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Resumen:

En la actualidad existen gran cantidad de enfermedades de tipo neuroldgico, donde el
marcador patolégico comun es la pérdida de grupos de neuronas especificas, por ejemplo: en
la enfermedad de Parkinson es clave la degeneracion de las neuronas dopaminérgicas nigrales;
en la enfermedad de Alzheimer, lo es la pérdida degenerativa de neuronas
septohipocampales, serotoninérgicas y corticales, y en la enfermedad de Huntington, la
muerte de las neuronas gabaérgicas de proyeccion del estriado. Muchas de estas
enfermedades carecen de cura, y soélo hay propuestas distintas alternativas para la
disminucién o reduccién de sus efectos. Por ello, la ingenieria tisular, una de las ramas mas
emergentes de la regeneracién biomédica, tratara de solventar dichas dificultades, y llegar a la
creacion de un sistema que elimine dicho problema desde su base. De este modo, en este
estudio se contempla la idea de la liberacion continuada de un factor de crecimiento, el factor
de crecimiento neuronal (NGF), una proteina que permite el crecimiento y mantenimiento de
ciertos tipos de neuronas, impidiendo de ese modo el atrofiamiento y muerte de éstas cuando
se produce algun tipo de lesidn.

Para ello se propone su introduccién en microparticulas de gelatina, cuya degradacion
continuada provocard una liberacion de NGF durante las primeras horas mas criticas a lo largo
del tiempo y promovera el crecimiento neuronal. El principal problema que se da con este tipo
de microparticulas es su gran dispersién necesitando de algun tipo de estructura que las
mantenga fijadas en la estructura deseada. Asi pues, en este trabajo se plantea la idea de la
introduccion de dichas microesferas en distintos soportes tridimensionales o scaffolds. Estos
soportes se encargaran de atrapar las microesferas en su estructura, y conforme éstas se
degraden, iran liberando en la zona deseada el NGF.

La eleccion del soporte tridimensional también serd decisiva para la introduccion de las
microparticulas, considerdndose distintas variables como son el tamafio de los poros, su
resistencia, y su tiempo de degradacién. Por ello en este estudio se compararan dos materiales
de naturaleza muy distinta: el acido hialurdnico, un biopolimero natural que se encuentra en la
matriz extracelular del organismo; y el poli(etil acrilato) un polimero acrilico de gran
resistencia. Otro de los temas de mayor importancia sera la carga del NGF utilizando una
proteina modelo llamada BSA que permitira conocer la cinética de liberaciéon de las
microparticulas.

Finalmente, también es necesario comprobar la citotoxicidad de los distintos materiales
empleados, debido a que deberdn implantarse en el organismo, asi como la realizaciéon de
cultivos celulares in vitro para la comprobacién de que se estda consiguiendo el objetivo
deseado.
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poli( etil acrilato).



Abstract:

Nowadays there are lots of diseases with a neurologic origin where the pathogenic common
marker is the loss of specific groups of neurons, for example; Parkinson disease with the
degeneration of nigral dopaminergic neurons; in Alzheimer disease the loss of
septohippocampal, serotonergic and cortical neurons; in the Huntington disease the death of
gabaergic neurons. Lots of these diseases have no cure and there are proposed only some
alternatives for the reducing its effects. Because of this, tissue engineering, one of the most
emerging parts in biomedical regeneration will try to solve these difficulties and create a
system that eliminates this problem from its base. In this way, in this study it is proposed the
idea of a continue release of a neurologic growth factor (NGF), a protein that allows the
growth and maintenance of some groups of neurons preventing its atrophy and death of these
neurons when some kind of injury is produced.

For this reason in this article it is proposed the insertion of the NGF in microspheres of gelatin
whose degradation will produce a releasement of the factor during the first most critical hours
of the process promoting the neural growth. The main problem that these kind of
microspheres have, it is its wide dispersion in the body, needing some kind of structure that
maintains them fixed in the wished place. To solve this, it surged the idea of inserting these
microparticles in a structure called scaffold. These scaffolds will maintain the microspheres in
its structures and will allow them to degrade in the desired placed.

The election of the three-dimensional scaffold will also be conclusive for the insertion of the
microspheres, considering different variables such as the size of the porous, its resistance to
mechanical efforts and its degradation rate. Because of these reasons two very different
materials will be compared: the hyaluronic acid a natural biopolymer that can be found in the
extracellular matrix of the organism; and the poly(etyl acrylate) a very resistant acrylic
polymer.

Also, another of the more important topics will be the loading of the neural growth factor
using for this a model protein that will allow us to know the kinetics of the releasement of the
microspheres.

Finally as these materials will be implanted in the organism, it will be necessary to prove the
cytotoxicity of them, and make cell in vitro cultures to prove that the desired effect of the
study is done.

Key words:
Neural regeneration, tissue engineering, microsphere, gelatin, scaffold, hyaluronic acid,
poly(etyl acrylate).
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1.INTRODUCCION

1.1 .Las bases de la ingenieria tisular.

La regeneraciéon de los distintos tejidos ha sido siempre uno de los temas que mayor
controversia y curiosidad han despertado en la humanidad. De este modo durante afios se han
creado distintos tipos de herramientas, prétesis y materiales que ayudarian a recuperar la
funcién de érganos cuya funcidn se ha visto reducida o suprimida por alguna enfermedad o
accidente. Asimismo en los casos en los que no se pueden reparar se utilizan los trasplantes de
6érganos cuyo principal problema de disponibilidad y rechazo se podrian ver resueltos si
existiera algin modo de regenerar dichos tejidos en el propio organismo. Hasta hace algunos
anos, era impensable la posibilidad de reparacién de tejidos con capacidad de regeneracién
limitada, pero gracias a los ultimos avances en varias disciplinas cientificas estos propdsitos
son cada vez mds cercanos.

De este modo entra en accidon una nueva disciplina de la medicina regenerativa, la ingenieria
tisular, basada en una combinacién de tres pilares fundamentales: el uso de biomateriales, de
células, y de moléculas bioactivas o senales.

CELLS

*stom (adult, embryonic)
*somatic
sculture method

SCAFFOLDS SIGNALS

snatural sprofderation
ssynthetic sdifferentiation
*vascularization *drug delivery

Figura 1.Las bases de la ingenieria tisular (Soria et al., 2007)

Existen ciertos tipos de tejidos con la capacidad de regenerarse o repararse después de alglin
dafio o enfermedad, sin embargo, otros tejidos carecen de mecanismos de regeneracidn en un
adulto, tales como el musculo cardiaco y las neuronas. Por ello, es esencial el uso de
estructuras tridimensionales sintéticas que permitan un contacto entre las células, con la
matriz extracelular y con factores de crecimiento. Estas estructuras reciben el nombre de
scaffolds.

Los scaffolds pueden estar formados por distintos materiales y tienen que cumplir las
siguientes propiedades:

1. Similitud de las propiedades mecdnicas a las del tejido donde se vaya a realizar el implante,
o suficientes para proteger a las células de los dafios de compresion y fuerzas de tension.

2. Biocompatibilidad y no toxicidad.

3. Simulacién de la matriz extracelular.

4. Adherencia: el scaffold deberd promover la adhesién y proliferacidon celular, facilitando el
contacto entre células y la migracién celular.

5. Tasa de degradacion adecuada: los scaffolds deberan ser bioabsorbidos tras un tiempo
dado, posteriormente lo ocupard de nuevo el propio tejido ya regenerado. También existen
scaffolds no biodegradables (bioestables), los cuales permaneceran durante un tiempo
ilimitado dentro del organismo.



Otro factor a tener en cuenta serd el origen del biomaterial, pudiendo dividirse en
biomateriales de origen natural o sintético. Los polimeros de tipo sintético tienen una serie de
propiedades entre las que destacan su bajo riesgo de transmisiéon de patdégenos, un control
muy definido de sus estructuras quimicas, gran control de su degradacién, asi como buenas
propiedades mecdnicas. Algunos ejemplos son los poliésteres, los polipropilenos, o los
acrilatos. Como contra ,es destacable citar su baja biocompatibilidad y la formaciéon de
posibles productos toxicos.(Bhang et al., 2012; Gunatillake and Adhikari, 2003; Gunatillake et
al., 2007; Nair and Laurencin., 2007; Sionkowska. A. 2011; Soria et al.,, 2007; Vacanti et al,,
1991)

En cambio, los polimeros naturales como el colageno, la gelatina o el acido hialurdénico
presentan otras propiedades entre las que destacan su biocompatibilidad, su
biodegradabilidad, su capacidad de adhesion celular y la capacidad de formar productos de
degradacion de baja toxicidad.(Furth et al., 2007; Malafaya et al. 2007; Seal et al., 2001; Sell et
al., 2010). Asimismo ,tendran unas propiedades mecdanicas pobres, no se podra controlar
correctamente su perfil de degradacidn, y podran variar con respecto a la planta o animal del
que provengan, pudiendo tener patdgenos y provocar un aumento de la respuesta inmune.
Por tanto, las ultimas investigaciones se estdn centrando en la creacidn de un material que
combine las ventajas de los polimeros sintéticos y de los naturales.(Barnes et al., 2007;
Hollister. J., 2005)

Este estudio se centré en la creacién de un scaffold hibrido, es decir, formado por una
combinacion de dos materiales distintos (scaffold y microparticulas). La finalidad de Ia
combinacion de los distintos materiales empleados con las microparticulas de gelatina es
lograr una liberacién mds controlada de los microesferas, asi como que esta liberacion se
realice en una zona concreta y no se pierda tras su insercién en la zona deseada.

A continuacidn se presentaran los tres pilares fundamentales usados en la ingenieria tisular
con los materiales empleados en este trabajo: biomateriales, células y factores de crecimiento.

1.2. Biomateriales:

Este estudio se centrd en 3 tipos de biomateriales: Un scaffold de acido hialurénico (HA), un
scaffold de Poli(etil) acrilato (PEA), y en microesferas de gelatina entrecruzadas con distintas
compuestos.

1.2.1. Acido hialurénico: Aplicaciones.

El acido hialurénico es un glicosaminoglucano no sulfatado, mas concretamente un
mucopolisacdrido lineal de unas 2000-25000 unidades de repeticion de disacdridos. Este
polimero esta formado por unidades repetidas de D —acido glucurdénico y n -acetil-D —
glucosamina, tiene un elevado peso molecular(10%-10* kDa) y una longitud aproximada de 2-25
Um que junto a su gran capacidad de formacién de bloques para nuevos biomateriales
biocompatibles y biodegradables hacen que sea un gran candidato para el desarrollo de
sistemas de liberaciéon de fdrmacos, e ingenieria tisular. Sus principales aplicaciones se deben a
sus propiedades hidrofilicas e hidrodinamicas (hidrogel) que le permiten retener el agua vy
jugar un papel de gran relevancia en distintos tipos de tejidos, en la dermis, y en los fluidos
sinoviales. De este modo como polisacarido de la matriz extracelular tendra una variedad de
propiedades estructurales, reoldgicas, fisioldgicas y bioldgicas que repercutiran de manera
decisiva en el organismo.(Brown and Jones., 2004; Chang. C.J., 2009; Necas et al., 2008; Wang
et al., 2009). Algunas de estas funciones son:

1. Mantener la conformaciéon de la matriz celular que rodea a las células y crear espacios
celulares libres tras su hidrataciéon. Esto se debe principalmente a su naturaleza higroscdpica,
pudiendo formar puentes de hidrégeno con las moléculas de agua y logrando su retencién.

2. Mantener la elasto-viscosidad de los tejidos conectivos, pudiendo adaptarse segin el
ambiente en el que se encuentre, controlando la hidratacion de estos, el transporte de agua, y
la unién de proteoglicanos en la matriz extracelular.



3. La activacién de receptores celulares de manera autocrina o paracrina influenciando las
cascadas de sefializacion que afectan a comportamientos celulares como el crecimiento, la
migracion, la diferenciacién celular, la inflamacién y el desarrollo de tumores. Asi, por ejemplo,
en el sistema nervioso el HA actla en conjunto junto a proteoglicanos como el coldgeno,
observandose una regulacidn glial y migraciéon neuronal, crecimiento de neuritas y guiado
axonal.(Lurie et al., 2003; Turley et al., 2002)

4. Inflamacidn y angiogénesis. Se ha comprobado que cuando el peso molecular del HA es
elevado tiene efectos antiinflamatorios y antiangiogénicos. Asimismo, se produce el efecto
contrario cuando éste comienza a disminuir (<100 kDa), resultando en una angiogénesis,
inflamacién e inmuno-estimulaciéon. La mayor parte de estos efectos antiinflamatorios e
inmunosupresores se deberan principalmente a la capacidad del HA de alto peso molecular de
cubrir las superficies celulares impidiendo el acceso a los receptores superficiales.(Hascall et
al., 2004; Stern et al., 2006) En cambio, los efectos inflamatorios se deberan a la acumulacion
de los fragmentos de menor peso molecular que atraerdn a monocitos vy linfocitos e induciran
la expresién de citoquinas.

Otro de los temas de gran relevancia del HA es su degradacién. Asi ,su vida media in vivo no es
mads larga de 24 horas ya que se degrada en el organismo por una serie de complejos
enzimdticos formados por la hialuronidasa, los procesos de internalizacidon celular, por los
receptores celulares de superficie CD44 y por las especies reactivas de oxigeno(Schanté et al.,
2011). Asi pues, la degradacion del HA es un proceso muy organizado y controlado que genera
fragmentos con un tamafo concreto y preciso para una funcién bioldgica determinada.

En este estudio nos centramos en mejorar su vida media mediante su polimerizacién con
divinil sulfona (DVS). Este entrecruzamiento ocurre mediante los grupos hidroxilos formando
un enlace éter y consiguiendo un tiempo de degradacién mas lento, asi como la modificacién
de muchas de las propiedades de este material.(Gunatillake et al., 2006)
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Figura 2. Entrecruzamiento del HA con DVS. El grupo Oh(1) del HA reacciona bajo condiciones alcalinas
con el DVS formando entrecruzamientos bisetil divinil sulfonas.(Collins and Birkinshaw,2007)

Por tanto el HA tendra gran cantidad de aplicaciones gracias a su biodegradabilidad, facil
procesamiento y su potencial de modificacion de propiedades mecanicas(Collins and
Birkinshaw, 2008) , estabilidad(Burugapalli et al., 2009), y perfil de degradacidon(Jui-Tang and
Ja-Ting, 2011) mediante entrecruzadores que atacaran principalmente a los grupos hidroxilo y
carboxilo del HA. Asimismo podrd actuar como material de soporte biocompatible usado para
el crecimiento celular en scaffolds, el tratamiento de heridas y en embriologia [Ljunberg et al.,
1997; Shoemaker et al., 2006; Williams et al., 1986).

