedir su salida.

e Medio continuo

Disolucién oleosa de aceite de oliva al 1% p/p de lecitina de soja. Homogeneizar en agitacion
magnética a suave hasta la disolucion total.

e Medio colector

Disolucién oleosa de aceite de oliva al 1% p/p de lecitina de soja y 2% v/p de acido acético.
Homogeneizar en agitacién magnética a suave hasta la disolucion total.

3.2.2 Sintesis de microesferas mediante microfluidica

Para la sintesis se utiliza una sistema de microfluidica flow-focusing fabricado en el CBIT, bombas
de jeringa para impulsar los medios y agujas de calibre grueso conectadas con capilares por
donde circulan los medios hasta el sistema.

El medio discontinuo se carga en una jeringuilla de 3mL y 9,15mm de diametro. El medio
continuo en una de 60mL y 29mm de didmetro. Las jeringas se acoplan en las bombas y se
regulan los caudales y didmetros para cada caso. El caudal del medio discontinuo es 1,5 mL /hy
del medio continuo 60 mL /h. El medio colector es externo al sistema y mediante canales de
silicona se hace coincidir el flujo de salida de sistema con el flujo de medio colector.
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Dese las jeringas, se acoplan los capilares a la entrada del sistema y se bombean los medios.
Simultaneamente se hace circular el medio colector. La interseccidn del medio discontinuo con
el continuo rompe su flujo generando microgotas, que salen del circuito y se sumergen en el
medio colector. La bajada del pH da lugar la liberando los iones calcio procedentes del carbonato
calcico, que permiten el entrecruzamiento reversible de las cadenas de alginato y la gelificacion
de las microesferas que seran recogidas en un vaso colector [Figura 6].

Se hace pasar todo lo recogido por un filtro de 60um sobre un falcon de 50mL para eliminar el
aceite sobrante y recuperar las microesferas, que son lavadas con cloroformo y agua destilada (3
veces). Se emplea un acople para hacer vacio y un pincel de silicona para facilitar el manejo. Las
microesferas obtenidas se almacenan en la nevera en etanol 70%.

Medio colector

Vaso colector

Bomba medio discontinuo

Sistema microfluidica

Bomba medio continuo

Figura 6. Montaje empleado para la sintesis de microesferas. Imagen tomada en el laboratorio.
3.3 Recubrimiento de microesferas mediante LBL

Se utiliza la técnica de ensamblado capa por capa (layer by layer, LBL) para el recubrimiento de
las microesferas con gelatina A (Gel A) como polielectrolito positivo y acido hialurénico (HA)
como polielectrolito negativo. Las microesferas se sumergen en las disoluciones de los
polielectrolitos de forma alterna haciendo dos lavados con agua intermedios.

Para el LBL se utilizan falcons de 15mL (uno para cada polielectrolito), tamices celulares de 60um,
falcons de 50mL, pipetas Pasteur, pincel de silicona, iman de niobio y agitador rotativo (la
velocidad no es relevante, pero debe mantener las microesferas en suspension).

Las condiciones estudiadas microesferas control sin recubrimiento (C), se sintetizaran
microesferas con 3 bicapas sin entrecruzar (3L), 3 bicapas entrecruzadas (3T), 6 bicapas sin
entrecruzar (6L) y 6 bicapas entrecruzadas (6T). El proceso es el mismo para la obtencién de
todas las condiciones variando el numero de bicapas depositadas sobre las microesferas y el
entrecruzamiento o no de las mimas.

3.3.1 Preparacién de disoluciones

Son necesarias 4 disoluciones. Por cada 3 bicapas se emplean 15mL de disolucién de cada
polielectrolito (Gel A y HA), 200mL de disolucién de lavados y 10mL de disolucién de
entrecruzamiento. Ajustar el volumen necesario al nimero de bicapas.
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e Solucién de Gelatina A
- Solucién de gelatina A en agua miliQ a 1mg/ml y cloruro de calcio a 0,075M. Mantener en
agitacién magnética a 372C al menos 1 hora.

e Solucién de acido hialurénico
- Solucién de acido hialurénico en agua miliQ a 1mg/ml y cloruro de calcio a 0,075M.
Mantener en agitacién magnética al menos 1 hora.

e Solucién de lavados
- Solucién de cloruro de calcio en agua miliQ a 0,075M. No requiere de agitacién magnética.
Ajustar las tres disoluciones a pH 5.5 mediante soluciones de NaOH y HCl de baja molaridad.

e Solucién de entrecruzamiento
- Solucién de EDC a 60 mM en agua miliQ, NHS a 30mM y cloruro de calcio a 0,075M.
Mantener en agitacién magnética al menos 2 horas.

3.3.2 Recubrimiento por LBL

- Filtrar y recoger las microesferas de su almacenamiento. Acondicionar inicialmente durante
30 minutos con agua de lavados en agitacion.

- Filtrar, recoger microesferas e introducirlas en la disolucién de Gel A. Agitacidon 10 minutos.

- Desplazar las microesferas con el iman y con una pipeta Pasteur retirar Unicamente la
disolucién de Gel A, pasandola por un tamiz para recuperar posibles microesferas retiradas.
Almacenar la disolucion de Gel A para las siguientes bicapas.

- Afadir agua de lavados. Agitacidn 10 minutos.

- Eliminar la mayor parte del agua filtrandola como se ha hecho con la GelA y repetir un
segundo lavado. El agua de lavados empleada se desecha.

- Filtrar toda la solucién, recoger microesferas e introducirlas en disolucidon de HA. Agitacion
10 minutos.

- Realizar dos lavados (mismo proceso anterior). Pipeta Pasteur y tamiz diferentes para evitar
gue la mezcla de residuos. La disolucién de HA se almacena. El agua de lavados, no.

- Tras el segundo lavado ya se ha obtenido una bicapa Gel A — HA. El proceso se repite tantas
veces como sea necesario en funcién del nimero de bicapas requeridas.

Para el entrecruzamiento se sumergen las microesferas en EDC/NHS y se deja en agitacién una
noche. Al dia siguiente se realizan dos lavados con agua. Las microesferas obtenidas, se
almacenan en la nevera en agua de lavados con penicilina-estreptomicina (1% v/v) y fungizona
(0,15% v/v) para evitar su contaminacion.

3.4 Caracterizacion morfolégica mediante microscopia optica

Para la visualizacidn de las microesferas se ha empleado el microscopio éptico invertido Nikon
Eclipse TS100-F con una camara integrada que permite la toma de imagenes. Las imagenes se
analizaron mediante el software ImageJ (ImagelJ, National Institutes of Health, Estados Unidos).
Se intentd aplicar la herramienta “Threshold” para poder obtener valores de didmetro Feret,
superficie y circularidad, pero al procesar las imagenes no se definian correctamente las
microesferas. Por ello, se midid el didmetro mayor y menor de 230 microesferas obteniéndose
el didametro medio de cada una ellas para conocer la distribucién de tamafios de la poblacion
estudiada.
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3.5 Caracterizacion bioquimica

3.5.1 Analisis termogravimétrico (TGA)

El andlisis termogravimétrico (TGA) es una técnica analitica para la determinacion de la fraccion
de componentes de una muestra (Rajisha et al., 2011) mediante el registro de la pérdida de peso
de la muestra durante un proceso de calentamiento programado (Yao et al., 2022). Cuando se
alcanzan una energia térmica superior a la energia de los enlaces, se desprenden fracciones
volatiles de las moléculas y de detecta una disminucién de la masa. Se realizd un TGA para cada
una de las condiciones de microesferas: C, 3L, 3T, 6L y 6T, con dos réplicas por condicidon. Las
muestras se calentaron de 252C a 10002 C a una velocidad de calentamiento de 10°C/min,
utilizando nitrégeno como gas de purga a un flujo de 50 mL/min. El objetivo del TGA es
determinar qué parte del peso de las microesferas corresponde al recubrimiento de
gelatina/acido hialurénico, para ello se comparan las derivadas del peso normalizado por el peso
seco con respecto a la temperatura de las microesferas con y sin recubrimiento.

3.5.2 Espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR) permite identificar los
componentes de una muestra, puesto que los grupos funcionales y enlaces de las moléculas
presentan picos de absorcion caracteristicos que se visualizan tras irradiar la muestra. Se realizé
un FTIR para cada componente puro (alginato, Gel Ay HA) y para cada condicion estudiada (C,
3L, 3T, 6L y 6T), con dos réplicas por condicion. Se analiza el espectro en modo ATR desde
4000cm™ a 400 cm®, con una resolucidon de 4cm™. Las medidas obtenidas se emplean para
identificar picos caracteristicos y desplazamientos de longitud de onda.

3.53 BCA

El ensayo de cuantificacidn de proteinas BCA se basa en la reaccidn de Biuret. El Cu2+ se reduce
a Cu+ al unirse a enlaces peptidicos, y los iones Cu+ liberados se acomplejan con el acido
bicinconinico (BCA) cambiando de color a purpura intenso, con lo que puede determinarse la
concentracion de proteina en la muestra midiendo la absorbancia a 562 nm. En este caso, el
ensayo BCA se emplea para determinar la concentracidon de gelatina A en las microesferas
estudiadas. El acido hialurénico no es cuantificado, pero se asume que; a mayor concentracién
de Gel A, mayor concentracion de HA, ya que cada capa de Gel A no puede depositarse si antes
no lo ha hecho una de carga opuesta, en este caso de HA. Se emplea el kit BCA de Thermo Fisher.
Se realiza una curva de calibrado desde 2mg/mL a Omg/mL gelatina con 2 réplicas bioldgicas por
concentracion. Siguiendo las instrucciones del kit se preparan las muestras de cada condicién (C,
3L, 3T, 6L y 6T) con 3 réplicas bioldgicas por muestra, cada una de las cuales se midié por
triplicado. El ensayo se llevd a cabo en una placa multipocillo p96 y la absorbancia se lee
mediante un espectrofotometro Victor3 [Figura 7].

Figura 7. Ensayo BCA. Del 1 al 7 las disoluciones de la curva de calibrado. Condiciones estudiadas: C, 3L, 3T, 6Ly 6T.
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3.6 Ensayo de estabilidad

3.6.1 Evolucién de las microesferas en medios de degradacién hidrolitica y enzimatica

El objetivo del ensayo de estabilidad es comprobar la existencia o no de diferencias en cuanto a
la estabilidad y degradacién de las condiciones de microesferas estudiadas (C, 3L, 3T, 6Ly 6T) en
diferentes medios y a diferentes tiempos en funciéon del nimero de bicapas y el grado de
entrecruzamiento. El hidrogel de alginato que conforma las microesferas se mantiene por un
entrecruzamiento idnico reversible entre los iones calcio y las cadenas de alginato. Como
consecuencia, los iones Ca2+ pueden migrar fuera de la microesfera, que dejan de estar
reticuladas y pierden su estabilidad.

Las condiciones estudiadas en el ensayo fueron: C, 3L, 3T, 6Ly 6T, a tiempo 0, 2, 7 y 22horas en
agua, medio de cultivo RPMI 1640 y medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con enzimas.
(colagenasa y hialuronidasa a una concentracidn final de 200ng/mLy 13ng/mL respectivamente,
ambas enzimas estan presentes en la médula dsea y son capaces de degradar el recubrimiento).
Para cada muestra en cada medio, se realizaron 3 réplicas. A cada medio se afiadid penicilina-
estreptomicina (1% v/v) y fungizona (0,15% v/v) para evitar contaminaciones.

