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Resumen

Las lesiones y enfermedades que afectan al sistema nervioso, tanto central (SNC) como
periférico (SNP), poseen incidencias y prevalencias muy elevadas, afectando a millones de
personas en todo el mundo. Ademas, el hecho de que la regeneracidon auténoma del sistema
nervioso sea bastante limitada, especialmente en el SNC, hace que la pérdida de funciones tanto
motoras como sensitivas asociada a estas afecciones persista de por vida.

Con el objetivo de mejorar las limitadas terapias actuales de reparacidn y regeneracion en este
campo se ha desarrollado la ingenieria tisular del sistema nervioso, la cual trata de encontrar
estrategias de reparacidn alternativas mediante la combinacion de la terapia celular, moléculas
bioactivas y andamiajes basados en biomateriales.

El presente Trabajo Fin de Mdster se enmarca dentro de este campo, mas concretamente en la
produccién de conductos de guia nerviosa (NGCs) capaces de favorecer la regeneracion de
tractos axonales tanto del SNC como del SNP. Estas estructuras se han producido mediante la
combinacion de acido hialurdnico (HA) y fibroina de seda (SF) con el objetivo de lograr mejorar
sus propiedades tanto de manipulabilidad como de adhesidon y proliferacién celular a la vez que
se mantienen las buenas propiedades morfoldgicas de los NGCs basados Unicamente en HA.

Los resultados obtenidos muestran que la incorporacién de la SF al proceso de produccién ha
sido satisfactoria, obteniendo NGCs con una estructura tubular adecuada que presentan una
superficie interna lisa que favorece la adhesién celular y unas paredes con la porosidad
adecuada para permitir la difusién de nutrientes y oxigeno. Asimismo se observé una mejora
tanto de las propiedades mecanicas del material, la cual ayudard a su manipulacién en futuras
etapas in vitro e in vivo, como de las propiedades de adhesidon y proliferacion celular, la cual
permitira mejorar la biofuncionalizacion del interior del conducto con células de soporte gliales.

Palabras clave: Regeneracion del sistema nervioso, ingenieria tisular, conducto de guia nerviosa,
biomateriales, acido hialurdnico, fibroina de seda.



Resum

Les lesions i malalties que afecten el sistema nerviés, tant central (SNC) com periféric (SNP),
posseeixen incidéncies i prevalences molt elevades, afectant a milions de persones a tot el mon.
A més, el fet de que la regeneracié autonoma del sistema nervids sigui forca limitada,
especialment en el SNC, fa que la perdua de funcions tant motores com sensitives associada a
aquestes afeccions persisteixi de per vida.

Amb l'objectiu de millorar les limitades terapies actuals de reparacié i regeneracid en aquest
camp s'ha desenvolupat I'enginyeria tissular del sistema nervids, la qual tracta de trobar
estrategies de reparacio alternatives mitjancant la combinacid de la terapia cel-lular, molécules
bioactives i bastides basats en biomaterials .

El present Treball Fi de Master s'emmarca dins d'agquest camp, més concretament en la
produccié de conductes de guia nerviosa (NGCs) capacgos d'afavorir la regeneracié de tractes
axonals tant del SNC com del SNP. Aquestes estructures s'han produit mitjancant la combinacié
d'acid hialuronic (HA) i fibroina de seda (SF) amb l'objectiu d'aconseguir millorar les seves
propietats tant de manipulabilitat com d'adhesio i proliferacié cel-lular al mateix temps que es
mantenen les bones propietats morfologiques dels NGCs basats Unicament en HA.

Els resultats obtinguts mostren que la incorporacié de la SF al procés de produccié ha estat
satisfactoria, obtenint NGCs amb una estructura tubular adequada que presenten una superficie
interna llisa que afavoreix I'adhesié cel-lular i unes parets amb la porositat adequada per
permetre la difusié de nutrients i oxigen. Aixi mateix es va observar una millora tant de les
propietats mecaniques del material, la qual ajudara a la seva manipulacié en futures etapes in
vitro i in vivo, com de les propietats d'adhesid i proliferacid cel-lular, la qual permetra millorar la
biofuncionalitzacioé de l'interior del conducte amb cel-lules de suport glials.

Paraules clau: Regeneracio del sistema nervids, Enginyeria tissular, Conducte de guia nerviosa,
Biomaterials, Acid hialuronic, Fibroina de seda.



Abstract

Injuries and diseases affecting the nervous system, both central (CNS) and peripheral (PNS), have
very high incidence and prevalence, affecting millions of people around the world. Moreover,
the fact that autonomous regeneration of the nervous system is rather limited, especially in the
CNS, causes the loss of both motor and sensory functions associated with these conditions to
persist for life.

In order to improve the limited current repair and regeneration therapies in this field, tissue
engineering of the nervous system has been developed, which seeks to find alternative repair
strategies by combining cell therapy, bioactive molecules and scaffolds based on biomaterials .

This Master Thesis is included in this field, more specifically in the production of nerve guidance
conduits (NGCs) capable of promoting the regeneration of axonal tracts in both the CNS and the
PNS. These structures have been produced by the combination of hyaluronic acid (HA) and silk
fibroin (SF) with the aim of improving their properties of both manipulability and cell adhesion
and proliferation while maintaining the good morphological properties of NGCs based solely on
HA.

The results show that the incorporation of SF into the production process has been satisfactory,
obtaining NGCs with a suitable tubular structure that present a smooth internal surface that
favors the cell adhesion and walls with the adequate porosity to allow the diffusion of nutrients
and oxygen. It was also observed an improvement in the mechanical properties of the material,
which will help to its manipulation in future in vitro and in vivo stages, as well as an improvement
in the cell adhesion and proliferation characteristics, which will help to improve the
biofunctionalization of the inner conduit with glial support cells.

Key words: Nervous system regeneration, Tissue engineering, Nerve guidance conduit,
Biomaterials, Hyaluronic acid, Silk fibroin.
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1. Motivacion

Los tratamientos actuales para la reparacion y regeneracién de las lesiones producidas en
tractos axonales del sistema nervioso presentan multitud de limitaciones. Esto es asi por el
hecho de que el proceso de regeneracién que se produce de forma autdonoma es bastante
limitado, especialmente en el caso del SNC, donde las terapias actuales se limitan a prevenir
dafios secundarios y no son capaces de tratar el dafio primario. Todo esto hace que se produzca
la pérdida permanente de funciones tanto motoras como sensoriales que afectan de forma muy
grave a la calidad de vida de los afectados. A esto se suma ademas el gran impacto econédmico
gue tiene el tratamiento de estos pacientes, tanto sobre los sistemas proveedores de salud
como sobre sus familiares.

La principal motivacion del presente Trabajo Fin de Master (TFM), enmarcado dentro del campo
de la ingenieria tisular del sistema nervioso, es lograr la produccidon de conductos de guia
nerviosa (NGCs). Estos, una vez implantados en el nervio daifado, seran capaces de favorecer la
regeneracién de los tractos axonales, logrando asi la recuperacion de las funciones motoras y
sensitivas perdidas, tanto en el SNP como en el SNC. En estudios previos llevados a cabo en el
Centro de Biomateriales e Ingenieria Tisular (CBIT) de la Universidad Politécnica de Valencia
(Vilarifio Feltrer, 2015) se obtuvieron NGCs basados en acido hialurénico (HA) con unas
propiedades adecuadas para ser estables en medio fisiolégico y permitir el crecimiento de
neuronas en su interior. Esto se logrd gracias a que el conducto interno presentaba una
superficie lisa que favorecia la adhesidn celular a la vez que las paredes del conducto tenian una
porosidad suficiente como para ser permeables a nutrientes y oxigeno, pero sin llegar a permitir
la entrada o salida de células.

No obstante, estos NGCs basados Gnicamente en HA presentan dos desventajas principales. En
primer lugar son estructuras muy fragiles con unas propiedades mecanicas bastante pobres, lo
que dificulta en exceso su implantacion in vivo ya que muchos conductos se fracturan durante
el proceso de sutura. En segundo lugar se presenta el problema de que la alta hidrofilicidad del
HA provoca que la adhesién celular sobre su superficie sea muy baja, lo cual no es dptimo para
la posterior biofuncionalizacion del conducto con células de soporte gliales.

Con el objetivo de mejorar estas dos desventajas de los NGCs basados en HA se ha procedido en
este TFM a la incorporacion de la fibroina de seda (SF) en el proceso de produccién de estos
andamiajes o scaffolds. Se ha elegido este material dado que alina unas excelentes propiedades
mecanicas con unas buenas propiedades de adhesion celular gracias a la presencia de residuos
de arginina que son capaces de ser reconocidos por moléculas de adhesién celular como las
integrinas. Cabe destacar que existen métodos capaces de rigidizar mas el material que la
incorporacién de la SF, como podria ser la incorporacion de microparticulas. No obstante,
tampoco es adecuado que el material sea excesivamente rigido, ya que debe ser capaz de
adaptarse al nervio donde va a ser injertado, pudiendo deformarse del mismo modo que lo hace
la estructura bioldgica adyacente. Ademas debe ser lo suficientemente flexible y blando como
para no comprimir a los axones regenerados y no producir una inflamacién de los tejidos.

Finalmente es interesante destacar que tanto el HA como la SF son materiales aprobados en la
actualidad por la Administracién de alimentos y medicamentos de los Estados Unidos (FDA) para
su utilizacién en aplicaciones biomédicas en humanos, lo cual hace que el presente proyecto sea
altamente traslacionable para su aplicacion médica en relativamente poco tiempo.



2. Introduccion

2.1. Problematica de la regeneracidn nerviosa

La pérdida de comunicacidn dentro del sistema nervioso puede deberse a traumatismos,
accidentes, enfermedades degenerativas, o incluso ser debida a otras causas como problemas
de nacimiento. Dentro del estudio de la regeneracién del sistema nervioso en el ser humano
existen dos situaciones completamente diferenciadas segun la lesién se produzca en el sistema
nervioso central (SNC) o en el sistema nervioso periférico (SNP). Por un lado, el SNC estd formado
principalmente por el encéfalo y la médula espinal y tiene la funcidn tanto de percibir y procesar
la informacién que le llega de los 6rganos receptores (6rganos de los sentidos) como de
transmitir una respuesta a los érganos efectores (musculos y glandulas exocrinas). Por otro lado,
el SNP estd constituido por las neuronas y nervios que forman los canales de transmision de esta
informacidn, de modo que conectan al SNC con los érganos receptores mediante las neuronas
sensoriales y con los drganos efectores mediante las neuronas motoras (Tian, Prabhakaran, &
Ramakrishna, 2015). Asi, los nervios periféricos son los encargados de enviar la informacién
tanto sensorial (de entrada) como motora (de salida) al SNC. En la figura 1 se representan los
componentes del SNC y del SNP.
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. Central Nervous System (CNS)
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Figura 1. Representacion del SNC y del SNP (Brett Szymik, 2011).

El tipo de célula mas importante tanto del SNC como del SNP es la neurona, la cual es la
encargada de transmitir la informacion nerviosa en forma de potenciales de accidn. Esta
formada principalmente por un cuerpo o soma celular y una larga prolongacion llamada axén
que conecta a la neurona con otras neuronas u otros tipos celulares mediante una conexidn
sindptica (figura 2).
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Figura 2. Representacion de las diferentes partes de una neurona (nucleo, cuerpo celular, dendritas y axones), asi
como del proceso de sinapsis con otra neurona a través de la liberacion de neurotransmisores (Urry et al., 2013).

Ademas se encuentran otro tipo de células, llamadas células gliales, las cuales envuelven y dan
soporte a las neuronas manteniendo su entorno. En el SNC la glia estd formada por astrocitos,
oligodendrocitos, células ependimarias y células microgliales (figura 3.a), con las siguientes
funciones (OpenStax-CNX, 2016):

e Losoligodendrocitos forman la vaina de mielina alrededor de los axones.

e Los astrocitos proporcionan nutrientes a las neuronas, mantienen su medio extracelular
y proporcionan soporte estructural.

e Llas células ependimarias producen liquido cefalorraquideo que amortigua a las
neuronas.

e La microglia expulsa a patégenos y células muertas.

Por otro lado, en el SNP la glia la forman las células de Schwann y las células satélite (figura 3.b),
las cuales desempenian las siguientes funciones (OpenStax-CNX, 2016):

e Lascélulas de Schwann proporcionan a los axones de las neuronas un recubrimiento con
una vaina aislante de mielina.

e Las células satélite proporcionan nutrientes y soporte estructural a las neuronas.
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Figura 3. Células gliales del SNC (a) y del SNP (b) (OpenStax-CNX, 2016).

A continuacién se exponen las caracteristicas y la problematica especifica de la regeneracion
nerviosa en el SNCy en el SNP.

2.1.1. Regeneracidon en el sistema nervioso central (SNC)

La principal caracteristica del SNC en humanos adultos es que los axones no se regeneran de
forma espontanea tras sufrir una rotura o seccionamiento. Esto es lo que hace que, cuando se
produce un dafio que conlleva la desconexidn axonal, el déficit funcional persiste de por vida,
como es el caso de la lesidn medular, el dafio cerebral traumatico o el infarto cerebral, entre
otros (Huebner & Strittmatter, 2009). La principal causa de que no se produzca esta
regeneraciéon axonal espontanea es que, tras la lesidn, las pocas neuronas supervivientes que
tratan de llevar a cabo la regeneracion se encuentran con una cicatriz glial impenetrable
compuesta principalmente por mielina y desechos celulares, asi como astrocitos,
oligodendrocitos y microglia, ya que la debris celular no se retira de forma efectiva (Houschyar
et al., 2016). Esto hace que las neuronas regeneradoras se vean blogueadas y no sean capaces
de alcanzar su objetivo sindptico, como se muestra en la figura 4.

A este hecho se suma que el ambiente en el SNC es inhibitorio del crecimiento axonal,
habiéndose identificado numerosas moléculas que limitan la regeneracidn nerviosa como, por
ejemplo, la liberacion de proteoglicanos por parte de los astrocitos tras haberse producido la
lesion, los cuales tienen un efecto inhibidor de la regeneracidn axonal. (Huebner & Strittmatter,
2009). Finalmente, también influye el hecho de que tras producirse el dafio en el SNC la neurona
dafiada no produce la expresidon de genes que ayuden al crecimiento axonal, cosa que si ocurre
en el SNP.
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Figura 4. Representacién del proceso de regeneracion neuronal en el SNC (Houschyar et al., 2016).

Las terapias actuales para la reparacion y regeneracién del SNC (sobre todo centradas en la
lesién medular y el dafio cerebral traumatico) son muy limitadas, centrandose los tratamientos
actuales en prevenir la extensién de dafios secundarios asociados al dafo primario (Tian et al.,
2015). Esto se debe en gran medida a que todavia no se ha encontrado una manera eficaz de
atravesar la barrera que se crea por el ambiente inhibitorio en la brecha entre ambas
terminaciones nerviosas (Tian et al., 2015). Por tanto, todavia no existen aplicaciones clinicas
efectivas para tratar el dafio primario y recuperar las funciones perdidas al dafiarse el SNC.

No obstante, si se ha probado que axones dafiados del SNC pueden regenerar al sustituir su
entorno inhibidor del crecimiento axonal por uno que sea favorecedor del crecimiento axonal
(Jin & Yamashita, 2016).

2.1.2. Regeneracion en el sistema nervioso periférico (SNP)

Al contrario que en el SNC, en el SNP si se produce la regeneracidn axonal en humanos adultos
de forma espontdnea, recuperandose las conexiones sinapticas con el objetivo original a
distancias de unos pocos centimetros (Huebner & Strittmatter, 2009). Al producirse la seccidon
del nervio, la parte distal sufre una degeneracién denominada Walleriana como consecuencia
de una actividad proteasay de la separacidon de los recursos metabdlicos de los cuerpos celulares
(Houschyar et al., 2016). No obstante, el extremo proximal sufre un dafno minimo (Hall, 2005)
que es seguido de un crecimiento del mismo gracias a un proceso en el cual las células
fagocitéticas como macroéfagos y células de Schwann retiran la mielina y los desechos axonales
y producen citoquinas como la interleuquina-6 que mejoran el crecimiento axonal, creandose
un cono de crecimiento como se muestra en la figura 5 (Dubovy, Klusdkova, & Hradilova



Svizenskd, 2014). A esto se suma la capacidad de las neuronas dafadas del SNP de producir la
expresion de genes relacionados con el crecimiento axonal.

Por tanto, todo este entorno de ayuda al crecimiento axonal hace posible que la regeneracion
comience en el extremo proximal hasta reinervar su objetivo a razén de aproximadamente 1
mm/dia, con la consiguiente recuperacion de la funcion (Burnett & Zager, 2004).
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Figura 5. Representacion del proceso de regeneracion axonal en el SNP (Houschyar et al., 2016).

Esta regeneracién axonal exitosa en el SNP se produce en casos de lesiones por aplastamiento,
en las cuales se mantiene la integridad del nervio. No obstante, esta regeneracion axonal no
siempre puede producirse de forma espontdnea, ya que existen niveles de lesién del nervio que
requieren de una intervencidn quirurgica para la recuperacién de su funcién debido a que los
axones pueden dirigirse erroneamente y fallar en la reinervacién del objetivo. Este es el caso de
lesiones en que el tubo endoneurial estda dafiado o cuando se produce una pérdida de
continuidad en el nervio, apareciendo una brecha o gap (Houschyar et al., 2016).

2.2. Poblacion objetivo

El presente proyecto va dirigido a la poblacion afectada por lesiones en nervios, tanto agudas
como croénicas. Esto incluye tanto lesiones de nervio periférico (PNI) como lesiones de médula
espinal (SCI).

e Lesiones de nervio periférico (PNI)

La lesion de un nervio periférico puede interrumpir las sefiales de comunicacién entre el cerebro
y una parte del cuerpo. De no tratarse puede resultar en dolor y en una pérdida permanente de
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la funcién, estimandose en unos 20 millones de personas las que sufren de algun tipo de
neuropatia periférica solamente en Estados Unidos (National Institute of Neurological Disorders
and Stroke, n.d.). Si se agrupan por su causa, se pueden distinguir cinco grupos diferentes de
lesiones en nervios periféricos (National Institute of Neurological Disorders and Stroke, n.d.):

- Compresion: El nervio es comprimido por los tejidos que lo rodean, lo que aumenta la
presidn y puede producir quemazén y dolor.

- Transeccidn: Seccion completa y transversal del nervio por un evento traumatico.
- Estiramiento: El nervio se ha estirado hasta el punto de producirse una lesion.
- Enfermedad: Lesiones producidas por enfermedades degenerativas o tumores.

- Quemaduras: El nervio se dafia por quemaduras debidas a fuego o quimicos cdusticos.

Las lesiones de nervio periférico son un serio problema de salud para la sociedad actual. Afecta
al 2.8% de los pacientes afectados por traumatismos, muchos de los cuales adquieren una
discapacidad de por vida. Aproximadamente 360.000 personas al afio sufren sindromes
paraliticos de extremidades superiores debidos a lesiones de nervios periféricos solo en Estados
Unidos, resultando en mas de 8 millones y medio de dias con actividades restringidas y casi 5
millones de dias en cama o con incapacidad cada afio (Belkas, Shoichet, & Midha, 2004).

e Lesiones de médula espinal (SCI)

En esta clasificacién se comprenden todas las lesiones que afectan a la médula espinal. Este
dafio en la médula espinal puede ser traumatico (debido a caidas, accidentes de trafico,
accidentes laborales, lesiones deportivas o violencia) o no traumatico (debido a patologias como
enfermedades infecciosas, tumores, enfermedades musculoesqueléticas o incluso problemas
congénitos como la espina bifida) (World Health Organization, 2013). En la figura 6 se muestran
las causas mas frecuentes de lesién medular en Espania.
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Figura 6. Causas mas frecuentes de lesion medular en Espafia entre los afios 2003 y 2013 (Fundacion Step by Step,
2013).



Solamente en Espafia sufren una lesion medular traumatica mas de 1.000 personas cada afio,
elevdndose esta cifra a unos 11.000 casos nuevos cada afio en toda Europa. En el afio 2013 se
contabilizaron un total de 40.000 personas afectadas en Espafia y 330.000 en Europa (Fundacion
Step by Step, 2013). A nivel mundial la incidencia anual varia entre unos paises y otros,
situdndose entre 13 y 53 casos de lesidn medular por cada millén de habitantes en 2013 (figura
7) (World Health Organization, 2013). En cuanto a la prevalencia mundial de la SCI, ésta se
situaba entre 236 y 1009 casos por cada milldn de habitantes en 2011 segun el pais estudiado
(Singh, Tetreault, Kalsi-Ryan, Nouri, & Fehlings, 2014).
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Figura 7. Incidencia anual de casos de lesion medular en diversos paises del mundo en el afio 2013 (World Health
Organization, 2013).

A esto cabe afiadir el gran impacto econdmico de la SCI en los sistemas proveedores de salud.
En 2013 se estimd en Canada que el gasto asociado a un paciente parapléjico durante toda su
vida era de 1,47 millones de ddlares, mientras que para un paciente tetrapléjico se situaba en
3,03 millones de ddlares (Krueger, Noonan, Trenaman, Joshi, & Rivers, 2013).

2.3. Ingenieria tisular en el sistema nervioso

Los tratamientos quirurgicos de las lesiones nerviosas no capaces de regenerarse de forma
espontdnea que se emplean en la actualidad son la reconexién quirdrgica del nervio con
microsuturas epineurales cuando la distancia a salvar es pequefia (menor a 5 mm) y las
transferencias nerviosas o autoinjertos cuando las distancias son mayores a 5 mm. En este
ultimo caso se procede a seccionar otro nervio motor considerado menos importante con el fin
de unirlo a la parte distal del nervio dafiado para lograr asi su regeneracion (Houschyar et al.,
2016; Tian et al., 2015). No obstante, las transferencias nerviosas presentan diversas
desventajas como la morbilidad del sitio donante, la disponibilidad insuficiente de nervio
donante y la necesidad de procedimientos extraoperatorios (Mackinnon & Hudson, 1992). Otras
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consecuencias indeseables de estos procedimientos son el entumecimiento, la pérdida de la
funcién sensorial, el dolor crénico o incluso una discapacidad permanente (Tian et al., 2015). De
hecho estas actuaciones presentan una tasa de éxito con una recuperacién funcional
satisfactoria que solamente llega al 50% de los casos (Bradley, 2004). Esta situaciéon ha
propiciado que se estén estudiando otras estrategias de reparacién alternativas enmarcadas
dentro del campo de la ingenieria tisular, las cuales se indican en la figura 8 (Houschyar et al.,
2016; Tian et al., 2015).

Terapia celular Moléculas bioactivas

Células olfativas envainadas Factores de crecimiento
Células de Schwann Farmacos

Células estromales mesenquimales Sistemas de liberacion controlada
Células madre neurales

Ingenieria tisular
en el sistema nervioso

Andamiajes o scaffolds

Conductos de guia nerviosa
Biomateriales

Figura 8. Esquema indicando los tres pilares fundamentales de la ingenieria tisular en el sistema nervioso
(produccion propia).

La ingenieria tisular es un campo del conocimiento cuyo objetivo es el desarrollo de estructuras
bioldgicas funcionales que sustituyan, reparen o regeneren tejidos u drganos dafiados. Como se
indica en la figura 8, se fundamenta en la combinacién de tres pilares fundamentales: la terapia
celular, los andamiajes o scaffolds y las moléculas bioldgicamente activas con el fin de recuperar
la integridad y funcionalidad del tejido dafiado (Fernandez Burguera, 2015; U.S. Department of
Health and Human Services, 2016).

2.3.1. Terapia celular

Una de las posibles estrategias para la regeneracion neural es la introduccion de células en el
tejido dafiado o terapia celular, en especial cuando se ha producido la pérdida de un gran
numero de células. Para ello se han estudiado especialmente las células envolventes del bulbo
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olfatorio (OECs), las cuales guian el crecimiento de los axones olfativos desde las neuronas de la
mucosa olfatoria de la cavidad nasal hasta el bulbo olfatorio para conectar tanto el SNP como el
SNC. Las OECs expresan moléculas de adhesion que ayudan a la union de células neurales y
secretan proteinas de la matriz extracelular (como la laminina y la fibronectina) y factores
neurotroficos (como el factor de crecimiento nervioso (NGF), el factor neurotréfico derivado del
cerebro (BDNF) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF)) para facilitar la
regeneracién neural y el crecimiento axonal. Por estas propiedades, su trasplante a los sitios
danados ha sido ampliamente investigado por sus potenciales aplicaciones terapéuticas para la
reparacion neural en lesiones tanto del SNC como del SNP, incluyendo lesiones medulares,
accidentes cerebrovasculares y enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de
Parkinson (Chou et al., 2014).

También se ha estudiado el trasplante de células de Schwann como terapia en caso de dafio
medular, ya que estas células son capaces de migrar desde la periferia hasta el sitio dafiado
donde participan en procesos de reparacion enddgenos, habiéndose demostrado que reducen
la pérdida de tejido, promueven la regeneracidén axonal y facilitan la mielinizacién de los axones
para mejorar la funcidn sensoriomotora (Kanno, Pearse, Ozawa, Itoi, & Bunge, 2015; Oudega &
Xu, 2006).

No obstante, debe tenerse en cuenta que debido a la muerte celular extensa, el desarrollo de
un medio inhibidor del crecimiento y la formacién de cicatrices gliales al producirse un dafio
medular no es posible alcanzar una recuperacion funcional con una sola estrategia terapéutica
y que, por tanto, es necesario combinar diferentes acciones como pueden ser el trasplante
combinado de células de Schwann con factores de crecimiento o la suspensidn de las células en
matrices bioactivas (Kanno et al., 2015; Oudega & Xu, 2006). Asimismo también se ha estudiado
el cotrasplante de células de Schwann con otro tipo de células como OECs, células estromales
mesenquimales de médula ésea y células madre neurales (L. Chen et al., 2014; Kanno et al.,
2015).

Finalmente, también se ha estudiado la combinaciéon de la terapia celular con el uso de
biomateriales con el objetivo de puentear el adrea de la lesidon con un andamiaje o scaffold que
cree un ambiente estimulador del crecimiento y proporcione un guiado para el restablecimiento
de las conexiones axonales dafiadas. Asi, estos scaffolds permiten la insercién de células para la
terapia celular en combinacién con factores neurotréficos u otras sustancias bioactivas para
lograr asi su accién conjunta y sinérgica en el tratamiento (Kubinova & Sykova, 2012; Tsintou,
Dalamagkas, & Seifalian, 2015).

2.3.2. Moléculas bioactivas

Otra estrategia que suele emplearse en combinacion con la terapia celular es la insercién de
moléculas bioactivas como factores de crecimiento o farmacos. Estas moléculas suelen ser
incluidas en los biomateriales que contienen a las células con diversos objetivos, como pueden
ser mejorar el crecimiento y proliferacién celular, aumentar la tasa de supervivencia celular
gracias a una mayor resistencia a las infecciones o reducir las reacciones inflamatorias. Todo ello
con el objetivo de crear un medio que favorezca el crecimiento axonal.
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2.3.2.1. Factores de crecimiento

Diversos estudios se han centrado en demostrar la eficacia del uso de varios factores de
crecimiento para promover la regeneracion nerviosa periférica (Gu, Ding, Yang, & Liu, 2011).
Gracias a ellos se ha mejorado el conocimiento de los componentes neurotréficos que son
liberados por las terminaciones nerviosas en diferentes intervalos de tiempo durante su
regeneracion para acelerar el crecimiento axonal (Houschyar et al.,, 2016). Los principales
factores de crecimiento que se han estudiado son el factor de crecimiento nervioso (NGF), el
factor neurotrofico derivado del cerebro (BDNF), el factor neurotréfico ciliar (CNTF) y el factor
de crecimiento similar a la insulina 1 (IGF-1), los cuales son secretados por la células de Schwann
(Allen, Watson, Shoemark, Barua, & Patel, 2013). También se han estudiado los factores de
crecimiento de fibroblastos (FGFs) liberados por las terminaciones nerviosas dafadas y que
participan en el crecimiento celular y la regeneracién (Baird, 1994).

2.3.2.2. Farmacos

Asimismo también se ha estudiado el uso de farmacos con el objetivo de mejorar y acelerar la
regeneracién axonal. Por ejemplo, se ha demostrado que el farmaco antiinflamatorio
ibuprofeno promueve la regeneracién del axén corticoespinal después de una lesién de la
médula espinal (Fu, Hue, & Li, 2007) gracias a que reduce la sefal Rho ligando-inducida que
media en la inhibicion de la regeneracion axonal (Wang et al., 2009). Asi, se ha visto que la
administracién de ibuprofeno mejora la recuperacién funcional en ratas con un trauma
clinicamente relevante de la médula espinal gracias a que protege al tejido y estimula el brote
axonal (Wang et al.,, 2009). Otro farmaco que ha sido recientemente estudiado para la
regeneracion neuronal es la quercetina, el cual regula la expresidon de genes envueltos en la
regeneracion y el soporte tréfico. La quercetina es capaz de activar el crecimiento neuronal y
mejorar tanto la remielinizacién axonal como la velocidad de conducciéon nerviosa motora,
promoviendo y acelerando la recuperacién funcional tras una lesiéon por aplastamiento del
nervio ciatico en ratones (M.-M. Chen et al., 2017).