1.2.2. Poli(etil)acrilato: Aplicaciones.

El poli(etil) acrilato es un polimero hidrofébico de gran utilidad en el mundo de la ingenieria
tisular. Esto se debe a algunas de sus propiedades mecanicas que permitirdn un correcto
crecimiento celular, gran biocompatibilidad y rigidez. De este modo, el PEA viene de la familia
de los acrilatos, ésteres con un grupo vinilo (CH2=CHCO2R) y con gran capacidad de formacion
de polimeros debido a dicho doble enlace. Asimismo serd de gran importancia la utilizacién de
un iniciador que rompa la molécula para permitir su posterior unién con el mondémero
insaturado deseado dejando un radical libre al final del polimero que podrd seguir



reaccionando hasta aumentar su longitud. Otra de sus principales caracteristicas es que actua
como un elastdmero a temperatura ambiente, y por tanto se puede recuperar tras la
aplicacidn de diversos estreses.(Brigido et al., 2005; Rodriguez et al., 2008)
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Figura 3. Estructura quimica del metil metacrilato y etil acrilato antes y después de
polimerizar.(MACGRAW-HILL, 1992)

Asimismo el poli(etil acrilato) tendrd buenas propiedades elasticas, hidréfobas y sera
bioestable, pudiendo implantarse tras una operacién sin ocasionar efectos perjudiciales a largo
plazo. También permitird el crecimiento de diversos tipos celulares distintos como condrocitos,
células neurales, endoteliales, fibroblastos, células de Schwann y del tejido
conjuntivo.(Martinez et al., 2012; Pérez et al., 2006; Soria et al., 2007;Soria et al., 2006)

1.2 .3 .Gelatina: Aplicaciones

La gelatina es un polimero natural derivado del coldgeno de gran utilidad en estudios
farmacéuticos y biomédicos debido a su baja inmunogenicidad, buena biocompatibilidad y
elevada biodegradabilidad.

El hecho de que tenga una baja antigenicidad a pesar de su origen animal también serda muy
interesante, siendo la principal causa su desnaturalizacion. Ademas, la gelatina se puede
obtener de dos métodos distintos con propiedades quimicas diferentes. En primer lugar, la
gelatina obtenida por procesos 4cidos tiene un punto isoeléctrico de aproximadamente 9. En
cambio la gelatina obtenida por un proceso alcalino tendrd varios grupos carboxilos y un pl de
entorno a 5 con gran cantidad de cargas negativas(Hatanaka et al., 1988).La importancia de las
cargas de la gelatina se debera a que éstas podran secuestrar distintos tipos de proteinas
dependiendo de si estén cargadas de forma positiva o negativa, influyendo de este modo en
Ultimo término en la tasa de liberacién del factor con el que se cargue la
microparticula.(Espdsito et al., 1996; Patel et al., 2008; Ye et al., 1997; Greene, L.A., 1978;
Tabata and lkada, 1998.)

Debido a todas estas propiedades se ha considerado a la gelatina como un vehiculo ideal de
transmisidn de farmacos en el que la propia molécula a transportar estara protegida contra la
degradacion enzimdtica y la neutralizacién inmunolégica logrando asi una liberacién
controlada de la proteina. Asimismo, es importante conocer el grado de liberacién de las
moléculas cargadas en la gelatina dependiendo de varios factores como cuan rapido se
degrada la microparticula por metaloproteinasas como la colagenasa o su grado de
entrecruzamiento. Asi, la gelatina tiene una tasa de degradaciéon muy rapida por lo que se
suele disolver con distintos entrecruzadores para lograr aumentar ligeramente dichas tasas de
degradacion. Dependiendo del grado de entrecruzamiento se veran influidos tanto la tasa de
carga de los distintos factores o moléculas como la de liberacién de estos. La razén de esto es
que a mayor grado de entrecruzamiento mayor grado de complejidad idnica y de
enmarafiamiento tendrd la microparticula y sera mas complicado que el factor salga por
difusion. De este modo en la actualidad existen gran cantidad de entrecruzadores algunos de
los cuales son: formaldehido, glutaraldehido , vanilina o genipin. El principal problema que
presentan estos entrecruzadores es la presencia de toxicidad decidiéndose usar en este



estudio la vanilina y el genipin debido a su menor toxicidad en las células. [Mlandenovska et
al., 2002; Vandelli et al, 2004; Young et al., 2005)

La vainilla destaca principalmente como entrecruzador por uno de sus componentes, la
vanilina, un aldehido fendlico cuyos grupos aldehidos reaccionardn con los grupos aminos en la
gelatina mediante una reaccién de base Schiff formando una estructura que favorecera tanto
la estabilizacién como la liberacidn contralada de las moléculas contenidas en el interior de la
microesfera.(Solorio et al., 2010)

El genipin es un glucésido iridoide extraido de los frutos de Gardenia utilizado
tradicionalmente en la industria alimentaria. Su efecto entrecruzador se debe a un mecanismo
de dos pasos. En primer lugar la molécula de genipin sufrird un ataque nucleofilico por las
aminas de la gelatina produciéndose una unién heterociclica del genipin con la amina de la
gelatina. A continuacidon el grupo éster del genipin sufrird una sustitucién nucleofilica
resultando en los entrecruzamientos covalentes entre las aminas primarias, produciendo muy
poca toxicidad y pudiendo formar complejos idnicos con moléculas cargadas.(Chang C.J., 2009;
Liang et al., 2003; Peng et al., 2010; Sung et al., 2000; Wei et al., 2007)

Reaction 1:

9, o
N, —2Hs N, —OHs

Reaction 2:

0,
\\c /OCN,

TewZ =T
LTI

Q
\\c _OCH,

- X

x

o HO! HZ
\\( Ot

Figura 4. Entrecruzamiento de la gelatina con el genipin.(Solorio et al., 2010)

Asi, su toxicidad es del orden de entre 5000-10000 veces menor que otros tipos de
entrecruzadores como el glutaraldehido y tiene una resistencia mecdnica y contra la
degradacion similar. Ademas, el genipin se entrecruza mediante enlaces amina y se esperard
gran cantidad de grupos amina libres en las caras de las microparticulas menos entrecruzadas,
pudiendo promover la fijacion celular, asi como su viabilidad.(Garcia et al., 2008)

Como contra uno de los principales problemas de las microesferas de gelatina es su dispersa
capacidad de migracién y su mal soporte para células y tejidos reduciendo de ese modo el uso
de aplicaciones en las que se tiene que liberar un determinado fdrmaco en una sola zona o ha
de actuar como scaffold. Como solucién a estos problemas se plantea lo posibilidad de incluir
las microesferas dentro de los scaffolds, logrando de este modo no sélo una liberacion en el
sitio deseado evitando una difusion de nuestros factores de crecimiento o farmacos , sino
también una liberacion mas prolongada.(Patel et al., 2008)

1. 3. Células:

Sin una nueva formacidn de células, el proceso de regeneracién tisular no se puede llevar a
cabo, por tanto es esencial conocer la morfogénesis en el desarrollo normal del organismo y
como se regeneran de forma natural durante las heridas, intentando conocer asi las distintas
senales celulares y las estructuras funcionales de las células.

Una vez comprendido esto se tendran que tener en cuenta otros factores, como son el modo
de cultivo; la administracidon de las sustancias necesarias tanto in vitro como in vivo para el



mantenimiento de la vida de las células y el disefio de sistemas que permitan lograr dicho
objetivo.(Habraken et al., 2009)

1. 4. Factores de crecimiento:

La aplicacion de factores de crecimiento serd esencial para que se produzca el crecimiento de
las células en las zonas deseadas. De entre los factores de crecimiento mds estudiados caben
destacar el VEGF, BDNF, EGF (REFS).

En nuestro caso nos centraremos en el NGF. El factor de crecimiento neural o NGF es una
proteina de un peso molecular de 26,5 kDa, muy bien caracterizada debido a sus actividades
en el mantenimiento de las neuronas del sistema nervioso periférico y de la integridad de las
neuronas colinérgicas en el sistema nervioso central.(Fahnestock et al., 2004; Xu et al., 2002)
Otro papel destacable, es su poder sobre las neuronas colinérgicas del cerebro basal y las
neuronas sensitivas en los ganglios dorsales pudiendo utilizarse para el tratamiento de
enfermedades como el Parkinson y varias neuropatias. De este modo, se considera al NGF
como un factor de crecimiento de gran cantidad de aplicaciones y muy selectivo para las
neuronas sensitivas y del sistema simpatico, asi como para las células que vienen de la cresta
neuronal. Asi pues, debido al importante papel que ejercen en la supervivencia y funcién de las
neuronas colinérgicas del complejo basal del cerebro (CBF), en diversas funciones como la
memoria, la motivacién y la consciencia, también se podria utilizar como agente protector o
curativo para enfermedades neurodegenerativas asociadas con dichas neuronas, como es el
caso de la enfermedad del Alzheimer.(Hatanaka et al., 1988; Mufson et al.,1999). Asimismo, se
ha demostrado que la administracion de NGF incrementa la tasa de las neuronas colinérgicas
resultando en una disminucién de la pérdida celular y de la atrofia, asi como de la reduccién de
otros déficits cognitivos. [Franz, H., 1986; Ljunberg et al.,1999; Shoemaker et al., 2006;
Williams et al, 1986)

Finalmente uno de los principales problemas que se encontrardn serdn las propias barreras
que creard el sistema nervioso central cuando se produzca algun dano. Principalmente, esto se
debe a la formacién de la cicatriz glial, formada mayoritariamente por astrocitos y
proteoglicanos que impiden la regeneracién completa de los axones donde ésta se esté
formando.(Oudega and Hagg, 1999; Silver and Miller, 2004)

La administracion de NGF promoverd el crecimiento de los axones de las neuronas sensitivas
primarias y por tanto evitard que se impida su correcta regeneracién por la presencia de la
cicatriz glial.(Allen and Dawbarn, 2006; Aloe et al., 2012; Xu et al., 2002)

Para concluir, es esencial conocer que el principal problema que presenta este factor de
crecimiento es su incapacidad para atravesar la barrera hematoencefdlica teniendo que ser
administrado de forma continua para lograr el efecto deseado. De momento la Unica
alternativa es la administracién de forma quirurgica pero se estan desarrollando sistemas para
conseguir un sistema de liberacién continuada que reduzca al minimo este tipo de
intervenciones.(Pan et al., 1998)

2. OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo es la creacidon de un scaffold hibrido, formado por la
combinacion de dos materiales distintos poli(etil acrilato) y acido hialurénico con microesferas
de gelatina entrecruzadas con distintos materiales. A continuacién se habra de realizar una
caracterizacidn mecanica, fisico-quimica, y biolégica de dicha combinacidn de biomateriales.
Por tanto los objetivos a realizar en este trabajo son:

1. Establecer una metodologia para lograr una inserciéon adecuada de las microesferas en los
distintos scaffolds.

2. Lograr una caracterizacion fisica de las microparticulas, de los scaffolds, y del sistema
hibrido formado por ambos.



3. Obtener una caracterizacidon de las microparticulas y de las microparticulas con los scaffolds
como sistema de liberacion.
4.Comprobar la biocompatibilidad de los materiales mediante un ensayo de citotoxicidad por
contacto directo e indirecto.

3. MATERIAL Y METODOS

3. 1. Preparacion de materiales.

3. 1. 1. Preparacion de scaffolds de acido hialurénico:

Se us6 como porogeno el poli(etil)metacrilato o PEMA tamizado (PEMA; Elvacite 2043), con un
tamafio de esferas de entre 180-250 um aproximadamente. Su funcién era obligar a nuestro
material a tener un tamafo de poro determinado, interconectado y adecuado para la posterior
inserciéon de las microesferas. Una vez seleccionado el pordgeno se procedid a su introduccién
en un molde metdlico para lograr formar una estructura con forma de plantilla rectangular tras
la aplicacion de una serie de compresiones y calor determinado en la prensa Gumix TO-
250/20. Esto se debe al proceso de transicién vitrea que ocurre en el PEMA a 662C,
produciendo asi su sinterizacion.

La primera compresion se realizé con la deposicidon de una primera placa metalica de 3mm,
otra placa encima de ésta de 3 mm también, luego la deposicién del pordgeno, y finalmente
una ultima placa de 1 mm de espesor. Durante esta primera compresion la temperatura debia
ser de 1102C con una presién de 100 bares y durante un tiempo de 8 minutos en total,
teniendo en cuenta un periodo de precalentamiento de 5 minutos. Posteriormente se
procedid a una fase de enfriamiento a 402C con una presidon de entre 40 y 50 bares y durante
un tiempo de 15 minutos. Una vez finalizada la fase de enfriamiento se precedid a la
extraccidn de las placas metalicas de la prensa, a la eliminacién del PEMA que habia quedado
adherido por los bordes de las placas y al cambio de la placa metalica superior por una de un
espesor superior de 1,5 mm. Se procedié a la segunda compresién con un periodo de
precalentamiento de 5 minutos y la misma temperatura de 1102C, una presidon de 100 bares y
durante un tiempo de 3,5 minutos.

Una vez finalizado el prensado se siguié con el corte de las placas de PEMA a 5 x 5 para que
tuvieran el tamafio adecuado para introducirse en las placas Soxhlet durante la siguiente fase
de polimerizacidon. Asimismo también se procedid a la fase de lijado para eliminar la capa
superficial sin poros obtenida al fusionarse las microesferas de PEMA durante el periodo de
prensado.