Previo al ensayo de estabilidad se tifieron las microesferas con disolucion de azul de metileno a
0,1mg/mL. Tras la tincién, se lavaron con agua miliQ y se resuspendieron en los medios
mencionados. Las preparaciones se distribuyeron sobre placas multipocillo p24 de forma que en
cada pocillo habia de 8L de microesferas. A cada pocillo se aifiade la cantidad restante de medio
(agua o RPMI 1640 tratados con antibidticos) hasta alcanzar 1mL. Las placas se visualizan bajo el
microscopio dptico invertido tomando imagenes para su posterior andlisis [Figura 8].

Figura 8. Placas p24 del ensayo de estabilidad. a) Control sin recubrimiento, b) 3 LBL (sin entrecruzar y
entrecruzado), c) 6 LBL (sin entrecruzar y entrecruzado). W = agua. R = medio de cultivo RPMI 1640. R +E = RPMI
1640 suplementado con enzimas.

3.6.2 Obtencién de microcdpsulas por licuado del nucleo de alginato

Se estudia la obtencién de microcapsulas por licuado del nucleo de alginato de las microesferas
recubiertas en presencia de EDTA, un quelante del calcio. Al secuestrar al catién del interior de
la microesfera, pasa a estar licuado puesto que se pierde entrecruzamiento reversible entre las
cadenas de alginato. De este modo se generan microcapsulas huecas que mantienen su
integridad gracias al recubrimiento de GelA/HA. Las microcapsulas obtenidas son de interés para
la encapsulacién de numerosos compuestos bioactivos. Para llevar a cabo el licuado de las
microesferas, una muestra de microesferas recubiertas con 6 bicapas entrecruzadas se trata con
EDTA. Se ensaya la condicidon mas fuerte de para comprobar su resistencia. Si no resiste, tampoco
lo hardn los recubrimientos menos consistentes. Se observa al microscopio las microesferas
antes y después del tratamiento.
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3.7 Doble emulsidn

3.7.1 Produccion de microparticulas de PLLA. Emulsiéon O/W

Para la sintesis de particulas de PLLA mediante una emulsion simple O/W una fase oleosa,
disolucién polimérica en disolvente organico, es emulsionada en una fase acuosa para la
obtencion de particulas tras la evaporacion del disolvente.

Para un primer acercamiento se utilizé el resémero R 202H de PLLA, pero las particulas obtenidas
no mostraban la consistencia deseada. Se llevé a cabo el mismo protocolo con un PLLA de mayor
peso molecular. Brevemente, el protocolo para la obtencién de particulas de PLLA es:
preparacion de PVA al 4% p/v en agua miliQ y agitacién magnética a 250 rpm, 902C durante 30
minutos (disolucidon acuosa), preparacién de PLLA al 2% p/v en diclorometano y agitacion
magnética 1 hora (disolucion orgdnica u oleosa), goteo de la disolucidon organica desde una
bomba ajustada con caudal 0,5mL/min sobre la disolucién acuosa agitada en el Ultra-Turrax a
10.000 rpm, traspaso de la emulsion al agitador de aspas a 450 rpm y adicién de 50mL de agua
miliQ, agitacidon overnight en campana de extraccion para la evaporacién del diclorometano.
Para la recuperacion y lavado de las particulas: centrifugacién 1 hora a 20.800G y 25°C, descarte
del sobrenadante, tres lavados con agua miliQ y centrifugaciones de 40 minutos a 20.800G vy
259C, resuspension de particulas en agua miliQ y almacenamiento a -802C o liofilizacién

Se obtuvieron particulas de PLLA de un tamafio superior al deseado. No pueden considerarse
nanoparticulas puesto que no son de rango nanométrico sino micrométrico.

3.7.2 Encapsulacion de un compuesto soluble. Emulsion W/O

Para la encapsulacion de un compuesto soluble en un continuo polimérico mediante una
emulsion W/O, se requiere emulsionar una disolucién acuosa de la sustancia a encapsular (en
este caso rodamina) en una disolucién orgdnica (diclorometano) de PLLA. De este modo se
obtien un continuo de PLLA con pequefias gotas monodipersas y estables de la disolucién acuosa
de rodamina. La emulsién obtenida sera utilizada como fase orgdnica para una segunda emulsion
idéntica a la descrita en el apartado anterior (doble emulsion completa), y obtener asi una
disolucién acuosa de particulas de PLLA cargadas con rodamina.

El proceso de primera emulsion fue: preparacién de la disolucion orgénica de PLLA al 2% p/v en
DCM, agitacion magnética durante 1 hora y adicion de Span85, preparacion de la disolucion
acuosa de rodamina a 1mg/mL, incorporacién de la disolucién acuosa a la disolucién organica
en agitacion en el Ultra-Turrax 8 minutos a 10.000 rpm. Tras de retirar la emulsion de la agitacion,
ambas fases se separan, por lo que es una emulsidn inestable.

Con el objetivo de conseguir una primera emulsidn estable con nanogotas monodispersas en el
continuo polimérico, se llevan a cabo una serie de modificaciones en el proceso anterior: uso de
surfactantes combinados hidrofébicos e hidrofilicos ajustando un valor de balance hidréfilo-
lipofilico (HLB) cercano a 6, de modo aumentara la estabilidad de la emulsién tal y como se
concluye en los trabajos de M.G. Song et al. (M.-G. Song et al., 2002) (M. G. Song et al., 2000),
reduccion del volumen de disolucion acuosa frente la disolucidn organica hasta una proporcion
adecuada dentro del rango recomendado por Ramazani et al. (Ramazani et al., 2016), trabajo en
hielo para reducir la espuma y acercar viscosidades entre fases, y aumento del tiempo vy
velocidad de agitacidn en el Ultra-Turrax para generar nanogotas de menor tamafio.

Tras aplicar las modificaciones, el protocolo seguido fue: preparacién de la disolucion organica y
de la disolucidn acuosa del mismo modo que en proceso anterior (pero afiadiendo Tween20 a la
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disolucién acuosa), incorporacion de la disolucidon acuosa a la discusién organica en el Ultra-
Turrax 15 minutos a 15.800 rpm en bafio hielo. De nuevo, tras de retirar la emulsién de la
agitacién, ambas fases se separan rapidamente, por lo que se trata de una emulsién inestable.

Finalmente se llevd a cabo un proceso similar empleando un homogeneizador ultrasénico vy el
par de surfactantes Span80 y Tween80, ajustando las cantidad requeridas para un HLB de 6. Se
prepararon las disoluciones y se afadieron los surfactantes correspondientes a cada fase
(Span80 a la disolucién organica y Tween80 a la disolucién acuosa). Ambas fases se emulsionaron
por ultrasonidos a amplitud 60%, en bafo de hielo, durante 5 minutos con ciclos de 50" on y 10"
off. Al retirar la emulsién del ultrasonidos parece estable, pero tras pocos minutos en estatico las
fases se separan. No se ha conseguido la estabilidad de la emulsidn.

A pesar de no haber logrado un método eficaz de emulsiéon simple W/O para obtener un
continuo polimérico de PLLA con pequenas gotas monodipersas y estables de la disolucion
acuosa de interés, se han avanzado en la optimizacidon de pardmetros clave. Se conoce qué
procesos conllevan un resultado negativo y qué alternativas pueden aplicarse para lograr
alcanzar el objetivo final y conseguir una doble emulsién que permita la encapsulaciéon de un
compuesto soluble de interés en nanoparticulas de PLLA.

3.8 Analisis estadistico

Los andlisis estadisticos llevados a cabo en este trabajo se han realizado mediante el software
GraphPad Prism9 con el objetivo de estudiar la existencia o no de diferencias significativas
entre determinadas condiciones o conjunto de condiciones. Para ello en primer lugar se realiza
un test de identificacién de outliers para eliminar los valores anémalos del conjunto de datos
estudiado. Posteriormente se analiza la normalidad de los datos mediante un test Shapiro-Wilk
para conocer si los datos se asocian una distribucién normal. En funcidn de si el test de
normalidad resulta positivo o negativo, se realiza un test de significancia estadistica distinto. Si
los datos analizados pasan el test de normalidad se lleva a cabo un test paramétrico ANOVA
para comparaciones multiples o un T-Test para comparaciones por pares. En cambio, Si los
datos analizados no siguen una distribucidn normal se realiza un test no paramétrico Kruskal-
Wallis para comparaciones multiples o un test Mann Whitney para comparaciones por pares.
En funcidn del p-valor obtenido en los test de significancia estadistica podra considerarse si
existen o no diferencias significativas entre las condiciones compradas.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Microesferas de alginato. Dispersidn de tamafios.

Las microesferas de alginato fueron obtenidas mediante microfluidica. Por fuerzas de corte entre
los medio empleados se generan microgotas de alginato y carbonato cdlcico que posteriormente
gelifican (consistencia de hidrogel) por entrecruzamiento iénico reversible entre los iones calcio
y las cadenas de alginato. Todo el proceso ha sido detallado en el apartado 3.2.

Microesferas control sin recubrimiento fueron visualizadas al microscopio éptico tomandose
imagenes para su posterior andlisis de dispersién de tamafios. Las imagenes capturadas se
procesaron mediante el software de andlisis de imagenes Imagel. Para el estudio de los
parametros caracteristicos de las microesferas (diametro Feret, superficie y circularidad) se
aplicé la herramienta “Threshold”, sin embargo, gran parte de las microesferas no eran
detectadas. Por ello, se decidié estudiar el diametro de las microesferas como parametro base
para la dispersidén de tamaiios. Las microesferas presentaban una forma redondeada, pero al no
ser completamente circulares no podia obtenerse un Unico didmetro. Para acercar el didmetro
al valor mas representativo, se midié el diametro mayor y menor para obtener el didametro medio
de cada microesfera. Fueron analizadas 230 microesferas [Figura 9].

Los didmetros medios obtenidos fueron analizados con el software GraphPad Prism 9 para
eliminar los valores anémalos (outliers). Aplicando el método ROUT (Q = 5%) se detectaron 7
valores andmalos que fueron eliminados. Con los datos limpios se calcularon los estadisticos
descriptivos [Tabla 1] y se llevd a cabo un histograma para conocer la dispersion de tamafios de
las microesferas estudiadas [Figura 9] ajustando los rangos de los intervalos a 20 um.

Tabla 1. Didmetro de las microesferas control de alginato. Las imdagenes fueron analizadas mediante Image)
obteniendo los datos numéricos. La estadistica asociada se realizé6 mediante GraphPad Prism 9.

Muestra N total Media (um) | Desviacidn estandar (um) | Mediana (um)
Microesferas alginato | 223 155,89 29,92 150,66
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Figura 9. Microesferas control de alginato a) Visualizacion al microscopio dptico. Imagen representativa de un total
de 8 imdgenes empleadas en el recuento de didametros. Escala: 100um. b) Histograma de los didmetros medios de
las microesferas analizadas.