2.3.2.3. Sistemas de liberacion controlada

Con el objetivo de que la liberacion de estos factores de crecimiento y/o farmacos se realice de
forma controlada en el tiempo y respetando las concentraciones deseadas se han diseifiado
diversos sistemas de liberacién controlada. Como se puede observar en la figura 9, estos
sistemas pueden consistir en (Daly, Yao, Zeugolis, Windebank, & Pandit, 2012):

e Microesferas (pequeiias esferas de tamafio micrométrico) cargadas con los factores de
crecimiento o con los farmacos.

e Suspensidon de las moléculas bioactivas dentro de una solucion o de la matriz de
biomateriales como hidrogeles o esponjas.

e Liberacidén a través de sistemas basados en difusién, como la liberacidon controlada
mediante reticulaciéon o el revestimiento con polimeros de degradacion lenta.

e Sistemas de liberacién basados en afinidad.
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means of delivery

e

diffusion-based suspension affinity-based microsphere
release delivery encapsulation

Figura 9. Ejemplo de diferentes sistemas para la liberacidn controlada de moléculas bioactivas (Daly et al., 2012).

Un ejemplo de sistema de liberacidn controlada de farmacos seria la incorporacion de
ibuprofeno en fibras del copolimero poli (trimetileno carbonato-co-e-caprolactona) (P(TMC-CL))
con el objetivo de mejorar la regeneracidon axonal en el contexto de una lesién medular,
limitando la respuesta inflamatoria (Pires et al., 2016). Otro ejemplo en el que se liberen factores
de crecimiento de forma controlada seria el uso de microesferas de acido poli-lactico-co-
glicélico (PLGA) cargadas con NGF, las cuales se emplean inmersas en una biomatriz de gel
(Giudetti, del Valle Macia, Navarro Acebes, & Micera, 2014) o la incorporacién de FGF en
microesferas de gelatina biodegradables para mejorar y acelerar la regeneracion axonal (lkeda
et al., 2014).

2.3.3. Andamiajes o scaffolds

Dentro de la ingenieria tisular del el sistema nervioso existen diversos tipos de andamiajes o
scaffolds para proveer soporte estructural para la adhesidn celular y lograr el consiguiente
desarrollo del tejido nervioso (Chan & Leong, 2008). Por ejemplo, se han desarrollado scaffolds
tridimensionales porosos empleados en lesiones cerebrales o membranas destinadas a cubrir
superficies dafiadas. No obstante, este proyecto se va a centrar en un tipo concreto de scaffolds
gue son los conductos de guia nerviosa (NGCs), los cuales son un tipo concreto de scaffold con
forma de tubo hueco que permite conectar los dos extremos de un nervio dafiado guiando la
regeneracion axonal entre ambos lados de la lesion (Muheremu & Ao, 2015).

2.3.3.1. Conductos de guia nerviosa (NGCs)

Diversos estudios han demostrado que los nervios del SNP pueden regenerar y cubrir una
pequefia brecha o gap gracias al uso de diversos tipos de conductos como venas, pseudovainas
o tubos bioabsorbibles, de forma que el nervio es capaz de crecer por su interior (Ray et al.,
2011). Los injertos de venas como el mostrado en la figura 10 se han empleado para cubrir gaps
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en nervios sensitivos distales menores a 3 cm (M. Y. Lin, Manzano, & Gupta, 2013). No obstante,
los mayores esfuerzos de investigacion se estan llevando a cabo con conductos nerviosos
sintéticos, eliminando asi la morbilidad asociada al sitio donante en comparaciéon con los
autoinjertos. Actualmente se han logrado cubrir gaps con conductos nerviosos sintéticos de
hasta 3 cm en nervios de pequeiio didametro y de hasta 0,5 cm en nervios de gran didmetro (de
Ruiter, Malessy, Yaszemski, Windebank, & Spinner, 2009).

Epineurium bite ; ;
Imm from /
nerve end

_“U”stitch

Conduit
anchoring™
stitch

Figura 10. Representacion de un conducto venoso empleado para puentear la laceracion traumdtica de un nervio
(Houschyar et al., 2016).

Una vez que los dos extremos del nervio dafiado son suturados a cada uno de los lados del tubo,
comienza un proceso de regeneracion que comprende 5 fases principales (figura 11) (Daly et al.,
2012; Kehoe, Zhang, & Boyd, 2012):

e Fase fluida: En primer lugar las terminaciones de los nervios exudan hacia el interior del
conducto un fluido rico en proteinas que contiene sustancias promotoras del
crecimiento como factores neurotréficos y moléculas de la matriz extracelular.

e Fase de matriz: Durante la primera semana se forma una matriz de fibrina que
proporciona soporte para la migracion de células de Schwann, fibroblastos vy
macroéfagos.

e Fase celular: Durante la segunda semana se produce la migracién de células
perineurales, endoteliales y de Schwann. A continuacidn las células se alinean y
proliferan a lo largo de la matriz de fibrina. Es importante destacar la importancia de la
presencia de las células de Schwann ya que tienen la habilidad de soportar su propia
supervivencia gracias a circuitos autocrinos y bloquean la apoptosis, por lo que
aumentan el potencial de crecimiento axonal.

e Fase axonal: Entre la segunda y la cuarta semana aparece la fase axonal en que se
produce el alargamiento de los cables axonales hasta conectar ambos extremos de la
lesion.

e Fase de mielinizacion: Finalmente, entre las semanas 6 a 16, las células de Schwann
cambian su fenotipo proliferativo por un fenotipo mdas maduro. Estas células de
Schwann maduras envuelven a los axones regenerados para formar la vaina de mielina,
credndose asi axones mielinizados maduros.
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regeneration within a tube

(1) fluid phase

accumulation of neurotrophic factors and ECM
(2) matrix phase molecules

Schwann cell migration, proliferation and
alignment and tissue cable formation

(4) axonal phase

growth of daughter axons (proximal to
distal) across de novo tissue cable
(5) myelination phase

myelination of regenerated immature axons
forming mature axonal fibres

Figura 11. Entubacién de un nervio dafiado y secuencia de eventos regeneradores que llevan al crecimiento de un
nuevo cable nervioso por el interior de un NGC (Daly et al., 2012).

2.3.3.1.1. Propiedades de un NGC ideal

El principal objetivo de los NGCs es aumentar el nimero y la longitud de los axones regenerados,
asi como incrementar su velocidad de crecimiento. Para ello los NGCs deben proporcionar un
soporte mecanico y dirigir el brote axonal de un extremo a otro de la lesiéon evitando el
crecimiento de tejido fibroso en el sitio de la lesidn y reteniendo los factores neurotréficos
secretados por los extremos nerviosos dafiados (Kehoe et al., 2012). Para lograr estos objetivos
y requisitos, un NGC ideal debe cumplir las siguientes propiedades (Houschyar et al., 2016;
Kehoe et al., 2012):
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Ser biocompatible de forma que no provoque una respuesta inflamatoria.
Ser biodegradable.

Presentar una baja antigenicidad.

Ser resistente a infecciones.

Prevenir el crecimiento de tejido fibroso en el sitio de la lesidn y retener los factores
neurotréficos secretados por los extremos nerviosos danados.

Presentar una permeabilidad que permita la difusién de oxigeno y nutrientes desde el
fluido intersticial hasta el tejido nervioso superviviente a través de poros presentes en
la paredes del conducto. Por tanto, el tamafo de poro debe ser lo suficientemente
grande como para permitir este intercambio de oxigeno y nutrientes pero también lo
suficientemente pequeio como para prevenir la infiltracion de células inflamatorias
dentro del conducto y minimizar la salida de factores de crecimiento fuera del conducto
a través de la difusion de los mismos. Para ello, el tamafio de poro debe estar
comprendido entre 5y 30 um, aunque los tamafios preferibles son entre 10y 20 um.

Poseer unas propiedades mecanicas suficientes para permitir su manipulacion durante
su insercién quirurgica, ofreciendo una resistencia al desgarro producido por las suturas
quirargicas o la inflamacion tisular pero siendo lo suficientemente flexibles y blandos
como para no comprimir a los axones que se estan regenerando y limitar la inflamacion
tisular.

Mantener una arquitectura mecanicamente estable durante el proceso de
regeneracion.

Proporcionar un soporte mecanico a los axones, presentando canales intraluminales y
un sustrato orientado para guiar el crecimiento axonal (Hall, 2005; Zhu, Masood,
O’Brien, & Zhang, 2015). De este modo el conducto proporciona una estructura tubular
tridimensional que extiende el cono de crecimiento del axén evitando una mala
direccién del mismo.

Cumplir con los requisitos técnicos para su posterior producciéon, esterilizacién,
almacenamiento a largo plazo y manipulacién quirudrgica.

Existen diversas estrategias para favorecer el guiado axonal por el interior del conducto
(figura 12). Por ejemplo, se puede proporcionar un guiado intraluminal de los axones
mediante fibras situadas en el interior del conducto. Asi se consigue proporcionar un
soporte estructural mayor y una guia topografica tanto para los axones que se
regeneran como para las células que migran, como por ejemplo las células de Schwann.
Otra posibilidad es el uso de conductos multicanal para controlar la dispersion axonal o
el uso de disefios que optimicen el intercambio de nutrientes o introduzcan estimulos
externos. Estas estrategias pueden aplicarse de forma individual o combinada, pero se
recomienda incluir una biofuncionalizacién de la superficie para mejorar la adhesidn,
migracion, alineamiento y proliferacion celular (Daly et al., 2012).
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Figura 12. Ejemplo de diversas estructuras empleadas para mejorar el guiado axonal (Daly et al., 2012).

Finalmente, es destacable que existe la posibilidad de mejorar estas propiedades de los NGCs si
los combinamos con las otras técnicas desarrolladas anteriormente, como se muestra en la
figura 13. Asi, el uso de nuevos materiales bioldgicamente estables permite, por ejemplo,
sembrar el interior del lumen del conducto o sus paredes con microesferas o células de soporte.
Asi se pueden obtener sistemas capaces de liberar de forma controlada y mantenida en el
tiempo sustancias y factores bioactivos, como pueden ser factores de crecimiento y/o farmacos,
logrando tanto mejorar como acelerar la regeneracién neuronal (Houschyar et al., 2016). Un
ejemplo de esto seria la siembra de células de Schwann en el conducto con el objetivo de
aumentar la produccion de NGF (Hadlock et al., 1999).

Growth Factors

Permeability/
Porosity

Supportive Cells

Internal
Framework

Conductive
Polymer Multichannel
Structure

Figura 13. Diagrama de las propiedades de un NGC ideal (de Ruiter et al., 2009).

En conclusién, el objetivo de la inclusion de todos estos elementos en el interior del lumen del
conducto es mejorar el microambiente existente en el interior del conducto para asi lograr que
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se promocione el crecimiento axonal y aumenten las probabilidades de que se produzca la
deseada recuperacion funcional.

2.3.3.1.2. Biomateriales empleados para la fabricacion de NGCs

La eleccion del biomaterial con el que fabricar el NGC es una decisidn crucial, ya que ademas de
cubrir el gap existente entre los dos extremos del nervio dafiado debe contribuir a crear un
entorno lo mds parecido posible al original. Con ello se busca que el NGC favorezca la
regeneraciéon neuronal logrando asi una mayor recuperacién funcional del nervio dafiado. De
entre las propiedades que deben tener estos biomateriales podemos destacar las siguientes
(Dalamagkas, Tsintou, & Seifalian, 2015), las cuales se relacionan con las propiedades que debe
tener un NGC ideal nombradas anteriormente:

e Biocompatibilidad.
e Biodegradabilidad.

e Propiedades mecdnicas adaptables y que permitan una manipulacién del material lo
mas facil posible.

e Producir una reaccién inflamatoria en el entorno lo mas baja posible.
e Poseer una estructura porosa que permita el intercambio de nutrientes y oxigeno.

e Permitir la formacion de tejido en su superficie, proporcionando un entorno apropiado
para la formacién de tejido nuevo.

e Poder ser sembrado con células o moléculas bioactivas como factores de crecimiento o
farmacos.

En la tabla 1 se muestran algunos de los biomateriales con los cuales se han desarrollado NGCs
evaluados in vivo para la regeneracién de nervios periféricos.

Defect size
Materials Fabrication methods Animal, nerve (in mm)

Biopolymers

Agarose Polysulfone conduit, agarose hydrogel Rat, sciatic 20
with LN-1/NGF gradient
Chitosan Chitosan conduit with internally aligned PGA filaments Dog, sciatic 30
Collagen NeuraGen conduits Human, brachial <20
plexus

Collagen conduit with longitudinal collagen filaments  Dog, peroneal 30
Fibrin Silicone conduit with GDNF released from fibrin matrix Rat, sciatic 13
Gelatin Genipin-crosslinked gelatin conduit Rat, sciatic 10
Keratin Silicone conduit with keratin hydrogel Mouse, tibial 4
Silk Silk fibroin conduit with longitudinal silk fibers Rat, sciatic 10

Silk fibroin conduit Rat, sciatic 8

Synthetic materials
PCL PCL conduit with GDNF microspheres Rat, sciatic 15
Poly(hydroxybutyrate) PHB conduit, alginate hydrogel with glial growth factor Rabbit, common 20, 40
eroneal

Poly(D,L-lactide) Porous conduit with surface microgrooves Ra]i, sciatic 10
PLGA PLGA /Pluronic F127 conduit Rat, sciatic 10
Polyurethane Polyurethane-collagen conduit Rat, peroneal 7

Tabla 1. Algunos materiales evaluados in vivo para la regeneracion de nervios periféricos mediante NGCs (Nectow,
Marra, & Kaplan, 2012).
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Se pueden clasificar los biomateriales empleados para la construcciéon de NGCs en dos grandes
grupos: materiales de origen natural y materiales de origen sintético.

a) Biomateriales de origen natural

En primer lugar se pueden destacar las ventajas y desventajas de los materiales de origen natural
(tabla 2) (Dalamagkas et al., 2015; Kehoe et al., 2012):

Biomateriales de origen natural

Ventajas Desventajas
Disponibilidad de grandes cantidades a un Impurezas y variabilidad entre especimenes
precio razonable por su fuente in vivo debido a las fuentes in vivo
Proporcionan sitios de unidn celulary La capacidad de ajuste de las propiedades
moléculas de adhesion mecanicas es pobre

Adecuados para el trasplante celular
Compatibles con el tejido circundante
Alta biocompatibilidad
Baja toxicidad

Buena migracion de células de soporte
Tabla 2. Ventajas y desventajas de los biomateriales de origen natural (Dalamagkas et al., 2015; Kehoe et al., 2012).

De entre los biomateriales de origen natural empleados para la ingenieria tisular del sistema
nervioso se pueden destacar los siguientes:

Nota: los biomateriales de origen natural empleados en este proyecto, acido hialurdnico (HA) y
fibroina de seda (SF), se explican en detalle en el apartado 3.4., por lo que no se incluyen en este
apartado.

e Colageno

El coldgeno es la proteina mas abundante en el cuerpo humano y un componente importante
de la matriz extracelular, pudiéndose encontrar en los nervios periféricos y teniendo un amplio
uso como material bioldgico. Tras purificarse, el colageno es débilmente antigénico, por lo que
induce una respuesta inmune muy baja. Esta antigenicidad puede reducirse ain mas por medio
de la eliminacion enzimatica de las regiones telopeptidicas no helicoidales de la molécula o
mediante reticulaciéon o cross-linking (Dalamagkas et al., 2015; Kehoe et al., 2012).

Sus propiedades adhesivas para diferentes tipos celulares permiten una mayor supervivencia y
proliferaciéon celular (Kehoe et al., 2012). Ademas, posee diferentes dominios de unién que
posibilitan la creacién de pistas topograficas que guien a los axones para volver a crecer, asi
como la incorporacidn de sistemas de liberacion controlada de farmacos o células (Dalamagkas
et al., 2015).
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Otro aspecto importante es su microgeometria suave y su permeabilidad transmural, las cuales
facilitan los procesos de difusién a través de las matrices de coldgeno. Ademds su peso molecular
facilita la difusion de nutrientes y otras moléculas a la vez que se evita la entrada de células en
la estructura del conducto (Kehoe et al., 2012).

En cuanto a sus inconvenientes, su alto coste, la rigidez de los conductos de colageno, la falta
de flexibilidad y la incapacidad para mejorar la regeneracién nerviosa hacen que el colageno no
sea muy popular entre los cirujanos (Dalamagkas et al., 2015).

e Gelatina

La gelatina, que es esencialmente colageno desnaturalizado, tiene multitud de usos en las
industrias alimentaria, farmacéutica y cosmética. Dentro del campo de la ingenieria tisular se ha
empleado como material biodegradable la gelatina entrecruzada con genipina, un agente
entrecruzador de origen natural y baja toxicidad que se obtiene del extracto del fruto de la
gardenia. Este material se ha empleado para vendajes de heridas, sustitutos éseos y matrices
extracelulares. Dentro del campo de los NGCs también se han desarrollado y estudiado
conductos de gelatina entrecruzada con genipina, mostrandose biocompatibles y eficaces para
la regeneracidn nerviosa periférica de gaps de 1 cm en nervio ciatico de rata (Y.-S. Chen et al.,
2005).

e Fibrina

La fibrina es una proteina implicada en la coagulacién normal de la sangre. Gracias a que los
componentes de los scaffolds basados en fibrina son faciles de manejar, propiedades como la
tasa de degradacion son facilmente ajustables. La administracion de alimentos y medicamentos
de los Estados Unidos (FDA) ya ha aprobado el uso de fibrina como sellante para detener
hemorragias en el SNC. Ademas, algunos conductos fabricados con fibrina han demostrado
promover la regeneracién axonal y la recuperacion funcional en gaps pequefios. No obstante,
para cubrir gaps mayores se necesitan técnicas combinatorias para lograr la regeneracion
(Dalamagkas et al., 2015).

e Queratina

La queratina es una proteina fibrosa que es el componente principal de las capas mas externas
de la epidermis en los animales vertebrados. La queratina es un biomaterial que ha demostrado
ser altamente biocompatible y ser capaz de promover la adhesidn, proliferacidon y migracion de
células de Schwann. En cuanto a su uso en NGCs, se han desarrollado conductos fabricados con
gueratina derivada de pelo humano para el tratamiento de lesiones en el SNP, resultando en
una mejora en la recuperacion de funciones motoras en ratones y confirmando una
regeneracién neuromuscular mejorada en los nervios tratados. También se encontrd que la
queratina promovia la regeneracién funcional en un modelo de animal grande (Apel et al., 2008).
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e Quitosano

El quitosano es un polisacarido natural que se ha empleado ampliamente para la entrega de
genes, el cultivo celular y la ingenieria tisular. Ademads, el quitosano produce efectos
antiinflamatorios y tiene propiedades antioxidativas.

En cuanto a su uso como NGC, diversos estudios han demostrado que el quitosano puede actuar
como un biomaterial favorable para promover la regeneracion nerviosa, el cual se caracteriza
por una citotoxicidad minima y una alta biodegradabilidad. Conductos de quitosano se han
empleado para guiar y facilitar la regeneracion axonal en gaps de 1 cm de longitud en nervio
ciatico de rata (Hsueh et al., 2014).

b) Biomateriales de origen sintético

Las ventajas y desventajas mas relevantes de los biomateriales de origen sintético son las
nombradas en la tabla 3 (Dalamagkas et al., 2015):

Biomateriales de origen sintético
Ventajas Desventajas
Propiedades mecanicas mas ajustables con  Falta de sitios de unién celular
ligeros cambios en la técnica de fabricacién

Alta reproducibilidad Posibles problemas de biocompatibilidad
Disponibilidad a demanda El trasplante de células y la implantacién en
el tejido huésped puede no ser facilmente
factible

Produccidn a escala industrial
Tabla 3. Ventajas y desventajas de los biomateriales de origen sintético (Dalamagkas et al., 2015).

De entre los biomateriales de origen sintético empleados para la ingenieria tisular del sistema
nervioso se pueden destacar los siguientes:

e Acido poliglicélico (PGA)

El PGA es un polimero cominmente usado para la creacion de NGCs con unas excelentes
propiedades mecanicas, con un médulo de Young que puede alcanzar los 12 GPa. Ademas se ha
probado que el PGA aumenta la viabilidad y regeneracidn celular a pesar de su naturaleza
sintética. De hecho, el primer conducto nervioso sintético que fue aprobado por la FDA en 1999
se fabricd con PGA y ahora se considera la primera opcién de los cirujanos entre los conductos
nerviosos sintéticos (Dalamagkas et al., 2015).

No obstante, una limitacion clave del PGA es que sus componentes de degradacion producen
un microambiente acido transitorio y una potencial necrosis tisular, algo que podria limitar la

cantidad de PGA que se puede usar en los conductos (Dalamagkas et al., 2015).
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e Acido polilactico-co-glicélico (PLGA)

El PLGA es un copolimero sintético de acido lactico y acido glicdlico que también se ha empleado
para la construccidon de NGCs. Por ejemplo, se han fabricado NGCs porosos con permeabilidad e
hidrofilicidad selectivas empleando PLGA y Plurdnico F127, los cuales se han implantado en
lesiones de nervio cidtico de rata con un gap de 1 cm. Estos conductos han mostrando una
permeabilidad efectiva hacia los nutrientes, una prevencion de la invasion de tejido fibroso
cicatricial y una buena resistencia mecanica, manteniendo una estructura de soporte estable
para la regeneracion nerviosa (S. H. Oh et al., 2008). Asimismo, otra de las principales ventajas
del PLGA es que presenta una baja respuesta inflamatoria (Dalamagkas et al., 2015).

e Policaprolactona (PCL)

La PCL es un poliéster soluble que se estd empleando para la fabricacién de NGCs por su sencillo
método de fabricacidn y su bajo coste de procesado. Ademas, sus componentes de degradacion
no producen una reaccion inflamatoria como ocurria con el PGA. Sin embargo, este biomaterial
presenta algunas desventajas, como su incapacidad para ser completamente reabsorbido
(Dalamagkas et al., 2015).

e Polihidroxibutirato (PHB)

El PHB es un polimero poliéster que ha sido empleado en suturas y apdsitos mostrando una
buena biocompatibilidad. También se han desarrollado implantes de envoltura de PHB que
mostraron resultados muy prometedores en comparacidn con la sutura epineural. En cuanto a
los NGCs, la empresa Axongen Pharmaceuticals ha desarrollado un conducto de PHB que tiene
caracteristicas neuroprotectoras y ayuda a los axones a regenerarse. Actualmente el conducto
esta en espera de aprobacién para alcanzar la practica clinica (Dalamagkas et al., 2015).

Una de las principales desventajas del PHB es que es muy hidroliticamente estable, por lo que
tarda entre 24 y 30 meses en ser reabsorbido, lo cual es un gran inconveniente para aplicaciones
en las que se necesita que el plazo de reabsorcién del material sea corto (Dalamagkas et al.,
2015).

¢ Silsesquioxano oligomérico poliédrico (POSS)

Las moléculas de POSS pueden ser consideradas como particulas de silice lo mas pequenas
posible. Sin embargo, a diferencia de la silice o las arcillas modificadas, cada molécula POSS
contiene funcionalidades reactivas adecuadas para la polimerizacion. El POSS se ha combinado
con PCL para la fabricacién de NGCs para la regeneracién de nervios periféricos con resultados
prometedores, esperandose actualmente a la realizacion de estudios clinicos in vivo para
corroborar su verdadero potencial en la clinica (Dalamagkas et al., 2015).
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e Acido polilactico (PLA)

El PLA es un poliéster alifatico que puede ser obtenido de fuentes naturales como el almiddn, el
maiz o el arroz. Se trata de un material biocompatible, biodegradable, bioabsorbible, no téxico
y que permite adaptar sus propiedades mecanicas. Por todo ello se ha empleado en multitud de
aplicaciones de ingenieria tisular y de liberacién controlada de fdrmacos. Ademas se trata de un
polimero aprobado por la FDA para aplicaciones clinicas en humanos (Makadia & Siegel, 2011).

No obstante, el PLA también presenta algunas desventajas como su falta de grupos funcionales,
lo que limita la adhesidn celular. Ademds tiene una tasa de degradacién muy lenta, conllevando
una resorcion total in vivo que tarda entre 2 y 5 afos para el PLA de alto peso molecular. A esto
se debe afadir que los productos de degradacién del PLA pueden afectar al crecimiento celular
y a la regeneracidn tisular, aunque diversos estudios indican que no causan una respuesta
inflamatoria ya que son eliminados por el organismo a través de los caminos metabdlicos usuales
(Araque-Monrés et al., 2013; Xiao, Wang, Yang, & Gauthier, 2006).

2.3.3.1.3. NGCs comerciales aprobados por la FDA

En la actualidad existen diversos NGCs aprobados por la FDA, los cuales han sido fabricados con
materiales tanto naturales como sintéticos (tabla 4). A continuacion se desarrollan algunos de
los mas relevantes (Kehoe et al., 2012):

510K approval FDA clearance date Product name Material Degradation Diameter Length
K983007 22nd March, Meurotube™ Polyglycolic 3 months 2.3-8mm 2-4cm
1999/1995 acid (PGA)
KO11168 22nd June, 2001 NeuraGen" Type | collagen 36-48 months  1.5-7mm 2-3cm
K012814 21st Sept, 2001 MNeuroflex™ Type I collagen 4-8 months 2-6mm 2.5ecm
K012814 21st Sept, 2001 NeuroMatrix™ Type | collagen 4-8 months 2-6mm 2.5em
K031069 15th May, 2003 AxoGuard™ Porcine small 3 months 1.5-7 mm 10mm
Merve Connector intestinal
submucosa (5IS)
KO032115/K050573 10th October, Neurolac™ Polyipi-lactide- 16 months 1.5-10mm  3cm
2003/4th May, 2005 g-caprolactone); PCL
K100382 5th August, 2010 SaluTunnel™ Polyvinyl Non- 2-10mm 6.35cm
Nerve Protector™  Alcohol (PVA) absorbable

Tabla 4. NGCs aprobados por la FDA (Kehoe et al., 2012)

e Neurotube®

Fabricado en PGA, Neurotube® presenta como principales ventajas una excelente
degradabilidad, unas buenas propiedades mecanicas iniciales y unos altos niveles de viabilidad
celular. Sus principales desventajas son su alta tasa de degradacién asi como su pérdida de
propiedades mecdnicas a corto plazo. Otras posibles limitaciones estarian relacionadas con los
productos de degradacién acida y su baja solubilidad (Kehoe et al., 2012).
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En cuanto a sus resultados clinicos, en ensayos clinicos aleatorizados se ha obtenido que
Neurotube® tiene una eficacia comparable al gold estandard en defectos de hasta 2 cm.
Ademas, existen datos preclinicos para este dispositivo que muestran su capacidad de reparar
eficazmente defectos con un gap de hasta 3 cm. A esto cabe anadir que Neurotube® tiene la
mayor cantidad de datos clinicos sobre seguridad y eficacia disponibles para los cirujanos en
comparacién con el resto de NGCs aprobados por la FDA (Kehoe et al., 2012).

e NeuraGen®

Al estar fabricado con coldgeno tipo |, NeuraGen® presenta las principales ventajas relacionadas
con este material. En primer lugar cabe destacar su adhesividad para diferentes tipos celulares,
lo cual permite su supervivencia y proliferacién a largo plazo. Ademads presenta una excelente
biocompatibilidad y se ha demostrado que soporta y guia la regeneracién tisular in vivo. La
principal desventaja de este dispositivo reside en que son necesarios 48 meses para su
biodegradacidon completa, lo que puede llevar a una compresién del nervio regenerado (Kehoe
etal., 2012).

En cuanto a sus estudios clinicos, NeuraGen® tiene una eficacia comparable al gold standard en
defectos de hasta 2 ¢cm, habiéndose publicado regularmente sobre su seguridad y eficacia
clinica. Ademas, en estudios preclinicos el dispositivo ha mostrado ser eficaz en defectos con un
gap de hasta 4 cm de longitud, cosa que no ha logrado ningun otro dispositivo aprobado por la
FDA (Kehoe et al., 2012).

e Neurolac®

Fabricado en PCL, Neurolac® presenta como principal ventaja que es el Unico NGC transparente
aprobado por la FDA, caracteristica que puede ser de ayuda para el cirujano durante su insercion
quirargica. No obstante, presenta diversas desventajas como su alta rigidez, la cual produce la
rotura frecuente de la aguja de sutura durante la intervencién quirurgica. Esto obliga al cirujano
a emplear una aguja de sutura mas larga que produce mds dafio al tejido. Ademas su
inflexibilidad puede producir que las terminaciones nerviosas se salgan del interior del lumen
del NGC durante el periodo de regeneracion. Otras desventajas importantes de Neurolac® son
la aparicién de reacciones a cuerpo extraio graves, el bloqueo del lumen por un hinchado
excesivo o el colapso temprano que lleva a la formacién de un neuroma (Kehoe et al., 2012;
Meek & Coert, 2008).

En cuanto a su actuacion clinica, Neurolac® ha demostrado tener una eficacia comparable al
gold standard en lesiones de hasta 2 cm. No obstante los estudios preclinicos no han podido
superar esta distancia de regeneracion (Kehoe et al., 2012).
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Figura 14. De izquierda a derecha: NeuraGen®, Neurotube® y Neurolac® (Lohmeyer, Siemers, Machens, & Mailander,
2009).

e SaluTunnel™ Nerve Protector™

SaluTunnel™ presenta la principal ventaja de que combina el agua en una proporcién similar a
la de los tejidos humanos, incluyendo polivinil alcohol (PVA) para obtener una estructura
mecdanicamente estable y facilmente esterilizable. En cuanto a sus desventajas, éstas estdn
relacionadas con su naturaleza no reabsorbible, la cual lleva a problemas relacionados con la
compresidn del nervio y con tensidn en las lineas de sutura tras haber ocurrido la regeneracién
nerviosa. A esto cabe afiadir que no se han publicado estudios clinicos que hayan examinado la
eficacia de este material de manera controlada, aleatorizada y prospectiva (Kehoe et al., 2012).

