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Resumen

Titulo: Membranas electrohiladas de dcido polildctico para la liberacion de proteinas como ayuda a

la cicatrizacion.

Palabras clave: Acido polilactico, albumina de suero bovino, emulsion, electrohilado, liberacion in

vitro de proteina.

El proyecto pretende desarrollar membranas que puedan utilizarse como apositos para el suministro
controlado de farmacos en enfermedades raras de la piel. En particular, el proyecto de investigacion
en el que estd enmarcado este Trabajo Final de Grado (TFG) pretende la liberacién local del péptido
LL37. Sin embargo, debido a su alto costo, en la puesta a punto de la emulsion y técnica de liberacién
se van a utilizar otras proteinas modelo, como la Albtimina de Suero Bovino (BSA). Se preparard
una emulsién de la proteina disuelta en medio acuoso junto con una disolucién de acido polilactico
disuelta en un disolvente organico. La emulsién se someterda a un proceso de electrohilado para
producir la membrana de microfibras, se analizard la influencia de los parametros del electrohilado
sobre la formacién de las mismas. Por otra parte se caracterizard la cinética de liberacion de la
proteina en medio acuoso. Por ltimo se realizara también un ensayo de degradacion de membranas
creadas mediante electrohilado, donde se pretende caracterizar la pérdida de peso de las mismas, y la

variacion del Médulo de Young con el tiempo de degradacion.

Autora: Ana Belén Paes Marti
Tutor Académico: Profesor Don José Luis Gomez Ribelles

Cotutor: Don José Antonio Gémez Tejedor

Valencia, julio de 2016



Abstract

Title: Electrospinning polylactic acid membranes for the release of helping wound healing proteins.

Key words: Poly(L-lactic acid), bovine serum albumin, emulsion, electrospinning, in vitro protein

release.

The project aims to develop membranes that can be used as dressings for drug delivery rare skin
diseases. In particular, the research project in which it is framed this TFG seeks local release of the
peptide LL37. However, due to its high cost, the development of the membrane are to use other model
proteins such as bovine serum albumin. An emulsion of protein dissolved in an aqueous medium
together with a solution of polylactic acid dissolved in an organic solvent is prepared. The emulsion
was subjected to an electrospinning process to produce microfibers membrane, the influence of
electrospinning parameters on the formation thereof will be discussed. Moreover the release kinetics
of the protein is characterized in aqueous medium. Finally there will also be a test for degradation
of membranes created by electrospinning which aims to characterize the weight loss thereof, and the

variation of Young’s Modulus with time degradation.

Author: Ana Belén Paes Marti
Academic Tutor: Professor Don José Luis Gémez Ribelles

Cotutor: José Antonio Gémez Tejedor

Valencia, july 2016
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Capitulo 1

Introduccion

1.1. Estudios de liberacién controlada de proteina como

farmaco

La tecnologia de liberacién controlada de farmacos representa una de las dreas de mas rapido
avance de la ciencia en la que los quimicos e ingenieros quimicos estdn contribuyendo a la salud
humana. Tales sistemas de suministro ofrecen numerosas ventajas en comparacién con formas de

dosificacién convencionales que incluyen la mejora de la eficacia, y la toxicidad reducida.

Dichos sistemas a menudo utilizan polimeros sintéticos como vehiculos para los medicamentos. Al
hacerlo asi, los tratamientos que de otro modo no seria posible, ahora estan siendo usados de manera

convencional.

Todos los sistemas de liberacién controlada tienen como objetivo mejorar la eficacia de las terapias
médicas. Esta mejora puede adoptar la forma de aumento de la actividad terapéutica en comparacién
con la intensidad de los efectos secundarios, la reduccién del nimero de administraciones del farmaco
requerida durante el tratamiento, o climinando la necesidad de la administracién especializada del
farmaco, (Uhrich et al., 1999).

Se pueden lograr dos tipos de control sobre la liberacion del farmaco, control temporal y control
de la distribucién del mismo. En el control temporal, los sistemas de suministro de farmacos tienen
como objetivo administrar el firmaco de manera prolongada o en un momento especifico durante
el tratamiento. Especialmente cuando un farmaco se metaboliza y se elimina del cuerpo después
de la administracion rapidamente, un sistema de liberacion controlada temporal es favorable a un

tratamiento convencional.

Cuando el farmaco se libera a través de una inyeccion, las concentraciones de farmaco fluctiian
ampliamente durante las 24 horas y la concentracién se mantiene s6lo durante un pequeiio periodo
de tiempo en la ventana terapéutica. Por otra parte, cuando el foirmaco se administra por un sistema
de liberacién controlada, la concentraciéon de farmaco es estable y se mantiene dentro de la ventana

terapéutica durante casi 24 horas.



Capitulo 1. Introduccién 1.1. Estudios de liberacién controlada de proteina como farmaco

Entre los numerosos sistemas de liberacién controlada, los sistemas de administraciéon de farmacos
que utilizan polimeros biodegradables se han investigado ampliamente recientemente, (Xu et al.,
2008). Uno de los requisitos que deben cumplir los polimeros biodegradables para ser utilizados en
sistemas de administracién de farmacos es su eliminacién natural y completa del cuerpo, (Siepmann
et al., 2011). Deben ser compatibles con el agente terapéutico y no deben interferir con el farmaco.

Los productos de degradacion de polimeros no deben producir respuesta inmunogénica ni ser toxicos.

Los polimeros biodegradables se pueden clasificar como sintéticos o naturales. Los polimeros
naturales, como el colageno, la gelatina y el quitosano, son las proteinas y los polisacaridos presentes
en las plantas o animales. Las desventajas de este grupo de polimeros utilizados en sistemas de
administracién de fadrmacos, son la falta de una tasa de degradacién reproducible (debido a su
degradacion enzimatica) y una corta vida media de liberacion del farmaco (ya que son hidrogeles y

producen una rapida difusién del firmaco encapsulado).

Por otra parte, los polimeros sintéticos se pueden producir con propiedades de liberacion,
mecanicas y de procesamiento especificas para aplicaciones exactas. Los polimeros sintéticos més
comunes que se utilizan en aplicaciones de administracién de farmacos son los poliésteres, tales como
el acido poliglicolico, acido polilactico, acido polilactico-co-glicdlico, etc. En este proyecto, se utilizara
el acido polilatico para hacer membranas biodegradables. Las caracteristicas de este polimero se

detallardan méas adelante en este trabajo.
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1.2. Epidermolisis Bullosa Distroéfica

El término Epidermolisis Bullosa (EB) engloba un grupo de enfermedades ampollosas hereditarias
que pueden amenazar la vida de los recién nacidos, (Das and Sahoo, 2004). EB afecta principalmente
a la piel y la membrana mucosa; existe una considerable variabilidad fenotipica y la presencia de
manifestaciones externas aumenta la complejidad de este trastorno, y, por lo tanto, un diagndstico

preciso de la enfermedad en el periodo neonatal puede ser dificil.

La Epidermolisis bullosa distréfica (DEB) es una enfermedad rara que se caracteriza por la
formacién de ampollas debajo de la ldmina densa de la membrana basal, (Stamell and Krishnamurthy,
2013). DEB es causada por mutaciones autosémicas dominantes y recesivas del coldgeno tipo VII, un
componente principal de las fibrillas de anclaje. El resultado es una uniéon defectuosa de la membrana

basal a la dermis subyacente.

En la actualidad no existe ningiin tratamiento especifico disponible para tratar la DEB, (Das and
Sahoo, 2004). La terapia es multifactorial y debe orientarse hacia la prevencién del trauma de la piel
para evitar la formacién de nuevas ampollas, la prevencién de la infeccién bacteriana secundaria, el
tratamiento agresivo de la infeccién cuando ocurre; también debe centrarse en encontrar las medidas
para mejorar la cicatrizacién de las heridas, en buscar el tratamiento de todas las complicaciones que

pueden corregirse y, por ultimo, la recuperacién ultima del paciente.

Las heridas de diferente etiologia, profundidad y capa superficial, difieren en el pronéstico clinico
y deben ser tratadas de diferente manera. La normal cicatrizaciéon de la herida se origina a partir de
la proliferaciéon de células epidérmicas en los apéndices de la capa dérmica profunda, tales como los
foliculos pilosos. En el borde de la herida también se produce crecimiento de la piel, pero es ineficaz
para las heridas més grandes de unos pocos centimetros. Se puede concluir que las heridas grandes
y profundas, debido a la falta de una correcta capa dérmica regenerada, conforman un auténtico

desafio clinico y deberian tener unos tratamientos especificos e innovadores.