El valor promedio del didametro de las microesferas es de 155,89+29,92um, un valor cercano al
obtenido en trabajos similares anteriores. Garcia-Briega et al. obtuvieron un didmetro medio de
150 -200um aplicando un flujo discontinuo y continuo de 1,55 y 40mL/h respectivamente
(Garcia-Briega et al., 2022). Por su parte, Marin-Paya et al. sintetizaron microesferas de diametro
medio 170 -190um trabajando con un medio discontinuo a 7,8mL/h y un medio continuo a
372mL/h (Marin-Paya et al., 2021).
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Los procesos de obtenciéon de microesferas por microfluidica se caracterizan por dar lugar a
distribuciones de tamafio estrechas ya que permiten la obtencién de microesferas con tamafios
muy controlados. La distribucién obtenida es ligeramente mas ancha de lo esperado, lo que
puede explicarse por la posible fusiéon de microesferas durante la coagulacién o gelificacién a la
salida del sistema. Sin embargo, la anchura obtenida sigue considerandose adecuada, ya que es
mucho mas estrecha en comparaciéon con otros método de sintesis de microesferas, como la
emulsién, que dan lugar a tamafios mucho mas variables y distribuciones mucho mds anchas.

En la dispersién de tamafios representada en el histograma se aprecia que las mayoria de las
microesferas estudiadas poseen un didmetro medio de entre 120 y 180um, acorde con los
parametros estadisticos descriptivos calculados. Ese rango de tamafios es cercano también a los
observados en estudios similares. Puede considerarse que la sintesis de microesferas de alginato
ha sido adecuada y se han obtenido microesferas de tamafio coherente al esperado.

4.2 Caracterizacién bioquimica de microesferas funcionalizadas mediante LBL de GelA/HA

4.2.1 Analisis termogravimétrico (TGA)

El TGA permite demostrar la presencia del LBL sobre las microesferas al justificar que parte del
peso de las mismas corresponde al recubrimiento de gelatina y 4cido hialurdnico. El aumento
del peso del recubrimiento respecto al peso total de la microesfera tras cada bicapa es complejo
de cuantificar al ser un valor pequefio, por ello, este ensayo se basa en la disminucién de la
fraccién en peso del alginato con respecto al peso total de la microesferas conforme se forma el
recubrimiento. Se compara la derivada respecto a la temperatura del peso normalizado por el
peso seco de las microesferas sin recubrimiento frente las diferentes condiciones recubiertas. Se
obtiene qué porcentaje representa el recubrimiento respecto al peso total de la microesfera en
cada condicién analizada, variando el nimero de bicapas y el grado de entrecruzamiento.

El equipo analisis termogravimétrico registra la pérdida de peso de la muestra conforme
aumenta la temperatura. Cuando se alcanzan una energia térmica superior a la energia de
enlace, éstos se rompen y se desprende un grupo molecular volatil detectandose una
disminucién del peso. A los 2002C la muestra ha perdido el agua por deshidratacion y el peso
resultante es el peso seco de la muestra. A partir de ese punto, la temperatura sigue aumentando
y los grupos volatiles se evaporan generando caidas de peso. El rango de temperatura analizado
en este trabajo serd de 200 a 3502C, a pesar de que el equipo alcanza temperaturas mucho mas
elevadas registrando un gran niumero de datos.

Al representar graficamente el peso normalizado por el peso seco frente a la temperatura se
visualiza la caida progresiva del peso en funcién del aumento de temperatura en forma de
escalones, donde cada escalén corresponde a una caida del peso a una cierta temperatura (o a
un rango estrecho de temperatura) [Figura 10].
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Para poder cuantificar la caida del peso con cada aumento de temperatura, se calcula la derivada
respecto a la temperatura del peso normalizado por el peso seco. En la representacidn grafica
las caidas de peso se convierten en una sucesidon de picos. Realizando una deconvolucién es
posible individualizarlos y calcular el area de cada uno. Este estudio se basa en los dos primeros
picos de degradacién térmica del alginato que, como se comentard a continuacién, suponen una
pérdida de peso de alrededor del 30% de su masa antes de llegar a 3502C. En las esferas con
recubrimiento, la pérdida de peso debida a estos dos picos del alginato disminuird
proporcionalmente a la fraccion de alginato en la muestra control sin recubrimiento.

Para cada muestra, la curva de la derivada se ha modelizado en esta zona con dos gaussianas o
distribuciones normales que son ajustadas para reproducir los picos de interés. La suma de las
gaussianas coincide con los dos picos de degradacion del alginato de la derivada original [Figura
11]. El ajuste de las gaussianas se realiza con la misma desviacidn estandar para todas las
muestras, homogeneizando los datos para comprar entre las diferentes condiciones de estudio.

Figura 11. TGA en microesferas control del alginato sin
recubrimiento. Curva derivada del peso normalizado por
el peso seco (eje Y) frente a la temperatura (eje X) (azul
oscuro). La curva en el rango de estudio es modelizada
con dos distribuciones normales o gaussianas (naranjay
Control Alginato verde). Al sumar ambas se obtiene una curva coincidente
con los picos de interés de la derivada original (azul claro).
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Al comparar la derivada obtenida en las
microesferas control frente a las microesferas con recubrimiento de 6 bicapas GelA /HA (6L), los
picos correspondientes a degradacion o caida de peso del alginato son mas pequefios en las
microesferas recubiertas que en las microesferas control. Es decir, en las microesferas
recubiertas el alginato representa una menor fraccidn del peso total de la microesfera debido a
la presencia del recubrimiento, que representara una fraccién peso total de la microesfera cada
vez mayor a medida que aumente el nimero de bicapas formadas [Figura 12].
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Figura 12. TGA en microesferas control del alginato sin recubrimiento y microesferas con recubrimiento de 6 bicapas
sin entrecruzar (6L). Comparacion de la curva derivada del peso normalizado por el peso seco frente a la
temperatura. Los picos de las microesferas 6L son menos pronunciados que en el caso de las control puesto que
presentan un menor porcentaje de alginato respecto al peso total de la microesfera.
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Las curvas del peso normalizado por el peso seco frente a la temperatura y sus correspondientes
derivadas y ajustes para cada una de las condiciones de recubrimiento estudiadas se adjuntan
en el Anexo I.

Para poder cuantificar el porcentaje del peso que representa el alginato con respecto al peso
total de la muestra en cada condicidn, se calcula el drea bajo la curva de cada una de las dos
gaussianas y se suman los valores, obteniendo el area total de la curva de la derivada original.
De este modo se obtiene la fraccién del peso de alginato que se ha perdido en los dos primeros
picos asociados su degradacion térmica (caida del peso) en ese rango de temperatura.

En primer lugar, se realiza el calculo para la muestra control (microesferas sin recubrimiento).
Posteriormente, calculando la fraccidn mencionada para cada una de las condiciones de
recubrimiento con respecto la condicién control, se obtiene el porcentaje del peso que
representa el alginato con respecto al peso total de la muestra en cada condicién. Tomando
como referencia que las microesferas control son Unicamente alginato (fraccién de alginato del
100%), calculando la diferencia, se obtiene porcentaje en peso que representa el recubrimiento
(LBL) con respecto al peso total de la muestra en cada condicién [Tabla 2].

En este trabajo se realizaron dos réplicas de TGA por muestra. Para cada muestra, el resultado
obtenido es la media de los dos conjuntos de datos trabajados en cada caso.

Tabla 2. Resultados obtenidos al analizar los datos del TGA de todas las muestras estudiadas. Siendo “Control”
microesferas sin recubrimiento, “3L” microesferas con 3 bicapas GelA/HA sin entrecruzar, “3T” microesferas con 3
bicapas GelA/HA entrecruzadas, “6L” microesferas con 6 bicapas GelA/HA sin entrecruzar y “6T” microesferas con 6
bicapas GelA/HA entrecruzadas. La “Fraccién LBL %” indica porcentaje en peso que representa el recubrimiento con
respecto al peso total de la muestra en cada condicién.

Muestra Area Normal 1| Area Normal 2 | Suma Areas Media |Fraccion Alginato (%)| Fraccién LBL (%)
0,113 0,180 0,293
Control 0,123 0,190 0,313 0,303 100 0
0,094 0,183 0,277
3L 0,105 0,185 0,290 0,283 93,48 6,52
0,114 0,188 0,302
ar 0,090 0,189 0,279 0,291 95,87 4,13
0,087 0,184 0,271
6L 0,102 0,185 0,287 0,279 92,03 7,97
0,005 0,188 0,283
6T 0,108 0,187 0,295 0,289 95,43 4,57

Los datos resultante de la Tabla 2 muestran cdmo conforme aumenta el nimero de bicapas
disminuye la fraccion del peso de alginato respecto a la masa total de las microesferas, y aumenta
la fraccidn del peso del recubrimiento. Esto demuestran la presencia de recubrimiento sobre las
microesferas funcionalizadas y cémo este aumenta a medida que depositan las bicapas.Las
condiciones entrecruzadas presentan un porcentaje menor de recubrimiento, es posible que
parte de éste se pierda durante el entrecruzamiento.

Cabe destacar que en todas las muestras los dos picos de degradacion térmica del alginato
aparecen muy distanciados entre ellos, lo que no permite ajustar con exactitud la suma de las
gaussianas como para reproducir la curva de la derivada original. Seria necesario modelizar con
un nimero mayor de gaussianas. Debe tenerse en cuenta que las muestras analizadas, fueron
almacenadas en agua con penicilina/estreptomicina y fungizona para evitar contaminaciones. A
pesar de la baja proporcién en la que se encontraban, se decidid realizar un TGA para una
muestra seca de un mix de los tres compuestos para analizar si su degradacion térmica y si las
caidas de peso podrian interferir en las muestras estudiadas [Figura 13].
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El mix preparado con antibidticos y antifungico muestra un amplio pico coincidente con la zona
de aparicion de los picos estudiados de degradaciéon del alginato, lo que implica que
posiblemente haya un solapamiento de los picos que explica el distanciamiento hacia mayores
temperaturas impidiendo el ajuste correcto de la suma de las gaussianas.

4.4.4 Espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR)

Para demostrar la presencia alginato, gelatina y dcido hialurdnico en las microesferas recubiertas
se realiza un ensayo de FTIR. Este ensayo permite identificar los componentes de una muestra
puesto que sus enlaces quimicos vibran a frecuencias especificas generando picos de absorcion
caracteristicos asociados a ellos y a los grupos funcionales que forman. Mediante el equipo
disponible en el laboratorio y software de espectroscopia OPUS7.8 se realizaron medidas de la
condicidn control sin recubrimiento y de cada una de las cuatro condiciones de recubrimiento
estudiadas (dos réplicas por condicién y su media posterior). También se realiz6 una medida de
cada componente puro presente en la muestra (solo una réplica).

Las medidas de 4000cm™ a 400 cm™, con una resolucién de 4cm™, generaron los datos de
transmitancia con los que obtener el espectro propio de cada muestra. Los espectros obtenidos
comparten valores de longitud de onda por lo que todos ellos (componentes puros, condicion
control y condiciones de recubrimiento estudiadas) fueron representados en conjunto. Para
facilitar la comparacién de los espectros y la identificacidon de picos caracteristicos se representan
desplazando las curvas unas respecto a otras en sentido vertical. De este modo las curvas quedan
separadas entre si 0,1 unidades en el eje y entre compuestos puros y 0,2 unidades entre
condiciones estudiadas.