En conclusidn, en la actualidad existen diversos dispositivos de guia nerviosa aprobados por la
FDA ya utilizados en la practica clinica. No obstante, todavia existen muchos aspectos en los que
estos dispositivos pueden ser mejorados para lograr aumentar la distancia de los gaps a reparar,
la cual se limita en la actualidad a 3 0 4 cm como maximo en nervios de pequefio didmetro. Por
ejemplo, todavia existe mucho margen de mejora en los biomateriales empleados o en las
técnicas intraluminales para obtener un microentorno en el interior del conducto que favorezca
la regeneracion axonal a distancias largas (mayores a 3 cm).
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2.4. Propiedades de los biomateriales empleados y justificaciéon
de su eleccion

Como se indica en el apartado 4 de materiales y métodos, los NGCs desarrollados en este TFM
se basan en la utilizacién combinada de dos biomateriales diferentes: el dcido hialurénico (HA)
y la fibroina de seda (SF). A continuacidn se realiza un analisis detallado de las caracteristicas y
propiedades mds importantes de ambos biomateriales, asi como una justificacion de su eleccidn
frente a otros materiales.

2.4.1. Acido hialurénico (HA)
2.4.1.1. Caracteristicas y propiedades generales

El HA es un biomaterial natural que estd ampliamente distribuido en los tejidos conectivos y en
la piel, actuando ademas como lubricante en los espacios de las articulaciones. Es uno de los
principales componentes de la matriz extracelular (ECM) de tejidos como el liquido sinovial, el
humor vitreo o el cordén umbilical en los humanos, donde actiua como un andamiaje para
enlazar con otras moléculas (Perez Garnes, 2015).

En cuanto a su estructura quimica, el HA es un glicosaminoglicano (un tipo de polimero
bioldgico) no ramificado que se compone de repeticiones de disacaridos, los cuales estan
formados por una unidad de acido D-glucurdnico y otra unidad de D-N-acetilglucosamina, como
se muestra en la figura 15 (Vilarifio Feltrer, 2015).

COOH CH,0H

\\I/H \’_(L CI/H \|\\
| “/' Iosdl “/'
+|1 OH L/|14 HN. 0

l
CH;

Acido D-glucurénico D-N-acetilglucosamina

Figura 15. Estructura quimica del HA (DEPOSITPHOTOS, n.d.).

Es interesante indicar que el HA tiene una naturaleza polianidnica debida al grupo carboxilico de
la unidad de 4cido D-glucurdnico. Asi, en condiciones fisiolégicas de pH y concentracion de sal,
este grupo carboxilico estd ampliamente hidrolizado y equilibrado con iones catidnicos
ambientales como el Na* (figura 16). Ademas, cada cadena polimérica contiene un extremo
reductor (en el que el carbono C; no estd implicado en un enlace glicosidico) y un extremo no
reductor (en el que el carbono C; si estd unido por un enlace glicosidico), de modo que durante

25



la sintesis de HA la cadena se extiende mediante la adicion de monosacaridos en el extremo
reductor (Perez Garnes, 2015).

— p-glucuronic acid __

Na*
o. .o N OH o0 O OH
O. 04 )/—0 0. 0] LO OH
OH 1 0. K oH d
OH OH OH
OH HN OH HN
non-reducing end
0 (8]
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N-Acetyl-p-glucosamine reducing end

Figura 16. Estructura quimica del HA mostrando su naturaleza polianidnica, asi como los extremos reductor y no
reductor (Perez Garnes, 2015).

En cuanto a su peso molecular, este puede variar enormemente, ya que el HA puede formar
desde pequefios oligosacaridos hasta macromoléculas con un alto peso molecular de entre 10°
y 107 Da (Vilarifio Feltrer, 2015).

En relacién a las funciones del HA en la naturaleza, una de sus funciones principales es la
modificaciéon de las propiedades elastoméricas de la ECM. No obstante, también se ha
descubierto que el HA cumple otra funciones biolégicas fundamentales en funcién de su peso
molecular. Esto es asi gracias a que donde se sitla el HA también se encuentran enzimas de la
familia hialuronidasa que escinden las cadenas de HA en funcidn de las necesidades del
organismo (Di Ferrante, 1956). Por tanto, el HA puede considerarse como un polimero
biodegradable que se degrada y sintetiza continuamente en la ECM de los tejidos.

De este modo, el HA no solamente se presenta con pesos moleculares del orden de MDa, sino
gue también existen moléculas mds pequefias con menores pesos moleculares que cumplen
diversas funciones (Vilarifio Feltrer, 2015). Por ejemplo, al HA con un peso molecular del orden
de 60 kDa se le atribuyen propiedades antiadherentes para las células (Brecht, Mayer, Schlosser,
& Prehm, 1986) que mantienen a los astrocitos en un estado quiescente no reactivo e inhiben
la formacidn de la cicatriz glial (Khaing et al., 2011; C.-M. Lin et al., 2009).

Otro aspecto muy importante del HA es su capacidad para retener agua. Cuando el HA entra en
contacto con el agua se producen interacciones de enlace de hidrégeno entre las cadenas del
HA (Scott, 1989), resultando en una restriccién de la libertad rotacional y en un impedimento
para que las proteinas y otras moléculas globulares difundan a través de la matriz del HA
(Cowman & Matsuoka, 2005). Por tanto, la formacion de estos puentes de hidrégeno cuando el
HA estd en contacto con el agua es lo que produce que el agua quede retenida en el material, lo
cual confiere al HA su alta hidrofilicidad.

26



Finalmente cabe destacar que el HA presenta una excelente biocompatibilidad y unas
propiedades bioldgicas Unicas (Collins & Birkinshaw, 2013), ya que regula la respuesta inmune e
inflamatoria, la diferenciacién celular, la vascularizacidn, la formacidn de tejido cicatricial y la
adhesién celular a proteinas de la ECM (Rodriguez-Pérez, Lloret Compaii, Monledn Pradas, &
Martinez-Ramos, 2016). Ademas, el HA también modula el comportamiento de las células gliales
e inmunitarias (Vilarifio Feltrer, 2015).

2.4.1.2. Modificaciones

En cuanto a las desventajas del HA, las mds importantes son sus malas propiedades mecanicas,
su alta solubilidad y su rapida tasa de degradacidon en un entorno fisioldgico. A esto cabe afiadir
que al implantar HA de origen no autélogo (normalmente de origen bacteriano) se suele
producir una reaccion a cuerpo extrafio que genera un aumento de la concentracién local de la
enzima hialuronidasa. Esto produce que el HA se degrade y que los fragmentos difundan a otras
regiones cercanas de tejido o al flujo sanguineo, de modo que el tiempo de residencia del HA es
de solamente unos pocos dias tras su incorporacion. Por todo ello es frecuente que se realice
una modificacidn parcial de algunos grupos funcionales del HA para ajustar sus propiedades
fisicoquimicas o incluso estimular determinadas respuestas celulares (Vilarifio Feltrer, 2015).

Las posibles modificaciones del HA se engloban en 5 grupos (Vilarifio Feltrer, 2015):

e Entrecruzamientos quimicos directos
e Entrecruzamiento quimicos indirectos
e Entrecruzamientos fisicos

e Funcionalizaciones metabdlicas

e Injertos

Estas modificaciones persiguen la formacién de hidrogeles de HA que sean mas estables y con
unas mejores propiedades mecanicas, de modo que puedan manipularse con mayor facilidad.
Asimismo también buscan un aumento de la biocompatibilidad entre el HA y el tejido,
incrementando asi el tiempo de residencia del HA (Vilarifio Feltrer, 2015).

En este TFM se ha optado por un entrecruzamiento quimico directo del HA con el agente
entrecruzante divinil sulfona (DVS) (figura 17). Esta reaccidn consiste en una eterificacion por
adiciéon de Michael, de modo que se necesita un medio alcalino para desprotonar los grupos
hidroxilos del HA y proporcionar asi una fuente de OH (Perez Garnes, 2015; Vilarifio Feltrer,
2015). Asi pues, este procedimiento se basa en que, en condiciones alcalinas (pH>12) y a
temperatura ambiente, el agente entrecruzante (DVS) reacciona con el HA generandose una
reticulacién bis-etilsulfona entre los grupos hidroxilo de las cadenas de HA. De este modo se
forman enlaces covalentes entre varias cadenas diferentes del HA en pocos minutos.

Cabe destacar que a pesar de la alta toxicidad del DVS, se ha mostrado que los hidrogeles HA-
DVS no generan productos de degradacidn tdxicos y su uso en aplicaciones biomédicas esta
aprobado por la FDA (E. J. Oh et al., 2008; Perez Garnes, 2015).
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Figura 17. Reaccidn de entrecruzamiento entre HA y DVS (Perez Garnes, 2015).

2.4.1.3. Aplicaciones

Debido a sus excelentes propiedades bioldgicas, sus funciones en el metabolismo de las células
y en la regeneracion de tejidos y su alta hidrofilicidad, el HA purificado con origen bacteriano o
animal ya se emplea en diversas aplicaciones tanto médicas como cosméticas. Un ejemplo seria
la cirugia oftalmica para trasplante de cdrnea, donde se reduce la cantidad de trauma en el ojo
del paciente gracias a que el HA forma un cojin amortiguador entre los instrumentos y los tejidos
(Maltese et al., 2006). Otro ejemplo es la cirugia plastica, donde se utiliza como relleno
subcutaneo inyectable para arrugas y cicatrices (Jones, 2011).

Otra aplicacién terapéutica de geles o soluciones de HA es la cicatrizacion de heridas vy la
reparacion de tejidos, donde su funcidn es proteger las superficies de los tejidos de la sequedad
y de los agentes ambientales (Jiang, Liang, & Noble, 2007). Por ejemplo, se emplea para
aumentar la velocidad de curacién de quemaduras de baja gravedad (Oksala et al., 1995) o para
que las membranas de los tejidos no se adhieran tras una intervencidn quirdrgica (Reijnen,
Bleichrodt, & van Goor, 2003).

En cuanto a la utilizacién del HA como material de fabricacion de NGCs, su aplicacion hasta el
momento ha sido Unicamente a nivel de investigacion, habiéndose estudiado por primera vez
en 2015 dentro del centro de investigacién de acogida (CBIT). En este grupo se logré obtener un
conducto tubular de HA estable en medio fisioldgico y permeable a nutrientes y proteinas que
era capaz de retener en su interior células de la glia como células de Schwann. Ademas, estas
células eran capaces de proliferar en el interior del conducto formando una estrucutra celular
tubular similar a las estructuras fasciculares que se encuentran en los nervios (Vilarifio Feltrer,
2015). A partir de estos resultados se procedid al estudio de la combinacidn de tubos de HA con
otros materiales como microparticulas (Gréant, 2016), polietil acrilato (Rodriguez-Pérez et al.,
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2016) o nanotubos de carbono (Arnal-Pastor et al., 2016). En la actualidad se estan realizando
ensayos in vivo en ratas con resultados esperanzadores.

2.4.1.4. Justificacion de la eleccidn

De la gran cantidad de biomateriales disponibles, se ha escogido el HA para desarrollar la
estructura tubular de este proyecto ya que es uno de los biomateriales favoritos para la
regeneracion asistida del sistema nervioso. El hecho de que se trate de un glicosaminoglicano
natural y uno de los principales componentes de la matriz extracelular (Lam, Truong, & Segura,
2014; Lei, Gojgini, Lam, & Segura, 2011) hace que sea el material mas favorable a la hora de
implantar scaffolds de HA para la regeneracién del sistema nervioso. Principalmente esto se
debe a que inicialmente el polimero tendra un elevado peso molecular, con lo que producird en
el ambiente un efecto antiinflamatorio e inmunosupresor que serd favorable para la buena
adaptacion del scaffold al entorno. Ademas, conforme pase el tiempo y vaya degradandose el
biomaterial se pasara a tener un efecto favorable para la proliferacion celular y la angiogénesis
gracias a las excelentes propiedades bioldgicas del HA. A esto se afade que se trata de un
componente aprobado por la FDA para su utilizacidn clinica, lo que hace que sea facilmente
traslacionable para su futuro uso en humanos.

2.4.2. Fibroina de seda (SF)

2.4.2.1. Caracteristicas y propiedades generales

La seda es una proteina natural que puede ser obtenida de los capullos de varios tipos de orugas
o gusanos de seda. En este proyecto se emplea la seda obtenida a partir de los capullos de la
polilla de seda china Bombyx mori criada en cautividad. La seda emitida por el gusano de seda
se compone de dos proteinas principales, la fibroina y la sericina. La fibroina forma el centro
estructural de la seda, mientras que la sericina es un material pegajoso que rodea a la fibroina,
como se muestra en la figura 18 (J. Lancashire, 2011).

Sericin

Fibroin

Figura 18. Imagen de microscopio electrénico de barrido (SEM) mostrando los dos componentes de la seda: la
fibroina formando el centro y la sericina alrededor (J. Lancashire, 2011).
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La masa total de la seda estd compuesta por un 20 a 30% de sericina y un 70 a 80% de fibroina
de seda (SF). La SF es la proteina responsable de la biocompatibilidad y la bioactividad. No
obstante, la sericina ha mostrado ser causa de respuestas inflamatorias e inmunoldgicas
indeseables. Por ello, la seda se somete a un proceso de desgomado o degumming que consiste
en hervir los capullos de seda en una solucién alcalina con el objetivo obtener fibroina de seda
pura (sin restos de sericina) que pueda ser usada como biomaterial (Tang et al., 2009; Vepari &
Kaplan, 2007; Wray et al., 2011).

Diversas pruebas con SF desgomada (sin sericina) han revelado que solamente ocurren
respuestas inflamatorias muy leves in vivo con este material, y estas respuestas son mucho
menores que las observadas con otros biomateriales de uso comun como el coldgeno o el PLA
(Murphy & Kaplan, 2009). Por tanto, la SF ha demostrado ser un biomaterial con una alta
biocompatibilidad en estudios tanto in vitro como in vivo, evitdndose las respuestas
inmunoldgicas no deseadas causadas por la sericina (Vepari & Kaplan, 2007).

En cuanto a su composicion quimica, la SF de Bombyx mori estd compuesta en su mayor parte
por la estructura repetitiva mostrada en la figura 19, formada por los aminoacidos glicina (Gly),
alanina (Ala) y serina (Ser) en una relacion molar aproximada de 3:2:1, respectivamente (J.
Lancashire, 2011).

OH
0 ( O CH, O CH,
H H | ° H [
N N N
N/ﬁ_r NW N
H H H
O O o™n

Gly Ser Gly Ala Gly Ala

Figura 19. Estructura primaria de la SF de Bombyx mori (J. Lancashire, 2011).

En cuanto a su composicién en aminoacidos, la SF de Bombyx mori contiene una mayor
proporcién de los tres aminodcidos que forma su estructura de repeticién (figura 19), con un
45% de glicina, 29% de alanina y 12% de serina. El 13% restante esta formado por tirosina, valina,
acido aspartico, arginina, acido glutamico, isoleucina, leucina, fenilalanina y treonina (ver tabla
5) (J. Lancashire, 2011).
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Tabla 5. Composicion de la SF de Bombyx mori mostrando el porcentaje de cada aminoacido encontrado en ella (J.
Lancashire, 2011).

La alta proporcién de glicina, el cual es el aminodcido mas pequefio, es la que permite el
empaquetamiento apretado de la SF, obteniéndose fibras fuertes resistentes a la rotura. La gran
resistencia a la traccidn de la SF proviene de la gran cantidad de enlaces de hidrégeno que
presenta, los cuales no se rompen facilmente ya que la fuerza se reparte entre todos ellos (J.
Lancashire, 2011).

Como se muestra en la figura 20, la SF se compone de cristales denominados ldminas o B-
sheets y dominios amorfos, de modo que los dominios de cristalito son hidréfobos y estan
embebidos en regiones amorfas hidroéfilas. Asi, las caracteristicas mecanicas de la SF proceden
predominantemente de las interacciones tanto entre como dentro de ambas estructuras.

!

——

B-sheet crystallite domain amorphous domain

Figura 20. llustracion de la fase cristalina B-sheet embebida en la matriz amorfa en la SF. Los circulos azules
representan las moléculas de agua (Cheng et al., 2014).
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Los componentes estructurales principales de los dominios de cristalito son cadenas
polipeptidicas (formadas principalmente por los aminodcidos glicina y alanina), de forma que las
cadenas adyacentes se mantienen unidas por fuertes puentes de hidrégeno en una disposicién
antiparalela para formar las ldminas B (Cheng et al., 2014). Estas laminas B son altamente
cristalinas y esencialmente reticulan la proteina a través de fuertes puentes de hidrégeno intra
e intermoleculares, asi como fuertes interacciones de van der Waals entre laminas B apiladas,
dando al material sus propiedades mecanicas robustas (Murphy & Kaplan, 2009). Por su parte,
los dominios amorfos y desordenados forman una matriz blanda y himeda que rodea a las
[dminas B (Cheng et al., 2014).

Un aspecto a tener en cuenta es la interaccion del agua con la SF, ya que la presencia de agua
como solvente reduce el nimero y la fuerza de los enlaces de hidrégeno entre cadenas de los
dominios cristalinos, lo cual debilita la resistencia del material (Cheng et al., 2014). No obstante,
se ha demostrado que las fibras de SF presentan una degradacidn in vivo lenta, reteniendo mas
del 50% de sus propiedades mecanicas después de dos meses de implantacion (Tang et al., 2009;
Vepari & Kaplan, 2007). Esto se debe a que los dominios cristalinos hidréfobos de laminas
previenen la penetracién de agua y proteasas, dando como resultado una biodegradacidn lenta
in vivo (Murphy & Kaplan, 2009).

Gracias a esta estructura de la SF, esta proteina es considerada como una de las fibras naturales
mas fuertes, presentando unas propiedades mecanicas superiores a las de otros biomateriales
como el colageno o el PLA (ver tabla 6) (Vepari & Kaplan, 2007).

Source of Biomaterial Modulus UTS Strain (%) at break
(GPa) (MPa)

B. mori silk 5-12 500 19

(with sericin)

B. mori silk (without sericin) 15-17 610-690 4-16

B. mori silk 10 740 20

N. clavipes silk 11-13 875972 17-18

Collagen 0.0018-0.046 0.9-7.4 24-68

Crosslinked collagen 0.4-0.8 47-72 12-16

Polylactic acid 1.2-3.0 28-50 2-6

Tabla 6. Propiedades mecanicas de la SF de Bombyx mori, comparandose con las del coldgeno y las del PLA. (Vepari
& Kaplan, 2007).

Otro aspecto interesante es que la extension de la estructura cristalina de ldaminas B puede ser
controlada mediante métodos fisicos o quimicos, dando lugar a materiales con una cristalinidad
y tasa de degradacion controladas (Murphy & Kaplan, 2009). Esto permite adaptar la tasa de
degradacion de la SF a la aplicacion concreta en que vaya a ser utilizada (Lu et al., 2011).

También es importante destacar la facil esterilizacién de la SF, ya que los scaffolds de SF pueden
calentarse en autoclave hasta 120°C sin que cambie ni la morfologia ni la estructura de las
[dminas B. Ademas también se pueden esterilizar empleando dxido de etileno, radiacién y o
etanol al 70% (Vepari & Kaplan, 2007).
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Por ultimo, es interesante indicar que la SF puede debilitarse si se expone a demasiada luz solar
y que es un mal conductor de la electricidad, por lo que es susceptible a la adherencia estdtica
(J. Lancashire, 2011).

2.4.2.2. Aplicaciones

Las sedas han sido investigadas como biomateriales debido al uso exitoso de fibras de seda de
Bombyx mori como material de sutura durante siglos (Vepari & Kaplan, 2007). La SF posee unas
propiedades mecdnicas, quimicas y bioldgicas superiores a las de la mayoria de polimeros
naturales o sintéticos, presentando una combinacién Unica de excelentes propiedades
mecanicas, biocompatibilidad y biodegradabilidad en medio fisioldgico, asi como una facil
manipulacion, esterilizacion y funcionalizacién de su superficie (Cheng et al., 2014; Tang et al.,
2009).

Esto ha propiciado su amplia utilizacién en aplicaciones biomédicas, especialmente para la
cicatrizacion de heridas y la ingenieria de tejido dseo, cartilagos, tendones y ligamentos (Cheng
et al,, 2014; Tang et al., 2009; Vepari & Kaplan, 2007). Por ejemplo, en aplicaciones relacionadas
con la cicatrizacién de heridas los materiales a base de SF han demostrado mejorar la adhesion
de queratinocitos y fibroblastos in vitro, al tiempo que inducen una menor inflamacién en
comparacién con otros productos empleados comercialmente (Karahaliloglu, Ercan, Denkbas, &
Webster, 2015).

La SF se ha propuesto para diversas aplicaciones de ingenieria tisular en una amplia variedad de
formas, incluyendo membranas, esponjas, hidrogeles y andamios o scaffolds tridimensionales
(Karahaliloglu et al., 2015; Murphy & Kaplan, 2009). Mas recientemente, la aplicacidn de la SF
como biomaterial para la regeneracion de nervios periféricos ha crecido hasta convertirse en un
nuevo campo de investigacion. Se ha demostrado que la SF es biocompatible con ganglios de la
raiz dorsal y células de Schwann sin mostrarse efectos citotdxicos significativos bajo condiciones
in vitro. Ademas se han implantado NGCs basados en SF en lesiones de nervio ciatico de rata con
un gap de 1 cm de longitud con un resultado positivo de regeneracién (Tang et al., 2009).

Ademds de su aplicacidon en el SNP, también se ha investigado la aplicacion de la SF en Ila
regeneracién del SNC. Se ha concluido que la SF tiene una buena biocompatibilidad con
neuronas del hipocampo, apoyando su supervivencia y crecimiento sin mostrarse ningun efecto
citotéxico significativo sobre su fenotipo o funciones celulares. Esto apoya el posible uso
potencial de la SF en la fabricacion de NGCs para tratar lesiones o enfermedades del SNC (Tang
et al., 2009).

2.4.2.3. Justificacion de la eleccidon

La incorporacién de la SF al proceso de fabricacion de NGCs basados en HA tiene como objetivo
principal la mejora de las propiedades de adhesidn celular en el interior de las paredes del
conducto tubular, ya que los scaffolds de HA presentan una adhesién celular muy limitada
basada Unicamente en la rugosidad del material por su alta hidrofilicidad. Asi, mediante la
adicion de SF se pretende obtener un microentorno en el interior del NGC que mejore la
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adhesién y crecimiento de células gliales como las células de Schwann, lo cual creard un
microentorno mas favorable para el crecimiento axonal.

En segundo lugar, con la incorporaciéon de la SF al HA también se pretende obtener una mejora
de las propiedades mecdnicas de los NGCs gracias a que la SF presenta unas propiedades
mecanicas muy superiores a las del HA. Con este refuerzo del material se busca facilitar el
proceso de sutura del NGC durante su implantacién quirdrgica, ya que los NGC fabricados
Unicamente con HA presentan problemas de rotura durante su implantacién por su elevada
fragilidad. No obstante, debe considerarse en este punto que existen otros métodos que pueden
aumentar todavia mas las propiedades mecdnicas del material, como puede ser la adicién de
microparticulas (Gréant, 2016). No obstante, estos métodos no permiten obtener una mejora
de las propiedades de adhesidn celular del NGC y también presentan otros tipos de problemas,
como una excesiva rigidez del conducto que puede producir la compresién de los axones que se
estdn regenerando y un aumento de la inflamacién tisular.

Ademas, como ocurria con el HA, la SF también esta actualmente aprobada por la FDA, lo que
hace que el NGC desarrollado siga siendo facilmente traslacionable para su posible uso clinico
en humanos en un futuro.
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3. Hipotesis y objetivos

Este Trabajo Fin de Master (TFM) tiene como objetivo el desarrollo de conductos de guia
nerviosa (NGCs) para la regeneracion nerviosa tanto del sistema nervioso central (SNC) como
del sistema nervioso periférico (SNP). Estos NGCs estan basados en una combinacion de acido
hialurdnico (HA) y fibroina de seda (SF) con el objetivo de mejorar, tanto la adhesion celular en
el interior del conducto, como las propiedades mecanicas del mismo en comparacion con los
NGCs basados unicamente en HA. Este material creado por la combinacién de HA y SF serd
caracterizado desde los puntos de vista morfoldgico, fisicoquimico, mecanico y bioldgico
mediante estudios in vitro, con el objetivo de evaluar su potencial utilizacién clinica como NGCs
en un futuro.

Las hipdtesis de este TFM son:

e Hipdtesis 1: La SF puede incorporarse en el proceso de produccidon de NGCs basados en HA,
resultando en la fabricaciéon de NGCs en los que se combine el HA con la SF.

e Hipétesis 2: El nuevo biomaterial basado en la combinacién de HA y SF permitira:

=  Mejorar la adhesién celular en las paredes internas del NGC gracias a la interaccion
entre proteinas transmembranales de adhesidn celular (integrinas) y los residuos de
arginina de la SF. Con ello se conseguird mejorar la adhesién de células gliales como
las células de Schwann en el interior del conducto, resultando en un microentorno
mas adecuado para la regeneracién y crecimiento axonal.

=  Mejorar las propiedades mecdnicas de los NGC basados en HA gracias a las mayores
propiedades mecanicas de la SF en comparacién con el HA. Con ello se conseguira
mejorar la manipulacién de los NGCs en etapas tanto in vitro como in vivo,
aumentando por tanto las posibilidades de obtener una implantacion clinica exitosa
en un futuro.

Los objetivos concretos de este TFM son:
e Objetivo 1: Incorporar la SF al proceso de fabricacion de membranas basadas en HA.

e Objetivo 2: Caracterizar las propiedades fisico-quimicas de las membranas basadas en HA
sin y con incorporacion de SF.

e Objetivo 3: Caracterizar las propiedades mecanicas de las membranas basadas en HA sin y
con incorporacion de SF.

e Objetivo 4: Caracterizar las propiedades bioldgicas en términos de adhesién y proliferacion
celular in vitro de las membranas basadas en HA sin y con incorporacidn de SF.

e Objetivo 5: Producir NGCs basados en la combinacién de HA y SF.
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4. Materiales y métodos

Este TFM tiene como objetivo principal la mejora de los NGCs basados en HA mediante la
incorporacién de la SF a su proceso de fabricacion. En primer lugar se procedié a la fabricacion
de membranas de alrededor de 1 mm de espesor basadas Unicamente en HA, por un lado, y
basadas en HA combinado con SF, por otro. Esto se realizd mediante la inyeccién del material
en un molde con forma plana. Estas membranas se emplearon para caracterizar y comparar sus
propiedades fisico-quimicas, mecanicas y de adhesidon y proliferacién celular in vitro. La
investigacion se realizd mediante el uso de microscopia electrdénica de barrido de emisién de
campo (FESEM), equipamiento de ensayos mecdanicos (redmetro), analisis termogravimétrico
(TGA), calorimetria diferencial de barrido (DSC) y ensayos adicionales para la medida de la
estabilidad frente a ciclos de hinchado y secado. Los ensayos de adhesion y proliferacién celular
se realizaron mediante cultivos celulares de células de Schwann de rata (rSCs) in vitro.

En segundo lugar, una vez realizados los ensayos con las membranas, se procedié a la fabricacion
de NGCs basados tanto en HA como en HA combinado con SF, siguiendo la metodologia anterior
de elaboracion del biomaterial. Para la obtencién de tubos huecos se procedio a la inyeccién del
material en un molde acanalado con fibras de PCL en el interior de cada canal (tubdgenos) para
obtener asi el lumen del conducto. Los NGCs obtenidos se caracterizaron morfoldgicamente
mediante FESEM y se analizaron tanto sus dimensiones en estado seco e hinchado en agua como
su densidad y porosidad.

4.1. Preparacion de los biomateriales
4.1.1. HA

La preparacion del biomaterial basado Unicamente en HA disuelto en medio basico (de ahora en
adelante denominado HA sosa) se basé en el procedimiento descrito en la figura 21, el cual esta
basado en el procedimiento previamente descrito en Vilarifio Feltrer, 2015.

En primer lugar se procedio a la preparacion de una solucién acuosa de hidréxido sdédico (NaOH;
131687, Panreac) 0,2M mediante adicion de pequefias esferas o pellets de NaOH en agua
ultrapura (Mili-Q®), removiendo la solucién hasta lograr la disolucién completa de los pellets.

A continuacién se elaboré una disolucidon de HA derivado de streptococcus equi (HA; 53747,
Sigma-Aldrich) al 5% en masa (wt/wt) en la solucidon acuosa de NaOH 0,2M preparada con
anterioridad. Esta disolucion de HA en medio basico permanecidé en vaivén (60
revoluciones/minuto) durante 24 horas en condiciones normales de temperatura y presion
(CNTP, 25°C, 100 kPa) con el objetivo de limitar el efecto de hidrélisis de los enlaces glicosidicos
que tiene el NaOH sobre el HA. Aun asi, en estudios previos se observd que este proceso de
hidrélisis reduce el peso molecular de las cadenas de HA de los 1.5-1.8 MDa que tiene en origen
hasta aproximadamente los 0,5 MDa (Vilarifio Feltrer, 2015).

Se debe tener en cuenta que esta disolucidén del HA en NaOH es necesaria para poder realizar la
posterior reaccion de entrecruzamiento con DVS, la cual requiere de un pH mayor a 12 para
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producirse (Perez Garnes, 2015). Ademas, también es necesaria para que la disolucién sea lo
suficientemente fluida (poco viscosa) como para poder ser inyectada en los moldes que daran
la forma de membranas o NGCs.