El apésito sintético ideal que podria desempenar esta funcién deberia tener las siguientes
caracteristicas: estar libre de antigenos, compatible con el tejido, ausencia de toxicidad local o
sistémica, impermeable a microorganismos exégenos, transmisién del vapor de agua de manera
similar a la piel normal, adherencia a la superficie de la herida y sus irregularidades, eldstico,

resistente, larga vida media, biodegradable y bajo coste, (Ehrenreich and Ruszczak, 2006).
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1.3. Proteinas

El péptido humano antimicrobiano LL37 puede tener un papel clave en la regeneraciéon de heridas,
(Ramos et al., 2011b). Sin embargo, la albtimina de suero bovino se usa como proteina modelo en la fase
experimental de este trabajo, ya que es una de las proteinas mas estables y ampliamente utilizada para
la evaluacion de nuevos sistemas de administracién de farmacos de liberacion controlada, (Mukherjee

et al., 2008). A continuacién se detalla més informacién sobre estas dos proteinas.

1.3.1. LL37

Los péptidos antimicrobianos han sido descritos como mediadores de la respuesta de defensa
innata del cuerpo. Entre las diferentes familias, las catelicidinas incluyen el péptido LL37 humano,
que se expresa en neutréfilos y queratinocitos relacionados con la inflamacién de la piel. Ademés
del papel en la defensa del huésped contra la infeccién, existen otras actividades que parecen ser
mediadas por el receptor que se ha reportado para este péptido antimicrobiano, (Carretero et al.,
2008). Varios informes indicaron que LL37 también es capaz de mediar en las respuestas celulares
que contribuyen a la respuesta inmune y puede mejorar el proceso de curacién de heridas, (Bals and
Wilson, 2003); (Bardan et al., 2004).

Segiin se ha demostrado experimentalmente, (Ramos et al., 2011a); el péptido sintético y
recombinante LL37 acelera fuertemente el proceso de curacién con una re-epitelizacion casi completa
después de 7 dias. Por otra parte, un ntimero significativo de nuevos vasos sanguineos estaban presentes
en las heridas tratadas con el péptido. Ya se ha presentado la importancia de LL37 en la cicatrizacion de
heridas, también se ha probado que LL37 se puede utilizar por via tépica para apoyar la cicatrizacién
de heridas. La aplicacion tépica del péptido permite una mejor regulacién del proceso, ademas de
que las concentraciones aplicadas, pueden ser facilmente controladas y la administraciéon se puede
interrumpir en cualquier momento mediante el uso de sistemas de entrega de liberacion controlada

del péptido.

1.3.2. Albtimina de Suero Bovino

Las albtiminas son un grupo de proteinas acidas que se producen en abundancia en los fluidos
corporales, tejidos de los mamiferos y algunas veces en semillas de plantas. En general, las albiminas
tienen pesos moleculares bajos, son solubles en agua, son facilmente cristalizables y contienen un

exceso de aminodacidos acidos.

La albumina de suero bovino (BSA) es una proteina del suero ampliamente utilizada en
investigacién debido a su bajo coste, su amplia disponibilidad y su estructura conocida, (Chaudhary
et al., 2014). La proteina BSA estd compuesta por una tnica cadena de polipéptido, con una secuencia
de aminodcidos que consiste en 583 residuos con un peso molecular de 66,4 kDa. La estructura
se compone de dominios helicoidales (I, II y III) dispuestos en una molécula en forma de corazén,
(Majorek et al., 2012).



Capitulo 1. Introduccién 1.4. Polimero: Acido polilactico

1.4. Polimero: Acido polilactico

El 4cido polilactico (PLLA) ha generado un gran interés como uno de los materiales mas
innovadores que se estan desarrollando para una amplia gama de aplicaciones. Este polimero es
termoplastico y biodegradable, lo que lo hace muy atractivo para aplicaciones biolégicas y médicas.
Puede transformarse por electrohilado en filamentos para la posterior fabricacion de membranas
que pueden ser usadas como apdésitos. Las aplicaciones médicas de este polimero se derivan de su
biocompatibilidad: el producto de degradacion, acido lactico, es metabdlicamente inocuo; las fibras
se pueden fabricar en diversas formas y pueden ser utilizados para los implantes y otras aplicaciones

quirdrgicas tales como suturas, (Gupta et al., 2007).

En las aplicaciones biomédicas interesan este tipo de polimeros que después de implantarse se
degradan y se eliminan del organismo sin dejar ningtin tipo de residuos. Entre los numerosos tipos
de polimeros degradables desarrollados, el dcido polildctico, a veces llamado polilactida, un poliéster
termoplastico biocompatible y alifatico, es actualmente un material muy prometedor y popular,
(Nampoothiri et al., 2010).

El acido polilactico existe como una hélice polimérica, con una celda unitaria ortorrémbica. Sus
propiedades dependen de los isémeros de sus componentes, de la temperatura de tratamiento, el
tiempo y el peso molecular. La poli-L-lactida (PLLA) es el producto resultante de la polimerizacién
del isémero L-lactida, tiene una cristalinidad de alrededor de 37 %, una temperatura de transicién
vitrea entre 50 hasta 80°C y una temperatura de fusién entre 173 a 178°C. La capacidad de
cristalizacién de las polilactidas disminuye con la estereorregularidad de su cadena y por debajo del

43 % de cristalizacion la pureza 6ptica ya no es posible, (Fraschini et al., 2005).

La forma més comun para obtener &cido polildctico de alto peso molecular, es a través de
la polimerizacion de apertura del anillo de lactida. La lactida intermedia, un dimero ciclico de
acido lactico, se forma en la primera etapa cuando el agua producto de la condensacién se elimina
por evaporacién durante la oligomerizacién. Tres estereoformas de lactida son posibles: L-lactida,
D-lactida, y meso-lactida (Figura 1.1), (Nampoothiri et al., 2010).
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Figura 1.1: Estereoformas de lictidas, (Nampoothiri et al., 2010).
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1.5. Electrohilado

La emulsion que contiene BSA y PLA se convertird en membranas a través de la técnica del
electrohilado, cuyos fundamentos son discutidos a continuaciéon. La técnica de Electrohilado es
actualmente la Unica que permite la fabricaciéon de fibras continuas con didmetros de hasta unos
pocos nandémetros. El método se puede aplicar tanto a los polimeros sintéticos como a los naturales,
aleaciones de polimeros, polimeros cargados con cromoforos, nanoparticulas, o agentes activos, asi

como a los metales y cerdmicas, (Greiner and Wendorff, 2007).

La configuracién bésica de electrohilado a escala de laboratorio, requiere tres componentes
principales: una fuente de alimentacién de alta tensién (1-30 kV), un conjunto de jeringa y aguja de
metal, y un colector eléctricamente conductor colocado opuesto a la jeringa y aguja (Figura 1.2). La
solucion del polimero organico o inorganico se alimenta a través de la jeringa y aguja de metal a una
velocidad de flujo constante formando una gota en la punta de la aguja. Cuando un fuerte campo
eléctrico se aplica al liquido, la gotita se somete a una deformaciéon coénica, llamada cono de Taylor,
que culmina en la expulsién de un chorro de polimero liquido hacia el contraelectrodo (colector) una
vez que las fuerzas electrostaticas superan la tensién superficial de las gotitas. Este chorro se somete
a un fuerte proceso de adelgazamiento y estiramiento en su camino hacia el colector debido a la

evaporacién del disolvente y las fuerzas de repulsién electrostéticas, (Crespy et al., 2012).

Syringe with
polymer solution

D

Colloidal solution l
Needle Taylor Cone

High voltage =
power supply =T~

e — Collector

Figura 1.2: Esquema de una configuracién basica de laboratorio del equipo de electrohilado, (Crespy
et al., 2012).

Como ya se ha comentado, la tensién aplicada causa una deformacién en forma de cono en la gota
de solucién de polimero, en la direccién del electro opuesto (Figura 1.3). Si se aplican voltajes més
altos, un jet se forma de la gota deformada, que se mueve hacia el electrodo opuesto y se estrecha
en el proceso; en el camino hacia el contraelectrodo, el disolvente se evapora, y las fibras sélidas
con didmetros que van de micrometros a nanémetros se precipitan a altas velocidades en el colector,
(Greiner and Wendorff, 2007).
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A

High voltage High valtage

Figura 1.3: Una gota de una solucién de 54 % de poli (éxido de etileno) (PEO) en agua, tefiida
con fluoresceina: A) en ausencia de un voltaje aplicado; B) a un voltaje aplicado de 20 kV, con un flujo
perpendicular al electrén opuesto; C) a un voltaje aplicado de 20 kV, con un flujo diagonal para el electrodo
opuesto, (Greiner and Wendorff, 2007).

