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Resumen

El disefio de biomateriales biomiméticos destinados al cultivo de células madre es una
herramienta fundamental para el estudio del comportamiento celular; comprender el
desarrollo, regeneracion y dafio de los tejidos; y de esta forma lograr controlar el
destino celular para producir tejidos basados en células madre. Las matrices utilizadas
para este fin no so6lo deben imitar las propiedades bioldgicas de la matriz extracelular
(MEC) sino también sus caracteristicas morfologicas y topogréficas. El presente
trabajo estad enfocado en la fabricacion y caracterizacion de matrices nanofibrosas
basadas en gelatina metacrilada (GelMA) utilizando la técnica de electrohilado. Para
controlar las propiedades de hinchamiento y degradacion de la GelMA, se emplearon
dos estrategias: por un lado la incorporacion de polietilenglicol dimetacrilato
(PEGDMA) como entrecruzante y por otro el mezclado con PCL. En primer lugar, se
optimizaron los pardmetros del proceso de electrohilado con el fin de obtener matrices
nanofibrosas electrohiladas tanto de fibras al azar como alineadas de mezclas
GelMA/PEGDMA (relacion en masa 4:1, 2:1 y 1:1) y GelMA/PCL (relacién en masa
3:2). Todas las matrices fueron entrecruzadas con luz UV utilizando Irgacure 2959
como foto-iniciador. Las matrices fueron caracterizadas respecto a su morfologia,
propiedades térmicas y caracteristicas superficiales mediante SEM, DSC, TGA, FTIR
y angulo de contacto. Las micrografias corroboraron la obtencion de matrices
nanofibrosas libres de defectos de fibras al azar y alineadas. Las mezclas
GelMA/PEGDMA 2:1 y GelMA/PCL 3:2 presentaron la mejor procesabilidad al utilizar
ambas configuraciones de colector y fueron caracterizadas en cuanto a su
hinchamiento y degradacion. Luego de una semana de inmersién en PBS a 37°C, las
matrices electrohiladas no se degradaron completamente. Los resultados muestran la
viabilidad de la mezcla con PCL y del uso de PEGDMA como entrecruzante quimico
para regular la degradacion de matrices basadas en gelatina metacrilada; siendo de

interés para aplicaciones en cultivo celular.
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1. Introduccioén

Una de las principales areas de interés en la ciencia de materiales esta relacionada
con materiales destinados a aplicaciones médicas o biomateriales, donde el
comportamiento en contacto con tejidos o fluidos fisiologicos resulta critico. Los
crecientes descubrimientos y el desarrollo de la ciencia e ingenieria de biomateriales
surgen de una necesidad mundial de mejorar la calidad de vida de las personas. La
definicién de biomateriales ha ido cambiando con el tiempo; actualmente se entiende
como biomateriales a aquellos disefiados de forma tal que puedan dirigir el curso de
cualquier procedimiento terapéutico o diagnostico por medio de interacciones con los
componentes de sistemas vivos [1]. Estos se han convertido en un componente

importante en el diagnoéstico y tratamiento de diversas enfermedades.

Millones de pacientes al afio experimentan pérdidas funcionales o dafios en érganos,
tejidos u otras partes del cuerpo. La medicina regenerativa ha surgido como una nueva
alternativa hacia la reparacion de tejidos u 6rganos dafiados en respuesta a los
numerosos problemas asociados a los trasplantes e implantes tradicionales. Esta
utiliza dos tipos de estrategias: terapia celular e ingenieria de tejidos. La primera
estimula la respuesta curativa innata para promover la regeneracion utilizando células
y factores de crecimiento, evitdndose las complicaciones quirdrgicas. Sin embargo,
las células aisladas poseen un limite en la capacidad de reconstruccién de tejido, por
lo tanto, cuando el dafio es mayor las células requieren un modelo para guiarse. Para
lograr esto, la ingenieria de tejidos hace uso de células; factores de crecimiento; y
materiales que proveen un soporte y microentorno favorable para las células, y

propician la regeneracion de los tejidos

En ingenieria de tejidos, las células son cultivadas in vitro en una matriz que luego se
implanta en el paciente con el objetivo de reemplazar las células muertas con células
de formas caracteristicas y funciones especificas que permiten restaurar el tejido
perdido. Las células se obtienen principalmente del paciente (fuente autdloga),
aunque se puede recurrir a un donante (fuente alogénica). Sin embargo, existen
algunos problemas asociados a su empleo: el crecimiento de células especificas en
grandes cantidades es una tarea dificil; la reduccién del crecimiento celular y
proliferacion luego de la implantacién; y la diferencia en la capacidad de crecimiento

de las células in vivo e in vitro: en algunos o6rganos las células tienen una alta
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capacidad regenerativa in vivo, mientras que su crecimiento in vitro puede ser dificil
[2]. Los descubrimientos en el campo de la biologia de células madre abren camino a
nuevas terapias en la medicina regenerativa. La capacidad de las células madre de
autorrenovarse, dividirse y diferenciarse en distintos linajes las hace una atractiva
fuente de células para aplicaciones clinicas. A pesar de los avances en este campo,
la implementacion de terapias basadas en células madre aln es limitada. Esto se debe
a gque aun resta mucho por dilucidar en lo referido a las reglas que gobiernan el destino

celular y consecuentemente el desarrollo de los tejidos y 6rganos [3].

El progreso en la ingenieria de tejidos ha ayudado a la creacion de matrices que
pueden ser utilizadas para el control del destino de las células madre. Una matriz
utilizada para este proposito debe proveer un substrato para la adhesion, proliferacion,

autorrenovacion, diferenciacién y migracion de las células.

1.1. Cultivo celular

La investigacion biomédica moderna utiliza esencialmente dos bancos de prueba
experimentales: animales y células cultivadas. Los sistemas animales logran
representar la complejidad biologica in vivo, sin embargo, las células humanas son
estudiadas en un entorno que no representa necesariamente el organismo del que
provienen y se tiene un control limitado de las respuestas celulares y los mecanismos
individuales. Los ensayos in vitro convencionales realizados en placas de Petri,
frascos, microplacas e insertos de cultivo permiten el control de los factores externos,
observar y manipular las células y, al ser las células homogéneas, los resultados
experimentales son mas consistentes. Sin embargo, estos sistemas carecen de las
caracteristicas estructurales y las sefiales presentes en los tejidos; los cambios
temporales y espaciales de los factores regulatorios fisicos y moleculares; y las
fuerzas dindmicas y factores sistémicos que provee la circulacién de sangre. Como
resultado, los estudios in vitro frecuentemente no pueden predecir lo que se encuentra
en los modelos animales o los estudios clinicos, aumentando asi el tiempo y costo, y

disminuyendo la efectividad de las estrategias terapéuticas [4].