A continuacion se procedid a la homogenizacién de la disolucién mediante agitacidon en un
agitador magnético en CNTP durante 20 minutos. Finalmente se mezcld la disolucién con el
entrecruzador divinil sulfona (DVS; V3700, Sigma-Aldrich) en una proporcidn molar de 9:10
respecto del HA (9 moles de DVS por cada 10 unidades monoméricas de HA). Esta mezcla se
mantuvo en agitacion durante 10 segundos para lograr el correcto mezclado de la misma y
empezar asi el proceso de entrecruzamiento.

Llegados a este punto se procedio a la inyeccién del material mediante pipeteado en el molde
correspondiente segln se deseara obtener membranas o NGCs. Por tanto, el proceso continta
segun lo indicado en el apartado 4.1.4. en el caso de la preparacion de membranas, o segun lo
indicado en el apartado 4.1.5. en el caso de la preparacion de NGCs.

\ J N /
I T
— (5 | (= | = |
LN N
= 4% 4%
Disolucién HA 5% Vaivén Agitacion Entrecruzamiento
(24 horas) (20 min) (10 segundos)

Figura 21. Proceso de preparacién del HA disuelto en medio bdsico y entrecruzado con DVS: HA sosa (producciéon
propia)

4.1.1.1. Fraccion masica de los distintos componentes

4.1.1.1.1. Muestras no lavadas previamente

En este apartado se obtienen las fracciones masicas de los distintos componentes (HA, NaOH y
DVS) de los que se compone una muestra de HA sosa que no haya sufrido un proceso de
hinchado en agua. Para ello se calcula la masa existente para cada uno de los componentes
suponiendo el uso de 1 g de disoluciéon de HA 5% en NaOH 0,2M, siguiendo las proporciones
descritas en el apartado 4.1.1.:

e HA

En 1 g de disolucién de HA 5% en NaOH hay presentes 50 mg de HA. No obstante, dado que el
HA esta disuelto en NaOH, se debe considerar que cada molécula de HA va a sufrir la sustitucion
de un atomo de H por un atomo de Na (figura 16). Dado que la masa molar del HA puro es de
379 g/mol, de cada 379 g se perderd 1 g de H. Asi se obtiene que de los 50 mg de HA introducidos
se perderan 0,13 mg de H. Dado que la masa molar del hidrégeno es de 1 g/mol, esto representa
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la pérdida de 0,13 - 10~3 moles de H. Ya que la cantidad de moles de H perdidos serd igual a la
cantidad de moles de Na ganados y que la masa molar del Na es de 23 g/mol, se obtiene que en
total se han ganado 2,99 mg de Na. Esto hace que la masa total de HA tras haberse producido la
sustitucidon de un dtomo de H por otro de Na en cada una de las moléculas sea de 52.86 mg de
HA.

e NaOH

En 1 g de disolucidon de HA 5% en NaOH hay presentes 950 mg de NaOH 0,2M. Dado que esta
disolucién presenta un contenido en NaOH del 0,8%, en total se encuentran 7,6 mg de NaOH.

e DVS

Para realizar el entrecruzamiento de 1 g de disolucién de HA 5% en NaOH son necesarios 11,23
ul de DVS. Dado que la densidad del DVS es de 1,177 %, se obtiene que se han afiadido 13,22

mg de DVS.

Una vez conocida la masa presente de cada uno de los componentes se puede calcular la
fraccion masica (w) de cada uno de ellos.

Nota: Se ha considerado que en cada molécula de HA se ha producido la sustitucién de un dtomo
de H por uno de Na perteneciente al NaOH, por eso la suma de todas las fracciones masicas es
superior al 100%.

Nota: No se tiene en cuenta el contenido en agua que pueda quedar retenido en el material.

Ecuacion 1
m m 52,86 m
W = HA _ HA _ 9 = 74 64%
m Mya + Mygoy + Mpys  50mg + 7,6 mg + 13,22 mg
Ecuacion 2
MyaoH MyaoH 7,6 mg
w = = = =10,73%
NaOH m Mya + Mygon + Mpys  50mg + 7,6 mg + 13,22 mg 0
Ecuacion 3
m m 13,22 m
Wpys = —— = ovs 9 =18,67%

m Mya + MyaoH + Mpys - 50 mg + 7,6 mg + 13,22 mg
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4.1.1.1.2. Muestras lavadas previamente

En el caso de que la muestra haya sufrido un proceso de hinchado en agua, se debera tener en
cuenta que esto producira un lavado del material que retirard los reactivos no reaccionados y
los restos de NaOH, lo cual alterard ligeramente las proporciones del material.

Para obtener las fracciones masicas de los componentes en este caso se debe considerar que,
excepto los atomos de Na que hayan quedado unidos al HA, el resto de contenido de NaOH
desaparecera al lavar, asi como los atomos de H que hayan sido sustituidos. Asimismo también
debe considerarse que solamente permanecerd el contenido de DVS entrecruzado,
desapareciendo todo el DVS que no lo esté. Dado que la relacion molar entre HA y DVS es de 2
a 1 (por cada 2 moles de HA quedarda 1 mol de DVS) y suponiendo que la eficiencia de la reaccion
es del 100% por introducirse el DVS en exceso, se puede obtener la masa de DVS que se
entrecruzard del siguiente modo:

Ecuacion 4
Mpya

Nya My,
Mpys = Mpys * Npys = Mpys '_2 = Mpys - 2 =

52.86-10~3g
9
401 ==
—118-9 . mol _ ;g mg DVS
mol 2

Una vez conocida la masa de DVS que ha entrecruzado ya se puede calcular la fraccion masica
de los dos componentes de estas muestras (HA y DVS).

Ecuacion 5

Mya Mya 52,86 mg
= HA = = 87,179
OHA S T T M+ Mpys 52,86 + 7,78 mg %

Ecuacion 6

Mpys _ Mpys _ 7,78 mg
m mys + mpys 52,86 + 7,78 mg

Wpys = =12,83%

Nota: No se tiene en cuenta el contenido en agua que pueda quedar retenido en el material.
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4.1.2. HA combinado con SF

El procedimiento para la elaboracidn de los biomateriales basados en la combinacién de HA con
SF se muestra en la figura 22. Este procedimiento es andlogo el explicado en el apartado 4.1.1.
con la excepcion de que, tras haber tenido la disolucion de HA 5% en NaOH 0,2M en vaivén
durante 24 horas, se procedié a la mezcla de esta disolucién con fibroina de seda obtenida de
Bombyx mori (SF; Profesor Gustavo Guinea, Universidad Politécnica de Madrid). En este punto
se prepararon mezclas con dos concentraciones diferentes de SF: por un lado con una
concentracién de SF del 1.5% masa/volumen (de ahora en adelante denominada HA + 15% SF)
y, por otro lado, una concentracién de SF del 3% masa/volumen (de ahora en adelante
denominada HA + 30% SF). A continuacion el proceso continda igual que en 4.1.1., realizando
una homogenizacién de la disolucién mediante agitacién durante 20 minutos y el
entrecruzamiento con DVS.

Llegados a este punto se procedié a la inyeccidon del material mediante pipeteado en el molde
correspondiente segln se deseara obtener membranas o NGCs. Por tanto, el proceso continua
segun lo explicado en el apartado 4.1.4. en el caso de la preparacién de membranas, y segun lo
explicado en el apartado 4.1.5. en el caso de la preparacion de NGCs.

—
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—— 155 | . L ‘ - T
— Disoluciéon HA 5% T
[ e + E E
E 1.5 % SF masa/volumen .
Vaivén :
Disolucién HA 5% Agitacién Entrecruzamiento
isolucién (24 horas) ‘ 7:;: ' (20 min) (10 segundos)
2 B
*
30%3
L

Disoluciéon HA 5%
+
3 % SF masa/volumen

B B

/ N\

Figura 22. Proceso de preparacién del HA en combinacién con SF: HA + 15% SFy HA + 30% SF (produccion propia)
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4.1.2.1. Fraccion masica de los distintos componentes
4.1.2.1.1. Muestras no lavadas previamente

Dado que la cantidad de SF solamente se afiade a las cantidades de HA, NaOH y DVS calculadas
en el apartado 4.1.1.1.1., solamente es necesario conocer la masa de SF anadida. De acuerdo a
las proporciones indicadas en el apartado 4.1.2. del 1.5% masa/volumen para las muestras de
HA + 15% SFy del 3% masa/volumen para las muestras de HA + 30% SF, en 1 g de disolucion de
HA 5% en NaOH 0,2M que corresponde a un volumen de 1 ml se anaden 15 mgy 30 mg de SF,
respectivamente. Una vez conocido esto ya se pueden calcular las fracciones masicas de HA,
NaOH, DVS y SF del material.

Nota: Se ha considerado que en cada molécula de HA se ha producido la sustitucién de un dtomo
de H por uno de Na perteneciente al NaOH, por eso la suma de todas las fracciones masicas es
superior al 100%.

Nota: No se tiene en cuenta el contenido en agua que pueda quedar retenido en el material.

s HA +15% SF

Ecuacion 7

Mya Mya 52,86 mg
WhHa = = = = 61, 59%
m Mya + Mygoy + Mpys + Mge 50mg + 7,6 mg + 13,22 mg + 15 mg

Ecuacion 8
MyaoH MyaoH 7,6 mg
= = = = 8,869
©Naon m Mya + Mygon + Mpys + Mgp - 50mg + 7,6 mg + 13,22 mg + 15mg %
Ecuacion 9
w _ Mpys _ Mpys _ 13,22 mg — 15, 40%
bvs m Mya + Mygoy + Mpys + mgg 50mg + 7,6 mg + 13,22 mg + 15 mg ’
Ecuacion 10
m m 15m
wgp = 25F — SF g = 17,48 %

m  mys+ Mygon + Mpys + Mgp ~ 50 mg + 7,6 mg + 13,22 mg + 15 mg
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% HA +30% SF

Ecuacion 11

Mya Mya 52,86 mg
wHA = = = = 52,43%
m Mya + Mygon + Mpys + Mg 50mg + 7,6 mg + 13,22 mg + 30 mg

Ecuacion 12
MyaoH Myaon 7,6 mg
w = = = = 7,54%
NaOH m Mya + Mygon + Mpys + Mg 50mg + 7,6 mg + 13,22 mg + 30 mg °

Ecuacion 13
w _ Movs _ Mpys _ 13,22 mg —13.11%

bvs m Myag + Mygoy + Mpys + Mg 50mg + 7,6 mg + 13,22 mg + 30 mg ’
Ecuacion 14

m m 30m
wgp = —& = Sl g =29,76%

m Mgy + Mygoy + Mpys + Mgp =50 mg + 7,6 mg + 13,22 mg + 30 mg

4.1.2.1.2. Muestras lavadas previamente

Como en el caso anterior de HA sosa, en el caso de que la muestra haya sufrido un proceso de
hinchado en agua se producird una pérdida de los reactivos no reaccionados, asi como de los
restos de NaOH, lo cual alterara ligeramente las proporciones anteriores. Dado que la cantidad
de SF solamente se afiade a las cantidades de HA y DVS calculadas en el apartado 4.1.1.1.2,,
solamente es necesario conocer la masa de SF afiadida, la cual es la misma que para las muestras
no lavadas previamente.

Nota: No se tiene en cuenta el contenido en agua que pueda quedar retenido en el material.

s HA+15% SF

Ecuacion 15
m m 52,86 m
gy = HA Ha - J = 69,88%
m Mmya + mpys + Mg 52,86 mg + 7,78 mg + 15 mg
Ecuacion 16
m m 7,78 m
Wpys = 25 = bvs g =10,29%

m Myy + Mpys + Mgp - 52,86 mg + 7,78 mg + 15 mg
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Ecuacion 17

/7
0‘0

m m 15m
wgp = 5F _ SE - g - 19,83 %
m Myas + Mpys + mge 52,86 mg + 7,78 mg + 15mg

HA + 30% SF

Ecuacion 18
m m 52,86 m
gy =24 Ha - g - 58,32%
m Mya + Mpys + Mg 52,86 mg + 7,78 mg + 30 mg
Ecuacion 19
Mpys Mpys 7,78 mg
w = = = = 8,589
bvs m Myy + Mpys + Mg 52,86 mg + 7,78 mg + 30 mg %
Ecuacion 20
m m 30m
wgp = 5F SE g — 33,10%

m Myy + Mpys + Mgp - 52,86 mg + 7,78 mg + 30 mg

4.1.3. Otros biomateriales

Con el objetivo de estudiar el efecto de la disolucién del HA y de la SF en medio basico (NaOH)
sobre sus propiedades térmicas, en los ensayos de analisis termogravimétrico (TGA) vy
calorimetria diferencial de barrido (DSC) se estudiaron, ademas de los materiales previamente
descritos (HA sosa, HA + 15% SF y HA + 30% SF), los siguientes materiales:

HA puro: HA sin procesar de ningin modo.

HA agua: Disolucion de HA al 5% en masa (wt/wt) en agua desionizada. Esta disolucién
se mantuvo en vaivén (60 revoluciones/minuto) durante 24 horas en CNTP. Dado que
para realizar el entrecruzamiento del HA con DVS es necesario tener un medio basico
(pH > 12), este material no se entrecruzé con DVS. Por ello, tras las 24 horas en vaivén
se procedid a su vertido mediante pipeteado en una placa de politetrafluoroetileno
(PTFE) para darle forma de membrana. Seguidamente fue congelada vy liofilizada con los
mismos parametros que el resto del membranas, segun se describe en 4.1.4.

SF pura: SF sin procesar de ninglin modo.

SF agua: Disolucion de SF al 3% masa/volumen en agua desionizada. Esta disolucién se
homogeneizd mediante agitacién en un agitador magnético en CNTP durante 20
minutos para posteriormente ser vertida mediante pipeteado en una placa de PTFE para
darle forma de membrana. Seguidamente fue congelada y liofilizada con los mismos
pardmetros que el resto del membranas, seguin se describe en 4.1.4.
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e SF sosa: Disolucion de SF al 3% masa/volumen en NaOH 0,2M. Esta disolucidn se
homogeneizd mediante agitacién en un agitador magnético en CNTP durante 20
minutos para posteriormente ser vertida y repartida mediante pipeteado en una placa
de PTFE para darle forma de membrana. Seguidamente fue congelada vy liofilizada con
los mismos parametros que el resto del membranas, segun se describe en 4.1.4.

4.1.4. Elaboracion de las membranas

Como se muestra en la figura 23, para la obtencién de membranas tanto de HA como de HA
combinado con SF se procedié a la inyeccién del material mediante pipeteado en el interior de
un molde de politetrafluoroetileno (PTFE) formado por dos caras planas situadas a ambos lados
de una placa intermedia con forma de U. Asi, al juntar ambas caras con la placa intermedia es
posible introducir el material en su interior, el cual adoptara la misma forma que el espacio que
gueda libre gracias a la paca intermedia, es decir, una forma de membrana o film. Cabe destacar
que en las dos caras planas externas del molde se realizaron agujeros pasantes de 1 mm de
didmetro con el fin de permitir la salida del agua contenida en el interior del material durante
su liofilizacion.

Tras la inyeccion del material en el molde este se dejo 1 hora en CNTP dentro de campana de
flujo laminar para dejar tiempo hasta el entrecruzamiento completo del material (gelificacién).
Posteriormente se procedié a la congelacion del material dejandolo en primer lugar durante 4
horas a una temperatura de -20°C y posteriormente durante 24 horas a una temperatura de
-80°C para poder llevar a cabo la liofilizacidon posterior del material. Una vez congelado el
material se introdujo en liofilizadora (LyoQuest-85, Telstar Life Science) durante 24 horas a una
temperatura de -80°C y una presién menor de 300 Pa. Finalmente, tras todo este proceso las
diferentes partes del molde fueron separadas para proceder a la extracciéon de la membrana.

Molde de PTFE

N 4
» D D EE P <
= ~ @ ==
Entrecruzamiento .z s g L.
Inyeccién de la solucién (1 hora a Congelacnonc Liofilizacion Membrana
entrecruzada con DVS ¢ R (4 horas a -20 2C) (24 horas)
empeératura (24 horas a -80 2C)
ambiente)

Figura 23. Proceso de elaboracidn de las membranas (producciéon propia)
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4.1.4.1. Eleccidon del tipo de molde

En cuanto al tipo de molde a emplear para la produccién de las membranas, se estudiaron dos
disenos diferentes: uno en que las caras planas eran macizas y otro en que estas se encontraban
perforadas con 6 agujeros pasantes de 1 mm de didmetro para facilitar la salida del agua durante
el proceso de liofilizacidn del material (figura 24).

Figura 24. Representacion de los dos tipos de moldes estudiados: molde con caras planas macizas (izquierda) y
molde con caras planas agujereadas con agujeros pasantes de 1 mm de didmetro (derecha).

Para estudiar cudl era el tipo de molde mas apropiado para la elaboracién de las membranas se
procedio a la fabricacién de tres membranas de HA sosa y otras tres de HA + 30% SF con cada
uno de los moldes, con el fin de observar las diferencias entre ambas. Las membranas fueron
troqueladas en discos de 8 mm de didmetro e hinchadas durante 24 horas en agua desionizada,
obteniendo los siguientes resultados cualitativos:

e Discos de HA sosa elaborados con el molde sin agujeros: Presentaron un nivel de
hinchado ligeramente superior (mayor didmetro de los discos tras el hinchado en agua),
pero presentando una superficie mas irregular y con burbujas de aire retenidas en su
interior. Ademads eran discos mas fragiles, ya que se rompian con facilidad al cogerlos
con pinzas.

e Discos de HA sosa elaborados con el molde con agujeros: Presentaron un nivel de
hinchado ligeramente inferior (menor didmetro de los discos tras el hinchado en agua),
pero su superficie era mas lisa. En cuanto a su estructura, esta era mds compacta, sin
burbujas de aire retenidas en su interior. Ademas presentaban una menor fragilidad,
pudiendo ser cogidos con pinzas sin llegar a romperse.

e Discos de HA + 30% SF elaborados con el molde sin agujeros: Presentaron una
superficie mas rugosa, perdiendo su circularidad tras el hinchado debido a un repliegue
de los bordes. Ademds se rompian con facilidad al cogerlos con pinzas.

e Discos de HA + 30% SF elaborados con el molde con agujeros: Presentaron una
superficie mas lisa y una mayor circularidad tras el hinchado. Ademas podian ser cogidos
con pinzas sin que llegaran a romperse.
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En la figura 25 se muestra un disco representativo de cada uno de los casos estudiados.

HA sosa HA sosa HA + 30% SF HA + 30% SF

Molde sin agujeros Molde con agujeros Molde sin agujeros Molde con agujeros

Figura 25. Fotografia de un disco representativo de cada uno de los casos estudiados: Discos de 8 mm de HA sosa y
de HA + 30% SF fabricados con molde sin agujeros y con agujeros. En color rojo se marca el perimetro de los discos.

En conclusién, dado que los discos fabricados con el molde con agujeros presentaron una menor
fragilidad, un menor contenido en burbujas de aire retenidas en su interior y una superficie mas
lisa, se optd por la utilizacién del molde con agujeros para la fabricacidon de las membranas de
los distintos materiales.

4.1.5. Elaboracion de los NGCs

Como se muestra en la figura 26, para la obtencién de NGCs tanto de HA como de HA combinado
con SF se procedié a la inyeccidon del material mediante pipeteado en el interior de un molde de
politetrafluoroetileno (PTFE) formado por canales alargados con un perfil cuadrado de 2 mm de
lado. Para la formacion del lumen se introdujo en el centro de cada canal una fibra de
policaprolactona (PCL; Polysciences) de 1 mm de didmetro para adaptar el conducto a un
modelo de lesion de nervio cidtico de rata, cuyo didmetro se encuentra comprendido entre 1y
1,5 mm (Isaacs, Mallu, Wo, & Little, 2014). No obstante, cabe indicar que estas dimensiones
podrian ser modificadas en un futuro para adaptarse a otros modelos de lesién.

Las fibras de PCL se obtuvieron a partir de la extrusidon de pequefias esferas o pellets de este
polimero. Esto se realizd mediante el uso de una miniextrusora (HAAKE MiniLab Il, Thermo
Scientific) en la que fueron introducidos los pellets y calentados hasta una temperatura superior
a la de fusidon del PCL (80°C). Una vez fundido el material se procedid a su extrusion a través de
una boquilla con un didmetro adecuado para la obtenciéon de fibras de entre 950 y 1050 um de
didmetro. Este material extruido fue recogido suavemente mediante un cilindro giratorio a su
salida por la boquilla y enfriado hasta su solidificacion de forma que se obtuvieron largas fibras
solidas de PCL con el didmetro deseado.

A ambos extremos de la fibra se inserté una envoltura con cinta de PTFE en forma de anillo con
un grosor ligeramente superior a 2 mm para lograr asi que, al presionar los extremos de la fibra
sobre el interior del canal, esta quedara tensada y fijada en el centro del canal a la misma
distancia aproximada de todas las paredes. Cabe destacar en este punto que dado que el molde
esta realizado con PTFE, el cual es un material hidréfobo, fue necesario ejercer una cierta presion
durante el inyectado con la micropipeta para lograr asi la entrada del material en todos los
espacios del canal y, por tanto, conseguir obtener tubos sin deformaciones.
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Tras la inyeccién del material en el molde este se dejé 10 minutos en CNTP dentro de campana
de flujo laminar para dejar tiempo hasta el entrecruzamiento completo del mismo (gelificacién).
Cabe indicar que este tiempo es menor que para el caso de las membranas ya que se observd
que la gelificacién ocurria en un menor tiempo por ser canales con una menor cantidad de
material. Posteriormente se procedid a su congelacién y liofilizacién con los mismos parametros
empleados para las membranas. Por ultimo se procedié a la separacidn de los conductos de

dentro de los canales y a la extraccién de las fibras de PCL de su interior (tubdgenos),
formandose asi el lumen del conducto.

Inyeccién de la solucién
entrecruzada con DVS

2

s )
B \ Entrecruzamiento Congelacién Liofilizacién NGC
- ™~ (10 minutos a (4 horas a -20 2C) (24 horas)
r——— ) 24 h -80¢2
P —) tem;:ﬁrattura (24 horas a -80 °C)
= — ambiente)
[ e —
[~ S———)
—
Fibras de PCL con Molde de

topes de PTFE PTFE

Figura 26. Proceso de elaboracion de los NGCs (produccién propia)

4.2. Caracterizacion de las propiedades fisico-quimicas

4.2.1. Estudio mediante microscopia electréonica de barrido de emisién de
campo (FESEM)

4.2.1.1. Morfologia superficial

Para la caracterizacion de la morfologia superficial tanto de membranas como de NGCs se hizo
uso de un microscopio electrénico de barrido de emisién de campo (FESEM; ULTRA 55, ZEISS
Oxford Instruments). Este dispositivo actla igual que un microscopio electrénico de barrido
(SEM) convencional, en el sentido de que realiza un barrido de la superficie de la muestra con
un haz de electrones, pero con la diferencia de que permite obtener mayores resoluciones.

Dado que el FESEM trabaja bajo condiciones de vacio para permitir la dispersion de los
electrones, se realizé un desecado de las muestras liofilizadas en condiciones de vacio durante

las 24 horas previas al ensayo para eliminar la maxima cantidad de agua posible de la muestray
asi evitar interferencias durante el ensayo debidas a agua evaporada.
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La preparacién de las muestras consistié en primer lugar en su situacion sobre una cinta de
carbono sobre la que las muestras se quedaban fijadas. Esto se realizé sobre un soporte metalico
circular perteneciente al equipo del FESEM. A continuacién se procedié a la creacién de un
puente de carbono entre la muestra y la cinta de carbono y al recubrimiento de las muestras
con una delgada capa de platino. Las muestras se observaron empleando un voltaje de 1 kV. En
el caso de los NGCs se procedio a su corte de forma longitudinal y transversal para observar asi
el interior del lumen del conducto y la morfologia de sus paredes.

El estudio se realizd con tres muestras diferentes (n=3) de HA sosa y de HA + 30% SF en forma
tanto de membrana como de NGC.

4.2.1.2. Analisis elemental

Ademas de para la caracterizacion morfoldgica de las muestras, el FESEM se empled para la
realizacion de un analisis elemental de su superficie con el objetivo de corroborar la presencia
de SF mediante el estudio del contenido en nitrégeno de las muestras. El andlisis elemental se
realizé de forma conjunta al estudio de morfologia superficial ya que la preparaciéon de las
muestras era la misma, tanto para membranas como para NGCs. Este estudio proporcioné la
fraccion masica (w) de nitrégeno, oxigeno, sodio y azufre en cada drea de material seleccionada.
El voltaje empleado fue de 1 kV.

El estudio se realizé con tres muestras diferentes (n=3) de HA sosa y de HA + 30% SF, en forma
tanto de membrana como de NGC, de modo que los resultados se obtuvieron mediante el
calculo de la media de las tres muestras y su correspondiente desviacidn tipica (SD).

4.2.2. Estabilidad frente a ciclos de hinchado y secado

Este estudio se realizé con el objetivo de evaluar la estabilidad en el tiempo del material frente
a ciclos de hinchado y secado. Dado que ni la forma de la muestra ni la presencia de lumen es
crucial para este experimento, se emplearon membranas liofilizadas troqueladas en forma de
discos de 8 mm de didmetro (D,) tanto de HA sosa como de HA + 30% SF. Asi se estudié tanto
la cantidad de masa no reticulada en los discos de ambos materiales a partir de la pérdida de
masa como la capacidad de absorber agua a partir del aumento del didametro de los discos.

Tras realizar el troquelado de las membranas liofilizadas en forma de discos de 8 mm de
didmetro se procedio a la introduccion de las muestras en desecador durante 6 horas, con vacio
continuo y con una temperatura de 50°C para lograr evaporar la mayor cantidad de agua posible
del material. A continuacién se extrajeron los discos del desecador y se pesaron empleando una
balanza (AX205, Mettler-Toledo Inc., sensibilidad de 0,01 mg), dando lugar a la medida m,. Tras
ello se procedio al hinchado de los discos en agua desionizada durante 24 horas para asi alcanzar
el maximo nivel de hinchado. La medicién de su didametro dio lugar a la medida D;.

A continuacidn se realizod el proceso una segunda vez. En primer lugar las muestras se secaron
al aire durante 6 horas para a continuacion proceder a su introduccion en desecador durante 6
horas, con vacio continuo y con una temperatura de 50°C para eliminar la mayor cantidad de
agua posible. Después se extrajeron los discos del desecador y se pesaron, dando lugar a la
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medida m. Finalmente los discos volvieron a hincharse en agua desionizada durante 24 horas
para alcanzar el maximo nivel de hinchado. La medicién de su didmetro dio lugar a la medida
D,.

. , . ; P m . .
Para estudiar la pérdida de masa se empleé el parametro ) mientras que para estudiar la
0

. . . D; . . .
capacidad de absorber agua se empleé el parametro D—‘ tanto para el primer hinchado (i = 1)
0

como para el segundo hinchado (i = 2).

El procedimiento se repitid paras 4 discos diferentes (n=4) de HA sosa y HA + 30% SF, de modo
que los resultados se obtuvieron a partir del cdlculo de la media de los datos obtenidos y de su
correspondiente SD.

4.2.3. Cambio de dimensiones en hinchado

Con el objetivo de estudiar las caracteristicas de hinchado de los NGCs, se procedié a analizar
las dimensiones antes y después de la absorcién de agua desionizada. Para ello se prepararon
NGCs tanto de HA sosa como de HA + 30% SF con dos longitudes diferentes: muestras de
aproximadamente 4 mm de longitud para estudiar el cambio en la longitud y muestras de 1 mm
de longitud aproximadamente para estudiar los cambios en el didametro del lumen y en el drea
de la seccién transversal.

Las muestras se examinaron y fotografiaron mediante una lupa binocular (MZ APO, Leica
Microsystems). En primer lugar se estudiaron las muestras en seco, adquiriendo imagenes de
las muestras de 4 mm de longitud en direccién longitudinal para realizar la medicién de la
longitud del NGCy de las muestras de 1 mm de longitud en direccidn transversal para realizar la
medicion del didmetro del lumen y de los lados de la seccién cuadrada. Una vez se adquirieron
las imagenes de las muestras en seco se procedid a su hinchado en agua desionizada durante 24
horas. Una vez transcurrido este tiempo se repitié el proceso seguido anteriormente para las
muestras en seco, tomando imagenes longitudinales de las muestras de 4 mm de longitud y
transversales de las muestras de 1 mm de longitud.

La medicidon de las dimensiones se realizé mediante el software de procesado de imagen
Imagel/FlI (Schindelin et al., 2012). Las dimensiones (longitud, didmetro del lumen y lados de
la seccion cuadrada) en estado seco e hinchado se calcularon para 4 muestras diferentes de cada
uno de los materiales estudiados. En este punto se calculd la variacidn de las dimensiones de los
NGCs tras su hinchado en agua desionizada mediante los siguientes parametros:

e L/Lo: Longitud en estado de hinchado (L) dividida entre la longitud en estado seco (L°).

e D/Do: Diametro del lumen en estado de hinchado (D) dividido entre el didmetro del
lumen en estado seco (Do).

e A/Ao: Area de la seccidn transversal en estado de hinchado (A) dividida entre el drea de
la seccidon transversal en estado seco (Ao). El drea de la seccidon transversal se calculd
multiplicando la longitud de dos de los lados del NGC (sin sustraer el area del lumen).