Los parametros de la solucién, también juegan un papel importante en la formacién y estructura
de la fibra. En un orden relativo de impacto en el proceso de electrohilado se pueden encontrar la
concentracion de polimero, la volatilidad del disolvente y la conductividad del disolvente. De ahi que
se pueden extraer un numero de relaciones generales entre los parametros de procesamiento y la
morfologia de las fibras (Tabla 1.1), es importante darse cuenta de que la relacién exacta sera diferente
para cada sistema de polimero y disolvente. Por lo tanto, es dificil dar relaciones cuantitativas que

se pueden aplicar en una amplia gama de sistemas de polimero/disolvente, (Sill and von Recum, 2008).

Tabla 1.1: Efectos de los pardmetros de electrohilado en la morfologia de la fibra, (Sill and von Recum,
2008).

Pardmetro Efecto en la morfologia de las fibras
Voltaje aplicado aumenta Primero diametro disminuye, después aumenta
Velocidad de alimentacién aumenta Didmetro aumenta

Distancia aumenta Didmetro disminuye

Concentracion del polimero aumenta Didmetro aumenta

Conductividad de la disolucién aumenta Diametro disminuye

Volatilidad del solvente aumenta Fibras con micro texturas, porosas
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1.6. Técnicas de analisis

En este apartado, se explicaran las técnicas que se utilizaran para estudiar la morfologia de las
fibras creadas mediante el electrohilado, ademds de las técnicas usadas para demostrar la presencia de
BSA dentro de las membranas electrohiladas y los films, compuestos por la emulsién de la proteina
BSA y el polimero PLLA.

1.6.1. Analisis de las membranas electrohiladas y films

Las membranas electrohiladas, se analizan mediante el Microscopio FElectrénico de Barrido
(SEM), con el objetivo de estudiar los posibles cambios de morfologia de las fibras al variar los
parametros de electrohilado. El Microscopio Electrénico de Barrido de Emisién de Campo (FESEM),
se utiliza también con el objetivo de caracterizar la superficie y estructura interna de las membranas

electrohiladas, en comparaciéon a la estructura obtenida de los mismos materiales pero en films.

Microscopio Electrénico de Barrido (SEM)

Un Microscopio Electrénico de Barrido (SEM), utiliza un haz de electrones enfocado para escanear
la superficie de una muestra y producir imégenes, (Yoshimura, 2013). Los electrones emitidos
interactiian con los atomos de la muestra, produciendo senales que pueden ser detectadas y que
contienen informacién acerca de la topografia de la superficie y la composicion de la muestra.
Los componentes claves de un microscopio electrénico de barrido son la fuente de electrones, la
columna hacia abajo, por donde los electrones viajan gracias a lentes electromagnéticas, el detector de
electrones, la cimara de muestra y un ordenador con una pantalla para ver las imagenes, (Schweitzer,

2014). La Figura 1.4 muestra la configuracién del SEM con sus componentes principales.
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Figura 1.4: Componentes del SEM, (Schweitzer, 2014).
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Los electrones se producen en la parte superior de la columna, aceleran por la columna mientras
pasan a través de una combinacién de lentes electromagnéticas que producen un haz enfocado de
electrones, (Schweitzer, 2014). Cuando el haz incide sobre la superficie de la muestra, colocado en el
area de la camara, se lleva a cabo una interaccion de los electrones con la muestra, produciendo una
serie de 21 senales que pueden ser detectadas por un detector de electrones. Las muestras se pueden
observar en alto vacio o bajo vacio y se pueden lograr resoluciones de hasta 1 nm, (Yoshimura, 2013).

Microscopio Electrénico de Barrido de Emisién de Campo (FESEM)

El microscopio electrénico de barrido de emisién de campo (FESEM) (Figura 1.5), es un
instrumento que al igual que el SEM es capaz de ofrecer una amplia variedad de informacién
procedente de la superficie de la muestra, pero con mayor resolucién y con un rango de energia mucho
mayor. El funcionamiento es igual al de un SEM convencional; se barre un haz de electrones sobre la
superficie de la muestra, mientras que en un monitor, se visualiza la informaciéon que nos interesa en

funcién de los detectores disponibles.

Figura 1.5: Microscopio Electrénico de Barrido de Emisiéon de Campo.

La mayor diferencia entre un FESEM y un SEM, reside en el sistema de generacion de electrones.
El FESEM utiliza como fuente de electrones un cafién de emisién de campo que proporciona haces de
clectrones de alta y baja energia muy focalizados, lo que mejora notablemente la resolucion espacial
y permite trabajar a muy bajos potenciales, (0.02 - 5 kV); esto ayuda a minimizar el efecto de
carga en especimenes no conductores y a evitar danos en muestras sensibles al haz electrénico. Otra
caracteristica muy destacable de los FESEM, es la utilizacién de detectores dentro de la lente. Estos
detectores estdn optimizados para trabajar a alta resolucién y muy bajo potencial de aceleracién, por

lo que son fundamentales para obtener el méximo rendimiento al equipo, (UPV, 2012).
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1.6.2. Cinética de liberacién de proteinas

Para estudiar la cinética de liberacion de la proteina BSA contenida en los films y en las membranas
electrohiladas se usan varios sistemas de deteccién y cuantificacién, a saber, la técnica de espectroscopia

UV visible y la técnica colorimétrica mediante la utilizacion del kit enzimético de MicroBCA.

Espectroscopia Ultravioleta Visible

La Espectroscopia de Ultravioleta Visible, es un método analitico basado en la absorcién de luz
ultravioleta (UV) o luz visible (Vis), para determinar la concentracién de un cierto componente en
una muestra. Normalmente, se utiliza una luz no polarizada con un rango de longitudes de onda entre
185 nm y 760 nm, (Braun et al., 2012). La muestra se irradia con la luz y las moléculas son capaces
de absorber la radiacién, gracias a la radiaciéon de la energia absorbida, las moléculas alcanzan el
estado excitado, que es un nivel de energia mas alto que el estado fundamental original. Las moléculas

pueden volver al estado fundamental por la pérdida de la energia extra en forma de calor o de luz.

La aplicaciones de la espectroscopia UV en el andlisis cuantitativo de los grupos que producen
absorcion es muy importante. Su aplicacién se basa en la ley de Lambert-Beer. La ley de Lambert-Beer
indica que la intensidad de la radiaciéon disminuye logaritmicamente a medida que la longitud del
paso éptico y la concentracién aumentan aritméticamente. En otros términos, podriamos decir que la
absorbancia (A) es directamente proporcional a la anchura de la cubeta (b) y a la concentracién de
la muestra (c), siendo la constante de proporcionalidad (€) un pardmetro caracteristico denominado
absortividad. De esta forma, midiendo la absorbancia de una muestra, podremos conocer por ejemplo,

la concentracién del analito, (Blauch, 2014).

Colorimetrias

Las técnicas colorimétricas, se basan en la medida de la absorcién de radiacién en la zona visible
por sustancias coloreadas. En algunas ocasiones, la muestra que deseamos determinar no posee color
por si misma; en tal caso, es preciso llevar a cabo un desarrollo de color empleando reactivos que den
lugar a sustancias coloreadas con la muestra que interesa estudiar. En general, las medidas se realizan
dentro del espectro comprendido entre 220 y 800 nm, y este espectro, a su vez, puede dividirse en
dos amplias zonas: la zona de la radiacién visible, situada por encima de 380 nm, y la zona de la
radiacion ultravioleta situada por debajo de estos 380 nm. La region del infrarrojo se sitia por encima
de los 800 nm. En el proceso de absorcién de la radiacién, un fotén incidente transmite su energia a
una molécula (llamada absorbente), lo que da lugar a su excitacién pasando a un nivel de energia

superior.
Siempre que sea posible, es aconsejable la construcciéon de una curva de calibracién que cubra la

zona de concentraciones que se van a encontrar en la practica. La elaboracién de la curva debe ser la

fase primera al montar y estandarizar cualquier procedimiento fotométrico, (Panreac, 2000).
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1.6.3. Degradacién del acido polilactico

A continuacion, se detalla informacién sobre las caracteristicas del acido polilactico relacionadas
con su degradabilidad; ademés de una sencilla descripcién de las técnicas ideales para la caracterizacién
de este proceso, mencionando también como afecta a las propiedades mecanicas del material dicho
deterioro con el tiempo. Siendo las técnicas elegidas el estudio de la pérdida de masa y un ensayo

mecanico de traccién.