Al comparar las condiciones sin y con recubrimiento, se espera encontrar picos diferenciales
correspondiente a la presencia de los polielectrolitos. El HA y el alginato no presentan una picos
diferenciales entre ambos, pero la Gel A y el alginato si, y serd unos de los picos de interés. Las
condiciones de recubrimiento no se diferencian en componentes, pero si en enlaces amidas
formados por el entrecruzamiento entre carboxilos y amino con EDC/NHS.

Entre los compuestos puros y las muestras hidratadas puede diferenciarse un pico de gran
amplitud en la a regién entre 3600 y 3000 cm™ presente Gnicamente en las muestras hidratadas
puesto que es caracteristicos de los enlaces OH del agua [Figura 14]. Alrededor de 2900cm™ un
pico caracteristico asociado a la vibracién de estiramiento del CH en alginato, GelA y HA, se
desdobla en dos picos a 2840 cm™ y 2917 cm™® Unicamente en las microesferas recubiertas. Al
no observarse en las microesferas control, puede atribuirse a interacciones entre los
polielectrolitos empleados (Marin-Paya et al., 2021) [Figura 14].
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Figura 14. Espectro infrarrojo con transformada de Fourier de polvo de alginato (Alg) (amarillo), polvo de gelatina A
(Gel A) (morado), polvo de acido hialurénico (HA) (marrdn), muestra control de microesferas sin recubrimiento
(Control) (verde), muestra de microesferas con 3 bicapas GelA/HA sin entrecruzar (3L) (rojo), muestra de
microesferas con 3 bicapas GelA/HA entrecruzadas (3T) (rojo oscuro), muestra de microesferas con 6 bicapas
GelA/HA sin entrecruzar (6L) (azul) y muestra de microesferas con 6 bicapas GelA/HA entrecruzadas (6T) (azul
oscuro). Las curvas estan separadas en el eje Y 0,1 unidades entre compuestos puros y 0,2 unidades entre
condiciones estudiadas. Eje X de 4000 a 400 cm-L.

La mayoria de las diferencias que se observan entre las diferentes microesferas realizadas en
este trabajo se corresponden con el intervalo del espectro que va desde 1900 y 400 cm " [Figura
15]. El alginato puro presenta un pico caracteristico en 1410 cm™ por el estiramiento simétrico
del grupo COO (Marin-Paya et al., 2021). Este pico estd presente en todas las muestras, puesto
que todas contiene alginato. Es probable que este pico esté solapado con al pico en 1420 cm™?
asociado a la vibracidon de los grupos carbohidrato presentes en todos los materiales.

Entre 1130 y 1000 cm™ tanto en el alginato puro como en las microesferas control sin
recubrimiento se diferencian tres picos en 1112, 1075 y 1018 cm™ debido a las vibraciones de
los grupos carbonilo y éter en la regién de los carbohidratos (Garcia-Briega et al., 2022). En el
caso de las muestras recubiertas con se identifican picos similares que pueden presentar
pequefios desplazamientos por las interacciones existentes entre los compuestos.

El alginato puro presenta un pico caracteristico alrededor de 1600 cm™ asociado a los enlaces
cetonicos simétricos de su estructura (Garcia-Briega et al., 2022). Este pico en las microesferas
sin recubrimiento se encuentra desplazado hacia una longitud de onda mayor cuando deberia
guedarse en la misma posicién, mientras que en las microesferas con recubrimiento permanece
en una posicién similar a la inicial cuando deberia desplazarse hacia longitudes de onda mayores
debido a la superposicidén de este pico con el pico del enlace amida (1630 cm™) caracteristico del
entrecruzamiento y la gelatina. El hecho de que el pico a 1600cm™ en las microesferas control
aparezca a una longitud de onda mayor que en el caso de las microesferas recubiertas, podria
explicarse por la presencia diferencial del GelA y HA en las microesferas recubiertas.

Debido a que el pico caracteristico de las amidas a 1630 cm™ se encuentra desplazado hacia
longitudes de onda menores y se solapa con otros picos, no permite la diferenciacién entre
condiciones no entrecruzadas y entrecruzadas que podrian diferenciarse por la ausencia o
presencia de este pico, y tampoco permite la diferenciacion de este pico diferencial de la gelatina
entre microesferas con y sin recubrimiento.

25



El 4cido hialurénico muestra un pico caracteristico en 1315 cm™ correspondiente a la vibracién
de CH (Marin-Paya et al.,, 2021) presente de forma diferencial en las microesferas con
recubrimiento GelA/HA, mientras que no se aprecia en las microesferas control, puesto que no
poseen HA entre sus componentes.

Transmitancia (u.a.)

1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400
Longitud de onda{cm)

Alg —GelA —HA Control —3L —3T —6L —6T

Figura 15. Ampliacién entre 1900 y 400 cm-1 de los espectros mostrados en la figura anterior.

La comparacion de espectros obtenidos por FTIR demuestra la presencia comun del alginato en
todas las microesferas y la presencia diferencial de gelatina y dacido hialurdnico en las
microesferas con recubrimientos. Por tanto, refuerza la comprobacion de un LBL GelA/HA
correcto sobre las microesferas de alginato.

445 BCA

El objetivo del ensayo de BCA realizado en este trabajo es conocer la concentracién de gelatina
A presente en las muestras de cada una de las condiciones de recubrimiento estudiadas
(microesferas recubiertas con 3 bicapas GelA/HA, 3 bicapas entrecruzadas, 6 bicapas y 6 bicapas
entrecruzadas) y comprobar si existen diferencias significativas entre ellas. El ensayo BCA se basa
en el cambio de coloracién del medio cuando los iones Cu+ liberados, por la reduccion del Cu2+
a Cu+ al unirse a los enlaces peptidicos de la gelatina, se acomplejan con el BCA. Se mide la
absorbancia del sobrenadante en cada muestra y, mediante una recta de calibrado previa, se
interpola para concer la concentracién de gelatina en cada caso.

Para las microesferas control y cada condicidon de recubrimiento se realizaron tres réplicas
bioldgicas con tres réplicas técnicas. Se calculd la absorbancia media de cada réplica bioldgica, y
con la curva de calibrado, se calculé la concentracién de gelatina A (ug/mL) para cada réplica
bioldgica. Con ello, se calculd la concentracién media de gelatina Ay la desviacion tipica (ug/mL)
para cada condicién de recubrimiento analizada [Tabla 3].

Tabla 3. Concentracién de gelatina A (ug/mL) obtenida por ensayo BCA para cada condicion de recubrimiento
estudiada.

3L 3T 6L 6T
Réplica 1 340,83 345,00 381,67 564,17
Réplica 2 407,50 365,83 444,17 486,67
Réplica 3 393,33 201,67 661,67 455,00
Media 380,56 £ 35,12 | 304,17 £ 89,38 | 495,83 + 146,98 | 501,94 £ 56,16
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Para el analisis estadistico se ha utilizado el software GraphPad Prism 9. Se aplicé un test ANOVA
para estudiar la significancia estadistica comprobando la existencia o no de diferencias
significativas al comparar la concentracién de Gel A entre las condiciones de recubrimiento.
Ninguna de las comparaciones resulté diferencial, por lo que se llevd a cabo un T-Test
comparando condiciones por pares de forma individualizada. La comparacién entre la condicidn
de 3 bicapas sin entrecruzar y 3 entrecruzadas no fue diferencialmente significativa (p-valor =
0,24), tampoco lo fue entre 6 bicapas sin entrecruzar y 6 entrecruzadas (p-valor = 0,95), ni entre
3 bicapas sin entrecruzar y 6 sin entrecruzar (p-valor = 0,26). La Unica comparacion que demostro
una diferencia estadisticamente significativa con un p-valor = 0,03 fue entre la condicién de
microesferas con 3 bicapas entrecruzadas y 6 entrecruzadas [Figura 16].

BCA

8007 % Figura 16. Concentracién de gelatina A obtenidas por BCA

para cada una de las condiciones de recubrimiento

estudiadas. 3L, Microesferas con 3 bicapas GelA/HA sin

entrecruzar. 3T, Microesferas con 3 bicapas GelA/HA
'I' entrecruzadas. 6L, Microesfera 6 bicapas GelA/HA sin
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En cuanto a la no existencia de diferencias significativas entre microesferas con 3 bicapas
GelA/HA sin entrecruzar y 6 bicapas GelA/HA sin entrecruzar puede explicarse por un posible
efecto de saturacién del recubrimiento. Al realizar el LBL sobre las microesferas la concentracion
de Gel A (y por consecuencia, la concentracidon de HA) deberia aumentar conforme aumenta el
numero de bicapas depositadas. Sin embargo, parece que llega un punto en el recubrimiento se
satura y a pesar de seguir depositando capas de polielectrolitos, la concentracidn de los mismos
no aumenta linealmente con el nimero de capas, sino que lo hace mas lentamente hasta llegar
a la saturacién del sistema. Por ello, la diferencia en cuanto a la concentracién de gelatina A entre
microesferas con el doble de bicapas no se corresponde con el doble de concentracion, sino
simplemente con una concentracién mas alta de gelatina A en las microesferas con mayor
recubrimiento. El resultado concuerda con lo obtenido en el TGA donde se ve que la diferencia
entre microesferas con 3 y 6 bicapas en relacion a la fraccién del peso del LBL respecto al peso
total, es pequena.

Entre las microesferas con el mismo numero de bicapas, pero diferencia en la presencia o no de
entrecruzamiento, es decir, entre 3 bicapas GelA/HA sin entrecruzar y entrecruzadas y entre 6
bicapas GelA/HA sin entrecruzar y entrecruzadas, tampoco se aprecian diferencias significativas
en relacion a la concentracion de gelatina. Es el resultado esperado puesto que las condiciones
comparadas en estos casos no se diferencias en el nimero de bicapas depositadas, y, por tanto,
no deberian diferenciarse en cuanto a la concentracion de gelatina. A pesar de poseer
significancia estadistica, cabe destacar una reduccién considerable de |la concentracién gelatina
A entre las microesferas con 3 bicapas sin entrecruzar y entrecruzadas. Este fendmeno podria
explicarse debido a una pérdida de gelatina durante el entrecruzamiento por un exceso de
manipulacién o debido a la reduccion de la disponibilidad de ciertos grupos por la formacién de
enlaces amida generando una menor sefial y concentracion aparente de gelatina.
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La existencia de diferencias significativas en cuanto a la concentracidon de gelatina entre las
microesferas con 3 bicapas entrecruzadas y 6 bicapas entrecruzadas es dificil de explicar
sabiendo que no existen diferencias significativas entre las mismas condiciones sin entrecruzary
gue el entrecruzamiento no debe afectar a la concentracién de los polielectrolitos empleados.
Se consideré que el entrecruzamiento de las bicpas permitia generar un recubrimiento mas
consistente y duradero con el que al comparar bicapas entrecruzadas se verian diferencias
significativas en cuanto la concentracién de polielectrolitos. Sin embargo, en la tabla 3 se aprecia
que la diferencia en cuanto a la concentraciéon de gelatina entre las microesferas no
entrecruzadas y entrecruzadas no es suficiente como para explicar este hecho. Otra opcién para
explicar la diferencia significativa entre a la concentracidén de gelatina A en microesferas con 3
bicapas entrecruzadas y con 6 bicapas entrecruzadas es que el entrecruzamiento permite
generar microesferas mds homogéneas de forma que pueden apreciarse diferencias
significativas entre ellas, pero no entre microesferas sin entrecruzar. Al igual que en el caso
anterior, en tabla 3 se desvanece esta idea puesto que todas las condiciones presentan
resultados igual de variables con una desviacién tipica similar. Por tanto, las microesferas con 3
bicapas entrecruzadas y 6 bicapas entrecruzadas no deberian presentar diferencias significativas
en cuanto a la concentracion de gelatina si no lo hacen las microesferas con las mimas bicapas
sin entrecruzar.