Los resultados se calcularon como la media + SD de estos tres parametros para las 4 muestras
estudiadas (n=4).
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4.2.4. Densidad y porosidad

En lo relativo al estudio de la densidad y la porosidad, la morfologia de la muestra estudiada es
una caracteristica determinante. Por ello, se emplearon muestras de NGCs en este estudio en
lugar de membranas.

Para la realizacion del estudio de densidad y porosidad se empled una balanza (AX205, Mettler-
Toledo Inc., sensibilidad de 0,01 mg) equipada con un kit de medida de densidad. En la figura 27
se representa la instalacién del kit de densidad y porosidad en la balanza.

En primer lugar se procedio a la colocacidn de la muestra sobre el plato superior del kit para
realizar la medida de la masa del NGC en aire (m,). A continuacion se realizé la inmersidn de la
muestra en n-octano (n-octano; 412236, Sigma-Aldrich) mediante su introduccién en un
eppendorf relleno con n-octano y su colocacién bajo vacio durante 30 minutos con el objetivo
de sustituir el aire del interior de los poros por n-octano. Tras la eliminacién del n-octano del
interior del lumen del conducto con ayuda de un papel absorbente se procedié a su colocacién
en el plato superior del kit para realizar asi la medicidn de la masa del NGC con n-octano en los
poros (my). Finalmente se rellend el recipiente del kit con n-octano y se colocé el NGC con n-
octano en los poros en el plato inferior del kit, de modo que la muestra se hundia por gravedad
y quedaba completamente sumergida en el n-octano y en contacto con la plataforma de medida.
En este punto se procedid a la medicidn de la masa del NGC sumergido en n-octano (m;).

Figura 27. Representacion de un kit de densidad y porosidad como el utilizado (OHAUS, n.d.)

Por el principio de Arquimedes, la densidad (p) de un cuerpo sumergido en n-octano se obtiene
como:

Ecuacion 21

Mcuerpo

cuerpo = " Pn—-octano

Mempuje

Dado que se ha procedido a la medicion de la masa de la muestra en el aire (m,) y sumergida
en n-octano con n-octano en los poros (m;), la diferencia entre ambas masas se deberd a la masa
de empuje (Mempyje) €jercida por el n-octano, obteniéndose la densidad como:
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Ecuacion 22

p t — Mq .
muestra = Mg—mm; Pn-octano

i = 9_
Siendo Py, pctano = 0,703 p—

A partir de la densidad se obtuvo el volumen especifico (9) como:

Ecuacion 23

1

Ymuestra =
Pmuestra

A continuacidn se calculd la porosidad () de los NGCs como:

Ecuacion 24
Mporos
x . V;)oros _ V;)oros _ Pn—octano
muestra — - - m
Vtotal Vporos + Vmaterialsin poros poros Mg

pn—octano pmuestra
m, —mg,

— Pn—-octano
mp —mgy mg

pn—octano pmuestra

Este procedimiento se realizd para 4 muestras (n=4) de HA sosa y de HA + 30% SF con el objetivo
de estudiar si la adicién de la SF a los NGCs basados en HA produce cambios en la densidad o en
la porosidad de los mismos. Para realizar la comparacidon entre NGCs se ha empleado el valor
medio de las 4 réplicas para cada material con su SD correspondiente.

4.2.5. Analisis termogravimétrico (TGA)

Con el objetivo de estudiar la degradacién térmica de los materiales asi como su composicién se
empledé un analizador termogravimétrico (TGA; TGA/SDTA 851 Mettler-Toledo operado
mediante el programa informdtico STARexx). Para poder estudiar el efecto de la degradacion en
medio basico sobre la estabilidad térmica del HA se estudiaron muestras tanto de HA sosa y de
HA agua en forma de membrana como de HA puro. Asimismo, para estudiar el mismo efecto
sobre la SF se estudiaron muestras tanto de SF sosa y de SF agua en forma de membrana como
de SF pura. Finalmente también se estudiaron muestras con combinacién de HAy SF (HA + 15%
SFy HA + 30% SF).

Como puede observarse en la figura 28, el procedimiento de calentamiento consistid en:

e FEtapa de estabilizacion en que la muestra se mantuvo a una temperatura de 30°C
durante 2 minutos.
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Rampa de calentamiento desde 30°C hasta 120°C con una velocidad de calentamiento
de 10°C/min.

Precalentamiento consistente en mantener una temperatura de 120°C durante 30
minutos para asi eliminar todo el contenido en agua. Esta etapa de precalentamiento
fue necesaria ya que se observé en estudios preliminares de TGA que un proceso de
desecado de las muestras a vacio no era suficiente para eliminar el contenido en agua
de las muestras, quedando en estas un contenido en agua que representaba alrededor
del 15% de la masa total. En estos estudios preliminares se observé que todos los
materiales comenzaban a degradar a temperaturas superiores a los 1202C, por lo que
esta etapa de calentamiento no supone ningln tipo de degradacion del material.

Rampa de calentamiento desde 120°C hasta 720°C con una velocidad de calentamiento
de 10°C/min.
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Figura 28. Procedimiento de calentamiento seguido en el andlisis termogravimétrico (TGA) (produccion propia)

Nota: El procedimiento se realizd bajo un flujo positivo de nitrégeno (N,) de 20 ml/min.

Para la realizacion del ensayo de TGA se realizd en primer lugar una curva en blanco empleando
un crisol de platino vacio siguiendo el procedimiento de calentamiento descrito anteriormente.

Este blanco se resté automaticamente por el software en las medidas siguientes. A continuacion
se realizd el pesaje de los crisoles de platino que se iban a utilizar (vacios) mediante la balanza
interna del TGA. Posteriormente se introdujeron las muestras (con una masa de entre 2 y 4 mg)

en los crisoles de platino pesados previamente y se realizé un nuevo pesaje de los crisoles con
la muestra en su interior mediante la balanza interna del TGA. Finalmente se ejecutd el
procedimiento de calentamiento descrito anteriormente sobre cada uno de los crisoles.

Asi se obtuvieron curvas en las que se observa la pérdida de masa de la muestra en funcién de

la temperatura. Para la realizacién de estas curvas se considerdé como el 100% de masa la masa
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existente al superarse por primera vez los 124°C, es decir, el punto final de la meseta de
precalentamiento (aproximadamente el minuto 41). Este experimento se repitié para tres
muestras diferentes (n=3) de cada uno de los materiales indicados anteriormente. Asimismo
también se obtuvieron curvas representando la primera derivada de la masa respecto del
tiempo, las cuales muestran la velocidad con la que se produce la pérdida de la masa. Los
resultados se obtuvieron de realizar la media de los valores obtenidos para las tres muestras,
indicando cada 30°C la SD correspondiente a estos tres valores.

4.2.6. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Con el objetivo de estudiar la interaccién entre el HA y la SF se realizd6 una calorimetria
diferencial de barrido (DSC 8000, PerkinElmer). Este experimento consiste en la medicién de la
cantidad de energia absorbida o liberada por una muestra cuando esta es calentada o enfriada
en comparacién con una referencia interna. Esto proporciona informacién sobre transiciones
tanto exotérmicas como endotérmicas en funcién de la temperatura, lo que ayuda en la
caracterizacion del material. Asi, es posible detectar la existencia de alguna transicidn vitrea,
medir temperaturas de fusidn y cristalizacidon asi como medir capacidades calorificas. Con el
objetivo de estudiar la posible influencia de la degradacién en medio basico sobre las
propiedades térmicas del HA se estudiaron muestras tanto de HA sosa y de HA agua en forma
de membrana como de HA puro. Asimismo, para estudiar el mismo efecto sobre la SF se
estudiaron muestras tanto de SF sosa y de SF agua en forma de membrana como de SF pura.
Finalmente también se estudiaron muestras con combinaciéon de HA 'y SF (HA + 15% SFy HA +
30% SF).

El programa de temperaturas seguido fue el siguiente:

e Calentamiento desde 100°C hasta 120°C con una velocidad de calentamiento de
20°C/min.

e Etapa de precalentamiento con el objetivo de eliminar el agua retenida en el material.
Esta etapa consistido en mantener la temperatura de 120°C durante 30 minutos.

e Etapa de enfriamiento o cooling. Enfriamiento desde 120°C hasta 30°C con una
velocidad de enfriamiento de 20°C/min.
e Estabilizacion mediante mantenimiento de la temperatura de 30°C durante 2 minutos.

e Etapa de calentamiento o heating: Calentamiento desde 30°C hasta 150°C con una
velocidad de calentamiento de 20°C/min. Nota: De acuerdo a los resultados que se
obtuvieron del TGA, los materiales comenzaban su degradacién en torno a los 200°C,
por lo que se podria haber aumentado la temperatura final de la etapa de calentamiento
hasta valores cercanos a esa temperatura. No obstante, para no correr el riesgo de que
se produjera la liberacién del material dentro del DSC, se decididé no superar los 150°C.

Para la realizacidon del ensayo de DSC se realizd en primer lugar un blanco con una cépsula
agujereada vacia que proporciond la linea base tanto de cooling como de heating. A
continuacion se procedié al pesaje de la muestra (con una masa de entre 2 y 4 mg) empleando
una balanza (AX205, Mettler-Toledo Inc., sensibilidad de 0,01 mg) y a su introduccién en una
capsula de aluminio de 30ul agujereada. Esta capsula agujereada con la muestra en su interior
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se introdujo en el equipo junto con una capsula vacia agujereada que ejercia de referencia. En
este punto se procedio a la ejecucion del programa de temperaturas indicado anteriormente.

Una vez realizado el ensayo se procedié a la sustraccién de las lineas base tanto de cooling como
de heating a sus procesos correpsondientes mediante el programa informatico del equipo.
Finalmente se realizdé una normalizacion de los datos obtenidos por la masa y por el coeficiente
de enfriamiento/calentamiento (20°C/min) para poder realizar la comparacion entre muestras.
El equipo proporciona datos de flujos de calor o heat flow (HF) en mW. Con el objetivo de

. d . ., . .
obtener un HF normalizado (d—g) en g%{ se realizé la conversién de unidades descrita en la

ecuacion 25.

Ecuacion 25

dqrp J 1w 1% 1 1000mg 1min 60s 3
Tz =HF[mW]- R . . . . :HF[mw].i
dT lg - K 1000 mW 1W masa [mg] 1g 20K 1min masa [mg]

Cabe destacar que, dado que la pendiente de las curvas que proporciona el equipo es arbitraria,
se realizé un rotacidn y una traslacidn de las curvas para que estas tuvieran aproximadamente
la misma pendiente y se situaran de forma paralela y no superpuestas.

Este proceso se realizd para tres muestras diferentes (n=3) de cada uno de los materiales
indicados previamente. En las curvas obtenidas no se observé ningun tipo de transiciéon, ni
endotérmica ni exotérmica. Al suceder esto y ser arbitaria la pendiente de las curvas carecia de
sentido realizar una media de las curvas de un mismo material, por lo que en los resultados se
muestra solamente una de las tres curvas de cada uno de los materiales. En caso de que hubiera
existido alguna transicion habria tenido sentido haber realizado, por ejemplo, la media de las
areas correspondientes a la transicién para las muestras de un mismo material, pero no fue el
caso en estos experimentos.

4.3. Caracterizacion de las propiedades mecanicas

Dado que el objetivo de este punto era la comparacion de las propiedades mecanicas de los
materiales estudiados (HA sosa frente a HA + 30% SF), se emplearon membranas en lugar de
NGCs. Estos ensayos se realizaron con el material en estado de hinchado en agua desionizada
durante las 24 horas previas a la realizacion del ensayo.

La prueba principal realizada fue con el reémetro, ya que es el instrumento que mejor permite
la caracterizacidon mecanica de hidrogeles en estado de hinchado. Ademas se realizaron otros
intentos de caracterizar las caracteristicas mecdnicas de los hidrogeles mediante ensayos de
tensién-deformacion tanto en microtest (Microtest SCM3000 95, Microtest S.A.) como en
analizador mecanico dindmico (DMA 8000, PerkinElmer) pero la gran fragilidad de las muestras
en estado de hinchado no permitié una correcta sujecion de las mismas y, por tanto, los ensayos
no pudieron llevarse a cabo. También cabe destacar que no se realizaron ensayos de compresion
ya que el fin del material una vez implantado es estar sometido a esfuerzos de tracciéon, no de
compresion. A esto se afiade que al tratarse de hidrogeles, en un ensayo de compresion se
mediria la fuerza que esta ejerciendo el agua retenida mas que la que ejerce el propio material.
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4.3.1. Re6metro

La caracterizacién mecdnica de los materiales se realizé empleando un redmetro (Discovery
Hybrid Rheometer DHR, TA Instruments), con el objetivo de obtener las caracteristicas del
material al someterse a un esfuerzo de cizalladura y asi estudiar el efecto de afiadir la SF sobre
el mddulo de cizalladura (G) del material. En la figura 29 se muestra la disposicion del redmetro
para la realizacién del ensayo.

El primer paso para la realizacién del ensayo fue la colocacidn de papel de lija en la superficie de
los dos discos del reémetro (ver figura 29) con el objetivo de que estos tuvieran un mejor agarre
sobre la muestra durante el ensayo. Esto fue necesario ya que en las primeras pruebas se
observd que existia un deslizamiento del disco superior al rotar sobre la muestra durante la
realizacidon el ensayo, lo cual daba lugar a errores en la medicién. A continuacidn se procedid a
la calibracidon completa del equipo y a la insercién de los parametros del ensayo en el programa
informatico del mismo, los cuales se muestran en la tabla 7.

Parametros reometria rotacional

Ensayo Amplitud de oscilacion
Temperatura 25°C
Frecuencia de oscilacion 1 Hz
Par de oscilaciéon 10-100 uN -m
Puntos por década 10

Tabla 7. Pardmetros aplicados en los ensayos de reometria rotacional

Mediante estos parametros el equipo es capaz de calcular G a través del esfuerzo de cizalladura
(t) aplicado por la rotacion del disco superior y de la deformacién de cizalladura (y), mediante
la siguiente ecuacion:

Ecuacion 26

<1«

Mas concretamente el equipo calcula la parte real del médulo de cizalladura (G’), la cual se
denomina mddulo de almacenamiento y hace referencia a la componente elastica del material,
y la parte imaginaria del mddulo de cizalladura (G”), la cual se denomina médulo de pérdidas y
hace referencia a la componente viscosa del material.

A continuacidén se realizd la colocacidn de la muestra a estudiar (membrana circular de 20 mm
de didmetro) centrada en el disco inferior del equipo. Seguidamente se aproximé el disco
superior hacia el disco inferior hasta producirse el contacto con la superficie de la muestra. Con
el objetivo de asegurar un buen agarre de ambos discos con la muestra, el disco superior se
aproximé una distancia adicional hacia el disco inferior correspondiente al 10% del espesor de
la membrana, comprimiendo de esta forma la muestra ligeramente.

Una vez colocada y sujetada la muestra se realizé el ensayo, en el cual el disco superior del
equipo rota sobre su eje longitudinal y ejerce sobre el material una fuerza de cizalladura.
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Figura 29. Emplazamiento de una muestra en el reémetro (Nota: la geometria de la muestra mostrada en la
fotografia es diferente a la empleada)

Cabe indicar que el didmetro de las muestras utilizas era de 20 mm, mientras que el diametro
de los discos del reémetro es de 25 mm. Dado que el drea de la muestra (A’) era menor al drea
de los discos (A) fue necesario aplicar la correccién por area que se indica en la ecuacion 27 para
calcular el médulo de cizalladura.

Ecuacion 27

A
Greal = Gmedido I = Gmeaido * 1,5625

Un aspecto interesante de este ensayo es que, conociendo el mddulo de cizalladura (G) y el
coeficiente de Poisson (v), es posible calcular el médulo de traccion (E) mediante la ecuacion 28.

Ecuacion 28

2
E=G-(1+—)
\Y

Ademas, en el caso de elastdmeros como los hidrogeles estudiados que sean homogéneos e
isdtropos a nivel macroscépico puede asumirse que v= 0,5, por lo que E puede calcularse
mediante la relacidn directa aproximada que se indica en la ecuacion 29.

Ecuacion 29

Este estudio se repitio para tres muestras diferentes (n=3) de membranas de HA sosa y de HA +
30% SF. Los valores indicados en los resultados se obtuvieron de realizar una media de los tres
resultados para cada tipo de material y del calculo de su correspondiente SD, realizando asi las
graficas que muestras la evolucion de G’ y G” en funcion del par de oscilacion (M).
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4.4. Estudio de adhesion y proliferacion celular

4.4.1. Cultivo de células de Schwann

El cultivo de células de Schwann de rata (rSCs; P10301, Innoprot) se realizd6 en muestras de 8
mm de didmetro de membranas de HA sosa y HA + 30% SF. Los pasos seguidos para realizar el
cultivo y los materiales empleados se indican a continuacién.

e Esterilizacion y preacondicionamiento de las membranas

En primer lugar se realizo la esterilizacién de las membranas mediante su inmersién en etanol
al 70% (ET00021000, Scharlab) durante 2 horas, en etanol al 50% durante 10 minutos y en etanol
al 30% durante otros 10 minutos, todo ello realizado en el interior de una cabina de flujo laminar.
A continuacién se eliminaron los restos de etanol en las membranas mediante la realizacidn de
3 lavados de 10 minutos con agua ultrapura (Mili-Q®).

A continuacidn se aplicaron dos tipos de preacondicionamiento a las membranas con el objetivo
de evaluar su efecto sobre el resultado de adhesién y proliferacion celular. La mitad de
membranas recibieron el preacondicionamiento 1 (sin proteinas) y la otra mitad recibieron el
preacondicionamiento 2 (con proteinas).

o Preacondicionamiento 1 (PBS): Inmersién de las membranas en tampdn fosfato salino
(PBS; 10010015, Thermo Scientific) e introduccién en incubador (Forma 310 Direct Heat
CO,, Thermo Fisher Scientific) a 37°C durante 24 horas en una atmdsfera humeda
conteniendo un 5% de CO..

o Preacondicionamiento 2 (medio de cultivo): Inmersién de las membranas en medio de
cultivo (Medio de Eagle modificado por Dulbecco con un alto nivel de glucosa (4.5 g/L)
(DMEM; 21331020, Fisher), suplementado con un 10% de suero fetal bovino (FBS;
10270-106/A3381E, Fisher) y un 1% de penicilina/estreptomicina (P/S; 15140122,
Fisher)) e introduccidon en incubador a 37°C durante 24 horas en una atmédsfera himeda
conteniendo un 5% de CO..

e Siembray cultivo celular

Tras la descongelacion y expansion de las rSCs en un frasco de cultivo celular se procedio al
lavado del mismo con PBS para eliminar las células muertas. A continuacién se afadié una
solucion de tripsina/EDTA (T/E; 25200-072, Invitrogen) con el objetivo de romper las
interacciones célula-matriz y célula-célula para asi despegar las células del fondo del frasco de
cultivo y entre ellas. Tras su introduccidn en incubador durante 3 minutos a 37°C se procedio a
bloguear el efecto de la T/E mediante la adicién del doble de volumen del medio de cultivo
empleado para el preacondicionamiento 2.
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En este punto se procedid a la recoleccion del medio de cultivo con las células y a su
centrifugacion a 1080 rpm durante 5 minutos. Tras descartar el sobrenadante se resuspendio el
pellet en medio de cultivo de células de Schwann (P60123, Innoprot). En este momento se
recolecté una alicuota para realizar el recuento celular empleando una cdmara Neubauer.

Una vez realizado el recuento celular se procedié a la siembra de la superficie de las membranas,
las cuales estaban dispuestas en placas de 48 pocillos, con las rSCs en pase 5 con una densidad
de siembra (D) de 10.000 células por membrana. A continuacion se afiadié de nuevo medio de
cultivo de células de Schwann.

Finalmente se procedid a la introduccién del cultivo en incubador a 37°C con una atmodsfera
himeda conteniendo un 5% de CO, durante 1y 5 dias, renovando el medio de cultivo de células
de Schwann cada 48 horas.

4.4.2. Inmunotincidon

Sobre las rSCs cultivadas en las membranas de HA sosa y de HA + 30% SF se realizaron tinciones
inmunocitoquimicas para realizar el marcaje de proteinas especificas y observar asi la
disposicion celular. El procedimiento indicado a continuacidn se repitié tras 1y 5 dias de cultivo.

En primer lugar se procediod a la eliminacidon del medio de células de Schwann de los pocillos
para, a continuacion, realizar el lavado de las membranas con solucién salina tamponada con
fosfato de Dulbecco (DPBS; P60305, Innoprot). Tras ello se fijaron las células con
paraformaldehido al 4% (PFA; 47608, Sigma-Aldrich) durante 20 minutos a temperatura
ambiente. Tras el fijado de las células se realizaron 3 lavados de 10 minutos con DPBS para la
eliminacion de los restos de PFA.

A continuacidn se procedid al bloqueo de las uniones inespecificas y a la permeabilizacién de la
membrana celular mediante el uso de un tampdn de bloqueo compuesto por DPBS con albumina
de suero bovino (BSA; A7906, Sigma-Aldrich) al 3% (35% en 0,85% NaCl, 71387, Sigma-Aldrich)
y Tween20 al 0,1% (P1379, Sigma-Aldrich) durante 45 minutos a temperatura ambiente.
Finalmente se procediod a la tincién de las células con falacidina 488 (B607, Invitrogen) a una
dilucién 1/200 durante 1 hora para la tincion de los filamentos de actina del citoesqueleto (color
verde) y con DAPI (D9564, Sigma-Aldrich) a una dilucién 1/5000 durante 10 minutos para lograr
la tincidn de los nucleos (color azul). La toma de imagenes se realizé con microscopio confocal
(LEICA TCS SP5, Leica microsystems).

4.4.3. Procesamiento de las imagenes

Para realizar el calculo del drea total del citoesqueleto de las células (en um?) de las imagenes
obtenidas por microscopia confocal gracias a la tincién con falacidina 488 se empleé el software
de procesado de imagen Imagel/FlJl (Schindelin et al., 2012). Se estudiaron 4 muestras
diferentes (n=4) de membranas de HA sosa y de HA + 30% SF a las que se les habia aplicado el
preacondicionamiento 1 (PBS) y otras 4 muestras (n=4) de membranas de HA sosa y de HA +
30% SF a las que se les habia aplicado el preacondicionamiento 2 (medio de cultivo). Los
resultados se presentan en un diagrama de barras en el que se representa la media y la SD de
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los cuatro datos para cada uno de los cuatro casos (membranas de HA sosa preacondicionadas
con PBS, membranas de HA sosa preacondicionadas con medio de cultivo, membranas de HA +
30% SF preacondicionadas con PBS y membranas de HA + 30% SF preacondicionadas con medio
de cultivo).

4.5. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en los experimentos realizados se expresan como la media + SD. En
cuanto al analisis estadistico de los resultados, este se ha realizado mediante el test no
paramétrico de Mann-Whitney basado en la comparacién de rangos empleando el programa
informatico GraphPad Prism 6. Las diferencias estadisticamente significativas se indican con un
asterisco (*), indicando un p-valor menor a 0,05.

Se ha escogido la realizaciéon de un test no paramétrico debido a que el nimero de muestras
diferentes ensayadas en los experimentos es bajo (entre 3 y 4), lo cual hace que no se pueda
aplicar un test de normalidad como, por ejemplo, el test de normalidad general D’Agostino-
Pearson. Este hecho, sumado a que en la mayoria de casos los valores tanto de curtosis como
de asimetria de los datos no se encontraban comprendidos en el rango [-2,2], hizo que no
pudiera asumirse una distribucién normal o Gaussiana de los datos. Por ello se opté por realizar
un test no paramétrico que no requiriese esta asuncion, como es el caso del test Mann-Whitney.
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5. Resultados y discusion de los mismos

5.2. Membranas
5.2.1. Caracterizacion de las propiedades fisico-quimicas

5.2.1.1. Estudio mediante FESEM

5.2.1.1.1. Morfologia superficial

Al visualizar las diferentes muestras de membranas de HA sosa y de HA + 30% SF se observé de
forma cualitativa que las muestras con SF presentaban poros de mayor tamafio, asi como una
superficie mas lisa, en comparacién con las muestras sin SF. En la figura 30 se muestran
imagenes de morfologia superficial representativas de dos muestras diferentes de cada uno de
los materiales. No obstante, cabe destacar que el tamafo de poro encontrado en las membranas
no es representativo del que se encuentre posteriormente en los NGCs.

Figura 30. Imagenes de morfologia superficial obtenidas mediante FESEM de dos muestras de membranas de HA sosa
(A'y B) y otras dos muestras de membranas de HA + 30% SF (Cy D).
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5.2.1.1.2. Analisis elemental

Dada la diferente composicion quimica del HA y de la SF, se sabe que la SF presenta un mayor
contenido en nitrogeno (N) que el HA. De forma tedrica se puede obtener la diferente fraccion
masica de N (wy) en las muestras de membranas de HA sosa y de HA + 30% SF de la siguiente
manera:

e Membrana de HA sosa

En base a la estructura quimica del HA (C14H21NO11)n) se obtiene que su masa molar es de 379
g/mol. No obstante, dado que el HA se encuentra disuelto en NaOH, un dtomo de hidrégeno del
grupo carboxilico de la D-N-acetilglucosamina sera sustituido por un dtomo de sodio (ver figura
16) dando lugar a la estructura quimica (Ci4H20NNaO14)n. Por tanto, dado que en la disolucion
hay presentes mds dtomos de Na de los que puede absorber el HA, su masa molar tras ser
disuelto en NaOH sera de 401 g/mol (M, = 401 Da).

Dado que esta composicidon quimica presenta un Unico atomo de N, por cada mol de HA habra

1 mol de N (n—N = 1). En base a esto, y sabiendo que la masa molar del N es de 14 g/mol
NHA

(My = 14 Da), se puede obtener la fraccién masica de N en HA como:
Ecuacion 30

m ny M 14
N,HA — N N - 0’0349
mHA nHA .MHA 4’01

Para poder obtener la fraccién masica de N en el material, es necesario conocer la fraccion
masica de HA. Dado que se emplearon muestras de HA sosa no lavadas previamente (apartado
4.1.1.1.1.), la fraccidn masica de HA (wy4) es del 74,64%.

Nota: No se tiene en cuenta la presencia de agua retenida en el material ya que ésta es
evaporada por completo en el FESEM.

Una vez conocida la fraccion mdsica de HA se puede obtener la fraccion mdasica de N en el
material como:

Ecuacion 31
My,HA
» _ My Mypga = Myy ® _MyHA _ 2.60%
N,HA == =T m T Wha =
) sosa m m m My ’
Mya

e Membrana de HA + 30% SF

En base a la estructura quimica de la SF ((Gly-Ser-Gly-Ala-Gly-Ala),) se obtiene que sumasa molar

es de 508,48 g/mol (M, = 508,48 Da). Dado que esta composicidn quimica presenta 6 atomos

de N, por cada mol de SF habra 6 moles de N (:—N = 6). En base a esto, y sabiendo que la masa
SF

molar del N es de 14 g/mol (M = 14 Da), se puede obtener la fraccion masica de N en SF como:
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Ecuacion 32

mNISF _ nN - MN 14’

=6-
mSF nSF - MSF 508,48

= 0,1652

Para poder obtener la fraccién masica de N en el material, es necesario conocer las fracciones
masicas de HAy de SF. Dado que se emplearon muestras de HA + 30% SF no lavadas previamente
(apartado 4.1.2.1.1.), la fraccidon mdsica de HA (wpy4) es del 52,43% vy la de SF (wsr) del 29,76%.

Una vez conocidas las fracciones mdsicas de HA y de SF, ya se puede calcular la fraccién masica
de N en el material como:

Ecuacion 33

Myua  Musr
My  MypatMysp  myy 4 Mse

WN HA+30%SF = m m =~"m mo
Mya Msp
My,HA my s
= wHA ' + wSF - = 1,83% + 4,92% = 6, 75%

HA Msp

En base a los resultados tedricos anteriores es de esperar que la fraccion masica de N para las
muestras de HA sosa sea aproximadamente de un 2,60%, mientras que para las muestras de HA
+ 30% SF sea de aproximadamente de un 6,75%. En la figura 31 se muestran los resultados
obtenidos en al analisis elemental realizado mediante FESEM. Como puede observarse, las
muestras que contienen SF presentan un mayor contenido en N que las muestras que no la
contienen, lo cual corrobora la presencia de la SF en las muestras de HA + 30% SF.

o\ (%)

Figura 31. Fraccién masica de nitrégeno obtenida con el andlisis elemental de la superficie de membranas de HA sosa
y de HA + 30% SF mediante FESEM.

En cuanto a las fracciones masicas obtenidas, estas son ligeramente inferiores a las esperadas
de forma tedrica, como se muestra en la tabla 8. No obstante, cabe destacar que el anadlisis
elemental se realiza sobre dreas muy pequenas de material, por lo que si la SF no se ha repartido
de forma perfectamente homogénea, es de esperar que el valor de fraccién masica de N pueda
variar significativamente del tedrico si se analiza un drea que apenas contiene SF o un drea en la
que se haya acumulado la SF por algin motivo. Un indicativo de esto seria la gran dispersién de
los datos, sobre todo para las muestras de HA + 30% SF. Ademas, hay que tener en cuenta que
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el andlisis elemental solamente estudia la superficie de las muestras, por lo que si por alguna
razdon se hubiera concentrado mas N en el interior del material que en la superficie, también
implicaria una diferencia entre la fraccidn masica de N obtenida de forma tedrica y la obtenida
de forma experimental.