Pérdida de masa

El comportamiento de los scaffolds porosos durante su degradacién, juega un papel importante en
el proceso de ingenieria de creacién de un nuevo tejido. La tasa de degradacion de scaffolds porosos
afecta a la vitalidad celular, el crecimiento celular, e incluso a la respuesta del huésped. Una vez
implantado en el cuerpo, un scaffold poroso debe mantener las propiedades mecanicas y la integridad
estructural hasta que las células se adapten al entorno y excreten la cantidad suficiente de matriz
extracelular. Por otra parte, después de que el scaffold haya cumplido su misién, el deseo general es
que sea completamente degradado y absorbido por el cuerpo, sin dejar ningin rastro en la mayoria
de los casos. Se cree que la velocidad ideal de degradacion in vivo, debe ser similar o ligeramente
inferior a la tasa de formacién de nuevo tejido. Finalmente, el espacio tridimensional ocupado por los

scaffolds porosos se sustituye por el tejido recién formado, (Wu and Ding, 2004).

Ensayo Mecanico

Desde el punto de vista de la ingenieria tisular, las fuerzas mecénicas experimentadas por las
células cultivadas en un scaffold, son propensas a ser influenciadas por los comportamientos mecénicos
del mismo scaffold en si y el medio ambiente y microestrés que proporciona. Una cierta cantidad de
resistencia mecanica es necesaria para que in vivo, el dispositivo no sea aplastado cuando se implanta;
ademds pueden ser muy importantes los cambios de las propiedades mecanicas producidos con el
tiempo, ya que soportan mucho peso cuando se trata de aplicaciones como ingenieria del tejido 6seo.
Por lo tanto, la comprension de las propiedades mecanicas y la forma en que cambian durante la
degradacion, es muy til para la buena comprension y prediccion eficaz del proceso de deterioro; de
modo que uno pueda disenar dispositivos para aplicaciones particulares con todos sus requerimientos
cubiertos, (Wu and Ding, 2004).

Uno de los ensayos méas completos por la informacién que aporta respecto al comportamiento de
los materiales, es el ensayo de tracciéon. El ensayo de traccién, tiene por objeto definir la resistencia
elastica, resistencia tltima y plasticidad del material cuando se le somete a fuerzas uniaxiales para lo

que es necesario, conseguir la rotura del material, por lo que es un ensayo destructivo.
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Capitulo 2
Objetivos

El objetivo principal de la linea de investigacién en la que se enmarca el TFG, es la obtencién de
membranas electrohiladas de un polimero biodegradable que puedan contener un farmaco y liberarlo
de forma controlada, con aplicaciones en regeneraciéon de tejidos epiteliales. Para ello, el método

elegido es el electrohilado, gracias a la flexibilidad que le confiere al material.

Para lograr este proposito, se han de lograr una serie de objetivos fundamentales como son:

= Formaciéon de una emulsion que permita la perfecta homogenizaciéon del polimero hidréfobo
PLLA y la proteina BSA hidroéfila.

= Elaboracion de los films compuestos por el polimero puro, disuelto en sus disolventes organicos, el

cloroformo (CHCL3) y la dimetilformamida (DMF); ademds del film compuesto por la emulsion.

= Electrohilado de las disoluciones, del polimero puro y de la emulsion. Ademas de la creacion de las
membranas electrohiladas para los ensayos de liberacién de proteina y el estudio de degradacién
del PLLA, se realizan otras membranas en las que se estudia mediante microscopia la influencia

de los parametros de electrohilado en la morfologia de las microfibras formadas.

= Montaje del experimento de liberacién de proteina, a partir de los materiales creados, los films y
las membranas electrohiladas; ademéas de su posterior toma de muestra a los tiempos indicados

y estudio de los resultados pertinentes.

= Estudio de la influencia de la degradacion con el tiempo de las membranas electrohiladas con dos
experimentos, una medida de la pérdida de masa con el tiempo, y un andlisis de las propiedades
mecanicas, en el que se estudia si el médulo de Young del PLLA se ve afectado por el tiempo
de degradacién, a la vez que se comparan los resultados obtenidos entre el material compuesto

por el polimero tnicamente y el que contiene la proteina diluida en la emulsion.
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Capitulo 3

Materiales y Métodos

3.1. Formacion de la Emulsion

3.1.1. Solucién PLLA/CHCL;3;/DMF
Materiales

= PLLA 4042D (Ingeo® NatureWorks)

= Cloroformo

= Dimetilformamida

= Balanza analitica (Denver Instrument, Bohemia, NY)

= Placa de agitacién magnética

Método

Para preparar la disolucion de PLLA en CHCL3 y DMF, el primer paso es pesar los gramos
necesarios del polimero. Teniendo en cuenta que se prepara para tener un volumen final de 100 ml,
y que el porcentaje en peso de PLLA es un 10% (w/v), se pesan 10 gramos de PLLA mediante la
balanza y se anaden a un frasco ISO de vidrio. A continuacién se anade el volumen correspondiente
de los disolventes orgénicos del PLLA, sabiendo que la relacion de CHCL3/DMF es 4:1. Por lo que
primero se anaden 80 ml de CHCL3 y se deja en agitacion overnight. Al dia siguiente, se afiade el
volumen restante del otro disolvente orgédnico del PLLA, la DMF, una vez se anaden estos 20 ml y tras
una rapida agitacién, la disolucion del polimero ya estd completa. Con esto se consigue un volumen
final de 100 ml, del cual la mitad se utilizard para establecer un control, en el que solo est4 el polimero
en sus disolventes organicos; mientras que el volumen restante se utilizara para crear la emulsién, es

decir, se mezclara con la proteina BSA.
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3.1.2. Solucién BSA /PBS

Materiales

= Albdmina de suero bovino (SIGMA)
» DPBS (Gibco® by Life Technologies? )

= Balanza analitica electrénica (Mettler Toledo AX205)

Método

La preparacion de la solucién de BSA, disuelta en DPBS con una concentracién del 20 % (w/v),
consiste en disponer 2 g de la proteina BSA pesados en una balanza en un vial de vidrio, a continuacién
se anade el volumen necesario de DPBS, en este caso 10 ml. Mediante una agitacion suave, la proteina

se disuelve rdpidamente en cuestién de minutos.

3.1.3. Emulsién PLLA/BSA

Materiales

= Solucién PLLA/CHCL3/DMF al 6 % (w/v)

» Solucion BSA/DPBS al 20% (w/v)

= Instrumento de dispersiéon de alto rendimiento (IKA® T25 digital ULTRA-TURRAX®),
Staufen, Germany)

= Bomba de jeringa (New Era Pump Systems Inc, NE-4000, Fatmingdale, NY)

Método

El ratio de la fase acuosa y la fase orgénica de la emulsién es un 5 % (v/v), por lo que se introducen
47,5 ml de la solucién de PLLA/CHCL3/DMF en un vaso de precipitados de 250 ml. De la solucién
de BSA/DPBS se necesitan 2,5 ml, que se introducen en una jeringa de pldstico; la cual se conecta
a un tubo de plastico, que por el otro extremo tiene una aguja con un didmetro interno de 0,5 mm.
La jeringa se coloca en la bomba, que se programa con un caudal de alimentacién de 0,2 ml/min,
de manera que la disolucién de BSA/DPBS cae gota a gota en la disolucién del polimero en el vaso
de precipitados. Todo este proceso dura 20 minutos; se produce bajo unas condiciones de agitacién
de aproximadamente 6400 rpm gracias al equipo de homogenizacién y a temperatura ambiente. Es
importante realizar los films o la membranas electrohiladas inmediatamente después de haber realizado

la emulsion, puesto que tras 24 horas la emulsion W/O pierde su estado homogéneo.
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3.2. Formacion de los films

Materiales

= Emulsion W/O (PLLA/BSA)
» Disoluciéon PLLA/CHCL3/DMF al 6% (w/v)
= Placas petri de plastico

= Pipeta pasteur

Método

Se realizan dos tipos de films, el control, compuesto de la disolucén de PLLA /CHCL3/DMF; y el
film de BSA, formado por la emulsién de PLLA/CHCL3/DMF y BSA /PBS. Para hacer el film control
mediante una simple pipeta pasteur de plastico, se anade el volumen necesario a una placa Petri. En
este caso, para una placa Petri de pequenas dimensiones con 5 ml se alcanzé el tamano de film 6ptimo.
Con 24 h de secado a temperatura ambiente y semi cerrado, se consigue la perfecta formacion del film.
Para la realizacion del film prueba, se siguen las mismas indicaciones que para el film control.

3.2.1. Estudio morfolégico de la superficie de los films

Para el estudio de la superficie de los films y su visualizaciéon al FESEM, se cortan trozos de las
muestras de aproximadamente 1 x 1 cm, se pegan al soporte de muestra del FESEM mediante cinta
de carbono, y se recubren con paladio para hacerlas conductoras. Una vez realizada la preparacion de

las muestras, ya pueden ser visualizadas al equipo y tomarse las fotos a diferentes aumentos.