Como conclusiones del ensayo de BCA destacan: la presencia de gelatina A en los recubrimientos
y, por tanto, la presencia también de acido hialuronico (la Gel A no puede depositarse si antes
no lo ha hecho un compuesto de carga opuesta, HA), el aumento de la concentracidon
polielectrolitos al aumentar el nimero de bicpas aunque de forma no lineal (la diferencia del Gel
A entre 3 y 6 bicapas no se considera estadisticamente significativa, sin embargo, a nivel
cuantitativo se aprecia que a mayor numero de bicapas, mayor concertacion de polielectrolitos
hasta la saturacién), y el mantenimiento de gelatina y acido hialurénico tras el entrecruzamiento
(a pesar de que sus concentraciones pueden variar durante el proceso).

Ensayos BCA en estudios anteriores para la cuantificacién de proteinas como caracterizacion del
recubrimiento con polielectrolitos han mostrado resultados similares. Clara-Trujillo et al.
sintetizaron microesferas copoliméricas y con fibronectina absorbida en su superficie y
cuantificaron la proteina adsorbida mediante un BCA (Clara-Trujillo et al., 2022). Por su parte,
Marin-Paya et al. llevaron a cabo un recubrimiento de microesferas mediante coldgeno/acido
hialurénico y cuantificaron el colageno depositado con el mismo ensayo (Marin-Paya et al.,
2021). Ambos demostrando que el contenido proteico aumentaba con la deposicién de capas.

4.5 Ensayo de estabilidad

4.3.1 Evolucion de las microesferas en medios de degradacion hidrolitica y enzimatica

El objetivo del ensayo de estabilidad es analizar si las microesferas control de alginato sin
recubrimiento y las diferentes condiciones de microesferas recubiertas se mantienen integras en
diferentes medios a diferentes tiempos o si por el contrario sufren un deterioro o ruptura
durante los tiempos de ensayo, comprobando asi la existencia o no de diferencias en cuanto a la
estabilidad y degradaciéon de las microesferas en funcién del nimero de bicapas de su
recubrimiento y el grado de entrecruzamiento.

Para llevar a cabo el ensayo se coloca una muestra de cada una de las condiciones de
microesferas estudiadas (control sin recubrimiento (C), con 3 bicapas GelA/HA sin entrecruzar
(3L), con 3 bicapas GelA/HA entrecruzadas (3T), con 6 bicapas GelA/HA sin entrecruzar (6L) y con
6 bicapas GelA/HA entrecruzadas (6T)) en cada uno de los medios del ensayo: agua, medio de
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cultivo RPMI 1640 y medio de cultivo RPMI 1640 suplementado con colagenasa y hialuronidasa.
El seguimiento de la evolucion y la degradacion de las microesferas se realiza visualizando las
muestras en microscopio 6ptico invertido a tiempo O horas, 2 horas, 7 horas y 22 horas y
tomando imagenes de todas las condiciones, en todos los medios y a todos los tiempos para su
posterior analisis. En el apartado 3.6.1 se desarrolla el ensayo en detalle.

El andlisis de las imagenes obtenidas se lleva a cabo mediante el software de andlisis de imagenes
Imagel. Se midieron los didmetros mayores de 150 microesferas de cada condicién en cada
medio y tiempo, siempre que las microesferas permanecieran integras y permitieran su
recuento, obteniéndose asi el didmetro mayor medio y su desviacidon estandar para cada caso
(las microesferas analizadas fueron seleccionadas arbitrariamente a partir de un nimero variado
imagenes). A partir de los diametros obtenidos se realizé un analisis estadistico empelando el
software GraphPad Prism9 para estudiar la existencia o no de diferencias significativas en
relacion a la estabilidad de las microesferas segln su recubrimiento.

En primer lugar, cabe destacar la no existencia de diferencias significativas entre los tiempo O y
2 horas para todas las condiciones y en todos los medios. Es decir, independientemente de la
muestra analizada (microesferas control sin recubrimiento o microesferas recubiertas con
diferentes bicapas y grado de entrecruzamiento) y del medio en el que se encuentren, no se
aprecian diferencias significativas al comparar los didmetros medidos a tiempo 0 horas y a
tiempo 2 horas. Empleando GraphPad Prism9 se compard cada condicién en cada medio a
tiempo 0 horas y a tiempo 2 horas. Todas las comparaciones obtuvieron un p-valor superior a
0,05, por lo que se considera que entre tiempo 0 y 2 horas no hay diferencias significativas en
ningun caso. Por esta razén en las figuras y conclusiones de este apartado no se tendra en cuenta
el tiempo 2 horas ya que al no presentar diferencias significativas con respecto el tiempo 0 horas,
se pueden aplicar las mismas conclusiones y Unicamente este ultimo se tendra en cuenta. No
obstante, todas las imagenes tomadas y todos los datos de los diametros obtenidos de todas las
condiciones a todos los tiempos, en todos los medios y se muestran en el Anexo |l.

Del mismo modo, se ha comprobado la no existencia de diferencias significativas entre las
condiciones no entrecruzadas y entrecruzadas para cada nimero de bicapas estudiado. Se han
comparado las microesferas con 3 bicapas de Gel/HA sin entrecruzar (3L) y entrecruzadas (3T)
para cada uno de los medios y para cada uno de los tiempos, sin encontrar diferencias
significativas entre ellas, y al igual ocurre al comparar entre 6 bicapas de Gel/HA sin entrecruzar
(6L) y entrecruzadas (6T) para cada medio y cada tiempo. El estudio estadistico se realizé de la
misma manera que el anterior. Todas las comparaciones obtuvieron un p-valor superior a 0,05,
indicando la no existencia de diferencias significativas. Unicamente existe una diferencia
significativa en la comparacién entre 3Ly 3T en medio RPMI a tiempo 7 horas (p-valor=0,004),
pero dado que el resto de las comparaciones, tanto con 3 como con 6 bicapas, no muestran
diferencias significativas, no se tendra en cuenta. Siguiendo la linea de lo ocurrido con el tiempo
2 horas, las condiciones entrecruzadas (3 bicapas entrecruzadas (3T) y 6 bicapas entrecruzadas
(6T)) no van a comentarse en las figuras y resultados analizados en este apartado puesto que, al
no presentar diferencias significativas respecto las condiciones sin entrecruzamiento, las
conclusiones extraidas seran las mimas en ambos casos. No obstante, todas las imagenes
tomadas y los datos de los diametros obtenidos se muestran en el Anexo Il.
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En relaciéon a las imagenes obtenidas cabe destacar ciertos aspectos clave para cada condicion
estudiada (C, 3Ly 6L) que luego seran desarrollados tras realizar el analisis estadistico. Respecto
a las microesferas control sin recubrimiento (C), se observa cémo en agua se mantienen integras
durante todos los tiempos de ensayo. En cambio, tanto en el medio RPMI, como en RPMI
suplementado con enzimas, a las 7 horas se ve un gran aumento del tamafio medio de las
microesferas, y a las 22 horas las microesferas se han desintegrado por completo [Figura 17].

MICROESFERAS CONTROL

Agua RPMI RPMI + Enzimas

Tiempo
0 horas
177,45 + 41,87 : 279,73 + 59,65
Tiempo
7 horas

176,86 + 44,32 um 4 405,40 + 101,56 : 368,28 £ 96,91

Tiempo
22 horas

179,26 + 39,77

Figura 17. Microesferas de alginato sin recubrimiento a tiempo 0 horas en agua (a), RPMI (b) y RPMI suplementado
con hialuronidasa y colagenasa (c), a 7 horas en agua (d), RPMI (e) y RPMI suplementado (f) y a 22 horas en agua (g),
RPMI (h) y RPMI suplementado (i). Escala de 100um a-i. Media y desviacion estandar para 150 microesferas.

Al comparar las microesferas control sin recubrimiento (C) con las microesferas recubiertas por
3 bicapas de GelA/HA sin entrecruzar (3L) y las microesferas recubiertas con 6 bicapas de
GelA/HA sin entrecruzar (6L) a tiempo O horas [Figura 18], 7 horas [Figura 19] y 22 horas [Figura
20] en cada uno de los medios, se observan diferencias. Independientemente del tiempo
analizado en agua no aparecen diferencias relevantes entre microesferas control y con
recubrimiento, y se mantienen integras durante todo el ensayo. En cambio, en medio RPMI y
RPMI suplementado con enzimas, a tiempo O horas las microesferas con recubrimiento
presentan un tamano medio menor que las microesferas control [Figura 18]. A tiempo 7 horas
las microesferas recubiertas presentan también un tamafio medio menor y mds similar a su
tamafo inicial en comparaciéon con las microesferas control sin recubrimiento (se hinchan
menos), especialmente las microesferas 6L [Figura 19]. Por ultimo, a tiempo 22 horas, mientras
que las microesferas control estan completamente desintegradas, parte de las microesferas
recubiertas logran mantener su integridad. Destaca como las microesferas 6L se mantiene
integras en mayor proporcidn que las 3L [Figura 20].
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TIEMPO 0 HORAS

Agua RPMI RPMI + Enzimas

Control
(C)
177,45 + 41,87 3 79,73 £ 59,65 " 03,30 £77,31 pm|
3L
14,35 42,61 o 214,18 £ 42,29
6L

190,48 + 41,54 i 6,20 £ 58,87 B | 252,31 +55,82

Figura 18. Microesferas a tiempo 0 horas. Microesferas control sin recubrimiento (C) en agua (a), RPMI (b) y RPMI
suplementado con hialuronidasa y colagenasa (c). Microesferas con tres bicpas GelA/HA sin entrecruzar (3L) en agua
(d), RPMI (e) y RPMI suplementado (f). Microesferas con seis bicpas GelA/HA sin entrecruzar (6L) en agua (g), RPMI
(h) y RPMI suplementado (i). Escala de 100um a-i. Media y desviacion estandar para 150 microesferas.

TIEMPO 7 HORAS Agua RPMI RPMI + Enzimas

Control
(€
176,86 + 44,32 um ; 405,40 + 101,56 pi 368,28 + 96,91 um
3L
163,05 + 34,40 > 239,70 + 49,59 pum| _ 249,61 + 49,49
6L

191,36 + 38,97 , 79,11 + 74,68 um 76,76 + 81,85um)

Figura 19. Microesferas a tiempo 7 horas. Microesferas control sin recubrimiento (C) en agua (a), RPMI (b) y RPMI
suplementado con hialuronidasa y colagenasa (c). Microesferas con tres bicpas GelA/HA sin entrecruzar (3L) en agua
(d), RPMI (e) y RPMI suplementado (f). Microesferas con seis bicpas GelA/HA sin entrecruzar (6L) en agua (g), RPMI
(h) y RPMI suplementado (i). Escala de 100um a-i. Media y desviacion estdndar para 150 microesferas.
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TIEMPO 22 HORAS
RPMI + Enzimas

Control
(C)
3L
6L

187,94 + 47,69 um

Figura 20. Microesferas a tiempo 22 horas. Microesferas control sin recubrimiento (C) en agua (a), RPMI (b) y RPMI
suplementado con hialuronidasa y colagenasa (c). Microesferas con tres bicpas GelA/HA sin entrecruzar (3L) en agua
(d), RPMI (e) y RPMI suplementado (f). Microesferas con seis bicpas GelA/HA sin entrecruzar (6L) en agua (g), RPMI
(h) y RPMI suplementado (i). Escala de 100um a-i. Media y desviacion estandar para 150 microesferas.