El cultivo celular se utiliza en una gran variedad de aplicaciones biolégicas como lo
son el estudio de la fisiologia y biologia celular, el analisis de drogas en la industria
farmacéutica, para comprender los mecanismos de diferentes enfermedades,
observar el proceso de regeneracion celular y en la evaluacion de nuevos
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biomateriales [5]. La evolucion del conocimiento del altimo medio siglo conocido como
biologia celular depende en gran medida de la diseminacion de células cultivadas
como sistema de investigacidbn aceptado para comprender las funciones y la

estructura celular.

Durante el desarrollo y regeneracion de tejidos, las células madre atraviesan una
secuencia de renovacion, especializacion y unién que surge de la interaccion con
multiples factores del entorno (Figura 1). Los cuatro grupos de factores claves son: (1)
las moléculas regulatorias (oxigeno, nutrientes, citosina), (2) otras células (contexto
tridimensional, contactos célula-célula, sefiales paracrinas y autocrinas), (3) la MEC
(factores inmovilizados y secretados, estructura, topologia, rigidez), y (4) los factores
fisicos (flujo de corte, compresion, traccion, sefales eléctricas). Estos actian en
conjunto, con efectos sinérgicos y en competencia. El estudio de los efectos
individuales y combinados de las sefiales regulatorias no es una tarea trivial y no
puede lograrse utilizando los métodos tradicionales de cultivo celular debido a que
estos son muy diferentes al microentorno in vivo. La investigacion del uso de células
madre para ingenieria de tejidos requiere entonces la generacién de condiciones de
cultivo tridimensionales que imiten el microentorno in vivo en el que se encuentran las

células madre.

Factores del microentorno ~ Respuesta celular
Jo%0 f\B
m a%c o
Moléculas regulatorias ~_ © o . -
Diferenciacion

Autorrenovacién
== ) //'
®=60
= ® — ' ° =Yy

Interacciones célula-célula ¥ .
Quiescencia

o — N

Célula madre/progenitora O Biosintesis
Interacciones célula-MEC /7
,1\—} & ) \\
o O Wi o)
1 o o Migracién Apoptosis
Factores fisicos

Figura 1. Las células madre residen en un microentorno que consiste en diversos factores
guimicos, mecanicos y fisicos que afectan su comportamiento.
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1.2. Paradigma biomimético

En el cuerpo, cada célula esta rodeada de una red tridimensional compleja de fibras
basadas en proteinas y polisacéridos llamada matriz extracelular (MEC). La MEC esta
compuesta, entre otros, por fibras de colageno, acido hialurénico, proteoglicanos y
fibronectina, los cuales proveen a las células de sefales quimicas, mecanicas y
topogréficas que influyen en su comportamiento [6]. La organizacion de la MEC es
usualmente jerarquica desde lo nano hacia lo macro. De esta manera proporciona un
soporte estructural a los tejidos que puede presentar un amplio rango de propiedades
mecanicas en funcion de variaciones en su composicion y organizacion. La MEC dirige
la adhesion y migracién celular, asi como también regula el crecimiento celular, el

metabolismo y las sefales de diferenciacion.

Dada la importancia de la MEC en los procesos celulares fundamentales, nuevas
generaciones de biomateriales sintéticos estan siendo desarrollados imitando sus
caracteristicas para su uso como microentornos extracelulares tridimensionales con
el fin de facilitar la implantacion, adhesion, proliferacion y diferenciacién celular, asi
como el desarrollo de nuevos tejidos. Estos biomateriales llamados biomiméticos
proveen a las células de sefales bioquimicas y biofisicas necesarias para su
desarrollo, ya que las células responden a factores del entorno como topografia,
rigidez, gradiente de sitios de adhesion celular, campos eléctricos, quimica superficial

y composicion del material [7].

El cultivo celular involucra la colocacion de células en un entorno que no es natural. A
pesar de que los sistemas de cultivo celular convencionales en dos dimensiones (2D)
proveen una forma rapida y econdmica de estudiar las propiedades in vitro, las células
son forzadas a adaptarse a una superficie rigida plana que es completamente
diferente a la estructura tridimensional de la MEC. Esto resulta en un comportamiento
diferente de las células incluso respecto a la proliferacion y diferenciacién [2, 8]. El
cultivo celular en 3D es cada vez mas utilizado debido a que fenédmenos bioldgicos
como la expresion genética, supervivencia, proliferacion, adhesion, migracion,
desarrollo y diferenciacion de las células ocurren de manera similar a lo que sucede
in vivo [5]. Se ha demostrado en numerosos ensayos in vitro que las células responden
a caracteristicas topograficas que van desde el rango submicrométrico al nanométrico.
Uno de los efectos mas conocidos es la alineacion y elongacion de las células en la

direccion de patrones unidireccionales presentes en el substrato. También se ha
12



demostrado que la respuesta de las células depende del tipo de célula, y del tamafio

y geometria de las caracteristicas topogréaficas.

1.3. Métodos electrodindmicos de obtencién de matrices tridimensionales

biomiméticas

Las matrices tridimensionales (3D) son una alternativa ingenieril in vitro a la MEC para
la expansion y organizacion de las células cultivadas que actian como modelo
estructural e instructivo para las células y los tejidos que se forman. Se han utilizado
varios métodos y materiales para fabricar matrices para cultivo celular en 3D. Su
eleccion depende de las caracteristicas tridimensionales, la composicion quimica y
propiedades mecénicas deseadas. Los métodos de fabricacion pueden clasificarse en
cuatro categorias: (1) métodos que resultan en una topografia regular disefiada de
forma precisa (fotolitografia, polimerizacion de dos fotones, impresién por
microcontacto); (2) métodos que resultan en topografias irregulares como fibras y
poros o que simplemente incrementan la rugosidad superficial (electrohilado, colaje
de soluciones poliméricas con lixiviacion de pordgenos o separacion de
fase/emulsificacion); (3) métodos que buscan imitar de forma precisa las
caracteristicas tridimensionales de los tejidos (deposicion quimica de vapor); (4) y

métodos basados en hidrogeles o MECs descelularizadas [6].

Entre las matrices disponibles, las nanofibrosas han sido utilizadas en diversas
aplicaciones biomédicas debido a que poseen caracteristicas funcionales atractivas:
proveen de un entorno similar al de muchas MECs, una gran relacion
superficie/volumen, porosidad interconectada y son capaces de guiar a las células a
adherirse y proliferar en su superficie [9]. En estas matrices con caracteristicas
superficiales en la escala nanométrica las células interaccionan con una superficie en
las tres dimensiones, similar a lo que ocurre en la MEC. Por el contrario, cuando las
caracteristicas superficiales son mucho mas grandes que el tamafio de las células
estas se adhieren a la superficie del substrato adquiriendo una conformacion plana, al
igual que en superficies de los recipientes de cultivo convencionales (Figura 2) [10].
De esta forma, las matrices nanofibrosas poseen una mayor area para la absorcion

de proteinas y presentan mas sitios de adhesion para los receptores de membrana.

Existen diversas técnicas para la fabricacion de nanofibras poliméricas, entre ellas el
electrohilado es la técnica preferida dado que es relativamente sencilla, versatil,
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rentable, requiere un herramental simple y es adecuada para producir fibras ultrafinas
a partir de una variedad de polimeros sintéticos y naturales [11]. Adema4s, es una
técnica eficiente para la fabricacion a mayor escala de materiales nanofibrosos.