3.2.2. Estudio morfolégico de la seccion transversal de los films

Para la criofractura, se sumerge un trozo de muestra suficientemente grande en nitrégeno liquido,
después se saca sibita e inmeditamente y se coge con dos pinzas con las que se fractura. A continuacién,
teniendo siempre presente la posicién exacta de dicha fractura, se corta un trozo de muestra y se deja
la fractura hacia arriba, de modo que en el microscopio se observa la seccién transversal (el espesor)
del film. Para que la muestra sea estable dentro del microscopio, se pega dicho trozo de muestra al

soporte circular con cinta de carbono, e igualmente se recubre con paladio antes, para verla en el
FESEM.
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3.3. Formacion de las membranas electrohiladas

Materiales

= Emulsion W/O (PLLA/BSA)
» Disoluciéon PLLA/CHCL3/DMF al 6% (w/v)
= Equipo de electrohilado

Método

Para el proceso de electrohilado, se sigue el mismo procedimiento en la creacién de la membrana
control, compuesta por la disolucién de PLLA/CHCL3/DMF y para la membrana de prueba, formada
por la emulsiéon de PLLA con BSA. Los parametros seleccionados del electrohilado son los siguientes:
una aguja de didmetro interno de 0,45 mm, una distancia de 10 cm entre la punta de la aguja y el
colector, una velocidad de alimentacién de 1ml/h, y una diferencia de potencial de 20 kV; (Figura
3.1). El proceso se realiza a temperatura ambiente y dura aproximadamente de 3-4 horas, considerando
que se gastan alrededor de 8-10 ml de cada disolucién.

Figura 3.1: Equipo de electrohilado, CBIT.

3.3.1. Estudio de la superficie de membranas electrohiladas

Para el estudio de la superficie de las membranas electrohiladas y su visualizacion al FESEM,
se cortan trozos de las muestras de aproximadamente 1 x 1 cm, se pegan al soporte de muestra del
FESEM mediante cinta de carbono, y se recubren con paladio para hacerlas conductoras. Una vez
realizada la preparacién de las muestras, ya pueden ser visualizadas al equipo y tomarse las fotos a

diferentes aumentos.

3.3.2. Variacion de las condiciones de electrohilado

El objetivo de hacer varias muestras de electrohilado, es para poder comparar como afecta la
variacion de condiciones como voltaje, distancia, y velocidad de alimentacién, a la formacién de las
microfibras, su didmetro, forma y demés caracteristicas. En este caso, el proceso de electrohilado es
muy rapido y su duraciéon ronda los 10 minutos. Se realiza por duplicado, por un lado se prueba la
disolucién control, formada por el PLLA y sus disolventes; y por el otro lado la emulsién, formada ya
por la mezcla homogénea del polimero y la proteina BSA.
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En el caso de la disolucion control, para probar como afecta la variacién del voltaje, se mantienen
fijados los otros dos pardmetros variables, en este caso la distancia entre la aguja y el coletor son 10
cm, mientras que el caudal se mantiene en 1 ml/h; el voltaje se prueba a tres niveles diferentes, a
15, 20 y 25 kV. Este ensayo para el voltaje se realiza en las mismas condiciones, pero esta vez con
una mayor velocidad de alimentacién, 2 ml/h. Para estudiar el efecto del caudal, se mantienen las
condiciones de distancia y voltaje fijadas, a 10 cm y 20 kV respectivamente; variando la velocidad de
alimentacién 0,5 ml desde 1 hasta 3 ml/h. Y por ltimo, en el caso de la distancia, se mantiene un

caudal de 2 ml/h y un voltaje de 20 kV; mientras que la distancia se prueba a 10, 15 y 20 cm.

Para el caso de la emulsion, se realiza un ensayo similar al ya comentado para la disolucién control,
se fija la distancia a 10 cm, el caudal primero a 1 ml/h y posteriormente a 2 ml/h; variando el voltaje
entre 15 y 20 kV solamente esta vez. Después se fija la distancia a 10 cm y el voltaje a 15 kV, y se
varia el caudal desde 1 hasta 3 ml/h, como en el control. Para la distancia, el voltaje se mantiene en
15 kV y el caudal en 3 ml/h, probando la distancia a 10, 15 y 20 cm.

3.3.3. Estudio de la morfologia de las microfibras al SEM

La visualizacién de las muestras al SEM, requiere de un proceso de preparacién previo de las
mismas. Las membranas electrohiladas, formadas tras la variacién de los pardmetros del electrohilado,
han de ser cortadas en pequenos trozos de aproximadamente 0,5 x 0,5 mm, los cuales se colocan sobre
pequenos portas. A continuacién, las muestras se banan en oro, con lo que ya se pueden visualizar
al SEM (JEOL JSM-6300). Para ello se utiliza un voltaje de 20 kV y una distancia de trabajo de 10 mm.

De cada muestra se toman distintas fotos, primero una a 500x y posteriormente cuatro fotos
a 5000x; a partir de las cuales se puede obtener la media del diametro de las fibras, asi como la
desviacion estandar de estas medidas. En total se hacen 100 medidas y se obtiene el promedio, todo

esto se realiza gracias al software ImageJ.

17



Capitulo 3. Materiales y Métodos 3.4. Ensayo de liberacién de BSA

3.4. Ensayo de liberacion de BSA

El objetivo de este ensayo de liberacién de BSA, es cuantificar la cantidad de proteina BSA que
se va liberando gracias a la degradacién del film o membrana electrohilada que la contiene. Este
ensayo se lleva a cabo de manera paralela con los dos tipos de films creados, el control compuesto de
PLLA/CHCL3/DMEF y el de prueba que contiene la emulsion de PLLA/CHCL3/DMF y BSA /DPBS;
ademds de con las membranas electrohiladas, una también como control, formada tnicamente por

el polimero y sus disolventes orgénicos, y otra de prueba conteniendo la emulsiéon con la proteina BSA.

Una vez los films y las membranas electrohiladas estidn formadas, se dispone el ensayo de liberacion,
para ello se cortan pequenos trozos de film o de membrana, con un tamafio aproximadamente de
1x1 cm, se pesan y se colocan en pequenos vasos de vidrio junto con 1 ml de DPBS. A partir de ese
momento, se empieza a medir la liberacion de proteina a determinados tiempos, 3 horas, 6 horas, 1
dia, 2 dias, 3 dias, 7 dias, 14 dias y 21 dias. El volumen de muestra recogido es siempre 0,5 ml, una
vez retirado este volumen e introducido en un eppendorf, se anade 0,5 ml de DPBS al bote donde
se esta produciendo la liberacion, de manera que permanezca en todo momento con un volumen

constante.

3.4.1. Cuantificacién de la proteina liberada

Espectroscopia UV visible

Se realiza una prueba con el HPLC con el objetivo de cuantificar la concentracion de la proteina
BSA obtenida en el ensayo de liberacién con los films. El buffer utilizado para este propésito fue
DPBS. Se probaron los dos detectores disponibles, el de indice de refraccién y el ultravioleta. E1 UV
permite establecer dos longitudes de onda para la deteccién de dos compuestos diferentes. Mediante
investigacion en literatura se establecieron las longitudes de onda para detectar nuestros compuestos
de interés, el PLLA y la BSA.

MicroBCA Protein Assay Kit
Materiales

= Micro BOCATM Protein Assay Kit (Thermo scientific, 23235)
Multilabel reader (Perkin Elmer, VICTOR3 TM, Waltham , Massachusetts)
= Software ‘Wallac 1420’

= Muestras en eppendorfs de films control y prueba

= Muestras en eppendorfs de membranas electrohiladas control y prueba
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Método

Otra manera de detectar el contenido de proteina de los sobrenadantes es utilizando el Kit de
ensayo de proteinas Micro BCA. Se midieron tres réplicas técnicas de cada muestra. Siguiendo el
protocolo estandar para el Kit de ensayo de proteinas Micro BCA, el reactivo de trabajo (WR) se
prepar6 a partir de 25 partes de Micro BCA Reactivo A (MA), 24 partes de Micro BCA Reactivo B
(MB) y 1 parte de Micro BCA Reactivo C (MC). La curva de calibracién estdndar de la proteina se
obtuvo mediante una serie de disoluciones de BSA de concentraciones conocidas. En una microplaca
de 96 pocillos, (Figura 3.2), se afiadieron 100 pl de WR y 100 pd de los estdndares de calibracién o de
las muestras, esto se realiza previa incubacién durante 90 minutos a 37°C. Después de la incubacién,
se midi6 la absorbancia con un lector Multilabel a 570 nm. Todas las absorbancias fueron corregidas

por el correspondiente duplicado en blanco.