Comentados los aspectos y diferencias mas relevantes teniendo en cuanta las imagenes
obtenidas y los tamanos de las microesferas en cada condicién, medio y tiempo, se analizan los
resultados de los analisis estadisticos restantes para conocer si aparecen o no diferencias
significativas entre las condiciones estudiadas.

Para empezar, no se han encontrado diferencias significativas al comparar cada condicién de
microesferas en agua a diferentes tiempos. Con respecto a las microesferas control (C) se han
comparado los valores de sus diametros en agua a tiempo 0, 2, 7 y 22 horas. Todas las
comparaciones obtuvieron un p-valor muy superior a 0,05, comprobando la no existencia de
diferencias significativas. El mismo procedimiento fue realizado para las microesferas con
recubrimiento de 3 bicapas (3L) y 6 bicapas (6L) obteniendo el mismo resultado. Por tanto, para
cada condicidn estudiada (C, 3L y 6L) la integridad de las microesferas se mantiene en agua
durante todos los tiempos de estudio, considerandose estables sin variaciones en su forma ni su
tamafio. Asi pues, todos los tipos de microesfera son susceptibles de ser almacenados en agua
sin comprometer la integridad de las mismas.

Al comparar entre los distintos medios es evidente que, mientras que en agua ningun tipo de
microesferas muestra diferencias entre los tiempos estudiados, tanto en medio RPMI con o sin
enzimas, se observa un cambio en el comportamiento de las microesferas, que van aumentando
su tamafio conforme avanza el tiempo hasta deshacerse a diferentes ritmos segun el
recubrimiento que poseen. Hay dos fendmenos que pueden explicar el hecho de que las
microesferas aumenten su tamafio en medio RPMI: la entrada de agua a la microesfera y la salida
de calcio de su interior. La entrada de agua a la microesfera podria explicarse debido a que el
medio RPMI contiene una alta concentracién de iones, es decir, es medio de fuerza idnica
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elevada, lo que da lugar a una distribucién desigual de los mismos entre las microesferas y el
medio generando un movimiento de cargas inestable que provoca una reduccidn de repulsion
electroestatica entre las cadenas de alginato de carga negativa que conforman la microesfera.
De este modo se genera un equilibrio osmdtico desfavorable con una diferencia de osmolaridad
acentuada entre la microesfera y el medio RPMI que resulta en una mayor absorcién de agua
por parte de la microesfera de alginato y en su hinchamiento. Ademas, el medio RPMI contine
otros solutos y componentes organicos que pueden alterar la estructura del hidrogel que
conforma las microesferas aumentando su capacidad de absorber agua por hinchamiento. Por
otro lado, la salida del calcio del interior de las microesferas esta relacionada con el potencial
guimico del calcio y su actividad idnica en diferentes medios. En un medio salino como el RPMI,
el calcio tiene una potencial quimico y una actividad iénica mayor que en el agua, lo que conlleva
una mayor migracién de los iones calcio hacia el medio exterior perdiendo asi los puntos de
entrecruzamiento idnico reversible entre las cadenas de alginato del interior de la microesfera.
De este modo las moléculas de alginato, que ademas son hidréfilas, quedan libres, con mayor
movimiento, y permiten una mayor entrada de agua a la microesfera (hinchamiento).

Otro de los puntos importantes que debe analizarse del ensayo de estabilidad es como en medio
RPMIy en medio RPMI suplementado con enzimas, a tiempo 0 horas las microesferas control sin
recubrimiento presentan ya un tamafio medio mayor que las microesferas recubiertas, y a
tiempo 7 horas aumentan su tamano de mucho mas en comparacion con su tamano inicial a lo
gue lo hacen las microesferas recubiertas tanto con 3 bicapas como con 6 bicapas [Tabla 4].

Tabla 4. Comparacion de diametros de las microesferas en el ensayo de estabilidad. Microesferas control, con 3 bicapas
(3L) y con 6 bicapas (6L), a tiempo 0 horas y 7 horas en medio RPMI y medio RPMI suplementado con enzimas (RPMI
+ Enz). Didmetro mayor medio + Desviacion estandar. Unidad de medida: um.

CONTROL 3L 6L
RPMI RPMI + Enz RPMI RPMI + Enz RPMI RPMI +Enz
0HORAS | 279,72+59,65 | 303,3+77,31 |214,35+42,61 | 214,18 +42,29 | 256,20 + 58,87 | 252,31 + 55,82
7 HORAS (405,40 = 101,56| 368,28 £ 96,91 | 239,70+49,59 | 249,61+49 | 279,11+74,68 | 276,76 = 81,85

Para demostrar que tanto en RPMIy como en RPMI suplementado con enzimas a tiempo 0 horas
las microesferas control son significativamente de mayor tamafio y que, a tiempo 7 horas las
microesferas recubiertas con 3 o 6 bicapas son significativamente mas pequefias ya que
aumentan mucho menos su tamafio en comparacidon con su tamafio inicial que en el caso de las
microesferas control, se lleva a cabo un andlisis estadistico. En este caso se compara para cada
tiempo (0 horas y 7 horas) y para cada medio (RPMI y RPMI suplementado con enzimas) la
condicidn control frente a 3 bicapas (3L) y la condicién control frente a 6 bicapas (6L). Todas las
comparacion obtuvieron un p-valor menor a 0,0001 (excepto la en la comparaciéon de
microesferas control frente a 6 bicapas en RPMI a 0 horas que obtuvo un p-valor también
significativo de 0,073), comprobando la existencia de diferencias significativas entre las
condiciones comparadas [Figura 21].
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Dado que si existen diferencias significativas en cuanto al tamafio de las microesferas sin
recubrimiento respecto a las microesferas recubiertas (tanto con 3 bicapas como con 6 bicapas)
tanto a tiempo 0 como a tiempo 7 y tanto en RPMI como en RPMI suplementado con enzimas,
puede concluirse que las microesferas recubiertas se hinchan en menor medida que las
microesferas control en un medio diferente al agua. Esto puede ser debido a que el
recubrimiento de GelA/HA retiene el hinchamiento, por ello las microesferas recubiertas se
mantienen mas pequefias y aumentan menos su tamafio en comparacién con su tamaio inicial
gue las microesferas sin recubrimiento. Por tanto, las bicapas de GelA/HA depositadas sobre las
microesferas crean una cubierta integra y consistente que permite soportar la presién que
ejercen las microesferas desde su interior cuando se hinchan, siendo una forma de resistencia
frente al fendmeno de absorcién de agua e hinchamiento.

En cuanto al tiempo 22 horas en agua, como se ha comentado anteriormente, todas las
condiciones de microesferas permanecen integras y sin cambios respecto al inicio. En cambio, a
tiempo 22 horas en medio RPMI y PRMI suplementado con enzimas si se aprecian diferencias
entre las condiciones estudiadas (C, 3L, 6L). En ambos medios a este tiempo la mayor parte de
las microesferas han estallado y estan desintegradas por lo que no han podido medirse
didmetros ni realizar analisis estadisticos. Ademas, tampoco se ha podido realizar un recuento
de las microesferas rotas con respecto a las microesferas iniciales puesto que las imagenes
permiten observar los restos de las microesferas que confirman su ruptura, pero no saber de
cuantas microesferas provienen. La comparacidén puede realizarse a través de las imagenes
obtenidas que muestran cdémo a 22 horas, tanto en medio RPMI original como en el
suplementado con enzimas, se observan diferencias claras entre las distintas microesferas. Las
microesferas control sin recubrir han estallado y estdan completamente desintegradas. Las
microesferas con recubrimiento de 3 bicapas GelA/HA (3L) son mas resistentes puesto que, a
pesar de no encontrar microesferas integras, se observan mas restos que en el caso de las
microesferas control y, ademas, se aprecian formas esféricas indicando que una fase inicial de la
degradacidén. Las microesferas con recubrimiento de 6 bicapas GelA/HA (6L) muestran una mayor
estabilidad y resistencia en comparacion con las dos anteriores puesto que, a pesar de
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encontrase restos de microesferas degradadas, se aprecian todavia microesferas completamente
integras. Con estos resultados puede considerarse que el recubrimiento no solo protege a las
microesferas de su hinchamiento, sino que, a mayor nimero de bicapas mayor estabilidad
presentan las microesferas a tiempos largos en medios diferentes al agua.

En relacién a la degradacion de las microesferas cabe destacar que, llegado un cierto momento
temporal para cada una de las condiciones estudiadas en funcién de su recubrimiento, tiene
lugar una ruptura total de la microesfera. Este hecho resulta apropiado para conseguir en futuros
estudios una liberacién simultanea y homogénea de todos los componentes cargados en las
microesferas independiente de su tamano, y asi superar la liberacidn sesgada por tamaio
asociada a la difusién. Esto es especialmente importante cuando se trata de liberar un conjunto
de moléculas con un rango de tamanos muy amplio como es el caso del secretoma.

Por ultimo, se compra el comportamiento de las microesferas en el medio PRMIy en medio PRMI
suplementado con enzimas. Se realizaron andlisis estadisticos comparando los didmetros
obtenidos en RPMI sin y con enzimas para cada condicién de microesferas (C, 3Ly 6L) a tiempo
0 y a tiempo 7. Las microesferas control no poseen recubrimiento de GelA/HA y no deberian
verse afectadas por la presencia de enzimas, por lo que pueden obviarse en este punto. En el
caso de las microesferas 3L a 0 horas, no se encontrd una diferencia significativa entre RPMI y
RPMI con enzimas (p-valor = 0,9812), sin embargo, si hubo una diferencia significativa a 7 horas
(p-valor = 0,0088). No podria considerarse pues un conclusién cerrada. Para las microesferas 6L
a 0 horas, no se encontrd una diferencia significativa entre RPMI y RPMI con enzimas (p-valor =
0,2254),y tampoco a 7 horas (p-valor =0,9760). Por tanto, podria considerarse de forma genérica
gue no existen diferencias significativas en el comportamiento de las microesfera recubiertas de
GelA/HA entre un medio RPMI sin y con tratamiento enzimatico, concluyendo asi que las
presencia de enzimas no acelera la degradacion de las microesferas. Por lo general, la
degradacién hidrolitica de un biomaterial es mucho mas reproducible que la degradacion
enzimatica, que depende del tipo de enzimas presentes en el tejido donde se aplique el
biomaterial, de su concentracién y del grado actividad de las mismas. Las microesferas
estudiadas con recubrimiento de GelA/HA no presentan diferencias significativas entre una
degradacién hidrolitica y enzimatica, lo que supone una ventaja puesto que el mecanismo de
degradacién sera gobernado por la hidrélisis, siendo mucho mas reproducible que la
degradacién enzimatica.