Muestra HA sosa HA + 30% SF
Wy tesrica (%0) 2,60 6,75
W\ experimental (%) 0,96 3,84

Tabla 8. Fraccion masica de nitrégeno obtenida de forma tedrica y experimental mediante andlisis elemental en
muestras de membranas de HA sosa y de HA + 30% SF.

De forma tedrica se sabe que en las muestras de HA + 30% SF la fraccién madsica de N
correspondiente a la SF es del 4,92 %, mientras que la fraccion mdsica de N correspondiente al
HA es del 1,83%. De forma experimental se ha obtenido que la fraccién mdsica de N de las
muestras de HA es del 0,96%, lo cual implica que si extrapolamos este valor para las muestras
de HA + 30% SF teniendo en cuenta que disminuiria alrededor de un 30% por la adicidn de SF, la
fraccién maésica de N correspondiente al HA en las muestras de HA + 30% SF seria del 0,67%. Por
tanto, esto conllevaria que, del 3,84% de N obtenido para las muestras de HA + 30% SF, un 0,67%
perteneceria al N del HA y el otro 3,17% restante al N de la SF.

Esto hace que la proporcidn tedrica entre la fraccién masica de N correspondiente a la SFy la
correspondiente al HA (ecuacidn 34) sea relativamente similar a la proporcién experimental
(ecuacion 35). Por tanto, suponiendo que la pérdida de N se ha producido de forma similar tanto
para el HA como para la SF, se obtiene que la proporcién entre la fraccion masica de SF y la de

HA (Zi) obtenida de forma experimental es similar a la tedrica y, por tanto, el porcentaje de
HA

SF seria cercano al obtenido de forma tedrica. El hecho de que se obtenga un resultado
ligeramente superior para el caso experimental podria ser debido a que la SF se hubiera
concentrado en mayor cantidad en la superficie del material, lo cual haria que la relacién
experimental entre la fraccién masica de SF y la de HA fuera ligeramente superior a la tedrica.

Ecuacion 34
(wN,SF> _ 4,92 % _ 2 7
—_— = a2 = %
WN,HA teérica 1,83 %
Ecuacion 35

(wN,SF> _ 3,17 % — 47
WN,HA experimental 0,67 %

Finalmente, también se procedié a obtener los coeficientes entre la fraccion masica de Ny la de
otros elementos presentes en los materiales como el sodio (Na), el oxigeno (O) y el azufre (S).
Como se muestra en la figura 32, todos los coeficientes son significativamente superiores en las
muestras de HA + 30% SF, comprobandose asi la presencia de SF en estas muestras.
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Figura 32. Coeficientes N/Na (A), N/O (B) y N/S (C) obtenidos con el analisis elemental de la superficie de membranas
de HA sosa y de HA + 30% SF mediante FESEM.

Por tanto, la conclusién general de este estudio es que se ha podido comprobar la presencia de
SF en las muestras de HA + 30% SF gracias a que éstas presentan un contenido en N
significativamente mayor que las muestras de HA sosa. Ademas, pese a que la fraccion masica
de N total obtenida es ligeramente inferior a la tedrica para los dos materiales estudiados, la

wN,SF)

proporcién entre el contenido en N perteneciente a la SF y el perteneciente al HA (w
N,HA

experimental es similar a la tedrica, lo que seria indicativo de que la proporcién masica entre SF

w .y ; ;.
y HA (w SF) de las muestras también seria cercana a la tedrica.
HA

5.2.1.2. Estabilidad frente a ciclos de hinchado y secado

El primer pardmetro analizado en este estudio fue la pérdida de masa que sufrieron las muestras
tras ser hinchadas en agua. Como puede observarse en la figura 33, no se apreciaron diferencias
significativas entre las membranas de HA sosa y las de HA + 30% SF en cuanto a la pérdida de
masa, ya que en ambos casos las muestras perdieron alrededor de un 30% de su masa inicial
tras ser hinchadas en agua.

0.4+

m/m, (Adim.)

0.2+

Figura 33. Pérdida de masa experimentada por muestras de HA sosa y de HA + 30% SF tras ser hinchadas en agua. Se
expresa como la masa tras el hinchado y posterior desecado de la muestra (m) dividida entre la masa inicial de la
misma en estado seco (my).

Esta pérdida de masa en las muestras durante el proceso de hinchado en agua es debida a la
existencia de una fraccién masica que no ha llegado a reticular. Por tanto, en este ensayo
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obtenemos que ambos materiales presentan un porcentaje de masa sin reticular similar
(alrededor del 30%). En el caso de las muestras de HA sosa puede deberse, tanto a la existencia
de un porcentaje de HA que no ha llegado a entrecruzar con el DVS, como a la pérdida de NaOH.
En cambio, en el caso de las muestras de HA + 30% SF habria que afadir a estas dos posibles
causas una tercera que seria la pérdida de SF. No obstante, dado que en las muestras con SF es
de esperar que la cantidad de HA sin entrecruzar y la pérdida de NaOH sea similar a las que no
llevan SF, puede afirmarse que no se estd produciendo una pérdida considerable de SF durante
el proceso de hinchado en agua.

El segundo pardmetro estudiado fue la relacidn entre el diametro de los discos tras su hinchado
en agua (D) en relacién con el didmetro inicial de los mimos (Dg). En la figura 34 se muestra que,
para ambos materiales, no existe una diferencia significativa entre el primer y el segundo
hinchado en cuanto al aumento del didametro de los discos. Esto es indicativo de que la capacidad
de absorber agua de los materiales es estable en el tiempo frente a ciclos de hinchado y secado.

HA sosa HA + 30% SF
2.5 2.5+
2.0 2.0
£ £
S 1.5 s 157
< <
o i o N
9 1.0 a 1.0
la) la)
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Figura 34. Incremento en el diametro de los discos de HA sosa y de HA + 30% SF al ser hinchados en agua. Se expresa
como la relacién entre el didmetro de los discos tras su hinchado en agua (D) y su didmetro inicial en estado seco (D)
para cada uno de los materiales estudiados.

Si se compara el aumento del diametro de los discos experimentado en cada uno de los
hinchados para ambos materiales (figura 35), se observa que no existe una diferencia
significativa entre la capacidad de hinchado de las muestras de HA sosa y las de HA + 30% SF.
Cabe indicar que parece existir una tendencia a que el hinchado de los discos con SF sea
ligeramente inferior, pero no llega a ser estadisticamente significativa.
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Figura 35. Incremento en el didametro de los discos de HA sosa y de HA + 30% SF al ser hinchados en agua. Se expresa
como la relacién entre el diametro de los discos tras su hinchado en agua (D) y su didmetro inicial en estado seco (D)
para cada uno de los dos procesos de hinchado en agua realizados.
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5.2.1.3. TGA

5.2.1.3.1. Analisis comparativo de los distintos materiales

«* Muestras de HA

Como se muestra en la figura 36, el primer analisis termogravimétrico se realizd sobre los
materiales basados en HA: membranas de HA sosa y de HA agua en comparacién con HA puro.
Como se observa, las curva obtenida para las membranas de HA agua se superpone a la del HA
puro, lo cual es indicativo de que el HA no sufre ninguna degradacién por su disolucién en agua.
En comparacioén, la curva obtenida para las membranas de HA sosa difiere significativamente de
las otras dos, lo que indica que el HA sufre un proceso de degradacidn al ser disuelto en NaOH,
es decir, en un medio basico.

100 T
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100 200 300 400 500 600 700
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Figura 36. Termogramas de masa restante (A) y primera derivada de la masa respecto del tiempo (B) para los
materiales HA puro, HA agua y HA sosa.
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La primera diferencia que se observa en la figura 36 A es que la disolucion del HA en medio
basico produce que las muestras comiencen a degradar (a perder masa) a una temperatura de
alrededor de los 160°C, mientras que el HA no degradado comienza a perder masa alrededor de
los 220°C. También se aprecia que, por debajo de los 260°C, las muestras de HA sosa sufren una
mayor degradacién, mientras que a partir de esta temperatura las curvas se cruzan de forma
gue, para una misma temperatura, la pérdida de masa de las muestras de HA sosa es menor que
la de las muestras de HA no degradado.

A continuacidn se explica en detalle en qué consiste el proceso de degradacién del HA en medio
basico.

e Degradacion del HA en medio basico

Para realizar el entrecruzamiento con DVS, el HA debe estar sometido a un medio basico
(pH>12), lo cual se logra mediante la adicién de hidroxido sédico (NaOH). Cuando el HA es
sometido a un medio basico (pH>11) o acido (pH<4), este sufre una degradacién quimica
irreversible (Maleki, Kjgniksen, & Nystrom, 2008). Esta escisidon o degradacion del HA inducida
por el pH se atribuye a la rotura de enlaces glicosidicos, la cual produce la rotura de las cadenas
de HA generandose cadenas mas pequefias con un menor peso molecular (M,,) (Maleki et al.,
2008). Por tanto, el hecho de que el HA pase a estar compuesto de cadenas poliméricas mas
pequeias es lo que hace que varie su estabilidad térmica y, por tanto, que cambie la forma en
gue el material pierde su masa al aumentar la temperatura. En la figura 37 puede observarse
esta disminucién del peso molecular del HA tanto en medio acido (pH=1) como en medio basico
(pH=13) en funcién del tiempo.

2x10°

10° 4+ L R LI T
1 10 70

Time (h)

Figura 37. Evaluacion temporal de la degradacién de soluciones diluidas de HA en términos de peso molecular (Mw)
en funcion del pH (Maleki et al., 2008).

Como se observa en la figura 37, la degradacion del HA (escisidon de las cadenas poliméricas)
empieza rapidamente tras preparar la solucion y contintda durante los tres dias siguientes. Por
tanto, cuanto mayor sea el tiempo que el HA permanece en un medio basico o acido, mayor sera
su degradacién y, por tanto, menor serd el peso molecular de las cadenas poliméricas
resultantes. Ademds, también puede apreciarse que el grado de degradacién del HA es mas
marcado en un medio bdsico (pH alto) que en un medio acido (pH bajo), presentandose una
cinética de degradacién del HA mas rapida en medio basico.
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En la figura 38 se muestra el mecanismo de escisidon de un enlace glicosidico en medio basico.
En una solucién alcalina los oxigenos de los grupos hidroxilo son ionizados y, entonces, el anién
de oxigeno C; que es trans al enlace glicosidico puede desplazar facilmente el enlace de oxigeno
C; para formar asi un epéxido (B) entre los carbonos 1y 2 (Rowell & Green, 1972).

CH,0~

Figura 38. Mecanismo de escision de un enlace glicosidico en medio basico (Rowell & Green, 1972).

En la figura 39 se ilustra el proceso de degradacion del HA en soluciones diluidas o semidiluidas
sometidas a un medio acido (pH=1) y a un medio basico (pH=13), donde se aprecia la rotura de
las cadenas poliméricas del HA en cadenas mas pequefias de menor peso molecular. En las
soluciones diluidas se produce una escision intramolecular del HA, mientras que en el régimen
de concentracion semidiluida la red polimérica se desintegra (Maleki et al., 2008). También se
ilustra que el proceso de degradacién es mas marcado en un medio basico que en un medio
acido, obteniéndose cadenas mas pequefias a un pH alto que a uno bajo.

Semidilute

Figura 39. llustracion de la degradacién inducida por el pH de soluciones de HA diluidas y semidiluidas. (Maleki et al.,
2008).
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Es importante destacar que, ademas de para realizar el entrecruzamiento con DVS, someter al
HA a un medio basico también es necesario para lograr disminuir su viscosidad, ya que de no ser
asi el HA presentaria una viscosidad demasiado alta para poder ser inyectado posteriormente
en los moldes con los que realizar los NGCs.

+*» Muestras de SF

A continuacion se realizé el mismo procedimiento con la SF, comparando membranas de SF sosa
y de SF agua con muestras de SF pura. Como se observa en la figura 40, las curvas de SF agua y
de SF pura se superponen, lo que indica que la SF no se degrada al ser disuelta en agua. En
cambio, cuando la SF se disuelve en NaOH (SF sosa), la curva del analisis termogravimétrico si
cambia, lo cual muestra que la SF si sufre una degradacion al ser sometida a un medio basico.
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Figura 40. Termogramas de masa restante (A) y primera derivada de la masa respecto del tiempo (B) para los
materiales SF pura, SF agua y SF sosa.
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Como se observa en la figura 40 A, la SF degradada comienza a perder masa alrededor de los
160°C, mientras que la SF no degradada conserva el 100% de su masa hasta aproximadamente
los 185°C. A continuacién se aprecia que, para temperaturas bajas (por debajo de los 290°C), la
SF degradada sufre una mayor pérdida de masa que la SF pura, mientras que por encima de los
290°C las curvas se cruzan y pasa a ser la SF pura la que sufre una mayor pérdida de masa para
una misma temperatura dada.

A continuacion se explica en detalle en qué consiste el proceso de degradacion de la SF en medio
basico.

e Degradacion de la SF en medio basico

Interacciones electrostaticas, enlaces de hidrégeno y fuerzas de Van der Waals mantienen unido
al sistema polimérico de la seda. En condiciones alcalinas estas fuerzas de atraccidn inter-
polimero se hidrolizan, produciéndose la disolucion del filamento de seda. Inicialmente, esta
disolucién significa sélo una separacién de los polimeros de seda entre si, lo cual es empleado
en el proceso de desgomado o degumming para lograr la separacién de la SF de la sericina. Sin
embargo, una exposicion prolongada a un medio bdsico resulta en la degradacién de la SF por
producirse la hidrdlisis de los enlaces peptidicos (Taddei, Pavoni, & Tsukada, 2016). Esto es
importante tenerlo en cuenta en nuestro caso, ya que al aiadir la SF a la soluciéon de HA 5% en
NaOH 0,2M, la SF va a verse sometida a un medio basico durante todo el proceso, por lo que
sufrird una degradacién por la hidrdlisis de los enlaces peptidicos que mantienen unidos a los
aminodcidos de la proteina. Esto inducira la rotura de las cadenas poliméricas de la SF, lo cual
conlleva una disminucidn de su peso molecular y, por tanto, que la forma en que el material
pierde su masa al aumentar la temperatura sea diferente que la de la SF sin degradar.

En la figura 41 se muestra el proceso quimico por el que se produce la rotura de un enlace
peptidico en medio basico por la adicion de NaOH. Como se observa, el radical carbonilo forma
un éster con el sodio del hidréxido sédico, mientras que el radical imino pasa a convertirse en
un radical amino, de forma que los dos aminodcidos que estaban unidos por el enlace peptidico
pasan a estar separados y, por tanto, se produce la rotura de la cadena de aminodacidos
(Wisniowski, 2013).

Enlace peptidico
R1 0 R:

\ I \
HN - C - C—N-C— COOH — NaOH
\ |

H H H

Hidrdlisis alcalina

R1 e} Ry
| |1 |
H,N — C — C — ONa —I— H—N— C — COOH
| .
H H H

Aminoacido 1 Aminoacido 2

Figura 41. Hidrdlisis alcalina de un enlace peptidico en medio basico, representada por la adicién de NaOH.
Adaptado de (Wisniowski, 2013).
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En la Figura 42 se muestra un modelo de degradacidon de la SF cuando se le somete a un medio
basico (pH entre 11y 12) junto con un incremento de la temperatura para producir la ebullicion.
Como puede observarse, la degradacion de la SF ocurre en los enlaces amorfos y en las regiones
N-terminal y C-terminal, de modo que la regidn cristalina no sufre la degradaciéon (Wray et al.,

2011).
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Figura 42. Modelo de degradacion de la SF en medio basico junto con ebullicién (mb=minutos hirviendo) (Wray et
al., 2011).

En la Figura 43 se muestra un analisis densitométrico en el que puede observarse como un
incremento de la exposicion de la SF al medio alcalino en ebulliciéon conlleva una mayor rotura
de las cadenas poliméricas de la proteinay, por tanto, una disminucién del peso molecular (Mw)
(Wray et al., 2011). Puede apreciarse como, tras 5 minutos hirviendo, la mayoria de las cadenas
poliméricas tienen una masa molecular de alrededor de 460 kDa, mientras que conforme
aumenta el tiempo en el medio bdsico la masa molecular va disminuyendo hasta unos 150 kDa
para 30 minutos y unos 50 kDa para 60 minutos.
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Figura 43. Analisis densitométrico de la SF en medio basico junto con ebullicién (mb=minutos hirviendo) (Wray et
al., 2011).

Llegados a este punto es importante indicar que en el caso estudiado en este TFM la degradacion
de la SF en medio basico no va a ser tan importante como la que se muestra en las figuras 42 y
43, ya que va a mantenerse siempre a una temperatura igual o inferior a la temperatura
ambiente, sin llegar a hervir en ningiin momento. No obstante, la SF si sufrira una degradacion
mas ligera basada en los mecanismos descritos en este apartado.
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+* Muestras de HA combinado con SF

Finalmente, como se muestra en la figura 44, se procedié a comparar la pérdida de masa de las
membranas formadas por combinacién de HA y SF (HA + 15% SF y HA + 30% SF) con la
experimentada por las membranas de HA sosa y SF sosa. Nota: Ya que en el proceso de
fabricacion de las membranas de HA + 15% SF y de HA + 30% SF tanto el HA como la SF se
disuelven en NaOH, estas muestras se compararon con las membranas de HA y de SF disueltas
también en NaOH.
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Figura 44. Termogramas de masa restante (A) y primera derivada de la masa respecto del tiempo (B) para los
materiales HA sosa, HA + 15% SF, HA + 30% SF y SF sosa.

Lo primero que se aprecia en la figura 44 A es que, para temperaturas inferiores a los 220°C y
superiores a los 370°C, el comportamiento de las membranas creadas por combinacidon de HA 'y
SF es muy similar al comportamiento de las membranas de HA sosa, quedandose bastante
alejadas de la curva de SF sosa. No obstante, en el rango de temperaturas entre los 220°C y los
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370°C, el comportamiento de las muestras de HA combinado con SF se aproxima mas al de las
muestras de SF sosa, produciéndose una menor pérdida de masa para una temperatura dada.

La maxima diferencia entre las cuatro curvas sucede, aproximadamente, entre los 250°C y los
280°C, punto en el que las curvas de HA + 15% SFy HA + 30% SF se acercan mds a la curva de SF
sosa y se alejan mds de la curva de HA sosa. Ademads, esta acercamiento al comportamiento de
la SF es mas acusado cuanta mas SF contiene el material, ya que la curva de HA + 30% SF esta
mucho mas préxima a la de SF sosa que la de HA + 15% SF.

5.2.1.3.2. Comparacion entre el comportamiento experimental y el tedrico de
los materiales creados por combinacién de HA y de SF

A continuacidn se procedié a comparar el comportamiento experimental obtenido para las
membranas creadas por combinacién de HA y SF (HA + 15% SF y HA + 30% SF) con el
comportamiento tedrico que seria de esperar al suponer ausencia de interaccidon entre ambos
componentes.

En el caso de que no existiera interaccion entre el HA y la SF, el comportamiento de los
materiales obtenidos por combinacidn de ambos elementos seria predecible a partir de las
curvas experimentales obtenidas para HA sosa y SF sosa. Esta prediccidn tedrica de las curvas
de HA + 15% SFy HA + 30% SF se basa en que, al suponer ausencia de interacciones entre el HA
y la SF, es posible suponer la misma pérdida de masa de ambos elementos tanto por separado
como en el compuesto. Esto da lugar a la ecuacion 36, la cual permite conocer la curva de TGA
tedrica de los compuestos a partir de las curvas experimentales de HA sosa (my4(%)) y de SF
sosa (mgr (%)) y de la fraccion masica de SF tedrica (Wsr tesrica)-

Ecuacion 36

Mtebdrica compuesto (%) = WgF tebrica ' mSF(%) +(1- WsF te(')rica) *Mpyy (%)

Ademads, una vez conocida la curva tedrica del compuesto, se realizéd una estimacién de la
fraccion masica de SF (Wsr experimentat) Que minimizaba el error cuadratico entre la curva
tedrica y la curva experimental del compuesto, con el objetivo de comprobar si la fraccion
masica de SF obtenida era similar a la tedrica.

A continuacidn se muestran los resultados obtenidos para los dos compuestos: HA + 15% SFy
HA + 30% SF.

e HA+15%SF

En la figura 45 se muestra una comparacion entre la curva de TGA obtenida experimentalmente
para el compuesto HA + 15% SFy la curva tedrica obtenida tras aplicar la ecuacién 36. Asimismo,
también se muestra la curva tedrica del compuesto obtenida con el valor de Wgr experimental
que minimiza el error cuadratico entre la curva tedrica y la experimental. Finalmente se
muestran también las curvas experimentales de HA sosa y SF sosa empleadas para realizar el
calculo de la curva tedrica del compuesto.
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Figura 45. Comparacion de la curva experimental de TGA de HA + 15% SF con las curvas tedricas obtenidas con la
fraccion masica de SF tedrica (Wgp tesrice) Y €ON 12 que minimiza el error cuadrdtico entre la curva tedrica y la
experimental (Wgg experimentqr)- ASIMismo también se muestran las curvas de TGA experimentales de HA sosa y de SF
sosa, las cuales se han empleado para el calculo de la curva tedrica de HA + 15% SF.

Lo primero que se podria comentar es que la curva tedrica obtenida mediante wsr tesrica €5
muy similar a la obtenida mediante Wgr experimentar, debido a la proximidad entre ambos
valores (Wsr tesrica = 16,70%; Wsr experimentat = 23,50%). Esto es indicativo de que la
fraccion masica de SF que se encuentra en el material de forma experimental es cercana a la
tedrica, lo cual muestra que la SF introducida no se ha perdido durante el proceso de fabricaciéon
del material.

También es interesante destacar que existe bastante diferencia entre la curva tedrica calculada
CON WsF tesrica Y 12 CUrva experimental del compuesto, lo cual es indicativo de que si existe una
interaccion entre las moléculas de HA y de SF que no puede ser predicha por el modelo tedrico,
el cual supone que no hay interaccién entre ambos componentes.

Como puede observarse, existe un punto de corte de ambas curvas alrededor de los 320°C, que
seria la temperatura para la cual la curva tedrica no tiene error. No obstante, por debajo de esta
temperatura se aprecia que la curva experimental queda por encima de la curva tedrica, lo cual
conlleva que el modelo tedrico sobreestima la degradacién del compuesto ya que indica que
degrada mas de lo que realmente degrada. En cambio, por encima de esta temperatura la curva
experimental queda por debajo de la curva tedrica, lo que conlleva que el modelo tedrico
subestima la degradacidn, ya que indica que degrada menos de lo que realmente degrada.
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Una posible explicacién de que, para temperaturas inferiores a los 320°C, el material degrade
menos de lo que deberia degradar de forma tedrica podria deberse al hecho de que la SF es mas
estable térmicamente que el HA. Esto hace que para estas temperaturas existan cadenas
poliméricas largas de SF que dificultan la difusién del HA y, por tanto, retrasan el momento en
que estas moléculas de HA se desprenden del material. En cambio, el hecho de que para
temperaturas superiores a los 320°C el material degrade mas de lo que deberia degradar de
forma tedrica podria ser debido a que, una vez la SF comienza a desprenderse del material, ésta
genera huecos de gran tamafio que facilitan una difusién mads rdpida de las moléculas de HA.

e HA +30% SF

Como se realizé en el punto anterior, la figura 46 muestra una comparacién de la curva de TGA
obtenida experimentalmente para el compuesto HA + 30% SF con la curva tedrica obtenida con
WsF tesrica Y 12 obtenida con Wgp experimentar- También se muestran las curvas experimentales
de HA sosa y SF sosa empleadas para realizar el calculo de la curva tedrica del compuesto.

100 T T T T T T T
— HA sosa
SF sosa
90 ——HA + 30% SF experimental e
———HA + 30% SF tedrica (wSF teérica)
HA + 30% SF tedrica (“’SF eXwimemal)
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Figura 46. Comparacion de la curva experimental de TGA de HA + 30% SF con las curvas tedricas obtenidas con la
fraccion masica de SF tedrica (Wgp tosrica) Y CON 12 que minimiza el error cuadrdtico entre la curva tedrica y la
experimental (Wgp gxperamentat)- ASimismo también se muestran las curvas de TGA experimentales de HA sosa 'y de SF
sosa, las cuales se han empleado para el calculo de la curva tedrica de HA + 30% SF.
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Igual que ocurria en el caso anterior, la curva tedrica obtenida mediante wgp tegrica €S MUy
similar a la obtenida mediante Wgr experimentar debido a la proximidad entre ambos valores
(WsF tesrica = 37,50%; WsF experimentat = 36,85%). De hecho, en este caso practicamente se
superponen ambas curvas. Por tanto, se puede afirmar de nuevo que la fraccién masica de SF
que se encuentra en el material de forma experimental es muy cercana a la tedrica,
demostrando asi que la SF introducida no se ha perdido durante el proceso de fabricacién.

Finalmente es interesante destacar que en este caso también existe discrepancia entre la curva
experimental del compuesto y la tedrica calculada con wgsr tegrica, iNdicando de nuevo que
existe una interaccién entre el HA y la SF que no puede ser explicada por el modelo tedrico. De
hecho, el patrén es el mismo que se encontrd en el compuesto anterior: existe una temperatura
de corte de ambas curvas alrededor de los 320°C de forma que, por debajo de esta temperatura,
el material se degrada menos de los que deberia degradar de forma tedrica y, por encima de
esta temperatura, el material degrada mas de lo que deberia degradar de forma tedrica. Por
tanto, la explicacién de esta diferencia entre la curva tedrica y la experimental del compuesto
puede ser la misma que la indicada para el compuesto anterior, es decir, para temperaturas
inferiores a los 320°C existen cadenas poliméricas largas de SF que dificultan la difusién del HA
mientras que, para temperaturas superiores a los 320°C, la SF que se ha desprendido del
material genera huecos de gran tamanfo que facilitan una difusién mas rapida del HA.

5.2.1.4. DSC

Con el objetivo de estudiar mas a fondo la interaccidon entre el HA y la SF se realizd una
calorimetria diferencial de barrido (DSC) de las mismas muestras que se estudiaron en el analisis
termogravimétrico (TGA). El hecho de que el TGA sea una técnica insensible a los cambios de
fase, ya que el hecho de que se produzca un cambio de fase no implica un cambio en la masa de
la muestra, hizo interesante realizar un estudio de DSC que permitiera detectar la existencia de
transiciones endotérmicas o exotérmicas como fusiones, transiciones vitreas o cristalizaciones.
En las figuras 47 y 48 se presentan los resultados obtenidos tanto para la etapa de enfriamiento
(cooling) como para la etapa de calentamiento (heating), respectivamente.

Como se aprecia en ambas figuras, no se observan transiciones endotérmicas ni exotérmicas en
ninguna de las muestras estudiadas. Esto es debido a que, al haber eliminado completamente
el agua que contenian las muestras durante la etapa previa de precalentamiento, las moléculas
no tienen la movilidad suficiente para llevar a cabo las transiciones. Esto es indicativo de que,
en ausencia de agua, las transiciones tienen lugar a temperaturas tan altas que antes de
alcanzarlas se degradarian los enlaces quimicos de los componentes. No obstante, seria
interesante realizar un estudio de DSC en el que los materiales presentaran una cierta cantidad
de agua retenida, ya que esto permitiria que las moléculas tuvieran una mayor movilidad al tener
mas espacio para moverse por intercalarse el agua entre ellas y, por lo tanto, si podrian verse
transiciones de fase. Por ejemplo, esto podria realizarse mediante un enfriamiento hasta -70°C
sin precalentar los materiales.
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Figura 47. Flujo de calor normalizado obtenido con DSC correspondiente a la etapa de enfriamiento (cooling) para los
diferentes materiales estudiados.
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Figura 48. Flujo de calor normalizado obtenido con DSC correspondiente a la etapa de calentamiento (heating) para
los diferentes materiales estudiados.
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5.2.2. Caracterizacion de las propiedades mecanicas

5.2.2.1. Redmetro

En este estudio se compara el comportamiento a cizalladura de discos de HA sosa frente a discos
de HA + 30% SF con la finalidad de comprobar si la adicién de SF mejora las propiedades
mecanicas del material. En la figura 49 se muestra el médulo de almacenamiento (G’) obtenido
en funcién del par de oscilacidn para los dos materiales estudiados.
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Figura 49. Médulo de almacenamiento en funcion del par de oscilacidn obtenido con discos de HA sosa y de HA + 30%
SF.

El médulo de almacenamiento cuantifica la capacidad de un material de almacenar energia
cuando se le aplica una fuerza de cizalladura, haciendo referencia a la componente eldstica del
material. Asi pues, para fuerzas menores que las fuerzas moleculares, el material es capaz de
volver a su configuracidn inicial previa a la aplicacién de la fuerza.

Como puede observarse en la figura 49, existe un aumento claro de G’ en las muestras que
contienen SF frente a las que no la contienen, el cual implica practicamente doblar el valor de
G’ para todos los valores de par de oscilacidn en las muestras de HA + 30% SF. Esto implica que
el hecho de afiadir la SF permite al material almacenar una mayor cantidad energia sin sufrir una
deformacién permanente, lo cual es indicativo de que el material presenta una mayor rigidez
gracias a la adicion de la SF.
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Es interesante indicar que se aprecia un ligero descenso de los valores de G’ conforme aumenta
el par de oscilacidn. Este comportamiento no lineal del material muestra una pérdida de su
resistencia a la fuerza aplicada para valores altos del par de oscilacién frente a valores bajos del
mismo. Este fendmeno, conocido como ablandamiento por deformacién o strain-softening,
puede ser debido a la acumulacién de defectos en la red HA a medida que aumenta la amplitud
de la deformacion.