Matriz con microporosidad

Matriz nanofibrosa

"l‘ Receptor de membrana ) Interaccion receptor-ligando
Ligando Jms=d)y Dispersion celular

Figura 2. Interaccion de las células en matrices con diferentes arquitecturas [12].

1.3.1. Electrohilado de soluciones poliméricas

El electrohilado es una técnica que utiliza fuerzas electroestaticas para producir fibras
poliméricas de tamafio submicrométrico y nanomeétrico. La técnica puede ser utilizada
para generar fibras de una amplia variedad de tipos de polimeros: sintéticos, naturales,
biodegradables, no degradables, o mezclas de estos [11]. Las matrices electrohiladas
encuentran aplicacion en el campo de biomateriales en sistemas de liberacion
controlada de farmacos, ingenieria de tejidos, cicatrizacibn de heridas, como
recubrimiento de implantes y otras superficies de dispositivos biomédicos, entre otras
[10].

En la Figura 3 se muestra un esquema del proceso de electrohilado. Durante el
electrohilado, se aplica una diferencia de potencial entre una aguja que contiene el
polimero fundido o en solucién y un colector. En ausencia de un campo eléctrico una
gota de polimero se mantiene en la punta de la aguja por tension superficial del liquido.

En presencia de un campo eléctrico se inducen cargas en la gota de polimero
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desestabilizandola. La repulsion entre las cargas inducidas produce una fuerza que
se opone a la tensién superficial y al aumentar el campo la gota se elonga, formando
lo que se conoce como el cono de Taylor. Si la diferencia de potencial es suficiente
para superar la tension superficial, un chorro continuo es eyectado de la punta del
cono de Taylor acelerandose hacia el colector. Luego de viajar una distancia corta, el
chorro experimenta inestabilidades como movimientos tipo latigazo (whipping) como
consecuencia de la interaccion entre el campo de atraccion electrostatico aplicado y
las fuerzas repulsivas de las cargas inducidas en la superficie del chorro. Asimismo,
al viajar el chorro el solvente se evapora (o el polimero solidifica) y fibras del polimero
sélido son depositadas en el colector opuestamente cargado o a tierra formando la
matriz [11, 13].

Chorro de solucion

Solucion polimérica

':.fl \l| Colector

Bomba

"["I""-r’

Aguja

Fuente de alto
voltaje

Figura 3. Esquema tipico del proceso de electrohilado [10].

El uso eficaz y eficiente de la técnica requiere de la optimizacién de varios factores:
pardmetros del proceso, de la solucion y ambientales. La morfologia, disposicion
espacial y tamafo de las fibras, asi como la porosidad, el area superficial y la
topografia de las matrices pueden ajustarse variando estos parametros [14].
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1.3.1.1. Propiedades de la solucion polimérica

Las propiedades intrinsecas de la solucién ejercen una gran influencia en la
morfologia de las fibras obtenidas. Entre las propiedades mas relevantes se
encuentran: la naturaleza del solvente y la concentracién, viscosidad, tension

superficial y conductividad de la solucion polimérica.

La eleccidon del solvente es critica para lograr la disolucién de un polimero dado.
Ademas de la solubilidad del polimero en el solvente, es importante considerar su
temperatura de ebullicion como indicativo de su volatilidad. En general, se prefieren
solventes volétiles ya que esto aumenta la velocidad de solidificacion del chorro de
solucién durante su trayectoria hacia el colector, evitando el secado incompleto que
produce morfologia de fibras planas tipo liston o fusién de las fibras. Los solventes
altamente volatiles deben evitarse ya que puede producirse su evaporacion en la
punta de la aguja, resultando en la obstruccion del flujo de polimero. La morfologia de
las fibras y la porosidad de la matriz puede regularse utilizando un solvente o mezcla
de solventes [15, 16].

Las fuerzas viscoelasticas son las responsables de contrarrestar las fuerzas de
estiramiento generadas por la repulsion electrostatica del chorro cargado. A
concentraciones de polimero bajas, y viscosidad baja, el chorro se rompe debido a la
tensién superficial conduciendo a la formacién de gotas antes de alcanzar el colector.
Al aumentar la concentracion de polimero, y la viscosidad de la solucion, el
enmarafiamiento de las cadenas poliméricas aumenta, siendo el chorro menos
propenso a romperse debido a las mayores fuerzas viscoelasticas, obteniéndose
fibras. Sin embargo, a concentraciones por encima de un cierto limite la viscosidad de
la solucién se vuelve muy alta, interrumpiendo el flujo de polimero a través de la aguja
[17, 18]. La obtencién de fibras ocurre entonces en un rango Optimo de viscosidad
determinado, para cada sistema solvente-polimero, por la concentraciéon de polimero
en la solucién. Asimismo, la morfologia de las fibras y la presencia de defectos en la
matriz final varian dentro de este intervalo. Un aumento en la viscosidad contribuye a

la estabilidad del chorro y por lo tanto a la obtencion de fibras mas uniformes.

La concentracién de polimero y su naturaleza no solo afectan la viscosidad de la
solucion sino también su tension superficial. Para obtener fibras, es necesario vencer

la tension superficial de la solucion de forma de lograr el estiramiento del chorro.
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Cuanto mas elevada es la tension superficial, mayor sera la diferencia de potencial
requerida en el proceso. Generalmente, un aumento en la concentracion de polimero

disminuye la tension superficial de la solucion.

Por altimo, la conductividad de la solucion determina su capacidad de transporte de
carga, siendo ésta mayor para soluciones de alta conductividad. El chorro formado a
partir de una solucion de alta conductividad se ve sometido a mayores fuerzas de
estiramiento al aplicar una cierta diferencia de potencial. En términos generales, se ha
observado que un incremento en la conductividad de la solucidon resulta en una

disminucién en el diametro medio de las fibras [19].

1.3.1.2. Pardmetros del proceso

Por su parte, los parametros del proceso tales como la diferencia de potencial
aplicada, la distancia entre la aguja y el colector, la velocidad de flujo, y el tipo de
colector también influyen en gran medida en la obtencion y caracteristicas de las
fibras.

El efecto la diferencia de potencial en la obtencién de fibras depende de cada sistema
en particular. Para cada uno de ellos existe un valor critico para el cual la fuerza de
repulsion electrostatica producto de las cargas inducidas en la solucion polimérica o
el polimero fundido es suficiente para superar la tension superficial y formar un chorro
continuo (Figura 4) [14]. Un incremento en el potencial por encima de este valor
produce un aumento las cargas inducidas y consecuentemente un mayor estiramiento
del microchorro, obteniéndose fibras mas finas [16]. Sin embargo, si la diferencia de
potencial es muy grande, el solvente se evapora rapidamente, reduciendo la etapa de

estiramiento de las cadenas, y aumentando el diametro medio de las fibras.
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Figura 4. Efecto de las cargas inducidas en la forma de la gota eyectada de la aguja. Al
aumentar la intensidad del campo eléctrico: a) goteo normal, b) micro-goteo, ¢) cono de
Taylor intermitente y d) jet continuo del cono de Taylor [20].