Fase de polimerizacion. Para esta fase se prepard una disolucion de acido hialurdnico (Sigma
53747) al 5% en NaOH (Scharlau) 0,2M. Para ello se afiadié una masa de 1750 mg de HA y 35
mL de NaOH. Una vez preparada se agité 1 hora con un agitador magnético a temperatura
ambiente y oscuridad para evitar su degradacién y luego se dejé agitando en vaivén durante
24 horas.

A continuacion se procedid a la fase de entrecruzamiento, utilizando como entrecruzador la
divinilsulfona (DVS). Para ello es necesario que ésta se encuentre en un ambiente basico que
rompa las cadenas de acido hialurénico y logrando que se entrecruce. De este modo, se
tomaron 15 ml de la disolucién de acido hialurénico y se echaron 174,2 uL de DVS gota a gota
mientras se agitaba la soluciéon con un agitador magnético. Posteriormente se procedid al
vertido de la disolucién en una placa Petri de vidrio donde se introdujo la plantilla porogénica
de PEMA en cuestién. El objetivo de esta experiencia es que toda la diluciéon entrara en cada
uno de los poros del porégeno de PEMA y para ello se empleé un montaje al vacio. Este
consistio en poner la placa Petri con la plantilla y la disolucién en un cristalizador de Teflén y
realizar 5 ciclos de vacio por cara de la placa de PEMA para lograr una mejor penetracion de la
disolucidn. Una vez finalizada la polimerizacién se rascé con una cuchilla la disolucién que no



logroé entrar correctamente y se dejé semitapada en una placa Petri de plastico grande durante
4 horas hasta que llegue el momento de su lavado.

A continuacién se realizé la fase de lavado cuyo objetivo era eliminar los restos de pordégeno.
El primer lavado se realizé en un cristalizador de Teflén en el que se depositd acetona y los
scaffolds en placas Soxhlet, y se realizaron dos fases de vacio suave durante 30 minutos cada
una. La segunda fase de lavado se realizé en reflujos de acetona con Soxhlet, realizando 4
lavados de una duracién de 8 horas cada uno y cambiando la acetona cada 16 horas. La tercera
fase consistié en un lavado 1/1 con acetona y agua a vacio durante 30 minutos y dejando el
scaffold en un agitador durante 12 horas. A continuacidn se procedié a realizar un lavado de
s6lo agua a vacio durante 30 minutos y durante 3 dias se cambié el agua cada dia, realizando
de este modo la fase de intercambio de agua y eliminando todos los restos posibles de acetona
en el scaffold.

El ultimo paso consistié en la liofilizacién de los scaffolds y su conservacién en el desecador
hasta el momento de su uso.

3. 1. 2. Preparacion de scaffolds de poli(etil)acrilato

Para la creacidn de scaffolds de poli(etil)acrilato(PEA) se procedid a la obtencidén de plantillas
por porégeno como en el caso del acido hialurénico. En este caso se utilizaron otras
microesferas como porogeno, el poli(metil metacrilato) PMMA (Lucite International) debido a
que el PEA reacciona con el PEMA antes empleado produciendo su disolucidn. Asi pues, se
empled un pordgeno de entre 100-140 um y se introdujo en un molde metalico, bajo el cual se
colocaron dos placas de 3 mm cada una y sobre él una placa que fue variando segun la
compresion en la que se encontrara.

Se realizaron tres compresiones: la primera se realizé a 1502C, 100 bares, a 5 minutos de
precalentamiento y 8 de calentamiento con una placa de 1mm; la segunda se realizé bajo las
mismas condiciones pero cambiando la placa a 1,5mm y con 1 minuto de precalentamientoy 4
de calentamiento; y la tercera a 1402C, 200 bares y con una placa de 2 mm realizando 1
minuto de precalentamiento y 1 de calentamiento. Asimismo, entre cada compresion se
realizéd una fase de enfriamiento hasta 502C con una presién de entre 40 y 50 bares. Para
finalizar la fase de prensado se cortaron las plantillas en placas de 3,5cm x 3,5cm y se
realizaron dos fases de lijado con el objetivo de lograr eliminar la superficie continua formada
por la fusién de las microesferas de PMMA para ello se hizo una con una lija mas gruesa de 6
mm y otra con otra mads fina de 3 mm.

A continuacién se realizdé la fase de polimerizacién. Para ello se preparé una disolucidon
monomeérica de acrilato de etilo (Sigma-Aldrich), de un agente entrecruzador, el etilenglicol
dimetilacrilato (Sigma-Aldrich) al 1% que se encargara de unir las cadenas que se formen en los
mondmeros de acrilato de etilo, y de benzoina al 1% (Scharlau) que actuara como iniciador de
la reaccidn; agitdndose la disolucién durante 20 minutos. Posteriormente, se procedid a la
insercién de la disolucién en el interior de las placas de PMMA. En este caso se observé la
entrada directa de la disolucién debida a la menor viscosidad de ésta introduciéndose en toda
la plantilla por capilaridad. Mientras tanto, se cred un dispositivo formado por dos placas de
vidrio tapadas con celo, con un cable en su interior, y unidas por pinzas evitando asi la entrada
de oxigeno que impediria la esterificacién de la polimerizacién y logrando una posicidon
vertical que favoreciera la entrada de luz ultravioleta en el siguiente paso.

Inmediatamente después se introdujeron en la cdmara de ultravioleta donde se produjo la
polimerizacién tras 24 horas y luego se dispusieron otras 24 horas en una estufa a 902C con la
finalidad de conseguir la evaporacién del mondémero que no hubiera reaccionado. Tras finalizar
la fase de polimerizacién se realizé una fase de lijado en la que se elimind toda la capa
polimérica que habia quedado en las plantillas y dificultaria la entrada del solvente en la
posterior fase de lavado.



Fase de lavado. Durante la fase de lavado se procedié a la introduccidn de las placas con la
disolucidon polimérica en Soxhlet, y lavarlos reflujos de acetona durante 4 dias de 8 horas
cambiando la acetona cada dia.

Una vez conseguido el lavado del scaffold del PEA se realizé un intercambio de agua para
eliminar cualquier resto de disolvente empleado en el lavado. Para ello se dispuso el scaffold
de PEA en un cristalizador con 200 ml de acetona, de forma que todo el scaffold quedara
cubierto por ella, y se procedid a afiadir 5 ml de agua mili-Q cada 10 minutos y gota a gota.
Esto se realizd intentando formar la minima cantidad de burbujas posible asi como evitando
que se colapsara el scaffold y perdiera su estructura porosa tridimensional. Una vez se llegd a
los 100 mL de agua mili-Q se empezaron a anadir 10 mL cada 10 minutos, y al llegar a los 200
mL se vertié aproximadamente la mitad del contenido, y se comenzd de nuevo a anadir agua
mili-Q, sélo que esta vez 15 mL cada 5 minutos, logrando obtener una concentracién de 90%
agua y 10% acetona. Finalmente se pasé a un recipiente con sélo agua mili-Q, logrando una
concentracion de agua del 100% y evitando el colapso del material.

Una vez lavado el material y realizado el intercambio de agua se dejo secar a temperatura
ambiente durante 24 horas y a continuacidn se procedi6 al troquelamiento del PEA (discos de
5 mm de diametro), su inmersién en agua mili-Q y a su sonicacién para la eliminacién de
particulas adheridas a la superficie.

A continuacion, se dejé secar otras 24 horas a temperatura ambiente y se realizé el vacio para
eliminar cualquier particula de agua que quedara en su interior. Finalmente se dispusieron en
bolsitas individuales al vacio que se guardaron hasta que fueron esterilizadas en el autoclave.

3. 1. 3. Preparacion de microparticulas de gelatina

Para la creaciéon de microparticulas de gelatina se siguié un procedimiento general de doble
emulsién en agua, aceite, agua en el que sélo se modificaba uno de los aspectos dependiendo
del entrecruzador empleado.

La fase interna de agua contenia la proteina a incorporarse, la fase organica contenia el
polimero, y la fase de agua externa contenia el agente que realizaba la emulsién.

En primer lugar se procedié a afadir 100 mL de aceite en un vaso alto. A continuacion se
comenzd a agitar por medio de un agitador a una velocidad de 2000 rpm para crear la fase
continua de aceite. Mientras el aceite se agitaba se realizd la preparacién de la disolucién de
gelatina al 10%. Para ello se afadieron 1,5 g de gelatina (Sigma-Aldrich) en 15 mL de DPBS
agitdndose durante 15 minutos a una temperatura de 50°C logrando asi una disolucién
transparente y homogénea de gelatina. Después se procedid a preparar la disolucién del
entrecruzador hasta lograr los grupos buscados:

Sin entrecruzar: No se afiade ninguna sustancia mas. Para lograr que las condiciones sean
constantes con el resto de entrecruzadores se afiadieron 10 mL de acetona.

Entrecruzados con vanilina: Se afiadieron 500 mg de vanilina (Sigma-Aldrich ,V2375)en 10 mL
de acetona.

Entrecruzados con genipin: Se prepard una disolucion de genipin( Sigma-Aldrich ,G4796)
20mM anadiendo 0,054 g de genipin en 12 mL de acetona agitando 30 minutos y teniendo
cuidado de realizar todo el proceso en oscuridad.

Sin entrecruzar con BSA: En lugar de 15 mL de DPBS se anadieron 14500 pL y 500 pL de BSA,
logrando una concentracién de BSA del 1%.

Entrecruzados con genipin y FITC-BSA: Se prepard de nuevo una disolucién de 14500 uL de
DPBS y 500 uL de FITC-BSA logrando una concentracidon de FITC-BSA al 1%.

Una vez finalizada la creacidn de la disolucion con los distintos entrecruzadores se comenzoé a
anadir 10 mL de la disolucién de gelatina preparada por medio de una jeringa a una velocidad
de flujo de 1mL/min cuidando que las gotas cayeran siempre en la zona lateral del vaso y
manteniendo dicha agitacién durante un periodo de 45 minutos a 2000 rpm.

A continuacion se anadieron 10 mL de la disoluciéon del entrecruzador empleado a una
velocidad de 1 mL/min por medio de una jeringa. Para mantener las condiciones constantes se



anadieron también 10 mL de acetona en el caso del no entrecruzado, teniendo asi el mismo
volumen en todos los grupos. Luego se dejo agitar 12 horas a 2000 rpm en todos los casos,
teniendo especial atencidn en mantener la oscuridad en el caso de las microparticulas
entrecruzadas con genipin. Una vez finalizado dicho tiempo, se pard el dispositivo y se
anadieron las microparticulas contenidas en el vaso en un recipiente mayor, donde se
introdujeron 600 mL de acetona para su lavado a temperatura ambiente. Estos lavados con
acetona se basaban en dejar las microparticulas sedimentar en el fondo del vaso, y eliminar el
resto de la emulsiéon al precipitar y cambiar la acetona durante 3 lavados. Tras cada lavado se
procedio a la agitacion de las microparticulas sedimentadas por medio de una varilla evitando
de ese modo la formaciéon de agregados.

Finalmente se afladieron las microparticulas en tubos de 50 mL con acetona y se centrifugd 5
minutos a 3000 rpm tres veces cambiando la acetona cada vez. Para la eliminacién del méximo
volumen de acetona se decidié por liofilizar las microesferas y guardarlas a 22C hasta el
momento de su uso.

3. 2. Carga de microesferas en los scaffolds.

Para la combinacién de los scaffolds de HA y PEA con las microparticulas se procedié al empleo
de dos métodos distintos: por vértex y por inyeccion.

Por vortex. Se afadieron 2 mg/mL de microesferas en etanol absoluto para permitir una
mayor dispersidn de éstas, y a continuacion se dispuso en un vial donde se agité en el vértex
durante 1 minuto.

Por inyeccion. Se afiadieron 2mg/mL de microesferas en etanol absoluto y se aspird con una
jeringa. Tras comprobar que no habia aire en su interior se precedié a realizar 10 emboladas al
vacio para lograr la mayor cantidad de carga de microesferas posibles en los scaffolds. Se hubo
de tener un mayor cuidado con las emboladas en los scaffolds de HA debido a las menores
propiedades mecanicas que estos ofrecen.

3. 3. Caracterizacion de materiales.

3. 3. 1. Morfologia por microscopia dptica y microscopia electrénica de transmision.

Tras la obtencion de los distintos grupos de materiales se procedié a su observacién al
microscopio 6ptico Nikon 3000. De este modo se pudo comprobar si la realizacién de los
scaffolds era la correcta y si estos tenian el tamafio adecuado para albergar a los distintos tipos
de microesferas. Para el andlisis morfoldgico de las microesferas se tomaron imagenes a 10X,
20X y 40X, en seco y tras un proceso de hinchado, al afadir PBS durante 30 minutos. En el caso
de las microparticulas que contenian FITC-BSA se observaron a una longitud de onda de 488
nm. Una vez obtenidas las imagenes se procedié al andlisis de sus didmetros mediante el
programa Imagel.

Asimismo se realizaron también varias observaciones al microscopio electrénico de
barrido(SEM) obteniendo unas imagenes de mayor resolucion y profundidad debido a que en
vez de utilizar una fuente de luz se utilizé un haz de electrones. Ademads los materiales
empleados tuvieron que ser previamente tratados con la liofilizadora para eliminar cualquier
resto de agua que pudiera evaporarse durante el proceso, ya que las muestras en el SEM se
analizan a vacio. Ademas, debido a que los materiales empleados no son conductores se
colocaron sobre una cinta de carbono, y finalmente fueron cubiertos con oro. El equipo
empleado fue un Hitachi 4800.

3. 3. 2. Estudio de degradacion.

3. 3. 2. 1. Degradacion por pérdida de peso.

En primer lugar se procedié a la medida de la masa de los grupos de microparticulas de
gelatina sin entrecruzar, entrecruzados con vanilina y entrecruzados con genipin. Una vez
obtenidas sus masas se les afladié 500 uL de PBS y se dejaron respectivamente 6 dias, 3 dias y
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1 dia a temperatura fisioldgica. Una vez finalizado el proceso se realizé 1 lavado con acetonay
2 lavados con agua mili-Q, se liofilizd y se pesd de nuevo.

De este modo:
Mo — Mt
— X

Pérdida de peso(%) = 100

Donde M, es la masa inicial de microparticulas, y M; la masa al tiempo dado.