En la figura 50 se muestra el médulo de pérdidas (G”’) obtenido en funcidn del par de oscilacién
para los dos materiales estudiados.
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Figura 50. Mdédulo de pérdidas en funcidn del par de oscilacidon obtenido con discos de HA sosa y de HA + 30% SF.

El mddulo de pérdidas indica la capacidad de un material de disipar (perder) energia en forma
de calor cuando se le aplica una fuerza de cizalladura, haciendo referencia a la componente
viscosa del material. G” es importante cuando la fuerza aplicada sobre la muestra es mayor que
las fuerzas moleculares, de forma que se produce un colapso de la microestructura y el material
comienza a fluir.

Como puede observarse en la figura 50, los valores de G”” para ambos materiales son mucho
menores que los obtenidos previamente para G’. Esto implica que la mayor parte del material
es capaz de recuperar su estructura interna y su forma original. Sin embargo, dado que G”’ no es
nulo, hay una pequena parte del material que se deforma de manera irreversible.

Es interesante indicar que, como ocurria para el médulo de almacenamiento, el mddulo de
pérdidas también presenta un comportamiento no lineal con el par de oscilacién, ya que G”
decae ligeramente cuando aumenta el par de oscilacién. Como se ha comentado anteriormente,
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esto es debido al fendmeno de ablandamiento por deformacion o strain-softening, el cual hace
que el material pierda su resistencia a la cizalladura para valores altos del par de oscilacion.

En cuanto a la comparacién de G’ para ambos materiales, se aprecia que la adicién de la SF
produce un aumento de este mdédulo, especialmente para valores bajos del par de oscilacion,
donde el aumento es de practicamente el doble. Este aumento de G” es indicativo de que es
necesario aplicar una fuerza de cizalladura mayor para provocar el mismo nivel de deformacién
irreversible en los materiales que contienen SF. No obstante, cuando el par de oscilacién supera
los 40 uN - m la diferencia disminuye considerablemente hasta producirse el solapamiento de
las desviaciones tipicas.

En la figura 51 se muestra una comparacién del médulo de almacenamiento y del mdédulo de
pérdidas obtenido para ambos materiales, tanto para un valor bajo de par de oscilacion (30 uN -
m) como para un valor alto de par de oscilacién (100 uN - m).
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Figura 51. Valores del mddulo de almacenamiento y del médulo de pérdidas para un valor bajo (30 uN - m)y otro
alto (100 uN - m) de par de oscilacién para los dos materiales estudiados.

Para poder interpretar estos resultados es necesario tener en cuenta la microestructura de
ambos materiales. Si el HA fuera un elastémero ideal, al aplicar una fuerza de cizalladura sobre
él, sus cadenas poliméricas Unicamente se estirarian, pudiendo recuperar su estado original al
dejar de aplicar la fuerza, recuperando el material de este modo su forma original. Si este fuera
el caso, el material presentaria un médulo de pérdidas nulo, ya que no se produciria ninguna
deformacién permanente del material. No obstante, como se observa en la figura 51, el HA
presenta un cierto valor de G” que, pese a ser bastante menor a G’, no es despreciable. Esto
indica que el material estd sufriendo una deformacién permanente y, por tanto, presenta una
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cierta componente viscosa. Esto es debido a que las cadenas de HA no sufren solamente un
estiramiento reversible, sino que también sufren movimientos permanentes asi como cambios
en su microestructura. Esto podria deberse, por ejemplo, a la rotura de enlaces de hidrégeno,
lo cual daria lugar a deformaciones irreversibles del material.

En cuanto a la adicidn de SF al HA, puede observarse en la figura 51 que conlleva un aumento
considerable de G’ a pares de oscilacién tanto bajos como altos. Esto indica, por tanto, que la SF
esta produciendo que las cadenas poliméricas del HA no sean estiradas con la misma facilidad
gue anteriormente, resultando en una mayor rigidez del material. Ademads, la SF también
conlleva un incremento de G”, especialmente para valores bajos del par de oscilacion. Esto
puede ser debido a que las fuerzas de cizalladura inducen la friccidn entre las cadenas
poliméricas del HA y las de la SF presentes en el material, lo cual conllevaria la rotura de las
cadenas de HA de forma irreversible y, por tanto, una deformacién permanente del material.

En cuanto al analisis estadistico de los resultados, el hecho de haber realizado un test no
paramétrico de los mismos por los motivos indicado en el apartado 4.5 hizo que las diferencias
no pudieran llegar a indicarse como estadisticamente significativas. Este es el motivo por el que
no aparece ningun asterisco (*) en las figuras mostradas en este apartado. No obstante, el hecho
de que las desviaciones estandar de los datos no solaparan (excepto para valores de G”
correspondientes a valores altos del par de oscilacidn) hace pensar que, si el ensayo se hubiera
realizado con un numero suficiente de muestras como para haber podido asumir una
distribucion normal de los datos, la diferencia entre ambos materiales si hubiera sido
estadisticamente significativa, al menos para los resultados de G’.

5.2.3. Estudio de adhesion y proliferacion celular

Con el objetivo de comprobar si la adicidon de SF mejoraba la adhesion y proliferacidn celular, se
realizaron ensayos de cultivos celulares de rSCs a 1 y 5 dias en membranas de HA sosa y de HA
+ 30% SF. Ademds, para estudiar el efecto de acondicionar los materiales previamente, se
realizaron dos tipos de preacondicionamiento para cada material: uno con PBS (sin proteinas) y
otro con medio de cultivo DMEM suplementado con FBS y P/S (con proteinas). Para la
visualizacién de las células mediante microscopia confocal se realizd6 un proceso de
inmunotincion con falacidina 488 para lograr la tincidn de las fibras de actina del citoesqueleto
(color verde) y con DAPI para obtener la tincién del nucleo (color azul).

5.2.3.1. Dia 1

** HA sosa preacondicionado con PBS

Como se observa en la figura 52, las células presentan una morfologia globular, lo cual es signo
de una baja adhesidn inicial de las células al sustrato de HA.
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Figura 52. Imagenes de microscopia confocal correspondientes a rSCs cultivadas durante 1 dia en membranas de HA
sosa preacondicionadas con PBS para tres muestras diferentes (A, By C). En color verde se muestra el citoesqueleto
y en color azul el nucleo de las células.

7

+* HA sosa preacondicionado con medio de cultivo

En la figura 53 se aprecia que haber realizado previamente un acondicionamiento de la
membrana de HA con proteinas (con FBS) apenas mejora la adhesion celular, ya que las células
siguen presentando una morfologia globular.

Figura 53. Imagenes de microscopia confocal correspondientes a rSCs cultivadas durante 1 dia en membranas de HA
sosa preacondicionadas con medio de cultivo DMEM suplementado con FBS y P/S para tres muestras diferentes (A,
By C). En color verde se muestra el citoesqueleto y en color azul el nucleo de las células.

«* HA + 30% SF preacondicionado con PBS

En la figura 54 se observa que la adicion de SF al sustrato mejora considerablemente la adhesion
celular ya que, pese a no haber realizado un preacondicionamiento con proteinas, el
citoesqueleto celular estd mucho mas extendido que en los casos anteriores.
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Figura 54. Imagenes de microscopia confocal correspondientes a rSCs cultivadas durante 1 dia en membranas de HA
+ 30% SF preacondicionadas con PBS para tres muestras diferentes (A, B y C). En color verde se muestra el
citoesqueleto y en color azul el nucleo de las células.

7

* HA + 30% SF preacondicionado con medio de cultivo

En la figura 55 se aprecia claramente que la combinacidn de un sustrato con SF junto a un
preacondicionamiento con proteinas mejora claramente la adhesion celular. Esto es asi ya que
los citoesqueletos celulares estdan muy extendidos, ocupando una gran area del sustrato.

Figura 55. Imagenes de microscopia confocal correspondientes a rSCs cultivadas durante 1 dia en membranas de HA
+30% SF preacondicionadas con medio de cultivo DMEM suplementado con FBS y P/S para tres muestras diferentes
(A, By C). En color verde se muestra el citoesqueleto y en color azul el nucleo de las células.

5.2.3.2. Dia 5

¢ HA sosa preacondicionado con PBS

La figura 56 muestra que las células siguen mostrando una morfologia globular, de forma similar
alo observado en el dia 1 (figura 52). El hecho de que se formen agrupaciones de células con un
citoesqueleto no muy extendido es debido a que las células estan conectando mas unas con
otras que con el sustrato de HA. Asi pues, tanto la adhesién como la proliferacién celular son
bajas en este caso.
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Figura 56. Imagenes de microscopia confocal correspondientes a rSCs cultivadas durante 5 dias en membranas de HA
sosa preacondicionadas con PBS para tres muestras diferentes (A, By C). En color verde se muestra el citoesqueleto
y en color azul el nucleo de las células.

7

+* HA sosa preacondicionado con medio de cultivo

La figura 57 muestra que el preacondicionamiento de las membranas de HA con proteinas
mejora la adhesidn y proliferacion celular, ya que se observan una mayor cantidad de células
con un citoesqueleto mdas expandido que en el caso anterior. No obstante, la adhesion al
sustrato sigue siendo bastante baja, ya que las células siguen uniéndose mds entre ellas que con
el sustrato. Un indicativo de esto es el hecho de que las células muestren una forma alargada o
bipolar en forma de collar (indicado con flechas en la figura 57), ya que esto sucede cuando las
células prefieren adherirse entre ellas antes que al sustrato.

Figura 57. Imagenes de microscopia confocal correspondientes a rSCs cultivadas durante 5 dias en membranas de HA
sosa preacondicionadas con medio de cultivo DMEM suplementado con FBS y P/S para tres muestras diferentes (A,
By C). En color verde se muestra el citoesqueleto y en color azul el ntcleo de las células.

¢ HA + 30% SF preacondicionado con PBS

Como puede observarse en la figura 58, existe una clara mejora en la adhesion y proliferacion
celular en el sustrato que contiene SF, ya que se aprecian unos citoesqueletos ampliamente
extendidos. Esto es indicativo de que las células pasan de unirse solamente entre ellas (como
ocurria con el sustrato de HA) a unirse también al sustrato.
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Figura 58. Imdagenes de microscopia confocal correspondientes a rSCs cultivadas durante 5 dias en membranas de HA
+ 30% SF preacondicionadas con PBS para tres muestras diferentes (A, B y C). En color verde se muestra el
citoesqueleto y en color azul el nucleo de las células.

7

* HA + 30% SF preacondicionado con medio de cultivo

Como muestra la figura 59, las células también muestran una gran adhesién y proliferacién en
el sustrato de SF preacondicionado con proteinas. No obstante, la diferencia con el
preacondicionamiento sin proteinas no es tan marcada como la ocurrida en el dia 1, lo que seria
indicativo de que, respecto a la proliferacidon celular a tiempos largos, tendria una mayor
importancia la presencia de SF en el sustrato que el hecho de haber preacondicionado con FBS.

Figura 59. Imagenes de microscopia confocal correspondientes a rSCs cultivadas durante 5 dias en membranas de HA
+30% SF preacondicionadas con medio de cultivo DMEM suplementado con FBS y P/S para tres muestras diferentes
(A, By C). En color verde se muestra el citoesqueleto y en color azul el nucleo de las células.

5.2.3.3. Comparacion del area ocupada por el citoesqueleto

En este apartado se realiza una comparacién tanto visual como cuantitativa de la extension total
del citoesqueleto de las células en los diferentes casos estudiados. Este parametro es importante
ya que una mayor area ocupada por el citoesqueleto implica una mayor adhesién y proliferacién
celular en el sustrato estudiado.
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En la figura 60 se muestra una imagen representativa de cada uno de los cuatro casos estudiados
con una menor ampliacién que las imagenes anteriores para poder apreciar mejor las diferencias
en cuanto a la extensidn total del citoesqueleto de las células (color verde).

Se observa claramente que en los dos casos en que se emplea el sustrato de HA sosa (A y B) la
adhesién celular temprana es muy escasa, ya que las células presentan una morfologia globular
muy marcada. En cambio, al emplear el sustrato que contiene SF (C y D) la adhesion temprana
mejora claramente ya que el citoesqueleto esta mucho mas extendido sobre la superficie de la
membrana. Esta expansion del citoesqueleto es bastante mds marcada en el caso en que la
membrana que contiene SF ha sido tratada previamente con proteinas (D), lo cual muestra que
este preacondicionamiento mejora considerablemente la adhesién celular temprana.

Figura 60. Imagenes de microscopia confocal correspondientes a rSCs cultivadas durante 1 dia en membrana de HA
sosa preacondicionada con PBS (A), membrana de HA sosa preacondicionada con medio de cultivo DMEM
suplementado con FBS y P/S (B), membrana de HA + 30% SF preacondicionada con PBS (C) y membrana de HA + 30%
SF preacondicionada con medio de cultivo DMEM suplementado con FBS y P/S (D). En color verde se muestra el
citoesqueleto y en color azul el nucleo de las células.
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Para poder cuantificar la extension del citoesqueleto en cada uno de los casos se procedid a la
medicidn del drea ocupada por éste mediante el programa de procesado de imagen Imagel/FlI,
con el que se midieron las um? que ocupaba la totalidad del citoesqueleto de las células. En la
figura 61 se muestran los resultados obtenidos.
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Figura 61. Area total de los citoesqueletos de las rSCs tras 1 dia de cultivo obtenida a partir de las imagenes de
microscopia confocal gracias a la tincidn del citoesqueleto de las células con falacidina 488. Este parametro se obtuvo
para los cuatro casos estudiados: membranas de HA sosa preacondicionadas con PBS, membranas de HA sosa
preacondicionadas con medio de cultivo DMEM suplementado con FBS y P/S, membranas de HA + 30% SF
preacondicionadas con PBS y membranas de HA + 30% SF preacondicionadas con medio de cultivo DMEM
suplementado con FBS y P/S.

Estos resultados confirman las conclusiones obtenidas de forma cualitativa. En primer lugar se
aprecia que la adhesién temprana en las membranas de HA es muy baja, sin haber diferencia
estadisticamente significativa entre preacondicionar o no las membranas con proteinas. Esto es
indicativo de los problemas intrinsecos que presenta el HA para la adhesién celular por su
elevada hidrofilicidad. En segundo lugar se observa que el hecho de afadir SF al sustrato mejora
claramente la adhesién celular temprana. Esto esta especialmente marcado para el caso en que
las membranas con SF se han preacondicionado con proteinas, mostrando el papel importante
de este preacondicionamiento en la adhesion celular temprana.
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El proceso anterior se repitio tras 5 dias de cultivo con el fin de estudiar tanto la adhesién como
la proliferacién celular de forma mas prolongada en el tiempo. En el caso de las membranas de
HA sin preacondicionar con proteinas (A) la morfologia celular sigue siendo marcadamente
globular, indicando que la adhesidn celular no ha mejorado tras los 5 dias de cultivo. En el caso
del sustrato de HA preacondicionado con proteinas (B) se observan células con forma alargada,
lo que es indicativo de que las células se unen mas entre si que con el sustrato. En cambio, las
dos imagenes correspondientes a las membranas con SF (C y D) muestran una amplia extension
del citoesqueleto de las células sobre el material, siendo indicativo de una gran adhesién y
proliferacién celular en ambos casos.

Figura 62. Imagenes de microscopia confocal correspondientes a rSCs cultivadas durante 5 dias en membrana de HA
sosa preacondicionada con PBS (A), membrana de HA sosa preacondicionada con medio de cultivo DMEM
suplementado con FBS y P/S (B), membrana de HA + 30% SF preacondicionada con PBS (C) y membrana de HA + 30%
SF preacondicionada con medio de cultivo DMEM suplementado con FBS y P/S (D). En color verde se muestra el
citoesqueleto y en color azul el nucleo de las células.
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En cuanto al analisis cuantitativo del area celular tras los 5 dias de cultivo (figura 63), se confirma
que el preacondicionamiento con proteinas mejora significativamente la adhesién en el caso de
las membranas de HA sosa, aunque la extensidn total del citoesqueleto sigue siendo baja al
compararse con el sustrato de HA + 30% SF, en especial para el caso en que el material no se
preacondiciona con proteinas. Otro aspecto a destacar es que, tras 5 dias de cultivo, no existe
una diferencia significativa entre preacondicionar o no con proteinas las membranas de HA +
30% SF. Esto es indicativo de que, aunque el FBS es importante para mejorar la adhesién celular
temprana, su accién no es tan importante cuando el tiempo de cultivo es mas prolongado.
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Figura 63. Area total de los citoesqueletos de las rSCs tras 1 dia de cultivo obtenida a partir de las imagenes de
microscopia confocal gracias a la tincidn del citoesqueleto de las células con falacidina 488. Este pardmetro se obtuvo
para los cuatro casos estudiados: membranas de HA sosa preacondicionadas con PBS, membranas de HA sosa
preacondicionadas con medio de cultivo DMEM suplementado con FBS y P/S, membranas de HA + 30% SF
preacondicionadas con PBS y membranas de HA + 30% SF preacondicionadas con medio de cultivo DMEM
suplementado con FBS y P/S.

5.2.3.4. Estudios previos de adhesion celular en HA y en SF

En este apartado se procede a comprobar si los resultados obtenidos son coherentes con los
obtenidos en otros estudios de adhesion celular realizados con los materiales estudiados.
Ademas se procede a desarrollar las causas que perjudican la adhesidn celular al HA, por un lado,
y que mejoran la adhesién celular a la SF, por otro.
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El HA tiene la habilidad intrinseca de promover la proliferacién celular y reducir la formacién de
cicatrices. No obstante, la aplicacidn clinica del HA se ha visto muchas veces limitada por sus
caracteristicas altamente hidréfilas que dificultan la adhesién celular sobre su superficie (Hu,
Sabelman, Tsai, Tan, & Hentz, 2000), lo cual explica la baja adhesién celular observada en las
membranas de HA sosa.

Esto hace que la adhesidn celular sobre la superficie de scaffolds de HA se base sobre todo en
fendmenos fisicos, como la rugosidad superficial del material, para lograr la adhesidn de las
proteinas de la ECM a la superficie del material. Esta adhesién celular debida a la rugosidad del
material es lo que explica que si que lleguen a adherirse algunas células a la superficie del HA
(especialmente al preacondicionar con proteinas), pero el elevado contenido en agua de la
superficie del material impide que mas células se adhieran al sustrato y, por tanto, las células
empiezan a unirse entre ellas formando las estructuras filamentosas en forma de collar que se
observan en los resultados obtenidos.

Finalmente cabe indicar que las pobres propiedades de adhesién celular del HA han propiciado
gue diversos estudios se hayan centrado en alterar sus propiedades fisicas con el objetivo de
mejorar la adhesion celular, como por ejemplo mediante un recubrimiento con polilisina, la cual
es capaz de promover la adhesion de células de Schwann (Hu et al., 2000).

% SF

Diversos estudios han mostrado que la SF posee unas buenas propiedades de adhesién y
crecimiento celular, lo cual es coherente con los buenos resultados obtenidos en el estudio
realizado. En primer lugar se debe tener en cuenta que la secuencia repetitiva de aminodcidos
de la SF de Bomyx mori (ver figura 19) no presenta ninguna secuencia de aminodcidos con una
funcién especifica de interaccion para la adhesion celular, como pudiera ser el tripéptido Arg-
Gly-Asp (RGD). No obstante, como se indica en la figura 64, se ha observado la existencia de una
secuencia de aminoacidos en una region no repetitiva de C-terminal (extremo 3’) con un gran
numero de aminodacidos basicos, especialmente arginina, los cuales juegan un papel
fundamental en las propiedades de adhesion celular de la SF (Minoura et al., 1995). Esto se debe
a que los residuos de arginina pueden ser reconocidos por proteinas transmembranales de
adhesidn celular como las integrinas, las cuales median en la interaccién entre célula y sustrato
(Calcagno, Lobatto, Robson, & Millon, 2016; Monteiro, Fernandes, Sundararaghavan, &
Shreiber, 2011).
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B | repelitive (1-2kb)
Element a : Gly-Ala-Gly-Ala-Gly-Ser (erystalline region)
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5 site
0 : amorphous domain (100base} -(Arg-Ser-Asp)-
Thr-Gly-Ser-Ser-Gly-Phe-Gly-Pro- Tyr-Val-Ala- Asn-Gly-Gly-Tyr-Ser-(Arg-Atg-Glu)-
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-Alachu-Pronys-Val—Asn-Cys

Figura 64. Secuencias de aminoacidos de la SF de Bombyx mori (Minoura et al., 1995).

Para demostrar esta teoria, en (Minoura et al., 1995) se comparé la capacidad de adhesion y
crecimiento de células fibroblasticas (L-929) en membranas recubiertas con SF de Bombyx mori
en su forma natural (con la regidn C-terminal), denominadas DSF, y en membranas recubiertas
con SF de Bombyx mori a la que se le habia eliminado por digestidn con a-quimotripsina la region
C-terminal, denominadas CSF. Como puede observarse en la figura 65 y en la tabla 9, el hecho
de eliminar la secuencia de aminoacidos de la regiéon C-terminal rica en residuos de arginina
implica que tanto la adhesién como el crecimiento celular desciendan drasticamente. Esto
corrobora el importante papel que juegan estos residuos en las propiedades de adhesiéon y
crecimiento celular. Ademas en (Minoura et al., 1995) se concluye que la SF de Bombyx mori
presenta unas capacidades comparables a las del coldgeno, el cual es un material considerado
como favorable para la adhesidn y el crecimiento celular.
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Figura 65. Curvas de crecimiento celular de células fibroblasticas (L-929) en membranas recubiertas con SF de Bombyx
mori en su forma natural (DSF) y sin la region C-terminal (CSF) (Minoura et al., 1995).

91



Sample Initial cell Growth

attachment ratio
ratio
DSF 95+ 5 12610
CSF 13£ 4 28£19

Tabla 9. Resultados de los experimentos de cultivo celular mostrando el ratio de adhesidn celular inicial (A) y el ratio
de crecimiento (G) de células fibroblasticas (L-929) en membranas recubiertas con SF de Bombyx mori en su forma

350.100, donde S, y
Cso

C; son el nimero de células adheridas en la muestra de test y en el material de control, respectivamente, con un
tiempo de incubacidn t. Se indica la media + SD para cuatro conjuntos de experimentos (Minoura et al., 1995).

natural (DSF) y sin la regidon C-terminal (CSF). Los ratios se definieron como A = % 100y G =
17

Otra consideracion que podria complementar a la anterior seria la presencia de grupos amino
en la SF, los cuales han demostrado promover la adhesién, proliferacién y migracién celular de
células madre neuronales, asi como incrementar la diferenciacidon neuronal (Li et al., 2013; Ren
et al., 2009). También es interesante indicar que se ha observado un incremento en la expresion
de genes relacionados con el crecimiento celular en células cultivadas en membranas de SF (Jo
et al., 2011).

5.3. NGCs

5.3.1. Caracterizacion de las propiedades fisico-quimicas
5.3.1.1. Estudio mediante FESEM

5.3.1.1.1. Morfologia superficial

Una vez caracterizadas las membranas de HA y de HA combinado con SF se procedié a la
produccién de NGCs con estos mismos materiales. Con el objetivo de caracterizar su morfologia
superficial se realizé un estudio mediante FESEM de NGCs de HA sosa y de HA + 30% SF. A
continuacién se muestran los resultados obtenidos.

e NGC de HA sosa

En primer lugar se realizé un corte longitudinal de la muestra con el objetivo de visualizar el
lumen del NGC. En la figura 66 se muestra una imagen representativa de un NGC de HA sosa
mostrando en detalle la superficie interna del conducto (figura 66 B) y un corte de la pared del
conducto (figura 66 C).
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Figura 66. NGC de HA sosa: Corte longitudinal

Como se observa en la figura 66 B, la superficie interior del conducto es lisa, lo cual es de gran
importancia para lograr que las células sembradas en el lumen permanezcan adheridas al
interior del conducto sin salir exterior. Esto es debido a que la superficie del tubdgeno (de la
fibra de PCL) es hidréfoba, lo que provoca que en contacto con ella haya solamente una fina
capa de HA sin contenido en agua, lo que hace que al liofilizar quede una fina capa sin porosidad.

En cambio, durante el proceso de liofilizacidn del resto de material se ha logrado separar el
contenido en agua de la disolucion mediante la congelacién y posterior sublimacion del hielo a
presion reducida, credandose asi una estructura resistente y porosa. Esto hace que, como se
aprecia en la figura 66 C, la pared del conducto presente una porosidad adecuada para permitir
el intercambio de nutrientes y oxigeno con el exterior, lo cual es vital para lograr la supervivencia
de las células del interior del NGC.

En cuanto al tamafio de los poros, éste se sitla aproximadamente entre 10 um y 30 um, el cual
es un tamafio suficientemente grande como para permitir el intercambio de nutrientes y
oxigeno, y lo suficientemente pequefio como para evitar tanto la entrada de células
inflamatorias como la salida de factores de crecimiento. No obstante, hay que tener en cuenta
que laimagen se ha realizado sobre una muestra desecada y que en hinchado el tamafio de poro
podria variar, por lo que en un futuro seria adecuado realizar un estudio del tamafio de poro
con conductos hinchados en agua empleando un crio-SEM.

En la figura 67 se muestra con mas detalle cémo la superficie interna del NGC presenta una
morfologia mas continua y lisa, mientras que la pared del conducto presenta una porosidad
distribuida en varias capas situadas una sobre otra.
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Figura 67. NGC de HA sosa: Corte longitudinal, detalle de la superficie interna y de la pared.

En la figura 68 se muestra un corte transversal donde puede apreciarse la circularidad del lumen
gracias al uso de tubdgenos cilindricos de PCL. También puede observarse de nuevo que la
superficie interna es lisa para favorecer asi la adhesion celular. En la figura 67 C se muestra un
detalle de la porosidad de las paredes del conducto, la cual es muy similar a la observada en el
corte longitudinal.

Figura 68. NGC de HA sosa: Corte transversal
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e NGCde HA +30% SF

Una vez caracterizados morfolégicamente los NGCs basados en HA se procedid a repetir el
proceso con los NGCs que incluian SF, con el objetivo de comprobar si las buenas caracteristicas
observadas en los NGCs de HA sosa se mantenian o no al aiiadir la SF.

Como puede observarse en la figura 69, el NGC de HA + 30% SF mantiene tanto la superficie lisa
del interior del conducto como la porosidad dispuesta en capas de las paredes. En la figura 69 B
se muestra un detalle de la superficie interna del conducto, pudiéndose apreciar su morfologia
continua y lisa. Ademas pueden observarse estructuras alargadas dispuestas sobre la superficie
que podrian corresponderse con fibras de SF (indicado con flechas en la figura 69 B). En las
figuras 69 Cy 69 D se muestra en detalle un corte de la pared del conducto, donde puede
observarse que el tamafio de poro también se encuentra aproximadamente entre 10 um y 30
um, como ocurria en los NGCs de HA sosa.

Figura 69. NGC de HA + 30% SF: corte longitudinal

Finalmente, en la figura 70 se muestra un corte transversal donde se puede observar la
morfologia circular del lumen del NGC. Asimismo se vuelve a comprobar que la superficie interna
es lisa y que las paredes del conducto presentan una porosidad adecuada.
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Figura 70. NGC de HA + 30% SF: corte transversal

En conclusidn, la caracterizacion morfoldgica de los NGCs que incluyen SF muestra que la adicion
de este material a la disoluciéon de HA no afecta ni a la superficie interna del conducto, la cual
sigue presentando una morfologia lisa, ni a la porosidad de sus paredes, cuyo tamafio y
distribucion de poros no cambia de forma significativa.

5.3.1.1.2. Andlisis elemental

Como se realiz6 previamente con las membranas de HA sosa y de HA + 30% SF (apartado
5.2.1.1.2.), en este apartado se realizd un andlisis elemental mediante FESEM de los NGCs
fabricados con estos materiales para comprobar asi la presencia de la SF.

Dado que los materiales de los NGCs se produjeron del mismo modo que los de las membranas
(solo cambid el tipo de mole en el que se inyecto el material), las fracciones masicas de nitrégeno
(wy) tedricas de ambos materiales son las mismas que en el caso de las membranas, es decir,
un 2,60% de N para las muestras de HA sosa y un 6,75% de N para las muestras de HA + 30% SF.
En la figura 71 se muestran los resultados obtenidos en el andlisis elemental de estas muestras.
Como se observa, las muestras que contienen SF presentan un mayor contenido en N,
comprobdandose asi la presencia de SF en las muestras de HA + 30% SF.
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Figura 71. Fraccion masica de nitrégeno obtenida con el andlisis elemental de la superficie de NGCs de HA sosa y de
HA + 30% SF mediante FESEM.

En cuanto a las fracciones masicas de nitrogeno obtenidas, esta son considerablemente
menores que las obtenidas de forma teérica, como se muestra en la tabla 10. No obstante, como
se indica en el apartado 5.2.1.1.2., existen diversas razones que podrian explicar este hecho. Por
un lado, podria deberse a que el HA y la SF no se hubieran repartido de forma homogénea, por
lo que el contenido en N variaria segun se hubiera estudiado un area en la que se hubiera
acumulado una mayor cantidad de SF u otra en la que la SF no hubiera llegado a difundirse. Un
indicativo de esto seria la gran dispersién de los datos de HA sosa. Por otro lado, podria ocurrir
que el N se hubiera concentrado en mayor cantidad en el interior del material que en la
superficie para ambos tipos de muestras, lo cual haria que las medidas del andlisis elemental
realizado con el FESEM, el cual solamente estudia la superficie de la muestra, no fueran
representativas de la fraccién masica de N real del material.