La velocidad de flujo a través de la aguja influye en el diametro de las fibras, la
porosidad y la geometria de la matriz electrohilada. Para mantener la forma del cono
de Taylor en la punta de la aguja y evitar morfologias tipo perla, es necesaria una
minima velocidad de flujo que reemplace la solucién o polimero fundido que se va
perdiendo al eyectarse el chorro. Un aumento en la velocidad de flujo esta asociado a
un incremento en el diametro medio de fibras y el tamafio de poros de la matriz, debido
a que el volumen de polimero disponible en la punta de la aguja es mayor. Si la
velocidad de flujo es muy alta, las fibras no logran secarse por completo antes de

llegar al colector, observandose una mayor aparicién de morfologias tipo perlas [11].

Por otro lado, la distancia entre la aguja y el colector determina el tiempo que tendra
el solvente para evaporarse, afectando el tamafio y morfologia de las fibras obtenidas.
A distancias pequefas, el tiempo no sera suficiente para que se evapore todo el
solvente, resultando en fibras de morfologia plana debido al secado incompleto [11,
13]. En general, al incrementar esta distancia el diametro de las fibras decrece debido

a que el chorro experimenta un mayor estiramiento.

Existen una gran variedad de tipos de colectores y de su eleccion dependera la
disposicion de las fibras electrohiladas [21]. Se pueden obtener fibras al azar,
alineadas, radiales, siguiendo un patrén, etc. Para la obtencion de fibras al azar se
utilizan normalmente colectores planos, mientras que fibras alineadas pueden

obtenerse con colectores cilindricos o discos rotatorios (Figura 5).
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Colector
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Colector Colector con
rotatorio micropatron
A

Fibras al azar Fibras alineadas Matriz con micropatron

Figura 5. Esquemas de distintos tipos de colectores: a) plano, b) cilindro rotatorio y c)
colector con micropatron.

La posibilidad de crear estructuras ordenadas tiene implicancias en el desempefio de
las matrices. Se ha demostrado en numerosos trabajos de investigacion, que el
alineamiento de las fibras afecta el comportamiento de distintas lineas celulares

favoreciendo procesos de adhesién y diferenciacion [22, 23].

1.3.1.3. Condiciones ambientales

Factores ambientales tales como la humedad relativa, la temperatura y la velocidad
del aire también influyen en el tamafio y morfologia de las nanofibras [13]. La
temperatura produce efectos opuestos sobre dos variables que influyen en el diametro
medio de fibras: la velocidad de evaporacién del solvente y la viscosidad de la solucion
polimérica. A menor temperatura, menor sera la velocidad de evaporacion, ocurriendo
la solidificacion mas lentamente; el microchorro se encuentra entonces expuesto a las
fuerzas de estiramiento por mas tiempo, obteniéndose fibras mas finas. Por otro lado,
a menores temperaturas, las cadenas poliméricas poseen menor movilidad y la

viscosidad de la solucién es mayor, imponiendo mayor resistencia al estiramiento [24].

La humedad influye tanto en el secado del microchorro como en la disipacion de
cargas superficiales en él. Se ha reportado que disminuir la humedad en la que se

lleva a cabo el electrohilado conduce a un aumento en el diAmetro medio de las fibras.
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Cuando el solvente es acuoso, este efecto puede explicarse por el aumento de
velocidad de evaporacion del solvente debido a la mayor diferencia entre la presion
de vapor del solvente y la presion parcial de este, fuerza impulsora para la
evaporacion. Si la evaporacion se produce rapidamente, el chorro es expuesto al
estiramiento de las cadenas poliméricas producto de la diferencia de potencial por
menos tiempo. En cambio, cuando el solvente no es acuoso, la velocidad de
evaporacion del solvente no se ve afectada; sin embargo, si el polimero es hidrofilico
en condiciones de alta humedad puede producirse una absorcion de agua del
ambiente, lo cual causa que las nanofibras solidifiquen mas lentamente y que el
estiramiento de las cadenas continde por mas tiempo, resultando en fibras més finas
[25, 24]. Por otro lado, durante el electrohilado, una parte de la carga inducida en el
chorro es disipada debido a que las moléculas de vapor de agua en el ambiente crean
caminos conductivos. Cuando la humedad disminuye, la disipacion de carga
disminuye y la densidad de carga en el chorro aumenta, ocasionando la rotura de las
fibras [26]. La sensibilidad y el efecto de cambios en la humedad ambiente dependen

de la naturaleza del sistema solvente-polimero utilizado.

1.4. Biomateriales poliméricos

Los biomateriales abarcan metales, cerdmicos, polimeros y compuestos. Se pueden
procesar través de diversas técnicas para obtener piezas, recubrimientos, fibras,
filmes, espumas, entre otros. La elecciéon del biomaterial para una dada aplicacion
estara guiada por las propiedades mecanicas, quimicas y biolégicas éptimas para su

aplicacion y el entorno biolégico donde seré utilizado.

Entre los requerimientos para que una matriz pueda ser utilizada en cultivo celular
para guiar las funciones celulares se encuentran: buena biocompatibilidad; velocidad
de degradacion tal que permita llevar a cabo el cultivo; propiedades mecanicas
adecuadas; topografia y quimica superficial apropiada para la adhesion y proliferacion
celular; y la capacidad para incorporar principios bioactivos y factores de crecimiento.
Ademas, el material debe poder ser procesado para obtener la arquitectura

tridimensional deseada.

Los polimeros presentan ventajas en términos de su biocompatibilidad y
procesabilidad, y por ello son ampliamente utilizados en aplicaciones biomédicas
como materiales para reproducir el entorno de la MEC.
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1.4.1. Polimeros naturales

Los polimeros naturales son macromoléculas presentes en la naturaleza. Estos
pueden ser obtenidos a partir de componentes de la MEC (colageno, elastina, fibrina,
acido hialurénico, Matrigel™) u otras fuentes naturales (alginato, quitosano, celulosa)
[27]. El atractivo de estos polimeros se debe a que son reconocidos por sistemas
biolégicos, su inherente biocompatibilidad, y su relativa abundancia [28]. Asimismo, al
ser obtenidos a partir de fuentes naturales pueden incluir componentes presentes en
tejidos humanos, lo cual provee ventajas adicionales como propiedades mecanicas
similares a los tejidos naturales [29]. Sin embargo, la variabilidad en sus propiedades,
el control limitado de sus propiedades fisicoquimicas, su posible inmunogenicidad, la
dificultad para esterilizarlos y su purificacion constituyen limitaciones a superar [30].
Ademas, la fabricacion de matrices a partir de polimeros naturales esta condicionada

por sus pobres propiedades mecéanicas.