Figura 3.2: Placa multipocillo P96.
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3.5. Caracterizacion de la degradacion de PLLA electrohilado

El estudio de la degradacion del PLLA en forma de membranas electrohiladas, se lleva a cabo
mediante medidas de la pérdida de peso tras ciertos tiempos de incubacién con 1 ml de DPBS a una
temperatura de 37°C. Los tiempos a los que se someten los trozos de membrana electrohilada (tanto
control como emulsién), que miden aproximadamente 5 x 30 mm, son los siguientes: 2, 4 y 8 semanas.
Posteriormente a las medidas de peso de las muestras electrohiladas de PLLA, se realiza un ensayo
mediante el Equipo de Andlisis Termomecanico (TMA), con el objetivo de determinar la pérdida de
propiedades mecanicas tras el proceso de degradacién, este ensayo consiste en una medida de la tensién

y deformacién para obtener el médulo de Young.

3.5.1. Pérdida de peso

Una vez las muestras de membrana eclectrohiladas cumplen su tiempo de degradacion, han de
sufrir un lavado para eliminar los posibles restos de sales presentes debido al DPBS, se realizan dos
lavados con agua destilada. Posteriormente se secan a temperatura ambiente, y a continuacién a vacio

mediante extraccién continua. Después de esto, ya pueden ser pesados con una balanza analitica.

3.5.2. Estudio de las propiedades mecanicas

El ensayo de traccién se realiza con el equipo TMA (Figura 3.3), que es capaz de registrar
las fuerzas que se aplican y los alargamientos que sufre la muestra en cuestién. Dicha muestra
se coloca bien sujeta gracias a unas mordazas, que permitiran que sufra una carga de una fuerza
determinada, con una velocidad de aplicacion definida y constante, en este caso, se permite un
maximo desplazamiento de 100 mm con un ratio de desplazamiento de 2000 mm. Este ensayo dura
aproximadamente 20 minutos, los datos obtenidos se tratan con el objetivo de obtener el médulo de

Young del PLLA y poder determinar como ha afectado el proceso de degradacién al mismo.

Figura 3.3: TMA.
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En el ensayo se mide la deformacién (alargamiento) de la muestra entre dos puntos fijos de la
misma a medida que se incrementa la carga aplicada, y se representa graficamente en funcién de la
tensién (carga aplicada dividida por la seccién de la probeta), (Figura 3.4), (Shackelford et al.,
2010). El coeficiente de proporcionalidad entre la tensién y la deformacion se denomina mdédulo de
elasticidad o de Young y es caracteristico del material.

TENSION NOMINAL-(a,,)

NSION DE F

-
e

DEFORMACION NOMINAL (g,)

Figura 3.4: Diagrama de tensién-deformacién, (Smith et al., 2006).

A partir de los ensayos de traccién realizados a todas las muestras y sus réplicas, se obtendran a
continuacion los pardmetros ya comentados que definen el comportamiento del material bajo estudio
al verse sometido a tensiones de traccion.
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Capitulo 4

Resultados y Discusién

4.1. Microestructura de los films

4.1.1. Comparacion morfolégica de la superficie de los films

Viendo las imédgenes (Figura 4.1) tomadas a la superficie de los films control y emulsién, se puede
apreciar la diferente conformacién de su cara externa; ya que el film emulsién tiene una superficie més

erosionada, con crateres de mayor profundidad, que el film control.

Mag= 1.00KX 10 pm Mag= 1.00KX 10 pm

ULTRA 55.44.22 }_| ULTRA 55.44.22

Mag= 1000 K X 1pm Mag= 10.00 K X 1pm

ULTRA 554422 | ULTRA 554422

Figura 4.1: Fotos de la superficie de los films a distintos aumentos: A) film control a 1000x; B) film
emulsién a 1000x; C) film control a 10000x; D) film emulsién a 10000x.
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4.1.2. Comparacion morfolégica de la seccién transversal de los films

En la siguiente imagen, (Figura 4.2), se puede apreciar la diferente estructura interna que se
forma en los films cuando contiene proteina y cuando no. El film control, compuesto inicamente por
el polimero PLLA y sus disolventes orgénicos, tiene poros de tamafios mas pequefios, en comparacién
a los poros del film compuesto por la emulsién del polimero y su proteina. Ademaés de que el film de la
emulsion tiene unos poros de mayor tamafio, también estan interconectados, ofreciendo canales para

el paso y liberacion de la proteina.

7

Mag= 1.00K X Mag= 1.00 KX 10 pm

ULTRA 554422 | | ULTRA 554422 |—|

Figura 4.2: Fotos de la microestructura del criocorte de los films a 1000x: A) film control; B) film

emulsion.

Este es un resultado interesante, ya que la diferencia entre una muestra y otra es la presencia o no,
de la proteina en la fase acuosa de la emulsién, en la fase orgénica formada por la disolucién de PLLA.
Con la presencia de la proteina cambian propiedades como la tension superficial de la fase acuosa, su
densidad o la velocidad de evaporacién del agua al formarse el film. Como se aprecia en la Figura
4.2, donde la dispersiéon es mucho mas fina en el caso de dispersar s6lo agua en la fase orgénica. De
cara a la liberacion de la proteina es crucial conseguir que los poros que contienen la proteina estén

conectados entre si, lo que da camino a su difusién hacia el medio exterior.

23



Capitulo 4. Resultados y Discusién 4.2. Membranas electrohiladas

4.2. Membranas electrohiladas

4.2.1. Comparacion de la superficie de las membranas electrohiladas

Los resultados de la comparacién de la superficie de la membrana control y emulsion se muestran
a continuacion en la Figura 4.3 y 4.4. Como bien muestran las imégenes, se aprecia una estructura

méas porosa en las microfibras formadas a partir de la emulsiéon del PLLA y la proteina BSA.

Figura 4.4: Superficie de la membrana emulsién: A) 3320x; B) 10000x; C) 20000x; D) 20710x.

El efecto mostrado en los films, en el que la presencia de la proteina produce la formacién de una
estructura muy porosa, no se ve del mismo modo en el caso de las fibras electrohiladas, al menos no en
la misma medida. Se aprecia mayor rugosidad en la superficie de las fibrillas formadas con la emulsién
que contiene la proteina, pero no se aprecian grandes poros como en el film. Hay que tener en cuenta
que el proceso de evaporacion de los disolventes, el agua y el disolvente orgdnico, es completamente
distinto en el caso del film y en el del electrohilado. En el electrohilado la evaporacién se produce

bruscamente en el transito del ”jet.°"tre la aguja y el colector.
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4.2.2. Morfologia de las microfibras vistas al SEM

Gracias a las iméagenes tomadas mediante el SEM y el software de andlisis ImageJ, se obtiene
la media del didmetro de las microfibras, a la vez que la desviacién estandar de estas medidas.
En el Anexo, se puede ver la representacién principal de estas imagenes tomadas a las muestras
electrohiladas de la disolucién control y la emulsién del polimero con la proteina.

La Tabla 4.1 muestra los resultados del estudio de la morfologia de las microfibras formadas
de la disolucién control (polimero y sus disolventes) cuando se varfa el pardmetro del voltaje en el
electrohilado de la misma, manteniendo fijados los otros dos parametros, la distancia a un valor de 10
cm entre la aguja y el colector, y el caudal a un valor de 1 ml/h. Posteriormente, en la misma tabla,
se pueden observar los resultados del mismo ensayo, pero esta vez con una velocidad de alimentacién
superior, de 2 ml/h. Estos valores indican que el voltaje no afecta de manera significativa al didmetro

de las microfibras en estas condiciones testadas.

Tabla 4.1: Disolucién control: variacion del voltaje manteniendo fijada la distancia y el caudal.

Voltaje (kV) Distancia (cm) Caudal (ml/h) Didmetro medio (um) Desviacién (pm)

15 10 1 1,23 0,16
20 10 1 1,15 0,15
25 10 1 1,48 0,24
15 10 2 1,18 0,13
20 10 2 1,15 0,13
25 10 2 1,25 0,19

La Tabla 4.2 muestra los resultados del estudio de la morfologia de las microfibras formadas
de la disolucién control (polimero y sus disolventes) cuando se varia el pardmetro del caudal en el
electrohilado de la misma, manteniendo fijados los otros dos parametros, la distancia a un valor de
10 cm entre la aguja y el colector, y el voltaje a 20 kV. Los valores del didmetro de estas microfibras
no muestran una diferencia significativa al aumentar el caudal de alimentacién de la disolucién en el

proceso de electrohilado de la misma.

Tabla 4.2: Disolucién control: variacion del caudal manteniendo fijada la distancia y el voltaje.