4.3.2 Obtencidon de microcapsulas por licuado del nucleo de alginato

Para la obtencion de microcapsulas se debe licuar el ndcleo interior de la microesfera de alginato
tras la realizacion del LBL de modo el recubrimiento generado mantenga la integridad de la esfera
formado una microcdpsula hueca. En este proceso se emplea EDTA, un quelante del calcio que
al secuestrar el ion deshace el entrecruzamiento reversible entre las cadenas de alginato de las
microesferas, de forma que su interior pasa a estar licuado. En este trabajo, el recubrimiento de
GelA/HA es el responsable mantener las microesferas integras tras el tratamiento con EDTA para
el licuado del alginato y la formacion microcdpsulas huecas como futuros vehiculos de
encapsulacidn y liberaciéon de compuestos bioactivos. Para conocer su resistencia y analizar su
comportamiento se trataron las microesferas recubiertas con 6 bicapas de Gel A/HA
entrecruzadas con EDTA. El resultado se visualizd bajo el microscopio dptico y se tomaron
imagenes de lo observado. A pesar de ser la condicion de microesferas recubiertas con mayor
resistencia aparente, por ser las de mayor nimero de bicapas con entrecruzamiento de las
mimas, las microesferas estudiadas no aguantaron la accion de EDTA ya que perdieron su
integridad deshaciéndose de forma practicamente instantanea [Figura 22].
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Figura 22. a) Microesferas con recubrimiento de 6 bicapas de gelatina A y 4cido hialurénico entrecruzadas en agua.
b) Microesferas de la figura a) tras la adicion de EDTA. Escala: 100um en ambos casos.

El hecho de que las microesferas con 6 bicapas entrecruzadas se deshagan al contacto con EDTA
resulta inusual puesto que el recubrimiento sobre las microesferas les deberia permitir
mantenerse integras como demostraron Garcia-Briega et al., quienes sintetizaron microesferas
con recubrimiento de tres bicapas quitosano/heparina entrecruzadas y de dos bicapas de
polilisina/alginato sin entrecruzar, y resistieron en EDTA hasta dia 14 (Garcia-Briega et al., 2022).

Tras analizar el resultado obtenido, podria considerarse que el recubrimiento Gel A/HA no es
compacto, por ello las microesferas se disuelven al introducirse en EDTA. Pero teniendo en
cuanta el resultado del ensayo de estabilidad, no puede afirmarse que el recubrimiento con
GelA/HA sea poco consistente ya que, en ese caso, no retendria el hinchamiento de las
microesferas y si lo hace. Por tanto, este recubrimiento es coherente y consistente, pero al
introducir las microesferas en EDTA se disuelven y desparecen. Este fendmeno no estd
relacionado con la falta de resistencia del recubrimiento, sino que es posible que el EDTA no solo
licue el alginato interior de la microesfera, sino que también actule sobre el recubrimiento de
GelA/HA degradandolo y explicando asi por qué las microesferas recubiertas con este par no
resistentes la accion del EDTA. Si se quieren sintetizar microcapsulas de Gel A/HA por licuado de
alginato interior de las microesferas debera utilizarse una via alternativa al EDTA.

4.4 Doble emulsion

4.4.1 Particulas de PLLA. Dispersidon de tamafios. Emulsion O/W

Se obtuvieron particulas de PLLA mediante una emulsién simple aceite en agua (O/W). PLLA
disuelto en diclorometano se goted sobre PVA acuoso en agitacidn para formar la emulsidn, tras
la evaporacién del disolvente las gotas precipitaron para formar las particulas sélidas. Todo el
proceso ha sido detallado en el apartado 3.7.1. Las particulas obtenidas fueron visualizadas al
microscopio éptico y tomando imagenes para el andlisis tamafios que se procesaron con Imagel.
Se intentd aplicar la herramienta “Threshold” para conocer los parametros caracteristicos de las
particulas, sin embargo, no eran bien detectadas y se decidié estudiar su didmetro como
parametro base el andlisis de tamafios Fueron analizadas 450 particulas de PLLA [Figura 23].

Los datos obtenidos fueron analizados con el software de analisis estadistico GraphPad Prism 9.
Tras aplicar el método ROUT (Q = 5%) no se detectaron valores anémalos, de modo que se
trabajo con las medidas iniciales de las 250 particulas. Se calcularon los estadisticos descriptivos
oportunos [Tabla 5] y se llevé a cabo un histograma para conocer la dispersién de tamafios de
las particulas sintetizadas [Figura 23] ajustando los rangos de los intervalos a 0,5um.

Tabla 5. Diametro de las microparticulas de PLLA. Las imagenes fueron analizadas mediante ImageJ obteniendo los
datos numéricos. La estadistica asociada se realizé mediante GraphPad Prism 9

Muestra N total Media (um) | Desviacidn estandar (um) | Mediana (um)
Particulas PLLA 450 3,2 1,0 3,1
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Recuento de particulas
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Didmetra (um)

Figura 23. Microparticulas de PLLA a) Visualizacion al microscopio dptico. Escala: 10um. b) Histograma de los
didametros de las particulas analizadas.

El didmetro medio de las particulas de PLLA sintetizadas es de 3,2+1,0um. El protocolo disefiado
en este trabajo pretendia conseguir nanoparticulas de PLLA, sin embargo, no pueden
considerarse nanoparticulas puesto que no son de rango nanométrico sino micrométrico. Al
comparar el resultado obtenido con literatura anterior sobre sintesis de particulas de PLLA por
el mismo método u otros similares, los tamafios obtenidos son de 165+12nm (Pavot et al., 2013),
102 + 18nm (Leo et al., 2004) y 211+28nm (Varga et al., 2019). Por tanto, el tamafio medio de
particula esperado era mucho mas pequefo en comparacién con el resultado obtenido. En
cuanto a la dispersidn de tamaios, un 54%, de las particulas presenta un rango de tamafio de
entre 1,8 y 3,3um de didmetro, tamafios mayores de lo deseado y estando en este rango la media
de la poblacién estudiada. Cabe destacar que un 33% de particulas analizadas posee un tamafio
medio aun mayor de entre 3,4 y 4,83um de didmetro. Por tanto, la dispersiéon de tamafios
refuerza la idea de que el tamafio de particula obtenido es mayor del esperado.

Obtener particulas de PLLA de pocas micras de tamaiio no parece suponer un problema a la hora
de introducirlas posteriormente en las microesferas de alginato sintetizadas por microfluidica,
puesto que éstas tienen un tamafo mayor. Sin embargo, si puede suponer un problema en
cuanto al proceso técnico sintesis puesto que, al ser particulas de tamafio relativamente grande,
existe el riesgo de formar agregados con facilidad una vez disueltas en la disolucion de alginato
o de colapsar los capilares del sistema de microfluidica. Una posible opcién para reducir el
tamafio de las particulas de PLLA obtenidas de forma simple es aumentar la velocidad de trabajo
del Ultra-Turrax, esperando obtener asi particulas de menor tamafio.

4.4.2 Encapsulacidn de un compuesto soluble. Emulsién W/O

Una vez obtenidas particulas de PLLA, se intentd encapsular en ellas una disolucién acuosa de
un compuesto de interés soluble en agua, la rodamina. En primer lugar, debia obtenerse por
emulsidn simple W/O un continuo polimérico de PLLA con pequefias gotas acuosas y estables,
que seria utilizado para llevar a cabo una segunda emulsiéon W/O/W vy obtener asi particulas de
PLLA cargadas con rodamina. Para la obtencidn de una primera emulsién W/O estable se llevaron
a cabo varios intentos, pero ninguno resulté ser exitoso. Todos los procesos han sido detallados
en el apartado 3.7.2.

En primer lugar, se llevd a cabo la emulsién de un disolucién acuosa de rodamina en una
disolucién de PLLA y Span85 en diclorometano en el Ultra-Turrax. El resultado obtenido tras
detener la agitacién fue una rapida separacidon de ambas fases generando gotas de gran tamafio
y dando lugar a una emulsidn inestable [Figura 24].
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Figura 24. Resultado fallido de la emulsién en Ultra-Turrax (8 minutos a 10.000 rpm) de una disolucidn acuosa de
rodamina a 1mg/mL sobre una disolucion organica de PLLA y Span85 en diclorometano.

Tras el resultado obtenido se repitié el proceso llevando a cabo una serie de modificaciones en
relacion a los surfactantes, volimenes, velocidades de agitacién y temperatura de trabajo. Se
realizé la emulsidn de una disolucién acuosa de rodamina y Tween20 en un disolucidon de PLLA
y Span85 en diclorometano en el Ultra-Turrax en un bano hielo. A pesar de las modificaciones,
la emulsidn obtenida era inestable [Figura 25].

Figura 25. Resultado fallido de la emulsién en Ultra-Turrax (15 minutos a 15.800 rpm) y bafio de hielo, de una
disolucion acuosa de Tween20 y rodamina a 1mg/mL sobre una disolucidn orgénica de PLLA y Span85 en
diclorometano.

Por ultimo, se llevd a cabo un protocolo similar cambiando el equipo de trabajo por un
homogeneizados ultrasdnico, y el par de surfactantes empleados por Span80 y Tween80. La
emulsion obtenida tras este proceso parecia mantenerse estable durante los primeros instantes,
pero posteriormente las fases acabaron por separarse [Figura 26].

Figura 26. Resultado fallido de la emulsidn en el ultrasonidos a amplitud 60% y bafio de hielo, de una disolucién
acuosa de Tween80 y rodamina a 1mg/mL sobre una disolucidn organica de PLLA y Span80 en diclorometano.

Estudios anteriores centrados en la encapsulacidn de componentes bioactivos solubles mediante
doble emulsiéon demuestran la dificultad de obtener una primera emulsién estable. Una de las
dificultades en cuanto a la estabilidad de la primera emulsién es el adelgazamiento de la pelicula
gue contiene las gotas acuosas estables, integras y diferenciadas, lo que conlleva la fusion de las
gotas dando lugar a gotas de mayor tamafio que acaban por romperse provocando la separacién
de las fases (Faridi Esfanjani et al., 2017). Otra de las dificultades es la transferencia de la fase
acuosa contenida en las gotas hacia la fase oleosa debido a una diferencia de concentracién de
solutos que acaba en inestabilidad y separacién de ambas fases (Ding et al., 2019).
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Uno de los aspectos mas complejos de una doble emulsién para la encapsulacién de un
compuesto soluble es la optimizacién de las variables implicadas en el proceso. En el este trabajo,
se ha logrado la segunda parte de la emulsidn correspondiente a la formacion de particulas
poliméricas por emulsién O/W. Sin embargo, la primera emulsiéon W/O de la disolucién acuosa
gue se quiere encapsular sobre un continuo polimérico no se ha estabilizado. Se plantean para
el futuro una serie de modificaciones centradas en el uso de surfactantes combinados y en el
cambio densidades y viscosidades de ambas fases, para generar una primera emulsidn estable.

En cuanto al uso de surfactantes, serd necesario ajustar la cantidad total de surfactantes
requerida respecto al volumen total de emulsidn. Varios articulos sitlan esta cantidad en un 6-
8% p/v (M.-G. Song et al., 2002), (Zhu et al., 2006). Posteriormente se debe disefiar una
combinacién de surfactantes, con un porcentaje relativo especifico para cada uno, de modo que
se obtenga un valor HLB (equilibrio lipofilico hidrofilico) dptimo para asegurar la estabilidad de
la emulsion.