El coldgeno es una proteina fibrosa y uno de los componentes principales de la matriz
extracelular. A pesar de que ha sido ampliamente utilizado en regeneracion de tejidos,
presenta desventajas como la posibilidad de toxicidad debida a residuos de
catalizador e iniciador durante el entrecruzamiento necesario para mejorar su
estabilidad y propiedades mecanicas. La gelatina es un biopolimero ampliamente
utilizado obtenido a partir de la desnaturalizacion del coldgeno via hidrolisis. La
gelatina ha comenzado a ganar relevancia ya que el proceso de desnaturalizacion
provee una menor antigenicidad, mejor solubilidad y reduce las variaciones
estructurales debido a que se pierde la estructura terciaria del colageno [31, 32].
Ademas, conserva la biocompatibilidad y biodegradabilidad y posee un menor costo

gue el colageno [33].

Tanto el colageno como la gelatina poseen en su estructura primaria veinte
aminoacidos diferentes en proporciones variables. Esta estructura primaria no se ve
afectada durante la hidrolisis y provee de la secuencia de reconocimiento RGD
(Arginina-Glicina-Aspartato), motivo de unién celular para la adhesion mediada por
integrinas, y de sitios de degradacion como metaloproteinasas de la matriz
extracelular (MMP) [34, 35]. Asimismo, de acuerdo a la literatura ambos mejoran la

infiltracion, adhesion, propagacion y proliferacion celular.
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Las propiedades de la gelatina dependen de la fuente de colageno (usualmente bovina
o porcina), edad del animal, tipo de colageno, y del tipo de conversion de colageno a
gelatina (hidrolisis acida o alcalina). La disolucién y pérdida de las estructuras
tridimensionales de la gelatina en condiciones fisioldgicas es aun un desafio a superar.
Por este motivo se utilizan diversos métodos para estabilizar la estructura de la
gelatina, entre ellos: por medio de un entrecruzamiento quimico o mezclando

fisicamente con otros polimeros [22, 36].

La funcionalizacion de los grupos funcionales que contienen aminas en la gelatina con
grupos metacrilato se utiliza para obtener un biomaterial fotopolimerizable llamado
GelMA (Figura 6). La GelMA es un biomaterial que posee similitudes con los
componentes en la matriz extracelular de tejidos naturales y ha sido extensamente
investigada para estudios celulares y aplicaciones en ingenieria de tejidos debido a su
buena biocompatibilidad, por su baja antigenicidad, y por sus propiedades
fisicoquimicas modulables mediante el entrecruzamiento de los grupos funcionales
introducidos [37]. El entrecruzamiento fotoquimico tiene lugar so6lo en presencia de un
fotoiniciador y mediante la exposicién a una fuente externa de luz UV. El fotoiniciador
usualmente utilizado es Irgacure 2959 debido a su baja toxicidad a las
concentraciones utilizadas [32]. Este entrecruzamiento resulta en un hidrogel con
rigidez y densidad que pueden controlarse variando la masa de polimero seco, grado
de funcionalizacion, concentracion de fotoiniciador, intensidad de la luz ultravioleta y
tiempo de exposicion [32, 34]. Sin embargo, sus propiedades mecéanicas son pobres
y experimenta una rapida degradacion enzimatica, lo cual limita sus aplicaciones
biomédicas. Para superar esta limitacion, la GelMA se combina con otros polimeros

naturales y sintéticos [37, 38].
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Figura 6. Sintesis y fotoentrecruzamiento de la GelMA: a) reaccion de la gelatina y el
anhidrido metacrilico (la modificacién ocurre en las aminas primarias y los grupos hidroxilo)
b) los radicales libres generados del fotoiniciador inician la polimerizacién y dan lugar a una

red entrecruzada [39].

1.4.2. Polimeros sintéticos

A diferencia de los polimeros naturales, los polimeros sintéticos permiten un mayor
control sobre sus propiedades durante la sintesis y pueden ser procesados mediante
diferentes técnicas, pudiendo ser conformado en una gran variedad de formas [40].
La seleccion de diferentes mondmeros, iniciadores, condiciones de reaccion, asi como
la presencia de aditivos, determina propiedades tales como cristalinidad, temperatura
de transicion vitrea y de fusién, peso molecular y grupos funcionales del polimero
resultante [41]. Esto permite que puedan ser disefiados para satisfacer un propdsito
especifico. En general, los polimeros sintéticos poseen buenas propiedades
mecanicas y estabilidad térmica; sus propiedades quimicas y mecanicas son mas

uniformes y predecibles; y son libres de inmunogenicidad [27, 41].

La policaprolactona (PCL) es un polimero semicristalino y uno de los poliésteres mas
utilizados en aplicaciones biomédicas debido a su biocompatibilidad, buena
resistencia mecanica y biodegradabilidad [37, 41]. Es miscible en una gran variedad

de solventes y puede ser mezclado con diferentes polimeros para formar soluciones
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miscibles. Sin embargo, es hidrofébico, no promueve la adhesion celular y su
degradacion in vivo requiere varios afios. Se ha reportado que la degradacion de un
sistema de PCL de alto peso molecular (Mn=50.000) requiere tres afios para su
completa remocion del cuerpo [42]. Una forma de superar estas limitaciones es
combinandolo con otros biomateriales para mejorar su hidrofilicidad,

biodegradabilidad y regular sus propiedades mecénicas [37, 43].

El polietilenglicol (PEG) es un polimero sintético soluble en agua cuya unidad repetitiva
es el 6xido de etileno. Es hidrofilico, no inmunogénico y su toxicidad es baja. Posee
una resistencia intrinseca a la adsorcion de proteinas y adhesion celular, lo cual lo
vuelve un material bioinerte [37, 41]. Tanto polimeros como oligémeros de PEG son
usualmente modificados reemplazando los grupos hidroxilos por grupos acrilatos
(PEGDA) o metacrilatos (PEGDMA) obteniéndose un derivado entrecruzable. La
reaccion de entrecruzamiento puede obtenerse por polimerizacion térmica o
fotopolimerizacién [44]. Cuando la reaccién es fotoiniciada, la polimerizacién por
radicales libres ocurre en presencia de un fotoiniciador expuesto a luz UV. Cada
monomero de PEGDMA tiene dos grupos metacrilatos los cuales pueden reaccionar
con hasta otros dos grupos metacrilato creando enlaces covalentes. De esta manera,
cada mondmero puede unirse covalentemente hasta con otros cuatro monémeros

resultando en una red entrecruzada (Figura 7) [45].

PEGDMA o
o f/\o
Fotoiniciador ©
o]
JHT {\/\O n| A
o}
(o]
Mo
o]

Figura 7. Reaccion de fotopolimerizacion del PEGDMA que resulta en una red polimérica
entrecruzada.

Los hidrogeles basados en PEG son uno de los sistemas de biomateriales mas
adaptables ya que sus propiedades pueden controlarse variando el peso molecular,

composicién quimica, la cantidad y tipo de iniciador, y el grado de entrecruzamiento
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[46, 45]. Ademas, poseen una baja biodegradabilidad debida a la estabilidad hidrolitica
de los enlaces éter, lo cual los hace adecuados como material para aplicaciones en
cultivo celular. Sin embargo, éstos no pueden utilizarse solos ya que no proveen de
un entorno ideal para la adhesion celular y formacién de tejido; es por esto que se los

mezcla con polimeros biocompatibles.