3. 3. 2. 2. Degradaciéon morfoldgica.

A la vez que se realizaba el experimento de degradacién por pérdida de peso, se procedié a su
observaciéon al SEM de los grupos de microparticulas a los 6, a los 3 y 1 dia después de su
insercion en PBS.

3. 3. 4. Caracterizacion térmica.

3. 3. 3. 1. Espectrofotometria de infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR).

Esta técnica consiste en lanzar un haz que contiene distintos tipos de frecuencias a la vez y en
medir como la muestra lo absorbe. A continuacién dicho haz es modificado para incidir con
otra combinacién de frecuencias y asi sucesivamente midiendo la absorcién a cada longitud
distinta de la onda.

Para el andlisis de esta técnica se analizaron distintos grupos, el de microparticulas de gelatina
sin entrecruzar y el de microparticulas de gelatina entrecruzadas con genipin. Para ello se
realizé un blanco con bromuro de potasio y luego se procedié a la toma de masas de los
distintos materiales de modo que estuvieran en una concentracién del 10% con respecto del
total del bromuro de potasio con el cual se mezclaba. En el programa se tomaron 64 medidas
con una resolucién de 16 cm™ y unas longitudes de onda comprendidas entre 700 y 3700 cm™.
Los scaffolds tuvieron que congelarse en nitrégeno liquido y triturarse rdpidamente para poder
mezclarse correctamente con el bromuro de potasio.

3. 3. 3. 2. Calorimetria diferencial de barrido(DSC).

Esta técnica consiste en observar la diferencia de calor aplicado entre dos muestras, una de
referencia cuya capacidad calorifica estard bien definida, y otra en la que no lo est3,
midiéndose como una funcién de la temperatura.

De este modo, cuando en la muestra se vaya a producir algin cambio de fase se requerird una
cantidad superior o inferior de calor para mantener ambas muestras a la misma temperatura.
Asi se escogieron varios grupos: microparticulas de gelatina entrecruzadas con genipin, un
scaffold de PEA y un scaffold de PEA con microparticulas de gelatina entrecruzada con genipin
y se oscilé con un rango de temperaturas de entre -70 2Cy 30 2C.

3. 3. 3. Test de la ninhidrina.

El test de la ninhidrina se usa para determinar el nimero de grupos aminos libres de cada
microesfera de gelatina, permitiendo conocer asi el grado de entrecruzamiento de ésta. Para
ello se pesaron 3 mg de tres grupos de microesferas de gelatina: Microparticulas de gelatina
entrecruzadas con genipin, microparticulas de gelatina entrecruzadas con vanilina y
microparticulas sin entrecruzar de gelatina. Mientras tanto se crearon dos soluciones, la
primera de un buffer de acetato de litio 4M, disolviendo 4g de acetato de litio en 5 ml de agua
y ajustando con agua destilada hasta tener un volumen de 10 ml; y la segunda una disolucién
de ninhidrina con 0,8 g de ninhidrina y 0,12 g de hydrindantin en 40 mL de etilenglicol. A
continuacién, se mezclaron 10 ml de la disolucién de acetato de litio y 40 ml de la de
ninhidrina. Luego se afladié 1 mL de la solucién en cada uno de los eppendorfs donde se
pesaron las microesferas y se dejéo 20 minutos en un bafio de agua a 1009C. Finalmente se
diluydé la muestra hasta 5mL con isopropanol y agua con una proporcién 50:50 y se midié la
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absorbancia en el VICTOR a 570 nm. De este modo, la cantidad de grupos aminos libres en las
microparticulas de gelatina antes y después del entrecruzamiento eran proporcionales a la
absorbancia dptica de la solucion.

Finalmente se utilizé la siguiente ecuacién para el calculo del grado de entrecruzamiento:

Ci—C
Grado de entrecruzamiento(%) = Tf x100%

Donde Ci es la cantidad de grupos aminos libres iniciales, es decir, antes del entrecruzamiento,
y Cf la cantidad de grupos aminos libres tras su entrecruzamiento con el genipin.

3. 4. Estudios de liberacion de una proteina modelo: proteina de albimina sérica (BSA).

Para conocer la cinética de liberacidn desde las microesferas se utilizé una proteina modelo, la
albimina sérica. Para ello se elaboraron varios estudios para aclarar cudles eran las mejores
condiciones para posteriormente poder insertar el NGF, asi como para analizar qué tipo de
microparticula liberaria BSA durante un periodo de tiempo mas prolongado.

De este modo en el primer estudio se crearon dos grupos de microparticulas de gelatina sin
entrecruzar con BSA afiadido in situ en la creacidon de las microparticulas y en las que sélo
variaba la velocidad de agitacion, de 1500 rpm a 2000 rpm. La forma de insercion del BSA in
situ es tal como se explica en el punto 3. 1. 3.

En el segundo estudio se cred un grupo de microparticulas de gelatina sin entrecruzar a 2000
rpm en las que el BSA se afladié a posteriori y otro con microparticulas de gelatina sin
entrecruzar en el que el BSA se afiadié in situ a 2000 rpm. Para el primer caso se afiadieron
1000 pL de PBS con el BSA diluido al 1% y se esperd 1 hora a que éste se introdujera en las
microesferas en un bafio a 372C. A continuacidn se guardd el sobrenadante de dicha operacién
para saber la cantidad de BSA que no se habia introducido en las microesferas. La forma de
insercion del BSA in situ es la misma que la del punto 3 .1 .3. El objetivo de este estudio era
comparar qué forma de insercion del BSA era mejor para lograr una mejor carga de éste.

En el tercer estudio se crearon 3 grupos de microparticulas de gelatina a 2000 rpm , el primero
sin entrecruzar, el segundo entrecruzado con vanilina y el tercero entrecruzado con genipin.
En todos ellos se realizé la carga del BSA a posteriori como se explica en el apartado anterior.
El objetivo de este estudio fue comparar el mejor tipo de entrecruzador para la liberacién
continuada del BSA.

En los tres estudios se realizé una extraccién de 500 puL de PBS durante cada una de las
primeras 5 horas de los experimentos. Asi se realizaba una centrifugacion durante 5 minutos a
12000 rpm y a continuacién se anadian 500 pL de PBS nuevo, agitdndose en el vortex para una
distribucién mas homogénea de las microparticulas y agitdandose de nuevo en un bafio a 372C
hasta el siguiente tiempo. A partir de las 5 horas se recogié el sobrenadante a cada dia. Los
sobrenadantes se guardaron a -202C hasta su uso y se realizaron tres réplicas de cada grupo de
microparticulas. Finalmente se realizaron estudios con el kit BCA (Pierce Biotechnology,
23225).

El kit de BCA es un método para la deteccidon de la colorimetria y la cuantificacién total de
proteinas. Para ello utiliza el acido bicinconinico*(BCA) como agente de deteccion para la
formacion de Cu™ que se produce al reducirse por una proteina en ambiente alcalino. Asi,
cuando se produzca la quelacién de dos moléculas de BCA con 1 de Cu*’ se producird un
cambio de color que virara del verde al morado. Este complejo exhibe una gran absorbancia a
562 nm lineal con las concentraciones de proteinas que permitird detectar facilmente la
concentracion de BSA en los distintos sobrenadantes.

3. 5. Determinacidn de la cantidad de NGF liberado mediante un Kit ELISA.

Para conocer la cantidad exacta de NGF liberado se realizé un estudio de liberacién desde las
microesferas de gelatina entrecruzadas con genipin dentro de los scaffolds de HA y PEA.

Asi, se crearon las microparticulas del mismo modo que en el punto 3. 1. 3., pero en la
disolucidn de PBS y BSA se disminuyé la cantidad de BSA al 0,1% y se afadieron 10 pL de NGF.
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A continuacién, se comenzé el estudio de liberacidon durante las 5 primeras horas y luego
duranteeldial, 2y 3.

Para ello se pusieron los distintos grupos con 750 pL de PBS y se fue cambiando a cada tiempo
dado por PBS fresco mientras se recogian 250 plL del sobrenadante. Una vez recogidos todos
los sobrenadantes se comenzé el protocolo del kit ELISA ChemiKine™ para NGF. Este protocolo
consistia en primer lugar realizar una curva patrén con concentraciones conocidas de una
muestra estandar mientras se afnaden los distintos sobrenadantes a una placa tratada con el
anticuerpo policlonal de oveja anti ratén. Luego dicha placa se dejé incubando a 2-82C para
que se fijara bien el NGF al anticuerpo. Al dia siguiente, se lavé la placa 4 veces para reducir el
ruido de fondo y se afadié una disolucién especifica de lavado del kit mediante un lavador
automatico. Una vez acabado el lavado se afadid el anticuerpo monoclonal anti ratén NGF en
cada uno de los pocillos y se dejé actuar durante 2 horas. Al acabar se realizaron 4 lavados. A
las 2 horas se afadieron 100 pL de anticuerpo policlonal diluido anti ratén igG de burro
conjugado con peroxidasa de rdbano(HRP) dejandose actuar durante dos horas a temperatura
ambiente. A continuacion se realizaron de nuevo 4 lavados en el lavador automatico y se
anadid tetrametilbencidina como sustrato que al ser degradado por la HRB dara un color
azulado. Finalmente se afiadié una solucidn de parada que virard el color de la disolucién de
azul a amarillo y se leyd la placa en el VICTOR a 450 nm.

3. 6. Cultivos celulares.

3. 6. 1. Acondicionamiento de los materiales.

Tras la creacidn de los materiales fue necesario sanitizarlos para poder realizar posteriormente
el resto de estudios sobre cultivos celulares y comprobar si presentan toxicidad y esta se debe
Unicamente al material o no. De este modo se sanitizaron los materiales mediante dos
protocolos:

Los scaffolds de PEA y de HA se sanitizaron mediante dos lavados de etanol 702 filtrado
(Scharlau). A continuacién, se fue eliminando el resto de etanol mediante lavados de etanol
con concentraciones reducidas (502 y 302) cada 10 minutos. Luego se hicieron 3 lavados con
agua mili-Q y los materiales quedaron listos para su uso. En el caso de las microparticulas se
realizaron dos lavados con etanol 702 filtrado (Scharlau), centrifugando cada vez a 10000 rpm
durante 4 minutos para que las microparticulas sedimentaran. Posteriormente, se retiré el
etanol y se realizé un lavado con agua mili-Q, centrifugando cada vez 4 minutos a 10000 rpm.
Una vez se intercambio todo el etanol por agua mili-Q, se realizaron dos lavados en DMEM y se
incubd en dicho medio justo antes de realizar la siembra.

3. 6. 2. Ensayo in vitro de citotoxicidad por contacto directo e indirecto.

Tras la realizacion del proceso de sanitizacién de los materiales se realizd un ensayo de
citotoxicidad para comprobar si dichos materiales eran téxicos para las células del organismo.
Para ello se siguid el protocolo de la norma espafiola UNE-EN ISO 10993-5, protocolo basado
en la utilizacién de distintos pardmetros como el crecimiento celular para determinar la
respuesta bioldgica de las células de mamifero in vitro.

Asi, se realizaron dos ensayos distintos, uno indirecto en el que las células se incubaban con un
extracto del material, y otro directo en el que las células se cultivaban directamente sobre el
material. De este modo, se empled la linea celular de fibroblastos de ratén L929 (C34/An
connective tissue, Sigma Aldrich) en pase 11. Asi para ello se les afiadid un medio de
Dulbeccos’s Modified Eagle Medium(DMEM, Invitrogen), con un 10% de Suero Fetal Bovino
(FBS, Gibco) y un 1% de penicilina/estreptomicina (Fisher).

3. 6. 2. 1. Ensayo por contacto indirecto.

Tras la sanitizacion de las microparticulas de gelatina sin entrecruzar, entrecruzadas con
vanilina y entrecruzadas con genipin, asi como del scaffold de HA con microparticulas de
gelatina entrecruzadas con genipin se procedié a comenzar el ensayo por contacto indirecto.
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Para ello se realizé un control positivo con discos de polietileno de alta densidad cuya no
citotoxicidad esta altamente probada, favoreciendo el crecimiento celular, y un control
negativo, utilizando guantes de latex, debido a la citotoxicidad de este material para las
células. A parte de estos controles se realizé un blanco donde Unicamente habia medio de
cultivo celular. De este modo, se pusieron en contacto los materiales y los controles con los
fibroblastos durante 24 horas a 379C, en un ambiente de CO, del 5% y una humedad del 90%
en el incubador Thermo Fisher Scientific modelo 3111. A las 24 horas se dispusieron en 3
placas de 96 pocillos para su analisis a las 24, 48 y 72 horas, sembrandose con una densidad
de fibroblastos de 10.000 células por pocillo.

Mientras tanto, se prepard una disolucién de MTT 1X con medio DMEM sin rojo de fenol
(Gibco). EI MTT o bromuro de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniletrazolio es un compuesto
que las células vivas pueden reducir a formazdn, una sustancia insoluble en agua. Asi, nos
puede servir para la determinacion de la cantidad de células vivas detectando su numero
mediante la intensidad del color. A continuacién, se retiraron los medios de cultivos de los
pocillos para evitar que alguno de los productos quimicos del cultivo pudiera reducir el MTT, y
se afiadieron 100 pL de MTT 1X a los pocillos de la P96. Transcurridas 2 horas se eliminé el
medio y se afladieron 100 pL de isopropanol, compuesto que ayudard a la solubilizaciéon del
formazadn y a reducir la interferencia de posibles restos que hayan quedado del medio de
cultivo. Luego se realizd una lectura de su absorbancia a 570 nm en un espectofotémetro
Victor de Perkin EImer modelo 1420. Finalmente se calculd el porcentaje de viabilidad celular
con la siguiente ecuacion:

100x0D570e

%viabilidad = 0D570b

donde OD570e es el valor medio de la densidad éptica medida en los extractos 100% de la
muestra de ensayo y OD570b es el valor medio de la densidad éptica medida de los blancos.

3. 6. 2. 2. Ensayo por contacto directo.