Caudal (ml/h) Distancia (cm) Voltaje (kV) Diametro medio (ym) Desviacién (pm)

1,0 10 20 1,15 0,15
1,5 10 20 1,23 0,14
2,0 10 20 0,99 0,12
25 10 20 1,22 0,20
3,0 10 20 0,96 0,18
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La Tabla 4.3 muestra los resultados del estudio de la morfologia de las microfibras formadas de
la disolucién control (polimero y sus disolventes) cuando se varia el pardmetro de la distancia en el
electrohilado de la misma, manteniendo fijados los otros dos pardametros, la velocidad de alimentacién
a un valor de 2 ml/h, y el voltaje a 20 kV. Con estos resultados no se puede concluir que el aumento
de la distancia entre la aguja y el colector afecte al didmetro de las microfibras formadas, puesto que
no se aprecia una diferencia significativa ni progresiva en los valores de los diametros tomados a partir

de las fotos.

Tabla 4.3: Disolucién control: variacién de la distancia manteniendo fijado el caudal y el voltaje.

Distancia (cm) Caudal (ml/h) Voltaje (kV) Diametro medio (um) Desviacién (pm)

10 2 20 0,99 0,12
15 2 20 1,13 0,19
20 2 20 0,04 0,12

A continuacién se muestran los resultados del ensayo de la morfologia de las microfibras formadas
en el proceso de electrohilado de la emulsion, por motivos de insuficiencia de espacio las fotos
obtenidas mediante el SEM de dichas microfibras se pueden ver en el Anexo.

En este caso, la Tabla 4.4 muestra la variaciéon en el didmetro de las fibras y la desviacion estandar
de estas medidas cuando se aumenta el voltaje y se deja fijada la distancia y el caudal. A diferencia
de lo ocurrido en la disolucién control, estos resultados si que muestran una influencia clara de este
parametro, puesto que al producirse un aumento del voltaje aplicado en el proceso de electrohilado se

aprecia una disminucién en el didmetro de las microfibras.

Tabla 4.4: Emulsién: variacién del voltaje manteniendo fijada la distancia y el caudal.

Voltaje (kV) Distancia (cm) Caudal (ml/h) Didmetro medio (um) Desviacién (um)

15 10 1 0,67 0,12
20 10 1 0,64 0,08
15 10 2 0,80 0,25
20 10 2 0,66 0,10
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La Tabla 4.5, donde se muestra la influencia del caudal en la morfologia de las microfibras, indica
que un aumento de la velocidad de alimentacién provoca un pequeno aumento del didmetro de las
fibras. Este resultado se mantiene en cuatro de los cinco casos probados, el caudal a 2,5 ml/h es la

excepcion a esta tendencia.

Tabla 4.5: Emulsién: variacién del caudal manteniendo fijada la distancia y el voltaje.

Caudal (ml/h) Distancia (cm) Voltaje (kV) Diametro medio (ym) Desviacién (pm)

1,0 10 15 0,67 0,12
1,5 10 15 0,38 0,12
2,0 10 15 0,94 0,13
25 10 15 1,15 0,20
3,0 10 15 1,07 0,18

En la Tabla 4.6, a diferencia de lo ocurrido con la disolucién control, se puede deducir una
tendencia de estos resultados, ya que con el aumento de la distancia entre la aguja y el colector, se

observa una disminucién del didametro de las fibras formadas.

Tabla 4.6: Emulsion: variacién de la distancia manteniendo fijado el caudal y el voltaje.

Distancia (cm) Caudal (ml/h) Voltaje (kV) Diametro medio (um) Desviacién (pm)

10 3 15 1,07 0,18
15 3 15 0,93 0,16
20 3 15 0,86 0,13
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4.3. Ensayo de liberacion de BSA

En este apartado, se muestran los resultados del ensayo de liberacion de la proteina BSA en
sus correspondientes experimentos en los films y membranas electrohiladas. La cuantificacion de la
proteina se realizé6 mediante dos procedimientos, el HPLC y el Kit MicroBCA. Los resultados de las
medidas del HPLC no son concluyentes, puesto que la sensibilidad del equipo no fue suficiente para
detectar las concentraciones con las que se trata en este ensayo. Por lo que a continuacioén, se detallan
los datos obtenidos de la cuantificacién realizada tnicamente con el kit MicroBCA.

4.3.1. Cuantificaciéon del ensayo en films

En la Figura 4.5 se muestra la recta patrén realizada para obtener la ecuacién de la recta que
permite calcular la concentracién de la proteina con el valor de su absorbancia. Las concentraciones
de las disoluciones usadas para este proposito son las siguientes: 0, 30, 90, 120, 150, 180 y 210 ug/ml.
Gracias a esta representacién, dividiendo la absorbancia entre 0,0058 se obtiene la cantidad de proteina

presente en cada muestra.

EXY:
£ oo i v =0.0058x
= e RZ=09937
0
= 04

02 2

0 &

0 50 100 150 200 250

Concentracion BSA [pg/ml]

Figura 4.5: Recta patrén concentraciones BSA del film

Los resultados obtenidos tras la medida de la absorbancia de las muestras del film llevadas a
ensayo se muestran en la Tabla 4.7, el tiempo se muestra en dias de incubacién de la muestra en
DPBS, la concentracion incial hace referencia a la existente antes de tomar muestra, mientras que la
final es la de después de tomar la muestra, el total equivale a la cantidad total de proteina, y por
dltimo, el acumulado muestra la liberacién acumulada en el tiempo de la proteina. A simple vista se
pueden apreciar unas concentraciones decrecientes de la proteina BSA conforme aumenta el tiempo
de incubacién de la muestra. Estas concentraciones a cada tiempo se obtienen gracias a una medida
por triplicado de cada muestra, los cdlculos y tablas referentes a este hecho se pueden encontrar en el

Anexo.
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Tabla 4.7: Cuantificacién de la proteina liberada del film.

Tiempo (dias) Inicial (ug) Final (ug) Total (ug) Acumulado (ug)

0 0,00 0,00 0,00 0,00
0,125 201,42 100,71 201,42 201,42
0,25 154,52 77,26 53,81 255,23

1 152,17 76,08 74,91 330,14

2 109,88 54,94 33,80 363,93

3 77,56 38,78 22,62 386,55

6 56,41 28,21 17,63 404,19

8 32,71 16,35 4,50 408,68

10 25,79 12,89 9,44 418,12

14 22,05 11,02 9,15 427,27

21 19,96 9,98 8,93 436,21

En la Figura 4.6 se representan los valores de proteina liberada en el ensayo del film, estos

resultados, junto con los indicados en la anterior tabla, indican que la maxima cantidad de proteina

liberada esta alrededor de los 400 pg, y que al cabo de 6 - 8 dias, se produce la méxima liberacién
posible de la BSA.

Figura 4.6:
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Tiempo (dias)

Representacion grafica de la BSA acumulada en el ensayo de liberacion de proteina del film.
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En la siguiente Tabla 4.8, se muestra la relacién entre la cantidad méxima tedrica de BSA que
puede liberar el film y la obtenida mediante el ensayo de liberacién. La méxima concentracion tedrica
se calculd teniendo en cuenta el peso del film, de manera que el 5% de tal cantidad, es la existencia
total de BSA en el film.

Tabla 4.8: Ensayo de liberacién del film emulsion.

Film emulsién: 28,9 mg
Maéaxima [BSA] teérica 1,445 mg
Maxima [BSA] real 0,436 mg
BSA liberada 30,17 %

El resultado obtenido estd relacionado con la microestructura que vimos en el apartado 4.1.
Microestructura de los films, la interconexiéon entre los poros que contienen la proteina crea
vias para su difusion y liberacion al medio acuoso en el que sumerge la muestra. Es de destacar que el
PLLA no es permeable a la proteina. Si las moléculas de BSA se encuentran completamente rodeadas
por el polimero, no pueden liberarse hasta que las cadenas de polimero no se degradan y, como veremos

en el apartado siguiente, eso ocurre en tiempos considerablemente mayores que los de la liberacion.
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4.3.2. Cuantificaciéon del ensayo en membranas electrohiladas

De igual manera que en el caso de los films, en el ensayo de liberacién de la proteina en las
membranas electrohiladas, se realizd el experimento con tres réplicas bioldgicas, pero en este caso se
midieron todas, con sus respectivas tres réplicas técnicas, los resultados de las medidas de las réplicas

técnicas se pueden encontrar en el Anexo.
En la Tabla 4.9 aparecen los resultados de la concentracion acumulada a lo largo de los 21 dias

del experimento de liberacion, detallando los resultados de las tres réplicas bioldgicas ademas del

promedio utilizado posteriormente para la representacién grafica.