2. Objetivos

El objetivo principal de este proyecto es obtener matrices electrohiladas biomiméticas
basadas en GelMA para que en su potencial uso en cultivo celular influyan en el
proceso de diferenciacion de células madre a través de control de la topografia y

composicion del biomaterial. Los objetivos especificos propuestos son:

= Optimizar el procesamiento por electrohilado de soluciones basadas en GelMA
para la obtencion de fibras con distintas morfologias (al azar y alineadas) a
partir del uso de distintos colectores.

= Modular el tiempo de degradacion mediante dos estrategias: (1) agregando
distintas cantidades de un entrecruzante biocompatible (PEGDMA) o (2)
mezclando con polimero de mayor tiempo de degradacion (PCL).

= Caracterizar la morfologia y propiedades de las distintas matrices obtenidas.

» Evaluar la posibilidad de escalar el/los material/es adecuados para la aplicacion

y comparar con materiales comerciales semejantes.

3. Materiales

La gelatina metacrilada (GelMA) con un grado de funcionalizacion de 71% fue
sintetizada previamente a partir de gelatina tipo A de piel porcina con Resistencia de
Gel 300 y anhidrido metacrilico (MAA) comprados a Sigma-Aldrich [34]. Se emple6
ademas poli(e-caprolactona) (PCL, Mn=80.000, Sigma-Aldrich) y polietilenglicol
dimetacrilato (PEGDMA, Mn=550, Sigma-Aldrich). El acido acético glacial fue
comprado a Aldrich y el metanol a Laboratorios Cicarelli. El fotoiniciador Irgacure®
2959 fue donado por BASF (Nienburg, Alemania). La solucién buffer-fosfato salina
(PBS) fue preparada en el laboratorio (0,1 M, pH=7,4).
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4, Métodos

4.1. Obtencién de las matrices

Las matrices nano y microfibrosas de GelMA/PCL y GelMA/PEGDMA se fabricaron

por electrohilado de soluciones poliméricas.

4.1.1. Preparacion de las soluciones poliméricas

Se prepararon soluciones de GelMA/PEGDMA y GelMA/PCL en &cido acético glacial
empleando distintas relaciones en masa (Tabla 1). Para la solucion GPCL primero se
disolvié la PCL en el acido acético mediante agitacidon magnética y luego se agrego
GelMA. Para las soluciones GPEG primero se disolvié GelMA en el acido acético y
luego se agregd PEGDMA,; una vez homogéneas se les agrego el fotoiniciador (0,5%
m/v) y se las dejo 30 min en agitacion antes de ser electrohiladas.

Tabla 1. Concentracion de las soluciones GelMA/PCL y GelMA/PEGDMA.

Solucién PCL (% p/p) GelMA (% p/p) PEGDMA (% p/p)
GPCL 8 12 -

GPEG 4:1 - 20 5

GPEG 2:1 - 17 8

GPEG 1:1 - 12,5 12,5

4.1.2. Electrohilado

Las matrices fueron fabricadas utilizando un equipo de electrohilado (Modelo 2.2.D-
350, Yflow S.D.). Los parametros del proceso (velocidad de flujo, diferencia de
potencial y distancia de la aguja al colector) se optimizaron para obtener fibras de cada
mezcla. Se procesod a una distancia colector-aguja de entre 15-20 cm, a una velocidad
de flujo entre 0,2-0,6 ml/h aplicando una tension entre 8-12 kV. Las soluciones
preparadas se cargaron en una jeringa de polipropileno de 10 ml conectada a un tubo
de poliamida con una aguja de acero inoxidable (18 G) en el otro extremo. La aguja y
el colector se conectaron a una fuente de polaridad positiva y nhegativa,
respectivamente. Se emplearon dos tipos de colectores de aluminio: plano y rotor
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(Figura 8) para obtener fibras al azar y alineadas. Las condiciones de humedad y
temperatura se mantuvieron durante los procesamientos entre 24,5+1,5°C y 39+6%,
respectivamente. Una vez obtenidas, las matrices se secaron bajo vacio a
temperatura ambiente para eliminar el solvente que pudiera haber quedado luego del

procesamiento.

Figura 8. a) Colector plano y b) tambor rotatorio utilizados para obtener fibras al azar y
alineadas, respectivamente.

Se fabricaron ademas matrices bicapa con el fin de facilitar la manipulacién. Para esto,
primero se electrohilé una capa de PCL a partir de una solucion 20%p/p de PCL en

acido acético y luego la solucién de GelMA de interés.

4.1.3. Fotoentrecruzamiento de las matrices

El entrecruzamiento de las matrices se llevé a cabo rociando las membranas con una
solucion del fotoiniciador al 1% en metanol y exponiéndolas a una fuente de luz UV
(Ladmpara UVL-28, 365 nm) a 2,5 cm durante 10 min. Luego del entrecruzamiento las

muestras fueron secadas en una camara de vacio a temperatura ambiente.

4.2. Caracterizacion de las soluciones poliméricas

4.2.1.Viscosidad

La viscosidad de las soluciones fue determinada a temperatura ambiente utilizando

un viscosimetro MYR de la serie VR 3000 con un adaptador de pequefio volumen. Se

27



utilizé un husillo tipo TR8 y las velocidades de rotacion seleccionadas fueron 20 rpm
para las matrices GPCL y GPEG 4:1, y 50 y 100 rpm para las matrices GPEG 2:1y
GPEG 1:1, respectivamente.

4.2.2. Tension superficial

La tension superficial de las soluciones se obtuvo con un goniémetro (Modelo 500,
Rameé-Hart Instruments Co., USA) utilizando la técnica de la gota colgante. Para ello,
el equipo tomd im&genes de una gota de la solucion que pendia de una aguja justo
antes de su caida. Las imagenes se analizaron de forma automatica con el software

DROPimage Advanced utilizando la siguiente ecuacion:

_ (Ap*g*R{)
B
Donde Ap es la diferencia de densidad entre la gota y el fluido circundante; g es la
aceleracion de la gravedad; RO, es el radio de curvatura en el apice de la gota, y B es
el factor de forma. Cuando la gota es lo suficientemente grande para permitir medir

Ds, B se define como:

f = —0.12836 + 0.7577 * 0 — 1.7713 * 62 + 0.5426 = ¢°

Ds
De

Siendo De el didmetro maximo y Ds el diametro a una distancia De de la punta de la
gota (Figura 9).