En relacidn a la variacion de las densidades y viscosidades se diferencian varios puntos de
abordaje. Una opcidn es el aumento de la densidad de la fase acuosa que quiere encapsularse
disolviendo en ella un compuesto adicional como el 4cido hialurénico, dextrano o alginato, o
cambiado la molécula soluble disuelta en ella por otra de mayor peso molecular. De este modo,
al aumentar a la densidad de la fase acuosa, ambas fases (acuosa y organica) presentarian una
densidad y similar, lo que ralentizaria el fendmeno de separacién entre ellas. Otra opcién
también interesante es el aumento de la viscosidad de la fase orgdnica aumentando el porcentaje
de polimero disuelto, de modo que las gotas de la disolucién acuosa de interés se muevan mas
lento por el continuo polimérico, tardando mas en fusionarse y retrasando la separacion entre
fases. En cuanto al cambio de densidad de la fase orgdnica para obtener un valor mas similar al
de la fase acuosa favoreciendo la no separacidn entre fases, se plantea el uso de disolventes
organicos distintos al diclorometano o una mezcla de ellos, y de polimeros biodegradables de
pesos moleculares mas pequefios que permitan su disolucion en el disolvente organico
seleccionado y la variaciéon de su concentracidn para el estudio de condiciones diversas.
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5. CONCLUSIONES

En este trabajo final de grado uno de los objetivos planteados fue el desarrollo de microcapsulas
de gelatina y dcido hialurdnico por recubrimiento LBL de microesferas de alginato y el estudio su
degradacién en funcién del nimero de capas y su entrecruzamiento quimico. Las conclusiones
extraidas en este contexto son:

- La produccién de microesferas de alginato mediante microfluidica es un sistema dptimo
para la obtencién las mismas, generando microesferas de diametro medio de 155um.

- Lafuncionalizacidn de las microesferas por ensamblado capa por capa (LBL) de gelatina
y acido hialurdénico genera un recubrimiento consistente en base a bicapas alternas de
los polielectrolitos empleados.

- La estabilidad de las microesferas en diferentes medios varia en funcidn de la presencia
de recubrimiento, el nimero de bicpas que lo conforman y su entrecruzamiento
quimico. En agua todas las condiciones de microesferas se mantienen integras
independientemente del tiempo transcurrido y la presencia de recubrimiento. En medio
de cultivo, a mayor nimero de bicapas establecidas en el recubrimiento, mayor
resistencia al hinchamiento y retraso en la ruptura completa de las microesferas.

- El recubrimiento GelA/HA no permite el licuado del nucleo interior alginato mediate
EDTA para la obtencién de microcdpsulas.

Otros de los objetivos planteados fueron la sintesis de nanoparticulas de acido polilactico vy el
encapsulado en su interior de un compuesto hidrosoluble por doble emulsidn. Con respecto a
este proceso las conclusiones obtenidas son:

- Una emulsién simple O/W de una disolucién de PLLA en un disolvente orgénico sobre
una disolucidon acuosa homogeneizada en el Ultra-Turrax permite la obtencion de
particulas de PLLA. Para la obtencidon de particulas de tamafio nanométrico y no
micrométrico se requiere ajustar las condiciones de trabajo.

- La encapsulacion de un producto soluble en las particulas poliméricas presenta
dificultades en cuanto a la obtencién de una primera emulsién W/O estable (continuo
polimérico de PLLA con nanogotas monodipersas de la disolucién acuosa de interés).

Puede concluirse que el estudio desarrollado en ese trabajo final de grado y los resultados
obtenidos aportan informacién valiosa contribuyendo de manera significativa al objetivo final
del encapsulado del secretoma de células madre mesenquimales en microcapsulas. Para ello el
secretoma soluble en agua seria encapsulado en nanoparticulas de PLLA que posteriormente
serianintroducidas en el interior de las microesferas de alginato, las cuales serian funcionalizadas
empleando los polielectrolitos deseados. El ndcleo de alginato seria licuado obteniendo
microcapsulas con nanoparticulas de PLLA, cargadas de secretoma, en su interior. En presencia
de agua, las microcapsulas la internalizan permitiendo la degradacion hidrolitica de las
nanoparticulas de PLLAy la liberacién del secretoma contenido en ellas, quedando el secretoma
disuelto en las microcapsulas. De este modo, serian empleadas como vehiculo de liberacion del
secretoma en nuevas plataformas de cultivo desarrolladas que permitan una mejor recreacion
del entorno tumoral de la médual dsea en mieloma multiple.
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7. ANEXOS

7.1 ANEXO I. Resultados del TGA sobre las microesferas recubiertas
Para cada una de las condiciones de recubrimiento estudiadas se muestran dos curvas.

1) La curva del peso normalizado por el peso seco frente a la temperatura, donde se visualiza
la caida del peso de la muestra conforme aumenta la temperatura en forma de escalones.
Cada escaldn corresponde a una caida del peso a una cierta temperatura (o a un rango
estrecho de temperatura)

2) Representacion gréfica de la derivada respecto a la temperatura del peso normalizado por
el peso seco. Las caidas de peso se convierten en una sucesién de picos. En este caso
interesan dos primeros picos de degradacién térmica del alginato, que pueden modelizarse
con dos gaussianas para individualizarlos y calcular el area de cada uno. En las segundas
graficas se muestra la derivada original (azul oscuro), las distribuciones normales o
gaussianas que la modelizan (naranja y verde) y la suma de las normales coincidente con los
dos picos de interés (azul claro).

Microesferas con 3 bicapas GelA/HA sin entrecruzar (3L):
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Microesferas con 3 bicapas GelA/HA entrecruzadas (3T):
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Microesferas con 6 bicapas GelA/HA sin entrecruzar (6L):
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Microesferas con 6 bicapas GelA/HA entrecruzadas (6T):
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Si se comparan las derivadas del peso normalizado por el peso seco respecto a la temperatura
de las condiciones recubiertas frente a la condicién control sin recubrimiento, se aprecia como
los dos primeros picos de degradacién térmica del alginato entre 200 y 3502C son menos
pronunciados en las microesferas con recubrimiento, ya que la pérdida de peso debida a estos
dos picos del alginato es menor puesto que el alginato representa un menor representa una
menor fraccién del peso total de la microesfera debido a la presencia del recubrimiento.
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7.2 ANEXO Il. Fotografias y mediciones del ensayo de estabilidad

En este anexo se muestran las fotografias obtenidas en el ensayo de estabilidad realizado. El
orden de las imagenes es: microesferas control, microesferas con recubrimiento de 3 bicapas
GelA/HA sin entrecruzar (3L), microesferas con recubrimiento de 3 bicapas GelA/HA
entrecruzadas (3T), microesferas con recubrimiento de 6 bicapas GelA/HA sin entrecruzar (6L), y
microesferas con recubrimiento de 6 bicapas GelA/HA entrecruzadas (6T). Dentro de cada una
de las condiciones se muestran imagenes a tiempo 0 horas, 2 horas, 7 horas y 22 horas, en los
tres medios estudiados: agua, RPMI y RPMI suplementado con enzimas. Escala: 100um, para
todas las imagenes.

Ademas, también se indica el diametro medio (um) de las 150 microesferas medidas en cada
condicidn.

Microesferas control:

e 0Ohoras

a) Agua, 177,45 um. b) Medio RPMI, 279,73 um. c) Medio RPMI suplementado con hialuronidasa
y colagenasa, 303,30 um.

e 2 horas

a,b) Agua, 179,39 um. b) Medio RPMI, 318,50 um. c) Medio RPMI suplementado con
hialuronidasa y colagenasa, 279,88 um.
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e 7 horas

a,b) Agua, 176,86 um. c,d) Medio RPMI, 405,40 um. e,f) Medio RPMI suplementado con
hialuronidasa y colagenasa, 368,28 um.

e 22 horas

a,b) Agua, 179,26 um. c¢,d) Medio RPMI. e,f) Medio RPMI suplementado con hialuronidasa y
colagenasa.
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Microesferas con recubrimiento de 3 bicapas GelA/HA sin entrecruzar (3L):

e 0horas

a) Agua, 158,54 um. b) Medio RPMI, 214,35 um. c) Medio RPMI suplementado con hialuronidasa
y colagenasa, 214,18 um.

e 2 horas

a) Agua, 163,42 um. b) Medio RPMI, 207,25 um. c) Medio RPMI suplementado con hialuronidasa
y colagenasa, 218,73 um.

e 7 horas

a,b) Agua, 163,05 um. c,d) Medio RPMI, 239,70 um. e,f) Medio RPMI suplementado con
hialuronidasa y colagenasa, 249,61 um.
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e 22 horas

a,b) Agua, 156,69 um. c,d) Medio RPMI. e,f) Medio RPMI suplementado con hialuronidasa y
colagenasa.

Microesferas con recubrimiento de 3 bicapas GelA/HA entrecruzadas (3T):

e Ohoras

a) Agua, 156,38 um. b) Medio RPMI, 214,39 um. c) Medio RPMI suplementado con hialuronidasa
y colagenasa, 227,73 um.

e 2 horas

a) Agua, 161,64 um. b) Medio RPMI, 222,39 um. c) Medio RPMI suplementado con hialuronidasa
y colagenasa, 227,69 um.
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e 7 horas

a,b) Agua, 160,48 um. c,d) Medio RPMI, 259,52 um. e,f) Medio RPMI suplementado con
hialuronidasa y colagenasa, 258,20 um.

e 22 horas

a,b) Agua, 157,04 um. c,d) Medio RPMI. e,f) Medio RPMI suplementado con hialuronidasa y
colagenasa.
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Microesferas con recubrimiento de 6 bicapas GelA/HA sin entrecruzar (6L):

e 0horas

a) Agua, 190,48 um. b) Medio RPMI, 256,20 um. c) Medio RPMI suplementado con hialuronidasa
y colagenasa, 252,31 um.

e 2 horas

a) Agua, 190,00 um. b) Medio RPMI, 259,93 um. c) Medio RPMI suplementado con hialuronidasa
y colagenasa, 250,05 um.

e 7 horas

a,b) Agua, 191,36 um. c,d) Medio RPMI, 279,11 um. e,f) Medio RPMI suplementado con
hialuronidasa y colagenasa, 276,76 um.
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e 22 horas

a,b) Agua, 187,94 um. c,d) Medio RPMI. e,f) Medio RPMI suplementado con hialuronidasa y

colagenasa.

Microesferas con recubrimiento de 6 bicapas GelA/HA entrecruzadas (6T):

e Ohoras

a) Agua, 182,31 um. b) Medio RPMI, 262,64 um. c) Medio RPMI suplementado con hialuronidasa
y colagenasa, 270,17 um.

e 2 horas

a) Agua, 178,88 um. b) Medio RPMI, 278,82 um. c) Medio RPMI suplementado con hialuronidasa
y colagenasa, 286,83um.
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e 7 horas

a,b) Agua, 183,11 um. c,d) Medio RPMI, 278,31 um. e,f) Medio RPMI suplementado con
hialuronidasa y colagenasa, 284,90 um.

e 22 horas

a,b) Agua, 180,44 um. c,d) Medio RPMI. e,f) Medio RPMI suplementado con hialuronidasa y
colagenasa.
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