En el ensayo por contacto directo los fibroblastos L929 se sembraron sobre los materiales con
una densidad de 50.000 células por material. Tras 7 dias de cultivo in vitro se estudié la
capacidad de adhesién de las células sobre los scaffolds y las microparticulas de gelatina. Para
la observacidon de los materiales con los fibroblastos se realizé una fijacion de las células
cultivadas a dichos biomateriales.

3. 6. 3. Técnicas inmunocitoquimicas.

3. 6. 3. 1. Ensayo de viabilidad celular : LIVE/DEAD assay kit.

El ensayo de viabilidad LIVE/DEAD es una técnica que se basa en la identificacion de las células
muertas y vivas mediante la medicién de dos pardmetros de viabilidad celular: la actividad
intracelular esterasa y la integridad del plasma de membrana. De este modo el ensayo se basa
en la utilizacidn de dos tinciones: la calceina y el etidio.

La calceina es un compuesto no fluorescente que en presencia de células vivas se convierte en
fluorescente debido a la actividad esterasa intracelular. Asi pues, la tincién polianiénica de
calceina se retiene en el interior de las células vivas permitiendo su correcta visualizacion en el
espectro de onda de emisidn de entre 495 y 515 nm.

En cambio el etidio sdlo entrara en las membranas dafiadas uniéndose a los acidos nucleicos y
produciendo una fluorescencia de color rojo intenso con un espectro de emisién de 495-635
nm en las células muertas. Asimismo el etidio no podrd entrar en las células vivas siendo
excluido por sus membranas plasmaticas y logrando crear un kit de deteccidn muy eficaz para
la citotoxicidad de los fibroblastos empleados en el cultivo. Por tanto, a las 24 horas de cultivo
in vitro se prepard una disolucién con 10 mL de PBS, 2 uL de etidio y 0,5 pL de calceina,
anadiendo en total 500 plL de dicha disolucidon por muestra. A continuacién se dejé incubando
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a temperatura ambiente y en oscuridad durante 30 minutos y finalmente las muestras fueron
observadas en el microscopio de fluorescencia (Nikon 3000).

3. 6. 3. 2. Fijacion y andlisis morfoldgico: faloidina y DAPI.

La fijacion celular es wuna técnica muy usada en distintos tipos de ensayos
inmunohistoquimicos en las que se detiene el proceso de degradacidn autolitico propio de las
células mediante la adicidon de distintos componentes a éstas. Para ello, en primer lugar se
eliminé el medio de cultivo y se realizaron dos lavados en tampén fosfato PB 0,1 M,
eliminando asi todas las células muertas posibles o restos de medio que pudieran quedar.
Posteriormente se afiadid una disolucion de paraformaldehido al 4% (PFA, Sigma-Aldrich)
durante 20 minutos. A continuacién se eliminé el paraformaldehido y se realizaron dos lavados
con PB 0,1 M, intentando no eliminar las microparticulas que estuvieran mads disgregadas.

Una vez transcurridos 7 dias de cultivo y fijadas las muestras, se permeabilizaron por medio de
un tampdn bloqueo. Esto se realizé para conseguir que los fluoréforos pudieran penetrar en el
interior de las células y bloguearlas para evitar que se produjeran reacciones inespecificas.

Los fluoréforos empleados fueron la faloidina (Sigma Aldrich, P1951) para la tincidn de las
fibras de actina y el DAPI (Sigma-Aldrich, D9542) para la tincién de los nlcleos de los
fibroblastos. De este modo se cred dicho tampdén formado por PB 1X, 10% FBS y 0,01% de
triton (Sigma-Aldrich). El FBS se utiliza debido a que aporta proteinas que bloquearan a los
radicales libres evitando uniones inespecificas. Asimismo el Tritdn es un detergente que
permeabilizard la membrana celular debido a los lipidos que ésta tiene. Asi se dejaron actuar
durante 1 hora y a continuacién se afiadié faloidina diluyéndolo con una relacién de 1 uL por
cada 200 pL de tampdn bloqueo. Se dejé actuar la faloidina en agitacidn y oscuridad durante 2
horas elimindandose a continuacién, y se realizaron dos lavados con PB para eliminar los
posibles restos que aun quedaran. Luego se afiadido DAPI con una diluciéon 1/5000 dejandolo
actuar durante 10 minutos y realizando otros dos lavados en PB para conseguir eliminar todo
el fluoréforo que no hubiera entrado en las células. Finalmente se observaron las muestras al
microscopio de fluorescencia a 488 para la faloidina y 405 nm para el DAPI y con microscopio
confocal.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4. 1. Caracterizacion de las microparticulas como sistema fisico.

Para la caracterizacién de las microparticulas se utilizé la siguiente nomenclatura:

Grupo 1: Microparticulas de gelatina no entrecruzadas a 2000 rpm y con BSA cargado in situ.
Grupo 2: Microparticulas de gelatina no entrecruzadas a 2000 rpm y con BSA cargado in situ.
Grupo 3: Microparticulas de gelatina no entrecruzadas a 2000 rpm.

Grupo 4: Microparticulas de gelatina entrecruzadas con vanilina a 2000 rpm.

Grupo 5: Microparticulas de gelatina entrecruzadas con genipin a 2000 rpm.

4. 1. 2. Tamaio y morfologia de la microparticula por analisis al microscopio dptico.
En primer lugar, se determiné la morfologia de las microparticulas a partir de imagenes de
microscopio de campo claro en seco, y después de hincharse en PBS 1X durante 1 hora.
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Figura 5. Imagenes de los distintos grupos de microparticulas al microscopio optico. Imagenes
tomadas al microscopio dptico a campo claro de los distintos grupos de microparticulas tomadas a 20X y
40X. Ay A" son el grupo 3(sin entrecruzar) a 20X y 40X; By B" el grupo 4 (entrecruzado con vanilina) a
20Xy 40X; Cy C" son el grupo 5 ( entrecruzado con genipin) a 20X y 40X.

Como se puede observar, la formacién de agregados es superior en las microparticulas del
grupo 3, siendo esto un problema si se quiere implantar este material en los scaffolds de PEA y
HA cuyo tamafio de poro es limitado. Asimismo, las microparticulas del grupo 4 tienen una
morfologia no esférica y continian formando agregados como en el grupo anterior. En cambio,
las microparticulas del grupo 5 no forman tal cantidad de agregados y conservan a la vez su
estructura esférica.

Una vez determinada su morfologia, se procedié a la determinacién del diametro y del
volumen de las microparticulas mediante el estudio de tres factores que podian afectar a
dichos pardmetros.

4. 1. 2. 1. Velocidad de agitacion.

Hay distintos pardmetros que pueden afectar al tamafo de una microparticula, entre ellos uno
de los mas importantes es la velocidad de agitacion ,afectando de manera decisiva al drea y al
diametro de la microesfera. De este modo, cuanto mayor sea la velocidad de agitacion menor
serd el tamafio de éstas. Por ello, se determind la velocidad de agitacién éptima durante la
sintesis de microesferas estudiando el rango de tamarfio de las microparticulas obtenidas. Para
ello se crearon dos grupos de microesferas de gelatina sin entrecruzar en los que sélo variaba
la velocidad de agitacién (1500 y 2000 rpm) y se obtuvieron los siguientes resultados:
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Figura 6. Tamahnos de las microparticulas sin entrecruzar variando la velocidad de agitacion.
Representacion del didametro (A) y del volumen (B) de las grupos de microparticulas 1 (sin entrecruzar a
1500 rpm) y 2 (sin entrecruzar a 2000 rpm) en seco e hinchado (PBS).

Como se puede observar, entre 1500 rpm y 2000 rpm (la velocidad maxima del agitador) no se

ven afectados los pardmetros del tamafio de la microparticula, debido principalmente a la
poca diferencia entre ambas velocidades. Sin embargo, se observa un aumento del hinchado a

16



1500 rpm que podria deberse a un mayor conteo al azar de particulas de mayor tamafio, como
se puede observar con la barra de error, indicando que estas diferencias no son
estadisticamente significativas. De todas maneras, para lograr el objetivo de formar un scaffold
hibrido interesard que las microparticulas no hinchen tanto, por lo que nos quedaremos con
las microparticulas preparadas a 2000 rpm.

4. 1. 2. 2. Forma de carga.
A continuacion se procedié a comparar la forma de carga (in situ y a posteriori) de una
proteina modelo, el BSA, en ambos grupos de microesferas.
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Figura 7. Tamanfos de las microparticulas sin entrecruzar variando la forma de carga. Representacion
del diametro (A) y del volumen (B) de las grupos de microparticulas 2 (sin entrecruzar a 2000 rpm con
BSA cargado in situ) y 3 (sin entrecruzar a 2000 rpm con BSA cargado a posteriori) en seco e hinchado
(PBS).

De este modo, se observa que al cargar el BSA a posteriori parece haber un mayor aumento de
seco a hinchado, pudiendo deberse a que el BSA cargado in situ puede neutralizar las cargas de
la gelatina, contrayendo sus cadenas, y por tanto reduciendo el hinchado. Esto se puede
comparar con el hecho de que la carga in situ es mayor, por tanto este efecto es mas acusado.
Sin embargo, las barras de error dicen que este efecto es estadisticamente no significativo.

4. 1. 2. 3. Entrecruzador empleado.

Por ultimo, se caracterizo el tipo de entrecruzamiento en la fabricacion de microparticulas a
una velocidad de agitacién de 2000 rpm. Para ello se estudié el didmetro y el volumen
comparando microsferas entrecruzadas con vanilina, genipin y sin entrecruzar(grupo 3, 4y 5
respectivamente).
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Figura 8. Tamanos de las microparticulas segin el entrecruzador empleado. Representacion del

diametro (A) y del volumen (B) de las grupos de microparticulas 3 (sin entrecruzar) , 4 (entrecruzados
con vanilina) y 5 (entrecruzados con genipin) en seco e hinchado (PBS).
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Asi se observa que las microesferas entrecruzadas con vanilina presentan un aumento minimo
de tamafio, seguidas por las de genipin y finalmente por las no entrecruzadas, las cuales tienen
un aumento de didmetro y volumen muy superior comparadas con las entrecruzadas. A

continuacién se obtuvo el ratio de hinchado a partir de la siguiente ecuacién:
Vf-Vi

Ratio de hinchado = x100

Donde Vf es el volumen de la microesfera tras el hinchado con PBS y Vi es el volumen de la
microesfera seca.
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Figura 9. Ratios de hinchado de los distintos grupos de microparticulas. Representacion de los ratios de
hinchado de los grupos de microparticulas 2 (sin entrecruzar a 2000 rpm con el BSA cargado in situ) ,3(
sin entrecruzar a 2000 rpm) 4 (entrecruzadas con vanilina a 2000 rpm) ,y 5 (entrecruzadas con genipin a
2000 rpm).

Como se puede observar, la reticulacién de las microparticulas repercutird de forma decisiva
sobre el volumen y el tamano de éstas. Este fendmeno se puede explicar debido a que las
uniones formadas por los distintos entrecruzadores forman una especie de red que impediria a
las microparticulas tomar la cantidad de agua suficiente para alcanzar el tamano que
adquiririan al no estar reticuladas. Asimismo, la eficiencia de entrecruzamiento de ambos
entrecruzadores sera decisiva para la determinacién del grado de hinchamiento como se verd
enelpunto4.1.4.

4. 1. 3. Morfologia por microscopia electrénica de barrido.

Se procedié al andlisis morfoldgico de las microparticulas por microscopia electrénica de
barrido observando a escalas inferiores la forma de los distintos grupos de microparticulas. De
este modo, la morfologia del grupo 3 y del grupo 5 era esférica, como se esperaba de una
microparticula, en cambio la del grupo 4 tenia una estructura arrugada y rugosa
probablemente debida a un entrecruzamiento desigual con la vanilina. Asimismo, se procedié
al analisis del tamafio de las microparticulas obtenidas por SEM mediante el analisis con el
programa informadtico Image J ,obteniendo unos resultados de tamafio en seco similares a los
obtenidos por microscopia de campo claro y confirmando por otra técnica su tamafio.
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Figura 10. Imagenes al SEM de los distintos grupos de microparticulas. Imagenes tomadas al SEM de
las microparticulas de gelatina sin entrecruzar (A, A’), entrecruzadas con vanilina (B, B’) y entrecruzadas
con genipin (C, C') a 450X y 2000X .

Tabla 1. Comparacién de los tamafios en seco e hinchado de los distintos grupos de microparticulas.
Comparacién del didmetro en seco y en hinchado de los distintos grupos de microparticulas, sin
entrecruzar a 1500 rpm y con BSA(grupo 1), sin entrecruzar a 2000 rpm y con BSA (grupo 2), sin
entrecruzar a 2000 rpm (grupo 3), entrecruzadas con vanilina( grupo 4), y entrecruzadas con genipin
(grupo 5) obtenidos por campo claro(en seco e hinchado) y por SEM( sélo en seco).

Diametro Volumen Diametro Volumen
seco(im) seco(um’) hinchado(um) hinchado(pm®)
Grupo 1 11,1 786,4 37,6 33844,2
Grupo 2 9,2 460,6 22 6747
Grupo 3 13 1396 35,9 30070,9
Grupo 4 10,1 630,5 13,6 1607,6
Grupo 5 12 945 23,1 7317,1

4. 1. 4. Test de la ninhidrina.
Se realizé el test de la ninhidrina para la comprobacién del grado de entrecruzamiento en los
grupos 3, 4 y 5 de microparticulas, obteniéndose los siguientes resultados:

Tabla 2. Ensayo de la ninhidrina. Grado de entrecruzamiento de las microparticulas tras el ensayo de la
ninhidrina en los grupos 3(sin entrecruzar),4 (entrecruzados con vanilina) y 5 (entrecruzadas con
genipin).

