INDICE

RESUMEN ..o 7
RESUIM ..o 9
ADSETACT. .o e 11
Capitulo 1 . IntroducCion............evveeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeiiin, 13
1.1.- Ingenierfa tiSUlar........oovviiiiiiieiee e 14
1.1.1.- Métodos de fabricacién de Scaffolds.............ccccceeeiiiiiiinnnnnnee. 15
1.1.2.- El método de disolucién de plantilla.............cooeeveiiniiinin.. 17
1.1.3.- Scaftolds de acrilatos y metacrilatos......c.cccovevrviiiiieiinnnnnnnn. 17
1.2.- Estructura y propiedades fisicas de los soportes empleados......... 18
1.2.1.- Sobre los materiales empleados en estado S€CO............couun... 18
1.2.1.1.- Estructura qUIMICa ..........ccoooviiiiiiiii 18
1.2.1.2.- Propiedades fISICaS........ccuuuiiieiiiiiiiiiiiiiec e 23
1.2.1.3.- Elasticidad de redes poliméricas ........cccccccevvevieiiiiiiiiiiiiiiieieieinien. 30
1.2.2.- Interaccién con el agua de los materiales empleados............. 34
1.2.2.1.- Mezclas polimero-solvente ...........ccceeeeiieiimiiiiiiiieiinniiieeeeeeee 34
1.2.2.2.- Hinchamiento de redes poliméricas...........cccccccvviiiiiiiiiiiiiiiin. 36
1.2.2.3.- La teorfa de Flory-Huggins.............ccccooiiiiii e
1.2.2.4.- Hidrogeles ......c.euvveiiiiiiiiiiiiiiiiieiiicc e
1.2.2.5.- La transicién vitrea en mezclas homogéneas
1.2.2.6.- La interaccion hidrofoba.........cccuueviiiiiiiiiiiiiiiiieeeee
1.3.- Interaccién material-célula ..........ccccooeiiiiiiiiiiiiiiiini 43
1.4.- La vascularizacién en los scaffolds..............c.c.ccccccccociiiiiiiiin. 44
1.5.- La epitelizacién en implantes protésicos de cornea ...................... 48

Hipdtesis y 0bjetivos..ccouuuiiiiiiiiiiii e 51



Capitulo 2 . Materiales y métodos ..........ccoeveiieiiiiiiiiiiinnnn.n. 52

2.1.- Materiales ......c.ccooviiiiiiiiiii 53
2.1.1.- Polimeros en bloque. Sistemas P(EA-co-HEA) y P(EA-co-
ILALAC) ettt e 53
2.1.2.- Polimeros porosos. Scaffolds de P(EA-co-HEA).................... 54
2.2- MEEOAOS «.vveviiiiiiiiiiiiic i o7
2.2.1.- Ensayos de los materiales empleados en estado seco............. 57
2.2.1.1.- Espectroscopia dindmico-mecdnica (DMS) ......cccoceniineninns 57
2.2.1.2. Calorimetria diferencial de barrido (DSC) ........cccccciviiiiiniinns 57
2.2.1.3.- Microscopia de fuerza atémica (AFM) ..o 58
2.2.2.- Ensayos de los materiales empleados hidratados................... 58
2.2.2.1.- Energfa superficial (SE)........cccoociiiiiiiiiiiiiiiiee 58
2.2.2.2.- Espectroscopia dindmico-mecanica (DMS) ..........cccooiiiininns 58
2.2.2.3.- Calorimetria diferencial de barrido (DSC).......ccccoceviiiiiiinnnnn.
2.2.2.4.- Espectroscopia de relajacién dieléctrica (DRS)...................
2.2.2.5.- Microscopia de fuerza atémica (AFM) ...
2.2.2.6.- Contenido de agua en equilibrio (EWC)......ccccooiiiniiniiiin.
2.2.3.- Adsorcién de fibronectina sobre los substratos 2D ................ 61

2.2.3.1.- Preparaciéon de polimeros en bloque para adsorcién de

FIDTONECTINA . ...ee it 61
2.2.4.- Cultivos celulares sobre los substratos 2D y 3D ..........uuvveeeee. 62
2.2.4.1.- Tipos celulares y condiciones de crecimiento .............ccccccceeeee. 62

2.2.4.2.- Preparacién de los polimeros en bloque y scaffolds para cultivo
CRIUIAT - e e e e e e as 63
2.2.4.3.- Adhesién y viabilidad celular de epiteliales NHC sobre los
substratos poliméricos en bloque.............ccoeeiiiiiiiiiiiiiiiii e 64
2.2.4.4.- Tincién con hematoxilina-eosina de epiteliales NHC sobre los
substratos poliméricos en bloque......ooeeeeeeeieieieieieie e, 65
2.2.4.5.- Analisis de la proliferacién celular de epiteliales NHC sobre los
SUDSETAt0S €11 DIOGUE ..t 65
2.2.4.6.- Visualizacién y caracterizacién del crecimiento de las endoteliales

HUVEC y los fibroblastos MRC-5 en los scaffolds..............cccccccoveviiinacnccnn. 66



2.2.4.7.- Analisis estadiStiCo ......ovvviieeiiiiiiiiiiiee e 67

2.2.4.8.- Andlisis molecular de la expresién génica de las endoteliales

HUVEC 80bre 10S SCATOIAS ..ot 67
2.2.4.9.- HUVEC: analisis inmunofluorescente de Selectina E (CD62E) y
PECAM-1 (CD31) .o 68
Capitulo 3 . Resultados y discusion ............cceeeveeeiiiiiiiiinnnnnn. 70
3.1.- Propiedades fisicas de los polimeros soporte..........cccccovvvuvveeeeennn. 72
3.1.1.- Caracterizacién de los materiales en estado seco................... 72

3.1.2.- Propiedades de los soportes inmersos en medio acuoso.

Separacién de fases por interaccion hidréfoba ..........ceeeeeeiiiiiiiiiiinnneinin, 85
3.2.- Cultivos celulares en soportes 2D y 3D ...coooviiiiiiiiiiiiiiniiien, 107
3.2.1.- Cultivo de células epiteliales conjuntivales, NHC................ 108
3.2.2.- Cultivo de fibroblastos, MRC-5..........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinanns 115
3.2.3.- Cultivo de células endoteliales, HUVEC ...........ccccccuvvvnrnnnnn 119
3.3.- Conformacién de la fibronectina en los materiales ..................... 127
Capitulo 4 . ConcluSiones ..........cceevvveeiiiieeiiiieeiiieeeiie e, 132
GIOSATIO tvuneiiie e 135

R T OIICIAS e et 137