Tabla 4.9: Cuantificacidon de la proteina liberada de las membranas electrohiladas.

Tiempo (dias) Réplica 1 (zg) Réplica 2 (ug) Réplica 3 (ug) Promedio (ug)

0 0,00 0,00 0,00 0,00
0,125 8,15 12,40 11,10 10,55
0,25 6,89 17,50 19,38 14,59

1 26,87 26,05 23,00 25,31

2 31,77 28,72 29,04 29,84

3 32,12 31,52 31,63 31,76

6 27,93 39,94 36,51 34,80

8 26,59 31,67 40,36 32,87

10 31,34 33,77 37,32 34,14

14 32,60 32,78 38,63 34,67

21 38,81 38,67 45,62 41,03

Al igual que en el experimento de liberaciéon del film, la representaciéon grafica de la proteina
liberada (Figura 4.7) sigue una tendencia exponencial, con una liberacién maxima a los 6 - 8 dias,

con la diferencia significativa de que esta vez la maxima proteina liberada ronda el valor de los 40 ug.
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Figura 4.7: Representaciéon grafica de la BSA acumulada en el ensayo de liberacién de proteina de las

membranas electrohiladas.

En la siguiente Tabla 4.10, se muestra la relacién entre la cantidad méxima tedrica de BSA que
puede liberar la membrana electrohilada, calculada gracias al promedio del peso de las tres réplicas

biolégicas medidas en este ensayo; y la obtenida mediante el ensayo de liberacion.

Tabla 4.10: Ensayo de liberacién de la membrana electrohilada emulsién.

Membrana emulsién: 21,63 mg

Maxima [BSA] tedrica 1,081 mg
Maéxima [BSA] real 0,041 mg
BSA liberada 3,79%

En este caso la mayor parte de la proteina queda retenida en las fibrillas de PLLA y la liberacion
se espera que tenga lugar en tiempos més largos. Ha quedado pendiente (por la falta de disponibilidad
del equipo) la medida mediante termogravimetria del contenido total de proteina encapsulada en
las membranas electrohiladas, para descartar que parte de la proteina introducida en la emulsién se
perdiera en el proceso de electrohilado, aunque eso no se considera probable porque la cantidad de
proteina es suficientemente alta como para que se hubiera detectado en el colector o en la jeringuilla

después del proceso.
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4.4. Caracterizacion degradacion PLLA electrohilado

4.4.1. Pérdida de peso

A continuacién, en la Tabla 4.11, se muestran los resultados del ensayo de degradacién de la
membrana control de PLLA. Dicho ensayo, se lleva a cabo en un espacio de tiempo de 8 semanas,
en el cual, las muestras de membrana electrohilada estin embebidas en DPBS, lo que provoca que,
pese a los lavados con agua destilada realizados, se hayan incorporado sales del suero al interior de la
membrana, resultando en un aumento de peso de la muestra. Esto hecho junto con el minimo deterioro
de la muestra, sugiere que el tiempo de degradaciéon del PLLA electrohilado es mayor al probado en

este experimento.

Tabla 4.11: Ensayo degradacién membrana electrohilada control.

Peso i (mg) Pesof (mg) Diferencia Promedio (mg) Tiempo

T1-1 5,60 6,10 0,089
T1-2 5,30 6,00 0,132
0,07 2 semanas
T1-3 3,20 3,40 0,062
T1-4 6,03 6,10 0,012
T2-1 6,58 6,51 -0,011
T2-2 5,87 6,58 0,121
0,01 4 semanas
T2-3 5,02 5,14 0,024
T2-4 6,45 5,94 -0,079
T3-1 5,71 5,78 0,012
T3-2 5,94 5,99 0,008
0,01 8 semanas
T3-3 4,53 4,58 0,011
T3-4 6,37 6,37 0,000

En el caso del ensayo de degradacién de la membrana emulsién (Tabla 4.12), donde se prueba la
degradacion de la mezcla del polimero con la proteina BSA, los resultados indican unas conclusiones
similares a las de la membrana control. A las 2 y 4 semanas se aprecia un ligero aumento de peso,
propio de la incorporacién de las sales del DPBS a la membrana, solo a las 8 semanas, se ve una
disminucién del peso de la muestra, un valor muy pequefio, pero que nos indica que se necesitan
grandes tiempos de degradacion para este material, ademas de que la presencia de la proteina facilita

este mecanismo.
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Tabla 4.12: Ensayo degradacion membrana electrohilada emulsion.

Peso i (mg) Pesof (mg) Diferencia Promedio (mg) Tiempo

T1-1 2,98 3,40 0,141
T1-2 4,17 5,00 0,199
0,126 2 semanas
T1-3 3,20 3,40 0,062
T1-4 2,45 2,70 0,102
T2-1 2,46 2,53 0,028
T2-2 2,45 2,51 0,024
0,010 4 semanas
T2-3 3,29 3,31 0,006
T2-4 2,45 2,40 -0,020
T3-1 3,03 3,01 -0,007
T3-2 3,01 2,91 -0,033
-0,019 8 semanas
T3-3 3,75 3,67 -0,021
T3-4 2,89 2,85 -0,014

Cabe anadir, que puesto que al méaximo tiempo testado, 8 semanas, las muestras control no
muestran una pérdida de peso apreciable, y que las muestras de la emulsion presentan una pérdida
de masa menor del 2%, la conclusién de este experimento, es que no hay degradacién apreciable en

lo que se refiere a la pérdida de masa del material.
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4.4.2. Estudio de las propiedades mecanicas

En la Tabla 4.13 y 4.14, se muestran los resultados obtenidos en el ensayo de traccién al que se
han sometido las muestras electrohiladas, compuestas por la disolucién control y la emulsion. En ella,
nuevamente se observa que no existe una degradacién significativa del material, puesto que el médulo

no cambia con el tiempo de la manera esperada.

Tabla 4.13: Mddulo de Young de la membrana electrohilada control con el paso del tiempo.

Control

Promedio (MPa) Desviacién (MPa)

2 semanas 163 25
4 semanas 131 28
8 semanas 114 55

Tabla 4.14: Mddulo de Young de la membrana electrohilada emulsién con el paso del tiempo.

Control

Promedio (MPa) Desviacién (MPa)

2 semanas 67 18
4 semanas 51 8
8 semanas 44 12

Lo que se puede apreciar también de la anterior Tabla y de la siguiente Figura 4.8, es que el
valor promedio del médulo de Young correspondiente a las muestras de la emulsion es ligeramente
inferior al obtenido en las muestras a partir de la disolucién control. Lo que confirma el hecho de que
la incorporacién de la proteina disminuye la resistencia del material, es decir, que es un material més

deformable para la misma tensién aplicada.
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Figura 4.8: Representacion grafica del efecto del tiempo sobre el médulo de Young de las membranas
electrohiladas control y emulsién.
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Capitulo 5

Conclusiones

Las conclusiones principales de este Trabajo Final de Grado son las siguientes:

= La comparacion de la superficie y microestructura de los films control y emulsion, indica que
la incorporacién de la proteina a la disolucién del polimero crea diferencias en su conformacién
superficial e interna, ya que el film emulsién posee una superficie mas erosianada, ademas de

unos poros mucho mayores e interconectados.

= En el caso de las microfibras formadas por electrohilado, existe una diferencia entre las
provenientes del control y las provenientes de la emulsion, las que contienen la proteina tienen

una superficie mas porosa.

= Del estudio de los pardmetros de electrohilado y su influencia en la morfologia de las fibras
formadas se puede concluir que en el caso de la disolucién control, ninguno de los pardmetros
testados, distancia, caudal y voltaje, afecta de manera significativa al didmetro de las microfibras.
Para el caso de la emulsiéon ocurren cosas distintas, ya que el aumento del voltaje aplicado
provoca una disminucién en el didmetro de las fibras; también, un aumento de la velocidad
de alimentacién provoca un pequeno aumento del didmetro de las fibras; y por ultimo, con el
aumento de la distancia entre la aguja y el colector, se observa una disminucién del diametro de

las fibras formadas.

= De los experimentos realizados de liberacién de la proteinas BSA en films y membranas
electrohiladas, se deduce que el film la libera més rapidamente, obteniéndose ademas cantidades
de proteina liberada 10 veces mayores que en la membrana de electrohilado. Ambos materiales
coinciden en que la méxima liberacién posible de la proteina BSA se produce al cabo de 6 - 8

dias.

= Los ensayos de degradacion de las membranas electrohiladas indican que son necesarios mayores
tiempos de degradacion para obtener resultados concluyentes, ademas de que es necesario realizar

un lavado exhaustivo de las muestras con el objetivo de eliminar todos los restos salinos posibles.
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