Grupo de microparticulas Grado de entrecruzamiento (%)

Grupo 3 0
Grupo 4 42,2
Grupo 5 16,5

En la tabla se puede observar que el grado de entrecruzamiento de las microparticulas es bajo,
pudiendo deberse al hecho de que se trabajara con una gelatina de tipo B( obtenida de forma
alcalina),y requiriendo asi una mayor cantidad de tiempo para conseguir un mayor grado de
entrecruzamiento, ya que la mayor parte de sus grupos amina estdn en estado protonado y
para que se produzca la reaccién deben en estar en estado desprotonado. Ademas, debido a
que la reaccién se produce a pH neutro, habrd todavia un nimero mayor de aminas
protonadas y se requerird de tiempos mas largos para que ésta se produzca. En cambio, la
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presencia de los grupos carboxilo de la gelatina tipo B le otorgara una carga neta negativa a pH
neutro pudiendo lograr interacciones mas fuertes con las moléculas que se carguen en el
interior de la microparticula, y logrando asi una liberaciéon ligeramente mas lenta.

Por otro lado, los grupos positivos en la gelatina debidos a la presencia de aminas protonadas
permitirdn la interaccidon con el sistema de scaffolds planteado en el punto 4. 4. , pudiendo
crear interacciones electrostaticas con el scaffold de HA. Ademds, la presencia de grupos
capaces de formar puentes de hidrégeno, tanto en la gelatina como en el HA, podria dar lugar
a una mayor interaccién entre ambos por medio de este tipo de interacciones débiles. Esta
atracciéon no se dara con el scaffold de PEA ya que no tiene cargas.

Asi pues, con estos resultados se puede comprender el ratio de hinchamiento del punto 4. 1. 2.
3., explicando el hecho de que las microparticulas entrecruzadas con vanilina aumentaran
menos de ratio que las entrecruzadas con genipin, siendo la causa el menor grado de
reticulacién de las segundas.

4. 1. 5. Espectrofotometria de infrarrojos por transformada de Fourier(FTIR).
Se realizé el analisis de FTIR en el grupo 3 y el grupo 5 de microparticulas de gelatina.
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Figura 11. Espectofotometria de infrarrojos por transformada de Fourier de los distintos grupos de
microparticulas. FTIR de las microparticulas sin entrecruzar, grupo 3 (linea azul), y de las microparticulas
entrecruzadas con genipin, grupo 5 (linea verde).

De este modo se puede observar los picos caracteristicos de la gelatina en 1653 cm™ y 1545
cm™ del estiramiento de los enlaces N-H. Ademas, el pico de 1653 cm™ incluye el estiramiento
del grupo C=0 asociado, presente en los acidos carboxilicos. En los casos de microesferas sin
entrecruzar y entrecruzadas con genipin se puede observar un pico caracteristico a 1235 cm™,
asociado con la pérdida de la conformacién de la triple hélice debido a la desnaturalizacién del
coldgeno para conseguir la gelatina. La banda que aparece cerca de 3250 cm™ se debe
principalmente a una vibracién de estiramiento de N-H. La gran banda que aparece en el grupo
de microesferas sin entrecruzar desde 2300 cm™ a 3250 cm™ corresponde al estiramiento de
los enlaces O-H del agua y de los N-H de la molécula asociados por interacciones débiles intra e
intermoleculares. Como se puede ver, no hay diferencia apreciable entre ambos grupos de
microparticulas. Esto se debe a que la cantidad de genipin es minima y los picos que
corresponderian a su estructura no se pueden apreciar.

4. 1. 6. Estudio de degradacion de las microesferas.

4. 1. 6. 1. Degradacion por pérdida de peso.

Tras dejar los distintos grupos de microesferas entrecruzados con vanilina, genipin y sin
reticular durante 24, 72 y 144 horas en PBS 1X a 379C se observd una degradaciéon similar
durante los primeros tres dias.

A las 72 horas el grupo que mas se habia degradado eran las microesferas entrecruzadas con
vanilina(grupo 4), mientras que las no entrecruzadas(grupo 3) y con genipin(grupo 4) se
mantenian constantes.
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Finalmente a las 144 horas el grupo de microesferas que menos se degraddé con respecto al
resto fue la entrecruzada con genipin. Las microparticulas de gelatina no entrecruzadas y las
entrecruzadas con vanilina mostraron una degradacién similar.
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Figura 12. Degradacidon por pérdida de peso de los distintos grupos de microparticulas. Porcentaje de
degradacién de los grupos de microparticulas sin entrecruzar (grupo 3), entrecruzados con vanilina
(grupo 4) y entrecruzados con genipin (grupo 5) a las 24, 72 y 144 horas en PBS.

La tendencia que se observa es un incremento de la degradacion uniforme conforme se
aumenta el tiempo que estan las microparticulas en PBS. En cambio, se puede apreciar que las
microparticulas de gelatina entrecruzadas con vanilina se degradan mas rdpido que las
entrecruzadas con genipin. Tedricamente, las microparticulas entrecruzadas con vanilina
deberian mantenerse mds en el tiempo que las microparticulas con genipin, ya que el grado de
reticulacién es superior en el primer grupo, pero en la practica no sucede. Esto se puede deber
a la pérdida de algunas de las microparticulas de ambos grupos cuando se realizan los distintos
lavados en agua y acetona, ya que las particulas a las 72 y 144 horas se encuentran muy
dispersas y es mas sencillo que se puedan eliminar por error de pipeteo, o también se puede
deber a que las microparticulas entrecruzadas con genipin forman entre ellas una masa
continua que impide que se puedan eliminar por un error de pipeteo y a la vez dificultan la
entrada de PBS a ciertas zonas del agregado, manteniéndolo intacto durante mas tiempo.

4. 1. 6. 2. Degradacién morfologica.

AN

Figura 13. Degradacion morfoldgica de las microparticulas. Panel de degradacion del grupo 3, con
microparticulas sin entrecruzar(A, A, B, B’,C,C") ,4, con microparticulas entrecruzadas con vanilina (D, D’,
E, E, F, F') y 5, con microparticulas entrecruzadas con genipin (G, G, H, H’, I, I') alas 24, 72 y 144 horas.
Las imagenes fueron tomadas en el SEM a 600X y 4000X.
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Se observé la degradacion morfoldgica al SEM de los grupos 3, 4, y 5 de microparticulas de
gelatina:

Grupo 3(sin entrecruzar). Se observo una gran fusion de las microparticulas durante las 24
horas. La visualizacién de microparticulas de forma individual no es posible y todo forma parte
de un gran agregado que se forma al afadir el PBS. A las 72 horas las microparticulas
contintan formando un gran agregado, pero se puede vislumbrar las formas esféricas de las
distintas esferas. Esto se debe a que ya se ha degradado gran parte del conjunto de
microparticulas y se van dejando huecos que permiten visualizar muchas de éstas. A las 144
horas la visualizaciéon de las microesferas es completa y se puede distinguir completamente
cada microparticula por separado, observandose una media de tamanos de alrededor de 1 um.

Grupo 4(entrecruzadas con vanilina). Después de 1 dia se obtuvo un agregado de
microesferas de gran tamafio en el que no se pueden distinguir de modo alguno las
microparticulas de forma individual. Este agregado es mayor incluso que en el caso de las
microparticulas de gelatina. A las 72 horas se puede observar como el agregado uniforme que
se habia formado a las 24 horas esta desapareciendo, y se comienzan a observar agregados de
menor tamafio. A las 144 horas ya se observa la morfologia de estas microparticulas por
separado, teniendo una media de tamafos de 2 um. No se observa tantas como en el caso de
las microparticulas de gelatina sin entrecruzar lo que explicaria el porqué de su mayor
duracién en el tiempo.

Grupo 5 (entrecruzadas con genipin). A las 24 horas ya se distinguian la mayor parte de las
microesferas por separado, habiendo una cantidad muy inferior de agregados con respecto a
los dos grupos anteriores. A las 72 horas sigue disminuyendo el nimero de agregados. A las
144 horas se pueden ver las microesferas por separado con una media de tamafios de 1 um vy
los pocos agregados que quedan estan rompiéndose y formando grandes huecos que indican
que las microesferas que estaban fusionadas en ese lugar se han degradado por completo.

Por tanto, segln este estudio de degradacidn morfoldgica, las microesferas que parecen
mantener mejor su conformacién de microesfera sin alterar su morfologia y aguantar una
mayor cantidad de tiempo sin degradarse son las microesferas de gelatina entrecruzadas con
genipin.

4. 2. Microparticulas como sistema de liberacion.

Para la caracterizacion de las microparticulas como un sistema de liberacion se utilizé la
siguiente nomenclatura.

Grupo 1: Microparticulas de gelatina no entrecruzadas a 2000 rpm y con BSA cargado in situ.
Grupo 2: Microparticulas de gelatina no entrecruzadas a 2000 rpm y con BSA cargado in situ.
Grupo 3: Microparticulas de gelatina no entrecruzadas a 2000 rpm y con BSA cargado a
posteriori.

Grupo 4: Microparticulas de gelatina entrecruzadas con vanilina a 2000 rpm y con BSA cargado
a posteriori.

Grupo 5: Microparticulas de gelatina entrecruzadas con genipin a 2000 rpm y con BSA cargado
a posteriori.

4. 2. 1. Estudios de liberacion de una proteina modelo: la proteina de albumina sérica(BSA).
Tras la obtencién de los sobrenadantes a cada tiempo dado durante las 5 primeras horas y los
6 primeros dias se realizd el estudio de BCA, obteniéndose los siguientes resultados.

4. 2. 1. 1. Carga de BSA: Eficiencia de carga de los distintos grupos de microparticulas de
gelatina.
El nivel de carga de BSA en las distintos grupos de microesferas se calculé con la siguiente
ecuacién:

Mc
Eficiencia de carga = Mt x100%
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Donde la Mc es la masa del BSA cargado en cada grupo de microparticulas, y Mt la masa
tedrica de BSA que se utilizé para hacer la disolucién.

Tabla 3. Eficiencia de carga de BSA en los distintos grupos de microparticulas. Sin entrecruzar a 1500
rom y con BSA in situ (grupo 1), sin entrecruzar a 2000 rpm y con BSA in situ(grupo 2), sin entrecruzar
afiadiendo BSA a posteriori(grupo 3), entrecruzados con vanilina y con BSA a posteriori(grupo 4) y
entrecruzados con genipin y con BSA a posteriori (grupo 5)

Eficiencia de carga Porcentaje(%)
Grupo 1 100

Grupo 2 100

Grupo 3 47,39

Grupo 4 50,98

Grupo 5 43,03

La Mc se obtendrd a partir de la concentracién de BSA en el sobrenadante donde se cargan las
microesferas, restdndole a la concentracidn tedrica de BSA dicha concentracidn . Asi se podra
conocer exactamente cuanto BSA se ha cargado en la microparticula. Esto en cambio no
sucede en el proceso in situ de carga de BSA en la microesfera, donde se considera la carga
tedrica del 100%. Evidentemente, esto no sucede siempre ya que durante el proceso de
creacion de la microesfera se pueden quedar restos del BSA en el agitador, paredes del vaso,
etc, por lo que no se puede conocer en este caso cuanto BSA se ha cargado exactamente y se
sigue considerando del 100%. En el estudio de liberacién del punto 4. 1. 2. 1. 4. se puede
observar como prdacticamente se libera la cantidad total de BSA cargado, confirmando este
supuesto.

4. 2. 1. 2. Liberacion: Influencia de la forma de carga sobre la liberacion de BSA.

El siguiente estudio tenia como objetivo comprender si la liberacion del BSA desde las
microparticulas estaba influenciada por la forma de carga de éstas, y si asi era, cdmo lo hacia.
Por tanto ,una vez creados los dos grupos de microparticulas de gelatina sin entrecruzar se
cargaron durante la propia disolucion en el primer grupo (in situ) y a posteriori en el segundo.
A continuaciéon se representaron los microgramos de BSA acumulados por miligramo de
gelatina empleado segun la siguiente ecuacion:
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Figura 14. Influencia de la forma de carga sobre la liberacion de BSA. Representacion de los ug de BSA
acumulados por mg de gelatina frente al tiempo (A) y a la raiz del tiempo (B) de los grupos de
microparticulas sin entrecruzar y variando la forma de carga a in situ (grupo 2) o a posteriori (grupo 3).

El mejor método de carga serd aquel en el que se introduzca mejor el componente a cargar en
el material empleado, siendo por tanto el método in situ el mds adecuado. Asi, se observan
unas cinéticas similares habiendo liberado en ambos casos la casi totalidad de BSA a las 6
horas.
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4. 2. 1. 3. Liberacion: Influencia del entrecruzador sobre la liberacion de BSA.

Se crearon tres grupos de microsferas entrecruzados con vanilina(grupo 4), genipin(grupo 5) y
sin entrecruzar (grupo 3) y se les afiadio el BSA a posteriori, logrando las siguientes cinéticas de
liberacion:
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Figura 15. Influencia del entrecruzador sobre la liberacion de BSA. Representacion de los pug de BSA
acumulados por mg de gelatina frente al tiempo (A) y a la raiz del tiempo (B) de los grupos de
microparticulas sin entrecruzar (grupo 3), entrecruzados con vanilina (grupo 4) y entrecruzados con
genipin (grupo 5).

La cinética de los tres grupos de microparticulas es similiar. Sin embargo, se observa que el
grupo de microparticulas sin entrecruzar libera una mayor cantidad de microgramos de BSA a
tiempos iniciales, siendo superado posteriormente por el grupo entrecruzado con vanilina que
libera una mayor cantidad a tiempos finales debido a que su eficiencia de carga es superior. El
grupo de microesferas entrecruzadas con genipin libera la menor cantidad de BSA debido a
que su eficiencia de carga fue inferior.

4. 2. 1. 4. Liberacion: Cdlculo del coeficiente de difusion por la Ley de Fick.

Otro de los factores a tener en cuenta en el estudio de liberaciéon de BSA, fue el coeficiente de
difusion de los distintos grupos de microesferas. Para ello se aplicd la ecuacién de la Ley de
Fick:

Dt
— 3=

M(t) Dxt
= 2 R2

M(x) R

1 +2§:_ . nR
—_ leryc —
Vr ] VDt

Donde M(t) es la cantidad de BSA liberada a cada tiempo, M(°) la cantidad total liberada, D es
el coeficiente de difusién, t el tiempo dado y R el radio de las microesferas. Asi se obtuvo la
siguiente tabla:

Tabla 4. Representacion de los distintos grupos de microparticulas y sus coeficientes de difusion por la
Ley de Fick. El grupo 2 son las microparticulas sin entrecruzar y con el BSA cargado in situ, el grupo 3, las
microparticulas de gelatina sin entrecruzar y con el BSA cargado a posteriori y el grupo 4 y 5 las
microparticulas con el BSA cargado a posteriori ,entrecruzadas con vanilina y genipin respectivamente.