X

La]
foral o )

Ro

Figura 9. Perfil de la gota de solucién durante el andlisis de la tension superficial.
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4.3. Caracterizacion de las matrices electrohiladas

4.4. Caracterizacion morfolégica

Se utilizé un microscopio electrénico de barrido (JSM-6460 /LV, JEOL USA, Inc., USA)
para observar la morfologia de las matrices electrohiladas. Las muestras fueron
inicialmente recubiertas con Pb/Au en una camara de vacio a 5000 mTorr para luego
ser analizadas utilizando un haz de electrones acelerado a 15 kV. A partir de las

micrografias se determinaron los siguientes pardmetros estructurales:

4.4.1.1. Didmetro de fibras

Se determiné el diametro de 100 fibras distintas en una micrografia de cada sistema
utilizando el software Image-Pro Plus. A partir de estos valores se obtuvo un
histograma y valor medio del diametro de fibras para cada matriz.

4.4.1.2. Orientacion de fibras

La orientacion de las fibras se determind utilizando el complemento Directionality de
ImageJ el cual aplica una transformada de Fourier para analizar la direccién de las
fibras. Por otra parte, para evaluar el grado de alineacién se utilizé el angulo de cada
fibra proporcionado por Image-Pro Plus y se sustrajo el angulo medio de fibra del valor
de las fibras individuales con el objetivo de normalizar la alineacién. Luego se graficé
el histograma del &ngulo de fibra para cada matriz dentro £90° y el porcentaje de fibras
alineadas se calcul6 considerando alineada a una fibra si su angulo se encontraba a
+20°.

4.4.2. Caracterizacion quimica

4.4.2.1. Espectroscopia infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

Las matrices se analizaron utilizando un espectrometro infrarrojo por transformada de
Fourier con un accesorio de reflectancia total atenuada (ATR-FTIR) (Nicolet 6700,
Thermo Scientific, Inc., USA) en el intervalo de nimeros de onda de 4000 — 400 cm™

con una resolucién de 4 cm1.
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4.4.3. Caracterizacion superficial

4.4.3.1. Angulo de contacto

El &ngulo de contacto de las matrices se midi6é con un goniémetro (Modelo 500, Ramé-
Hart Instruments Co., USA) utilizando el método de la gota sésil. Se recortaron
cuadrados de las distintas matrices, se depositd una gota de agua destilada (MilliQ)
sobre la superficie de cada matriz con una micropipeta y se obtuvieron los angulos de
contacto con el software DROPimage Advanced. Se tomaron imagenes de las gotas
durante la medicion utilizando una camara CDD. EIl procedimiento fue repetido tres

veces para cada matriz.

4.4 4. Caracterizacion térmica

4.4.4.1. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Para determinar las propiedades térmicas (temperatura de transicion vitrea, entalpia
de fusion, temperatura de fusion) de los componentes puros y las matrices obtenidas
luego del electrohilado se utiliz6 un calorimetro diferencial de barrido (Pyris 1,
PerkinElmer Inc., USA). Se realiz6 un barrido de nitrdgeno con el siguiente programa
térmico: las muestras se mantuvieron 1 min a 10°C y luego se aplic6 una velocidad de

calentamiento de 10°C/min hasta alcanzar 300°C.

4.4.4.2. Analisis termogravimétrico (TGA)

Con el objetivo de determinar la estabilidad térmica de las matrices (rango de
estabilidad, temperaturas de degradacién) se realiz6 un analisis termogravimétrico
(TGA-50, Shimadzu Scientific Instruments, USA). Las muestras se calentaron de 25 a

700°C a una velocidad de 10°C/min en una atmosfera de nitrdgeno.

4.45. Hinchamiento

Se cortaron cuadrados de aproximadamente 1 cm de lado de las matrices bicapay se
los colocé en viales previamente pesados. Luego se peso el conjunto en una balanza
analitica (Wo) y se calcul6 la masa de muestra (Wm) como la diferencia. Cada muestra
fue inmersa en 2 ml de solucion buffer fosfato (PBS) de pH=7,4 y los viales se
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introdujeron en una incubadora a 37°C. Luego de 1h, 3h, 6h, 1d, 3d y 7d se retir6 el
PBS, se quitd el excedente de liquido de las paredes de los viales y se pesaron
nuevamente (Wf). El grado de hinchamiento se calculé como:

(Wf —Wo)

Hinchamiento (%) = 100 x
Wm

4.4.6. Degradacion

Se evalué la degradaciéon de las matrices con el tiempo en PBS a 37°C. Para ello se
secaron en una camara de vacio a temperatura ambiente las muestras anteriormente
inmersas en PBS a 37°C durante 1, 3 y 7 dias (Secciéon 4.3.4.) y luego se pesaron
dentro de los viales (Wd). Se calculé la degradacion como la pérdida de masa
utilizando la siguiente ecuacion:

(Wo — Wd)

AM (%) = 100 x -

5. Resultados

La gelatina metacrilada ha demostrado ser un biopolimero con propiedades biolégicas
Optimas dada su estructura proteica y la presencia de secuencias del RGD que
favorecen la adhesion celular [31]. Particularmente, en nuestro grupo de investigacion,
se han desarrollado previamente matrices electrohiladas de GelMA como soporte para
cultivo celular [34]. Sin embargo, la necesidad de un mayor control en las propiedades
de degradacion e hinchamiento de las matrices de GelMA motivo el desarrollo de este
trabajo. De esta forma, se fabricaron matrices de GelMA/PCL y de GelMA/PEGDMA
para analizar la influencia del mezclado con un polimero de menor velocidad de

biodegradacion y de un entrecruzamiento quimico en las propiedades del biomaterial.

5.1. Caracterizacion de las soluciones poliméricas

Se evaluaron dos propiedades intrinsecas de las soluciones poliméricas que afectan
el proceso de electrohilado: la tensién superficial y la viscosidad. Los resultados para

las distintas soluciones se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Viscosidad y tensién superficial de las soluciones poliméricas.

Solucién Tension superficial Viscosidad
(mN/m) (mPa.s)
GPCL 24,90 £ 0,01 990 + 25
GPEG 4:1 29,76 £ 0,08 360 + 25
GPEG 2:1 27,17 £ 0,03 110+ 10
GPEG 1:1 25,17 +£0,01 805

En las soluciones GPEG se observa una mayor viscosidad al aumentar la cantidad
relativa de GelMA. Este incremento esta relacionado a un aumento en el volumen
hidrodindmico, es decir, el volumen ocupado por la configuracion adoptada por la
cadena polimérica y el solvente embebido en ella. Esto puede atribuirse a la mayor
interaccién electrostética debida al incremento de las especies cargadas resultantes
de la disolucién de la GelMA en el acido acético y al impedimento estérico causado
por las cadenas de GelMA, de mayor peso molecular que el PEGDMA. La solucién
GPCL present6 el mayor valor de viscosidad, lo cual puede relacionarse al alto peso
molecular de la PCL. La mayor interaccion entre las cadenas de GelMA y PCL, ambas
de alto peso molecular, limita el movimiento de cadenas, lo cual se ve reflejado en un

aumento de la viscosidad.

Se puede observar una tendencia a aumentar la tension superficial al aumentar la
cantidad relativa de GelMA en la solucion. Ademas, los valores de las soluciones
GPCL y GPEG 1:1 son similares, lo cual puede estar dado por similitud en la
concentracion de GelMA de ambas soluciones. Para poder observar esto mejor en la
Figura 10 se muestra un grafico de la tension superficial en funcién de la concentracion

de GelMA en la solucion.