Muestra HA sosa HA + 30% SF
Wy tesrica (%0) 2,60 6,75
Wy experimental (%) 0,21 2,69

Tabla 10. Fraccién masica de nitréogeno obtenida de forma tedrica y experimental mediante analisis elemental en
muestras de NGCs de HA sosa y de HA + 30% SF.

Si se estudia la proporcion entre la fraccidon mdasica de N perteneciente a la SF y la perteneciente
al HA, en el apartado 5.2.1.1.2. se obtuvo que la proporcidn tedrica entre ambos valores es la
indicada en la ecuacién 37. En cuanto a los datos experimentales, se ha obtenido que el
porcentaje de N en las muestras de HA sosa es del 0,21%. Si se extrapola este porcentaje para
las muestras de HA + 30% SF, teniendo en cuenta que disminuiria en un 30% por la adicién de
SF, se obtiene que la fraccién masica de N experimental correspondiente al HA en las muestras
de HA + 30% SF es del 0,15%. Por tanto, esto implica que del 2,69% de N de las muestras de HA
+ 30% SF, un 0,15% corresponde al N del HA y el otro 2,54% al N de la SF. En la ecuacién 38 se
calcula la proporcién experimental entre la fraccion masica de N perteneciente a la SF y la
perteneciente al HA.

Ecuacion 37
(wN,SF> _ 4‘,92 % _ 2 7
WN,HA teérica 183 %
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Ecuacion 38

<wN,SF> _ 2,54‘ % _ 16 9
WN,HA experimental 0,15 %

Si se compara la proporcién tedrica entre la fraccion masica de N perteneciente a la SF vy la
perteneciente al HA con la experimental se observa que se obtiene una proporcién mucho
mayor de forma experimental. Dado que esta relacidn es proporcional a la existente entre la
fracciéon masica de SF y la de HA, este resultado seria indicativo de que en la superficie del
material existe una fraccion masica de SF superior a la tedrica. Una posible explicacién de este
hecho seria que en la superficie del material se hubiera producido una acumulacion de SF, lo
cual conllevaria que, dado que el FESEM analiza de forma aislada la superficie del material sin
tener en cuenta su interior, la fraccion masica de SF obtenida fuera superior a la tedrica.

Finalmente también se obtuvieron los coeficientes entre las fraccion masica de N y la de Na, O
y S. Como se muestra en la figura 72, todos los coeficientes son significativamente mayores para
las muestras de HA + 30% SF, lo cual indicaria la presencia de la SF en estas muestras.
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Figura 72. Coeficientes N/Na (A), N/O (B) y N/S (C) obtenidos con el analisis elemental de la superficie de NGCs de HA
sosa 'y de HA + 30% SF mediante FESEM.

En conclusidn, mediante el analisis elemental de la superficie de los NGCs de HA sosa y HA + 30%
SF se ha logrado comprobar la existencia de SF en la superficie de los tubos a través del mayor
contenido en N de las muestras que contenian SF. No obstante, se ha observado de forma
experimental que la relaciéon entre la fraccion madasica de N perteneciente a la SF y la

WN,SF

perteneciente al HA ( ) es bastante mayor a la tedrica, lo cual conlleva que la relacidn entre

WN,HA

la fraccién masica de SFy la de HA (ﬂ) también lo sea. Esto seria indicativo de que la SF tiende

WHA
a acumularse en la superficie del material en mayor medida que el HA, lo cual produciria que

hubiera una mayor proporcién de SF en esta zona. Cabe destacar que en el caso de las
., W . .
membranas (apartado 5.2.1.1.2) ya se obtuvo que la relacidn wi experimental era ligeramente
HA

superior a la tedrica, lo cual también seria indicativo de una mayor proporciéon de SF en la
superficie del material. No obstante, debe tenerse en cuenta que la gran dispersién de los datos
de las muestras de HA sosa podria afectar considerablemente al resultado.
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5.3.1.2. Cambio de dimensiones en hinchado

El comportamiento tras el hinchado en agua de NGCs de HA sosa y de HA + 30% SF se estudio a
través del cambio en las dimensiones (longitud del conducto, diametro del lumen y drea de la
seccion transversal) de las muestras. En la figura 73 se muestra una imagen de una de las
muestras de HA sosa estudiadas en estado seco e hinchado. En la figura 74 se muestra lo mismo
para una de las muestras estudiadas de HA +30% SF.

1mm

Figura 73. Cambio en las dimensiones en una muestra representativa de un NGC de HA sosa tras su hinchado en agua
desionizada. A:Imagen longitudinal en estado seco, B: Imagen transversal en estado seco, C: Imagen longitudinal en
estado hinchado, D: Imagen transversal en estado hinchado

1mm

Figura 74. Cambio en las dimensiones en una muestra representativa de un NGC de HA + 30 SF tras su hinchado en
agua desionizada. A: Imagen longitudinal en estado seco, B: Imagen transversal en estado seco, C: Imagen
longitudinal en estado hinchado, D: Imagen transversal en estado hinchado

Como se observa en la figura 75, no existe una diferencia significativa en el cambio de
dimensiones de los NGCs entre las muestras de HA sosa y las de HA + 30% SF. De este modo se
comprueba que la adicion de SF no ha afectado de forma significativa a la capacidad de
absorcién de agua de los NGCs.
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En cuanto a los resultados obtenidos, se aprecia que la longitud de los NGCs aumenta
aproximadamente en un 50% tras su hidratacion (figura 75 A), mientras que el drea de la seccidn
transversal aumenta cerca de un 100% (figura 75 C). En cuanto al didametro interno del lumen
de los conductos, este no se ve muy afectado por el proceso de hinchado, ya que solamente
aumenta en un 10% aproximadamente (figura 75 B). Respecto a las dimensiones concretas
obtenidas, estas se indican en la tabla 11.
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Figura 75. Cambio en las dimensiones de los NGCs tras su hinchado en agua desionizada durante 24 horas. A: Longitud
del conducto en estado hinchado (L) dividida entre la longitud del conducto en estado seco (Lo). B: Didmetro del lumen
en estado hinchado (D) dividido entre el didmetro del lumen en estado seco (Dy). C: Area de la seccién transversal en
estado hinchado (A) dividida entre el area de la seccidn transversal en estado seco (Ay).

Estado Longitud Diametro del Areadela

(mm) lumen seccién
(mm) transversal

(mm)

HA sosa Seco 3,43+0,30 1,05+0,04 3,13+0,41
Hinchado 4,83 £0,36 1,27 £ 0,06 6,43 +0,24
HA + 30% SF Seco 3,62 +0,57 1,10+0,10 2,74 £ 0,15
Hinchado 5,60+ 1,07 1,23+0,14 4,70 £ 0,76

Tabla 11. Dimensiones de los NGCs de HA sosa y HA + 30% SF en estado seco e hinchado.

5.3.1.3. Densidad y porosidad

Por ultimo se estudié la densidad y porosidad de NGCs tanto de HA sosa como de HA + 30% SF
mediante un kit de densidad y porosidad. En la figura 76 se muestran los valores de densidad y
de volumen especifico (valor inverso a la densidad) correspondientes a estos materiales. Como
puede observarse, no existe una diferencia significativa entre los valores obtenidos para ambos
materiales, lo que implica que la adicién de SF no afecta de forma significativa a la densidad de
los NGCs.
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Figura 76. Valores de densidad y volumen especifico de NGCs fabricados tanto con HA sosa como con HA + 30% SF.

En la figura 77 se muestran los valores de porosidad obtenidos para NGCs fabricados tanto con
HA sosa como con HA + 30% SF. Como se aprecia, la adicién de SF tampoco afecta de forma
significativa a la porosidad de los NGCs. Esto es importante ya que indica que la SF no tapona ni
rellena los espacios de los poros del HA, lo cual es de gran importancia a la hora de que los NGCs
mantengan una permeabilidad que permita la difusién de oxigeno y nutrientes a través de los
poros de la paredes del conducto.
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Figura 77. Valores de porosidad de NGCs fabricados tanto con HA sosa como con HA + 30% SF.
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6. Presupuesto

Capitulo 1: Costes de personal

Perfil Numero de Coste unitario Coste Cuota Coste Tareas a realizar
horas imputable (sin patronal imputable
cuota (37,45%) total
patronal)
Ingeniero 300,00 h 40,00 €/h 12.000,00 € 4.494,00 € 16.494,00 € Definicion y
biomédico desarrollo de los

experimentos,
asi como la
presentacion y
discusiéon de los

resultados
obtenidos
Subtotal (sin cuota patronal) 12.000,00 €
Subtotal (con cuota patronal) 16.494,00 €
Tabla 12. Capitulo 1 del presupuesto: costes de personal
Capitulo 2: Costes de materiales
Capitulo 2.1: Preparacidon de los biomateriales
Material Proveedor/ Cantidad Coste Formato Coste IVA Coste Justificacion
Referencia a utilizar unitario imputable (21%) imputable
(sin IVA) (sin IVA) total
Divinil Sigma- 0,80¢g 63,10 € 25,00¢g 2,02€ 0,42 € 2,44 € Elemento
sulfona Aldrich / entrecruza-
(DVS) V3700 dor del HA
Acido Sigma- 3,008 287,50 € 10,00 g 86,25 € 18,11 € 104,36 € Fabricacion
hialurénico Aldrich / de materiales
(HA) 53747 basados en
derivado HA
de
streptococc
us equi
Fibroinade = Universidad 1,20g 230,00 € 1,50g 184,00 € 38,64 € 222,64 € Fabricacion
seda (SF) Politécnica de materiales
obtenida de Madrid que incluyen
de Bombyx (Prof. SF
mori Gustavo
Guinea)
n-octano Sigma- 50 ml 105,50 € 500 ml 10,55 € 2,22 € 12,77 € n-octano para
Aldrich / la realizacion
412236 de los
ensayos de
densidad vy
porosidad
NaOH Panreac / 1lg 22,00 € 100 g 0,22 € 0,05 € 0,27 € Preparacién
131687 de NaOH
0,2M
Agua Mili-Q® 0,11 25,00 € 11 2,50 € 0,53 € 3,03€ Preparacion
ultrapura de NaOH
0,2M
Agua Thermo 0,501 15,00 € 11 7,50 € 1,58 € 9,08 € Hinchado de
destilada Fisher las muestras
Scientific /
15230204
PTFE (cinta) MIARCO 1 rollo 0,50 € 1 rollo 0,50 € 0,11 € 0,66 € Fabricacion
de NGCs
PTFE Teflon 400 cm? 25,00 € 400 cm? 25,00 € 5,25 € 30,25 € Fabricacion
(plancha) de
membranas y
NGCs
PCL Poly- 100 g 59,90 € 100g 49,50 € 10,40 € 59,90 € Fabricacidn
sciences de NGCs
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Material

Células de
Schwann
de rata
Kit medio
de cultivo
de células
de
Schwann
DMEM

FBS

P/s

PBS

Tripsina -
EDTA
Etanol

Agua
ultrapura

DPBS

PFA

BSA

NaCl

Tween 20

DAPI

Falacidina
488

Micro-
pipeta
100-1000
ul
Micro-
pipeta
5-20 ul

Proveedor/
Referencia

Innoprot /
P10301

Innoprot /
P60123

Fisher /
21331020

Fisher /
10270-
106/A3381
E
Fisher /
15140122

Thermo
Scientific /
10010015

Invitrogen /
25200-072
Scharlab /
ET0002100
0
Mili-Q®

Innoprot /
P60305
Sigma-
Aldrich /
47608
Sigma-
Aldrich /
A7906
Sigma-
Aldrich /
71387
Sigma-
Aldrich /
P1379
Sigma-
Aldrich /
D9564

Invitrogen /

B607

3B
Scientific

3B
Scientific

Cantidad
a utilizar

2.5-10°
células

150 ml

400 ml

40 ml

4 ml

500 ml

500 ml

300 ml

500 ml

500 ml

250 ml

lg

8g

10 ml

5ul

20 ul

1 unidad

1 unidad

Capitulo 2.2: Cultivos celulares

Coste Formato Coste
unitario imputable
(sin IVA) (sin IVA)
565,00 € 5-10° 282,50 €

células
135,00 € 500 ml 40,50 €
19,46 € 500 ml 15,57 €
87,75 € 500 ml 7,02 €
13,20€ 100 ml 0,53 €
32,51€ 500 ml 32,51€
57,00 € 500 ml 57,00 €
16,95 € 11 5,09 €
25,00 € 11 12,50 €

Capitulo 2.3: Inmunotincién

2467€ | 500ml 24,67 €
43,10 € 250 ml 43,10 €
54,20 € 10g 542€
113,00 € 25¢ 36,16 €
23,20€ 100 ml 2,32€
119,00€ = 0,50 ml 1,19€
629,00€ 1,50 ml 8,39 €

Capitulo 2.4: Fungibles
75,00 € 1 unidad 75,00 €

75,00 € 1 unidad 75,00 €

IVA
(21%)
59,33 €

8,51¢€

3,27€

1,47 €

0,11€

6,83 €

11,97 €

1,07 €

2,63€

518€

9,05 €

1,14 €

7,59 €

0,49 €

0,25 €

1,76 €

15,75 €

15,75 €

Coste
imputable
total
341,83 €

49,01€

18,84 €

8,49 €

0,64 €

39,34 €

68,97 €

6,16 €

15,13 €

29,85 €

52,15€

6,56 €

43,75 €

2,81€

1,44 €

10,15 €

90,75 €

90,75 €

Justificacion

Cultivo
celular en
membranas
Cultivo
celular en
membranas

Preacondi-
cionamiento
de las
membranas
Preacondi-
cionamiento
de las
membranas
Preacondi-
cionamiento
de las
membranas
Preacondi-
cionamiento
de las
membranas
Despegado
de las células
Esterilizacion
de las
membranas
Eliminacion
de los restos
de etanol de
las
membranas

Lavado de las
membranas
Fijado de las
células

Tampoén  de
bloqueo

Tampoén  de
bloqueo

Tampoén  de
bloqueo

Tincién  del
nucleo celular

Tincion  del
citoesqueleto
(filamentos
de actina)

Fabricacién
de los
materiales

Fabricacion

de los
materiales
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Capitulo 2.4: Fungibles

Material Proveedor/ Cantidad Coste Formato Coste IVA Coste Justificacion
Referencia a utilizar unitario imputable (21%) imputable
(sin IVA) (sin IVA) total
Puntas de 3B 200 8,80 € 500 3,52 € 0,74 € 4,26 € Fabricacidn
micro- Scientific unidades unidades de los
pipetas materiales
100-1000
ul
Puntas de 3B 200 6,90 € 500 2,76 € 0,58 € 3,34€ Fabricacidn
micro- Scientific unidades unidades de los
pipetas materiales
5-20 ul
Placas Petri neolab 13,34 € 1 unidad 80,04 € 16,81 € 96,85 € Fabricacion
unidades de los
materiales
Eppendorfs sanilabo- 50 5,00 € 500 0,5€ 0,11 € 0,61€ Fabricacion
shop unidades unidades de los
materiales
Vasos de POBEL 2,25 € 1 unidad 9¢€ 1,89 € 10,89 € Fabricacién
precipitado unidades de los
250 ml materiales
Imanes Nahita 3,93 € 1 unidad 23,58 € 4,95 € 28,53 € Fabricacion
unidades de los
materiales
Subtotal (sin IVA) 1.211,91 €
Subtotal (con IVA) 1.466,50 €
Tabla 13. Capitulo 2 del presupuesto: costes de materiales
Capitulo 3: Costes de equipos y servicios
Servicio Marca / Numero Coste Coste Coste Justificacion
Fabricante de horas unitario imputable (21%) imputable
(sin IVA) (sin IVA) total
Microscopio LEICATCS 6,00 h 135 €/h 810,00 € 170,10 € 980,10 € Visualizacion de las
confocal SP5 / Leica tinciones
microsystems inmunocitoquimicas
de rSCs
FESEM — ULTRA 55/ 4,00 h 135 €/h 540,00 € 113,40 € 653,40 € Caracterizacion
Caracterizacion ZEISS Oxford morfoldgica de
morfoldgica instruments membranas y NGCs
FESEM — ULTRA 55/ 2,00 h 325 €/h 650,00 € 136,50 € 786,50 € Andlisis  elemental
Analisis ZEISS Oxford de membranas y
elemental instruments NGCs
Redmetro Discovery 8,00 h 33,00€/h 264,00 € 55,44 € 319,44 € Caracterizacion de
Hybrid las propiedades
Rheometer mecanicas de los
DHR/TA materiales
Instruments
TGA TGA-SDTA 24 70,00 1.680,00€ @ 352,80€ 2.032,80€ Caracterizacion de
851/ muestras €/muestra las propiedades
Mettler- fisico-quimicas de
Toledo los materiales
DSC DSC 8000 / 25,00 h 70,00 €/h 1.750,00€ @ 367,50€ 2.117,50€ Caracterizacion de
PerkinElmer las propiedades
fisico-quimicas de
los materiales
Balanza con kit AX205 / 4,00 h 25,00 €/h 100,00 € 21,00 € 121,00 € Caracterizacién de
de densidad y Mettler- las propiedades
porosidad Toledo fisico-quimicas de
los materiales
Miniextrusora HAAKE 4,00 h 30€/h 120,00 € 25,20 € 145,20 € Creacién de fibras
MiniLab Il / de PCL para su uso
Thermo como tubdgenos
Scientific
Liofilizadora LyoQuest-85 20,00 dias = 10,00 €/dia 200,00 € 42,00 € 242,00 € Liofilizacion de las
/ Telstar Life muestras
Science
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Capitulo 3: Costes de equipos y servicios

Servicio Marca / Numero Coste Coste IVA Coste Justificacion
Fabricante de horas unitario imputable (21%) imputable
(sin IVA) (sin IVA) total
Congelador FFGL3030 A 20,00 dias 10,00 €/dia 200,00 € 42,00 € 242,00 € Congelacién de las
-20°C / Thermo muestras
Fisher
Scientific
Congelador 8584/ 20,00 dias 10,00 €/dia 200,00 € 42,00 € 242,00 € Congelacién de las
-80 °C Thermo muestras
Fisher
Scientific
Agitador 20,00 dias 5,00 €/dia 100,00 € 21,00 € 121,00 € Fabricacion de los
magnético materiales
Vaivén BOE 8059000 20,00 dias 5,00 €/dia 100,00 € 21,00 € 121,00 € Fabricaciéon de los
/ BOECO materiales
Desecador AG-15B/ 20,00 dias 5,00 €/dia 100,00 € 21,00 € 121,00 € Desecado de las
RAYPA muestras
Campana de AV -100 / 20,00 8,00 160,00 € 33,60 € 193,60 € Fabricaciéon de los
flujo laminar JAELSA sesiones €/sesion materiales y
esterilizacion de las
membranas  para
cultivo celular
Incubador Forma 310 5,00 dias 5,00 €/dia 25,00 € 5,25 € 30,25 € Incubacién de los
CO25% Direct Heat cultivos celulares
CO,/ Thermo
Fisher
Scientific
Subtotal (sin IVA) 6.999,00 €
Subtotal (con IVA) 8.468,79 €
Tabla 14. Capitulo 3 del presupuesto: costes de equipos y servicios
Capitulo 4: Costes de informatica
Capitulo 4.1: Software
Software Coste Numero Duracion de Periodo Coste IVA Coste Justificacion
licencia de la licencia de uso imputable (21%) imputable
(sin IVA) licencias (sin IVA) total
Sistema 230,58 € 1 Indefinida 1 afio 230,58 € 48,42 € 279,00 € Sistema
Operativo operativo a
Microsoft instalar en
Windows el  equipo
10 Pro informatico
Microsoft 181,81 € 1 Indefinida 1 afio 181,81 € 38,18 € 219,99 € Procesado
Office de los
Profesional resultados
2016 obtenidos y
redaccion
de
proyectos y
memorias
GraphPad 14,79 € 1 1 mes 1 mes 14,79 € 3,11 € 17,90 € Analisis
Prism 6 estadistico
de los
resultados
obtenidos
Capitulo 4.2: Hardware
Hardware Coste del = Unidades Periodo de Periodo Coste IVA Coste Justificacion
equipo amortizacién de uso imputable (21%) imputable
(sin IVA) (sin IVA) total
Ordenador 495,04 € 1 3 afios 1 afio 495,04 € 103,96 € 599,00 € Procesado
personal de los
resultados
obtenidos y
redaccion
de
proyectos y
memorias
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Capitulo 4: Costes de informatica
Subtotal (sin IVA) 922,22 €
Subtotal (con IVA) 1.115,89 €
Tabla 15. Capitulo 4 del presupuesto: costes de informatica

Resumen del presupuesto (con cuota patronal e IVA incluidos)

Costes de personal 16.494,00 €
Costes de materiales 1.466,50 €
Costes de equipos y servicios 8.468,79 €
Costes de informatica 1.115,89 €
Total 27.545,18 €

Tabla 16. Resumen del presupuesto
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7. Conclusiones

De acuerdo al andlisis de los resultados obtenidos en la caracterizacidn de las propiedades fisico-
guimicas, mecdnicas y de adhesién y proliferacidn celular in vivo de los materiales desarrollados
se pueden indicar las siguientes conclusiones:

* Se ha logrado incorporar la SF de forma satisfactoria al proceso de fabricaciéon de
scaffolds basados en HA, tanto con forma de membrana como de NGC.

* Se ha comprobado la presencia de la SF en los materiales mediante dos técnicas
diferentes: un andlisis elemental de la superficie y un analisis termogravimétrico.
Asimismo se ha comprobado que la fraccién mdsica de SF presente en los materiales es
cercana a la tedrica. Esto confirma que la SF esta contenida en el material y no se ha
perdido durante el proceso de fabricacion.

* Los materiales desarrollados son estables en el tiempo frente a ciclos de hinchado y
secado. Esto corrobora que la SF no se pierde durante el proceso de hinchado del
material en agua, lo cual es de vital importancia ya que el modo de trabajo final de los
materiales es en un entorno fisioldgico en estado de hinchado.

* En comparacion con los scaffolds basados Unicamente en HA, se ha logrado obtener una
mejora de las propiedades mecanicas del material gracias a la adicidn de SF. Con ello se
han obtenido materiales capaces de almacenar aproximadamente el doble de energia
sin sufrir deformaciones permanentes, es decir, se ha doblado la rigidez del material.
Esto es de gran importancia por las pobres propiedades mecanicas que presentan los
hidrogeles de HA, lo cual complica su manipulacion.

*  Elcultivo in vitro de rSCs en membranas de HA y de HA combinado con SF durante 1y 5
dias ha mostrado una mejora de las propiedades bioldgicas en términos tanto de
adhesién como de proliferacion celular sobre la superficie del material gracias a la
adicion de SF. Esto se debe a que la SF proporciona residuos de arginina que
interaccionan con proteinas transmembranales de adhesién celular como las integrinas,
lo cual es de gran importancia para lograr la adhesion de células de soporte a las paredes
internas del conducto para lograr asi un microentorno que favorezca la extensién
axonal. Esto representa una mejora importante en comparacidon con los scaffolds
basados Unicamente en HA, ya que su caracter altamente hidrdéfilo produce que la
adhesién celular sea muy baja. Asimismo se ha podido observar la ausencia de
reacciones citotoxicas en el material en base a los resultados de adhesién y proliferacién
celular obtenidos.

* Se han desarrollado con éxito NGCs que presentan una estructura tubular adecuada,
con una superficie interna lisa que favorece la adhesion celular y unas paredes con una
porosidad adecuada que permite la difusidn tanto de nutrientes como de oxigeno a la
vez que evita tanto la entrada de células inflamatorias como la salida de factores de
crecimiento.

En resumen, los resultados obtenidos confirman que es viable el uso de NGCs basados en HA en
combinacion con SF dentro del campo de la ingenieria tisular del sistema nervioso y, por tanto,
pueden ser propuestos para su uso dentro de la regeneracién axonal tanto del SNP como del
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SNC. En comparacidn con los NGCs basados Unicamente en HA, la adicién de SF mantiene todas
las buenas propiedades que presentan estas estructuras a la vez que mejora dos de sus puntos
débiles: por un lado mejora las propiedades mecanicas del NGC, lo cual facilita su manipulacién
en etapas in vitro e in vivo y, por otro lado, mejora las propiedades de adhesién celular en el
interior del conducto, lo cual permitird mejorar la biofuncionalizacién del mismo con células de
soporte gliales para crear asi un microentorno favorecedor del crecimiento axonal en el interior
del NGC.
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8. Trabajo futuro

En este TFM se han desarrollado NGCs de HA combinado con SF en los cuales se ha comprobado
que, ademas de mantener las favorables caracteristicas estructurales de los NGCs basados
Unicamente en HA, son capaces de mejorar sus propiedades tanto mecanicas como bioldgicas.
Una vez logrado esto, existen mds pasos a seguir en un trabajo futuro, los cuales se detallan a
continuacién. Estas acciones se desarrollaran en el marco de dos proyectos de investigacién en
curso financiados por el Ministerio de Economia, Industria y Competitividad de Espafia:
“Biohibridos para la promocidn del crecimiento axonal y la regeneracién en el sistema nervioso
central y periférico” (MAT2015-66666-C3-1-R) y “Neurocables modulares: multiplicando
conexiones neurales” (Proyecto EXPLORA, DPI12015-72863-EXP).

Dado que se ha comprobado que el material presenta unas buenas propiedades biolégicas con
una alta adhesidn y proliferacion celular, el siguiente paso seria realizar una biofuncionalizacién
de los NGCs mediante la siembra en su luz de células gliales que proporcionen un entorno
biolégico adecuado para dar soporte y ejercer un efecto neuroprotector que favorezca el
crecimiento axonal.

Asimismo, también se deberian incorporar estructuras en el interior del conducto que
favorezcan el guiado axonal. Una posible forma de llevarlo a cabo seria la introduccion de
microfibrillas en el lumen que discurrieran paralelamente a las paredes del conducto sobre las
que pudieran disponerse las células y que las guiaran de un extremo a otro del NGC (ver figura
78). Estas fibrillas deben fabricarse con materiales que permitan la adhesion y proliferacion
celular sobre su superficie, a la vez que mantienen unas propiedades mecanicas adecuadas. Un
ejemplo seria el uso de haces de fibras de acido poli-L-lactico (PLLA) dispuestas a lo largo del
lumen.

Con estas acciones realizadas ya se podrian realizar cocultivos in vitro de células gliales como
células de Schwann con neuronas en el interior del conducto para evaluar el crecimiento axonal
en el seno del biohibrido. Un esquema de las estructuras biohibridas a desarrollar que incluye
las mejoras nombradas anteriormente se muestra en la figura 78.

Andamiaje (scaffold) de
SRRl Microfibrillas HA combinado con SF

/

Andamiaje (scaffold) de
HA combinado con SF

Células neurales

Plano transversal Plano longitudinal

Figura 78. Representacion de las estructuras biohibridas a desarrollar en un futuro para favorecer la extension axonal
(produccién propia)
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Una vez realizada una caracterizacion bioldgica in vitro del biohibrido que permitiera comprobar
la conectividad funcional ente poblaciones neurales situadas a ambos extremos del conducto
mediante ensayos de electrofisiologia, el siguiente paso seria la realizacién de experimentacion
in vivo en modelos animales, en concreto de rata, con el objetivo de evaluar tanto la
regeneracién axonal producida como si existe una mejora en la manipulabilidad de los
conductos durante el proceso de sutura. En la figura 79 se muestra un esquema con los
diferentes campos de aplicacién de los NGC desarrollados. Cabe destacar que las dimensiones
de los NGCs son modificables a través de un cambio en las medidas del molde empleado, por lo
que el conducto puede adaptarse tanto a distintos modelos de lesidn (nervio ciatico, médula
espinal, tractos cerebrales) como a diferentes especies animales.

SNP SNC

C —

S G N —
s‘ri(.wn@ O
2, -
S5~
AN
o~ -
Regeneracion nervios periféricos Regeneracion tractos cerebrales L. . .
R S . . i Regeneracién médula espinal
Ej. Nervio ciatico Ej. Tracto nigroestriatal

Figura 79. Campos de aplicacion de los NGCs desarrollados (produccién propia). Imagenes: (Jozwiak, Liu, Yang, &
Gates, 2014; Keirstead et al., 2005; Yonekawa, n.d.).

En cuanto a los campos concretos de aplicacion, por un lado estaria la utilizacion de los NGCs
para la regeneracion de lesiones largas (gap > 3 cm) del SNP como, por ejemplo, para la
reparacion de lesiones de nervio ciatico. Por otro lado, los conductos también se podrian
aplicarse para la regeneracion de lesiones del SNC, en concreto de médula espinal. Dado que en
estas lesiones no suele producirse el seccionamiento completo del tracto axonal y que la
situacién de la médula espinal no permite la introduccién de un conducto que la rodee de forma
completa, la morfologia de los conductos deberia adaptarse a un modelo de conducto abierto
en lugar de cerrado, como se muestra en la figura 79. Finalmente, otra posible aplicacién de los
NGCs desarrollados seria la regeneracién de tractos cerebrales. En concreto se ha pensado en la
regeneracién del tracto nigroestriatal, ya que es una estructura formada por neuronas
encargadas de transmitir dopamina con axones que recorren toda su longitud y que se dafia
como consecuencia de la enfermedad de Parkinson.

En conclusidn, se espera que la evaluacion histoldgica, morfoldgica, inmunocitoquimica y
funcional de la integracidn in vivo del implante revele que se haya producido la reconexion de
ambos extremos de la lesidon con una recuperacién de la funcién perdida, permitiendo avanzar
hacia la mejora de las terapias clinicas actuales.
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