Microesfera Coeficiente de Difusién(cm?/s)
Grupo 2 2,4OX10’11
Grupo 3 1,28x10™*
Grupo 4 3,17X10’12
Grupo 5 7,44x10™

24



Por tanto se puede observar que todas las microparticulas tienen un coeficiente de difusion
similar, explicando esto sus parecidas cinéticas de liberacién del BSA. También se observa que
el grupo cargado con el BSA in situ tiene un coeficiente de difusion ligeramente mayor que el
de cargado a posteriori. Este coeficiente de difusién varia tan poco de un grupo a otro que no
es significativo.

Asimismo, el Grupo 2 y el Grupo 3 tendran un coeficiente de difusion mas rdpido que el Grupo
4,y 5 debido a que estas dos ultimas se encuentran reticuladas y el entrecruzador crea una
estructura tortuosa que dificulta la liberacidn del BSA.

De este modo, el grupo 5 liberard mas rapido el contenido de BSA que el grupo 4 debido a que
el grado de entrecruzamiento del genipin es inferior al de la vanilina y por tanto la estructura
reticulante es inferior y se libera mas rapidamente.
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Figura 16. Resumen de los estudios de liberacidn anteriores: A) ug de BSA acumulado en los distintos
grupos de microparticulas, a cada tiempo por mg de gelatina empleado. B) ug de BSA acumulados a
cada tiempo por pg de BSA liberados en los distintos grupos de microparticulas a tiempo final. El grupo 2
son las microparticulas sin entrecruzar y con el BSA cargado in situ, el grupo 3, las microparticulas de
gelatina sin entrecruzar y con el BSA cargado a posterioriy el grupo 4 y 5 las microparticulas con el BSA
cargado a posteriori ,entrecruzadas con vanilina y genipin respectivamente.
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Figura 17. Porcentaje de liberacion de BSA en los distintos grupos de microparticulas a tiempos mas
largos( A) y a tiempos mas cortos (B). El grupo 2 son las microparticulas sin entrecruzar y con el BSA
cargado in situ, el grupo 3, las microparticulas de gelatina sin entrecruzar y con el BSA cargado a
posteriori y el grupo 4 y 5 las microparticulas, con el BSA cargado a posteriori ,entrecruzadas con
vanilina y genipin respectivamente.
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Tabla 5. Porcentaje de liberacion de BSA en los distintos grupos de microparticulas hasta las 144
horas. El grupo 2 son las microparticulas sin entrecruzar y con el BSA cargado in situ, el grupo 3, las
microparticulas de gelatina sin entrecruzar y con el BSA cargado a posteriori y el grupo 4 y 5 las
microparticulas con el BSA cargado a posteriori ,entrecruzadas con vanilina y genipin respectivamente.

Tiempo 1 2 3 4 5 6 24 48 72 144
(h)

Grupo 2 24% 46,28% 67,09% 82,68% 90,38% 91,45% 92,52% 93,28% 93,28% 93,63%
Grupo 3 30,84% 48,68% 61,83% 72,58% 80,24% 82,23% 83,63% 85,66% 86,96% 87,71%
Grupo 4 22,65% 43,77% 64,30% 80,69% 89,69% 91,24% 93,10% 94,65% 95,09% 95,27%

Grupo 5 26,45% 46,88% 64,20% 76,33% 81,15% 81,91% 82,46% 83,38% 83,66% 84,03%

Analizando los porcentajes de liberacidn de cada grupo de microparticulas se observa que la
liberacién se da casi por completo en todos los casos excepto en el Grupo 5. Esto se debe
probablemente a la formacién de un agregado que impedia al PBS entrar en el resto de
microparticulas e impide por tanto la liberacién completa del contenido de la microparticula.
Asi pues, segun este estudio de liberacidn, los grupos que mds interesarian en nuestro estudio
para una liberaciéon mas controlada de NGF serian el grupo de las microesferas reticuladas con
vanilina o con genipin y con una carga del factor in situ para conseguir una mejor carga del
factor.

Asimismo, analizando los resultados de la caracterizacion morfoldgica de los distintos grupos
de microesferas, se puede observar que la vanilina no es tan indicada como el genipin para el
propdsito de este estudio, principalmente debido a su mayor formacién de agregados que
impedirian que se deposite de forma mas disgregada en los distintos poros de los scaffolds ,
tampoco interesard debido a la pérdida de su forma de microesfera, teniendo también una
superficie de mayor rugosidad debido a que el entrecruzamiento se ha realizado de forma
desigual en las distintas partes de la microparticula. Por tanto, el grupo mas indicado con el
gue se trabajard en el resto del proyecto seran las microesferas reticuladas con genipin.

4. 3. Caracterizacion de los scaffolds como sistema fisico.

4. 3. 1. Analisis morfolégico por microscopia electrénica de barrido.

Se realizé un analisis morfolégico de los scaffolds de PEA y HA al SEM para observar su
morfologia y porosidad y comprobar que ésta era dptima para la introduccién de las
microparticulas.

De este modo, los scaffolds de PEA presentan una estructura porosa muy bien interconectada
y con poros con un tamaifo medio de 106 um repartidos de forma homogénea por toda su
estructura. Asimismo, se observa que la estructura de las gargantas es muy firme y rigida
comparada con el scaffold de HA.

En cambio, el scaffold de HA presenta un tamafio de poro medio de 180 um, formando una
estructura porosa repartida equitativamente a lo largo del scaffold pero con una rigidez y
firmeza mucho menor si se compara con la del PEA. De este modo parece formar ciertas
ldminas y los poros estardn menos uniformes.

Habrd que tener en cuenta las propiedades morfolégicas de ambos scaffolds asi como la forma
de insercion en estos para ocasionar el menor dafio posible a dichas estructuras. Asi pues, el
scaffold de PEA serd mucho menos fragil y podrad someterse a métodos de insercién de las
microparticulas mas agresivos como las emboladas a vacio. En cambio se debera tener mucho
mads cuidado en la manipulacién e insercion de las microparticulas en el scaffold de HA.
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Figura 18. Caracterizacion de los scaffolds como sistema fisico. Scaffolds de HA (A, A") y PEA( B, B’),
tomados al SEM 100X(A,B) y 500X(A",B").

4. 4. Caracterizacion del sistema scaffold-microparticulas.
4. 4. 1. Caracterizacion del sistema scaffold-microparticulas como sistema fisico.

4.4. 1. 1. Forma de carga de las microparticulas en los scaffolds.

©

~

«n

Porcentaje de Incremento de Peso (%)

-

lll

PEA inyeccion PEA vortex HA inyeccién HA vértex

=

Figura 19. Forma de carga de las microparticulas en los scaffolds. Porcentaje de microparticulas de
gelatina entrecruzadas con genipin que entraron en los scaffolds de PEA y HA por inyeccién y vacio.

Como se puede observar en la figura 19 el método de carga por vortex no es tan efectivo para
la carga de microesferas, logrando una carga de microparticulas en los scaffolds del orden del
4%. En cambio, la carga por inyeccidn es ligeramente mds efectiva, logrando cargarse cerca del
7% del total de microparticulas empleadas.

En si, la carga de los scaffolds con las microparticulas es poco efectiva por ambos métodos
debido a que el tamafo de las gargantas formadas entre los distintos poros dificulta mucho
que se fijen y puedan entrar en ellos. El mayor éxito del uso de las emboladas a vacio se puede
deber al hecho de aplicar una mayor presién comparada con el uso del vértex, permitiendo
entrar a agregados de microparticulas que por el vértex no podrian penetrar. Asimismo, el
porcentaje de microparticulas que se han fijado en el scaffold de PEA es sutilmente superior
que en el caso del HA. El tamafio del poro en el scaffold de PEA es del orden de 106 um y el del

27



HA de 180 um, por tanto ambos grupos de microparticulas pueden entrar perfectamente en
los poros vy fijarse. El principal problema seran las gargantas cuyo tamario es del orden de 30
pum e impedird entrar a grupos muy numerosos de microparticulas. Estas gargantas son mucho
mas pequefias y numerosas en el caso del PEA pudiendo suponer una desventaja para la
entrada de las microparticulas pero a su vez una ventaja para que las que ya hayan entrado no
salgan con tanta facilidad. El caso contrario sucedera con el HA cuyo mayor tamafio de poro y
garganta facilitara la entrada de las microparticulas pero también facilitard su salida. Por esto
mismo los resultados de la carga por vortex son superiores en el caso del HA que
comparandolo con el mismo caso por vértex en el PEA. Por tanto, se puede concluir que el
mejor método de introduccién de microesferas en ambos scaffolds sera por inyeccién al vacio,
incluyéndose muchas de estas esferas al material y formando una unién que permitird una
liberacion mas lenta a lo largo del tiempo.

4. 4. 1. 2. Andlisis morfoldégico por microscopia electronica de barrido.

Se realizd un analisis morfoldgico de los scaffolds de PEA y HA al SEM una vez inyectadas las
microparticulas en los scaffolds para observar su morfologia y porosidad y comprobar que
éstas se habian fijado correctamente.

De este modo se pudo observar la inmersiéon completa de las microparticulas en los scaffolds
de HA, en las que éstas estaban embebidas dentro de su estructura, formando como una capa
formada por las laminas de HA en las que las microparticulas estaban fusionadas en su
estructura. Asimismo, el tamafio de los poros era adecuado para una buena fijacion de las
microparticulas, quedando éstas retenidas en sus paredes sin ningln problema.

En cambio, la fusién de microparticulas con el scaffold que se veia en el caso del HA no se
observé en el caso del scaffold de PEA, en el cual las microparticulas aparecian agrupadas en lo
distintos poros, pero formando estructuras independientes la una de la otra. Esto se puede
deber a que los scaffolds de PEA no tienen carga, y por tanto las microparticulas de gelatina
sélo se verdn retenidas debido a estructuras fisicas y no a interacciones débiles como en el
caso del HA. De este modo, las microparticulas de gelatina parecian quedar Unicamente
retenidas debido al tamafio mds pequefio de los poros y la mayor cantidad de gargantas e
interconexiones entre estos.

Figura 20. Analisis morfolégico del complejo scaffold-microparticulas de HA por microscopia
electrénica de barrido. Imagenes tomadas al SEM de scaffolds de HA con microparticulas de gelatina
entrecruzadas con genipin e inyectadas al vacio a 600X (A, B y C), 2000X (D y E) y 6000X(F).
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Figura 21. Analisis morfolégico del complejo scaffold-microparticulas de PEA por microscopia
electrénica de barrido. Imagenes tomadas al SEM de scaffolds de PEA con microparticulas de gelatina
entrecruzadas con genipin e inyectadas al vacio a 700X( A’y B") y a 2000X (C, D, E, F).

Asimismo también se insertaron en ambos scaffolds microparticulas de gelatina con BSA-FITC
entrecruzadas con genipin para poder visualizar de forma mas sencilla las microparticulas en
los distintos scaffolds tras realizar cortes en el criostato. En las imdgenes se puede observar la
distribucién desigual de microparticulas en las zonas cercanas a los poros, encontrdndose una
gran cantidad en las gargantas de estos. Las zonas que presentan una mayor fluorescencia en
sélo un punto dado se deben a la formacidn de agregados de las microesferas.

Figura 22. Imagenes de scaffolds inyectados con microparticulas con BSA-FITC. Imagenes tomadas al
microscopio Optico de fluorescencia de microparticulas de gelatina con BSA-FITC y entrecruzadas con
genipin en scaffolds de PEA (A, A’) y de HA (B, B').

4. 4. 1. 3. Calorimetria diferencial de barrido.

Se realizé un ensayo de calorimetria diferencial de barrido para la obtencién de la temperatura
de transcidn vitrea (Tg) a partir del método de inflexién. Esta temperatura serd aquella por
debajo de la cual se da una pseudotransicién termodinamica, aumentando la densidad, rigidez
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y dureza del polimero, asi como disminuyendo su capacidad de elongacién. De este modo se
comparé en primer lugar la Tg del PEA y de la gelatina.
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Figura 23. Ensayo de calorimetria diferencial de barrido de las microparticulas y del PEA por separado.
DSC de las microparticulas de gelatina entrecruzadas con genipin y del PEA. La linea naranja es el PEA, y
la linea azul representa a las microparticulas de gelatina entrecruzadas con genipin.

El pico que aparece en el grupo de microparticulas entrecruzadas con gelatina a -102C se trata
de agua que ha quedado en el interior de las microesferas. En cambio ,en el PEA la Tg es
apenas apreciable distinguiéndose una ligera curvartura en el rango de -52C y 5°C.

Luego se realizé un DSC del scaffold de PEA al cual se le inyectaron las microesferas de gelatina
entreruzadas por genipin , obteniendo una curva similar a la del PEA de la figura anterior. Esto
es debido a la poca cantidad de microesferas cargadas en el scaffold.
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Figura 24. Ensayo de calorimetria diferencial de barrido del complejo scaffold-microparticulas de
gelatina. DSC de las microparticulas de gelatina entrecruzadas con genipin inyectadas a vacio en el PEA.

4. 4. 2. Liberacion de NGF desde el sistema hibrido scaffold-microparticula.
Se realizé un ELISA para comprobar las cinéticas de liberacidn de las microparticulas en los
scaffolds obteniéndose los siguientes resultados:
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Figura 25. Liberacién de NGF acumulada a partir de las microparticulas cargadas en los scaffolds a
tiempos cortos por mg de gelatina empleados.

Se puede observar que la mayoria de NGF se libera durante las 2 primeras horas en el caso del
PEA y durante las 5 primeras horas en el caso del HA. También se observaron periodos en los
que no habia liberacidn alguna y al tiempo siguiente si, indicando una cinética distinta al estar
incluidos en los poros de los scaffolds. Asimismo, la cantidad de NGF liberado en ambos casos
es casi la misma, demostrando que la carga de microparticulas por inyeccion en ambos
scaffolds es similar como se demostré en el punto 4. 4. 4. 1. Finalmente se ha comprobado que
la carga in situ del NGF a temperaturas elevadas y con agitacién de 2000 rpm no lo ha
desnaturalizado, pudiendo utilizarse este método de carga a la vez que la carga a posteriori.

4. 5. Cultivos celulares
4.5. 1. Ensayo in vitro de citotoxicidad por contacto directo e indirecto.

4. 5. 1. 1. Ensayo por contacto indirecto:
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Figura 26. Porcentaje de viabilidad de los distintos materiales empleados a 24, 48 y 72 horas. No-X son
las microparticulas no entrecruzadas, V1 las microparticulas entrecruzadas con vanilina, G1 las
microparticulas entrecruzadas con genipin, CN es el control negativo(guantes de latex), CP es el control
positivo(discos de polietileno) y blanco es el medio de cultivo.

Para confirmar la ausencia de citotoxicidad de los grupos empleados, el porcentaje de
viabilidad debera ser superior al 70% a los 3 dias de cultivo seglin el protocolo UNE-EN ISO
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10993-5. De este modo, seguin los resultados obtenidos, el Unico material que no seria
citotéxico serian los scaffolds de HA y de PEA con un porcentaje de viabilidad celular respecto
al blanco (control) mayores del 70% tras 24,48 y 72h de cultivo celular, Como contra, estan las
microesferas reticuladas con genipin cuya toxicidad es la mas acusada de los tres grupos de
microparticulas empleadas, siguiéndole las microesferas entrecruzadas con vanilina y las
microesferas de gelatina sin entrecruzar, las cuales no son tdxicas durante los dos primeros
dias, pero si durante el tercero. La ausencia de toxicidad de estos materiales estd comprobada
en gran parte de la literatura consultada, lo que hace plantearse nuevas incognitas durante el
proceso de creacion de las microesferas. Asi pues, la toxicidad de las microesferas podria
deberse a varias causas:

En primer lugar cuando se realiza la reticulacion de las microesferas se procede a una serie de
varios lavados en acetona. La acetona comprime a las microparticulas, haciéndolas pasar de su
forma hinchada a su forma mas comprimida, pudiendo quedar restos del entrecruzador en el
interior de la microesfera que no pueden salir de ésta hasta que se produce su hinchado de
nuevo. De este modo, se puede considerar el hecho de lavar las microesferas con agua mili-Q
al comienzo, para eliminar los restos de entrecruzadores que hayan podido quedar en el
interior de la microparticula y que no podrian salir si se realiza Unicamente un lavado con
acetona. Una vez acabado el lavado con agua mili-Q y ya eliminados los restos de
entrecruzadores ya se pueden realizar el resto de lavados en acetona.

Otro punto a considerar seria el de la concentracidon de entrecruzador, asi pues, a mayor
concentracién de éste mayor serd la toxicidad del extracto. Por lo que habria que realizar
nuevos grupos de microesferas con una cantidad menor de genipin y vanilina hasta conseguir
eliminar totalmente la toxicidad pero intentando lograr tener el mismo nivel de reticulacion.
Otro tema a tener en cuenta seria el modo de esterilizacidon. Todas las microparticulas fueron
esterilizadas de igual manera, pero las microesferas de genipin tienden a formar una masa mas
compacta de microesferas que podria impedir la entrada del etanol durante el proceso de
esterilizacion. Esta podria ser la causa de la citotoxicidad en este grupo de microparticulas.
Igualmente existe la posibilidad de que todas las microparticulas fueran esterilizadas de forma
incorrecta, requiriendo de otro tipo de técnicas que lograran la completa esterilizacion sin
danar la estructura de la gelatina.
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Figura 27. Panel de Citotoxicidad de los fibroblastos a las 48 y 72 horas. La imagen A corresponde a las
micropaticulas de gelatina sin entrecruzar a 48 horas y la A" a las 72 horas. La imagen B corresponde a
las microparticulas de gelatina entrecruzadas con vanilina a las 48 horas y la B” a las 72 horas. La imagen
C corresponde las microparticulas de gelatina entrecruzadas con genipin a las 48 horas y la C" a las 72
horas. La imagen D corresponde a los scaffolds de HA a las 47 horas y la D" a las 72 horas.

4. 5. 1. 2. Ensayo por contacto directo:
En el ensayo por contacto directo se puede observar que hay un gran desarrollo de
fibroblastos en las microesferas de gelatina no entrecruzadas. Comparando este estudio con el
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de contacto indirecto se observa una gran cantidad de fibroblastos, cuya causa puede haber
sido el afladir mayor cantidad de medio, con lo cual el agente citotéxico quedd mas diluido. Lo
mismo sucede en el caso de las microesferas entrecruzadas con vanilina, cuya concentracién
es inferior a la de microparticulas no entrecruzadas pero se ve una buena proliferacién. En el
grupo de microesferas entrecruzadas con genipin no se observan células vivas, confirmando
una vez mas su citotoxicidad a esa concentracion. En los grupos de los scaffolds en los que las
microesferas de genipin fueron inyectadas a vacio se observa un gran crecimiento celular en
sus poros y en el resto de su estructura. Esto se debe a que la cantidad de microparticulas de
genipin es muy baja comparada con el resto de grupos. Por tanto se puede seguir
considerando el genipin como un medio a futuro estudio, donde una posible solucién para
evitar su citotoxicidad seria inyectarlo en los distintos scaffolds. Si se inyectaran por si solas en
la zona dada las microesferas entrecruzadas con genipin, la cantidad de éstas seria muy
superior y resultaria en citotoxicidad.

Figura 28. Panel de citotoxicidad de contacto directo. Citotoxicidad del grupo de microparticulas sin
entrecruzar (A), entrecruzadas con vanilina (B) y con genipin (C), del scaffold de HA con microparticulas
de genipin (D),y del scaffold de PEA con microparticulas de genipin (E).

4.5. 2. Técnicas inmunocitoquimicas

4. 5. 3. 1. Ensayo de viabilidad celular : LIVE:DEAD Assay kit.

Se comprobaron la cantidad de células vivas y muertas a las 24 horas mediante el Kit
LIVE:DEAD observandose las células vivas gracias a la calceina a 515 nm vy con un color de
fluorescencia verde ,asi como las muertas a 635 nm con un color de fluorescencia rojo gracias
al etidio.

Por tanto se puede observar que en las microesferas sin entrecruzar y entrecruzadas con
vanilina y sin entrecruzar (Figura X A, B) hay una gran cantidad de fibroblastos y no se
observan células muertas, pero esto cambia en el caso del genipin (C), en el que las células
vivas apenas son visible pero hay gran cantidad de células muertas, volviendo a reforzar el
hecho de que a dicha concentracién y con este protocolo de preparacién de microesferas
produce citotoxicidad en las células estudiadas.
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Figura 29. Panel de citotoxicidad mediante el ensayo LIVE:DEAD. Citotoxicidad de los tres grupos de
microesferas de gelatina sin entrecruzar (A,A"), entrecruzadas con vanilina (B,B’)y entrecruzadas con
genipin (C,C’).

4. 5. 3. 1. Ensayo de adhesion celular: faloidina y DAPI.

4.5. 3. 1. 1. Adhesidn en las microsferas.

Los resultados obtenidos en este ensayo demostraron que el citoplasma de los fibroblastos
tefiidos con faloidina (tifie las fibras de actina) y los nucleos tefiidos con DAPI tras 7 dias de
cultivo in vitro, se hallaban con una elevada densidad, observandose una buena adhesién, asi
como permitiendo una adecuada proliferacién sobre las microparticulas ensayadas. La
citotoxicidad en todos estos grupos se vio reducida, debido a que las microparticulas junto con
las células fueron incubadas con exceso de medio de cultivo, diluyendo extremadamente el
efecto citotdxico de éstas para poder estudiar cdmo se adherian a los diferentes grupos de
estudio y como proliferaban con el tiempo. Asi pues, como se observa en la Figura 30 se pudo
observar diferencias en la adhesién de estas células en las microparticulas ensayadas,
obteniéndose una menor adhesién en el caso de las microparticulas de genipin. En esta ultima
también se disponian alrededor de las microparticulas adquiriendo una morfologia mas
redondeada comparandola con los otros grupos donde tapizaban cubriendo las
microparticulas.
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Figura 30. Tincidon con faloidina y DAPI de los distintos grupos de microparticulas. Imagenes del
microscopio de fluorescencia de las microesferas de gelatina sin entrecruzar (A,A’), entrecruzadas con
vanilina (B,B") y entrecruzadas con genipin (C,C’), tras la tincidén con faloidina y DAPI a 20X (A,B,C) y 40X
(A",B",C).

4.5. 3. 1. 2. Adhesidn en los scaffolds con microsferas:

Los resultados obtenidos en los biomateriales (HA y PEA) en los que se insertaron las
microparticulas de genipin que anteriormente daban citotoxicidad en el estudio indirecto y
directo no resultaban citotéxicos. La causa de que ya no se vea esta citotoxicidad se debe a
que la cantidad de microesferas que consiguieron introducirse en los scaffolds es muy inferior
a la cantidad de microesferas cultivadas en los dos ensayos de citotoxicidad, viéndose tal
cantidad de células que incluso llegan a tapar los poros de ambos scaffolds. Asimismo, la
morfologia de los fibroblastos es mds circular si estos se encuentran cerca de un poro en los
scaffolds, mientras que si estan yaciendo sobre el material su forma serd mds alargada.

De este modo en los scaffolds de HA (Figura 31 A, A’) los fibroblastos se encuentran de forma
mads agrupada y desigual disponiéndose en forma de grupos y estableciendo fuertes contactos
célula-célula mas que célula-scaffold. En cambio en los scaffolds de PEA (Figura 31 B, B’) hay
menos cantidad de fibroblastos por superficie del scaffold y se encuentran mas separados
unos de otros, esto es debido a que las gargantas que se encuentran entre los poros son
mayores y proporcionan una mayor superficie para el crecimiento de los fibroblastos,
rodeando los diferentes poros y adhiriéndose a ellos.

Se observd una diferencia con respecto a la densidad y la adhesién celular debido a las
caracteristicas que poseen estos scaffolds, asi, por un lado, el HA al ser un hidrogel con
tamafios de poros mds grandes, promueve que las células se agrupen y se unan mas entre
ellas; por otro lado, en el scaffold de PEA los fibroblastos proliferan y se adhieren tapizando
toda la superficie y los alrededores de los poros por el menor tamano de estos, ademas al
tratarse de un material de naturaleza hidrofébica se favorecera la mejor adhesion de las
células al scaffold.
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Figura 31. Imagenes al confocal de fibroblastos L929 sobre los scaffolds. Imagenes tomadas al
microscopio confocal de fibroblastos de ratén L929 sobre scaffolds de PEA (A,A’) y de HA (B,B’) cargados
por inyeccion con microparticulas de genipin.

5. CONCLUSIONES

Tras la finalizacién de este estudio se consiguié obtener un scaffold hibrido PEA-
microparticulas y HA-microparticulas escogiendo la inyecciéon a vacio como el mejor método
de introduccién de éstas. Asimismo, se llegd a la conclusidn de que el entrecruzador que
mejores propiedades ofrecia, por tamafio de las microparticulas, menor formacion de
agregados, tasa de degradacioén inferior a la del resto de entrecruzadores, asi como una tasa
de liberacién similar a la del resto de entrecruzadores fue el genipin, y la mayoria de ensayos
se realizaron con este entrecruzador hasta realizar el ensayo de citotoxicidad en la que ésta
se confirmé.

La toxicidad de este material se puede deber a varias causas, como se comentd en el punto 4.
5. 1. 1. ,por tanto el siguiente paso a realizar en el futuro sera preparar un nuevo grupo de
microparticulas de genipin en el que se realice un lavado previo en agua mili-Q para la
eliminacion de los restos de genipin no entrecruzado, asi como dejarlo entrecruzar durante un
tiempo de aproximadamente 96 horas para conseguir aumentar la reticulacién hasta mas del
80% y conseguir tiempos de degradacion inferiores.

La caracterizacion morfoldgica del sistema concluyd que la integracién de ambos sistemas fue
exitosa, formando un sistema scaffold-microparticulas muy bien integrado. Ademas, tras la
realizaciéon de los ensayos térmicos, se observé que la cantidad de microparticulas que se
incluia en el scaffold era tan pequeiia comparada con el resto del scaffold que no era apenas
detectable por los distintos equipos. También se llegd a la conclusién de que habria que
realizar un secado al vacio durante un tiempo mas prolongado para evitar la presencia de agua
gue se puede apreciar en estos ensayos.

Otro punto a tener en cuenta, fue el de la cinética de liberacién de las microparticulas,
considerando como dptimas la mayor velocidad de agitacidon para lograr un menor tamano de
microesferas, asi como una insercion del factor in situ durante la preparaciéon de las
microparticulas.
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La degradacion de las microesferas entrecruzadas con genipin fue superior a 6 dias
observandose una tasa de degradacién de en torno al 65%, mientras que con la vanilina y sin
entrecruzar era del orden del 90%, logrando mantenerse durante un mayor tiempo sin
degradarse. Este punto tendrad que ser estudiado en el futuro tras la integracion del scaffold
con las microparticulas y realizando de nuevo un estudio de degradacién en ambos materiales
ya que su cinética serd distinta al establecer nuevas interacciones con los scaffolds. Ademas, ya
que el propdsito ultimo del ensayo es la implantacién de este sistema en un organismo, se
tendrd que hacer un estudio de degradacion en el que se anadan enzimas al medio,
observando cémo responden los distintos materiales y si la presencia del agente entrecruzador
ayuda a las microparticulas de gelatina a esconder los grupos que mas se podrian ver
afectados por estas enzimas.

Finalmente, se deberdn realizar estudios de liberacidn con el nuevo grupo de microparticulas
con un grado de reticulacion mayor y cargadas con el NGF a tiempos superiores tras la
integracién del sistema en el scaffold asi como la comprobaciéon de la liberacién de dicho
factor en neuroesferas. Si sigue con la cinética de liberacién actual se podria emplear para la
encapsulaciéon de farmacos que requieran una accidn inmediata como antiinflamatorios, o
angiogénicos.
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