32



30

GPEG 4:1

29

28

27 GPEG 2:1

26

Tension superficial (mN/m)

25
‘\f\bPEG1ﬂ

GPCL
24 . . ’ . r . ’ , r .
12 14 16 18 20 22

GelMA (% p/p)

Figura 10. Tension superficial como funcién de la concentracion de GelMA en la solucion

5.2. Obtencién de las matrices electrohiladas

Las condiciones bajo las cuales se obtuvieron las matrices y los pardmetros de
procesamiento utilizados se detallan en la Tabla 3. Estos fueron ajustados durante el
procesamiento observando la forma de la gota de solucion desde la cual se origina el
microchorro y la deposicién sobre el colector buscando lograr la formacién del cono
de Taylor y una eyeccion continua de fibras del extremo del mismo. Las matrices
obtenidas (Figura 11) presentaron un espesor suficiente para poder ser desmoldadas
y manipuladas al cabo de 3-5h de procesamiento. Sin embargo, las matrices
colectadas en el tambor rotatorio mostraron espesores inferiores debido a la mayor
superficie de recoleccién (Figura 11.b). El tiempo de procesamiento es un aspecto
relevante al considerar la escalabilidad de la produccion de las matrices. Por lo tanto,
con el fin de acortar los tiempos de recoleccién, para los estudios de hinchamiento, de
degradacion y biologicos se realizaron matrices con una primera capa de PCL (2h,
20cm, +13kV,-2kV, 1mi/h) por sobre la cual se electrohil6 la solucion de interés (Tabla
4). De esta forma, se obtuvieron matrices con un espesor tal que permite el desmolde

y manipulacion.
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Tabla 3. Parametros de procesamiento utilizados en el electrohilado

Distancia al T+ T - Vilujo
colector (cm) (kV) (kV) (ml/h)

Orientacion Matriz

Al azar GPCL 20 8,5 1 0,2
GPEG 4:1 15 9 1 0,2

GPEG 2:1 15 10 1 0,6

GPEG 1:1 15 9 1 0,2

Alineadas GPCL 20 9 2 0,2
GPEG 2:1 15 10 2 0,6

Figura 11.Fotografia de algunas de las matrices producidas: a) GPEG 2:1 alineadas, b)
GPCL alineadas, ¢) PCL — GPEG 2:1 al azar y d) PCL - GPCL alineadas
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Tabla 4. Parametros de procesamiento utilizados de las matrices bicapa.

. . . Distancia al T+ T-  Viujo
Orientacioén Matriz
colector (cm) (kV) (kV) (ml/h)
Al azar GPCL 20 11 2 0,2
GPEG 2:1 15 10 1 0,6
Alineadas GPCL 15 11 2 0,2
GPEG 2:1 15 10 1 0.6

5.3. Caracterizacion morfoldgica

Las micrografias SEM de las matrices obtenidas utilizando los parametros detallados
en la Tabla 3 junto con la distribucién de tamafio de fibras y el valor diametro medio
de fibra para cada sistema se muestran de la Figura 12 a la Figura 17. En todos los
casos se obtuvieron matrices de morfologia nano y microfibrosa. No fue posible
obtener fibras alineadas a partir de las soluciones de GPEG 4:1y 1:1, lo cual se puede
atribuir a una mayor viscosidad de la solucién producto de la accién conjunta de la
menor temperatura ambiente al momento de procesar y la corriente de aire generada
por el tambor rotatorio frente a la punta de la aguja. Esto pudo haber ocasionado una

irrupcién en el flujo al taparse la aguja y que el electrohilado se vea impedido [11].
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Figura 12. Matriz de GPEG 4:1 al azar: a) Micrografias a 200x y 1000x, b) Distribucién de
tamario de fibras.
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Figura 13. Matriz de GPEG 2:1 al azar: a) Micrografias a 1000x y 8000x, b) Distribucion de
tamaiio de fibras.
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Figura 14. Matriz de GPEG 1:1 al azar: a) Micrografias a 1000x y 8000x, b) Distribucion de
tamafio de fibras.

Las micrografias de matrices al azar de GPEG (Figura 12 a Figura 14) muestran una
morfologia principalmente fibrosa. En menor medida, se observé la aparicién de fibras
con perlas y fusién de fibras en las matrices. Al disminuir la cantidad de relativa de
GelMA, la morfologia y diametro de fibra se torn6 mas homogéneo. Probablemente,
estas diferencias en la morfologia se deben a los distintos parametros del proceso
utilizados y las condiciones ambientales al momento de procesar, asi como de las
propiedades intrinsecas de cada solucién. Es posible que la aparicién de perlas se
deba la mayor tension superficial de la soluciéon polimérica al aumentar la cantidad
relativa de GelMA. Una elevada tension superficial puede ocasionar que el
enmarafiamiento de cadenas poliméricas se rompa en fragmentos antes de llegar al

colector causando la formacién de fibras con perlas [13]. Es por esto que soluciones
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gue presentan una elevada tension superficial tienen una tendencia a formar fibras
con perlas durante el electrohilado, mientras que aquellas con menor tension
superficial tienden a formar fibras mas uniformes y continuas [47]. Al mismo tiempo,
la mayor viscosidad de las soluciones al aumentar la relacion GelMA/PEGDMA pudo
resultar en un secado incompleto del microchorro, provocando que las fibras se

fusionen, como se ha sido reportado para otros sistemas [11].

Se obtuvo un tamafio medio de fibra de 1,5+0,6 um, 0,22+0,05 um y 0,4+£0,06 um en
las matrices GPEG al azar 4:1, 2:1 y 1:1, respectivamente. La primera presento un
tamafo medio de fibra un orden de magnitud mayor respecto de las relaciones 2:1y
1:1, lo cual puede atribuirse a la mayor viscosidad de la solucion GPEG 4:1. Las
fuerzas viscoelasticas en el microchorro resisten las fuerzas repulsivas que tienden a
estirarlo que resultan de las cargas inducidas en la superficie por la diferencia de

potencial eléctrico, obteniéndose fibras més gruesas [11].

Las matrices con PCL presentaron fibras méas finas y con una distribucion mas
estrecha de tamafio de fibras respecto a las matrices con PEGDMA. Matrices con
diametro medio de fibras y morfologia similares a las obtenidas en este trabajo se han
reportado para matrices de PCL electrohiladas a partir de soluciones 12% p/v [43]. El
menor diametro de fibra de estas matrices puede estar relacionado a la mayor
distancia aguja-colector y menor concentracion de polimero en la solucion utilizadas
para este sistema respecto a las matrices GPEG. Ademas, presentaron una mayor
densidad de perlas que las observadas en GPEG, tanto en la matriz al azar como en
la alineada (Tabla 5). Este tipo de morfologias no fibrosas en principio no pueden ser
consideradas defectos en matrices destinadas al cultivo celular, y su efecto en el

comportamiento de las células en particular debera ser evaluado.

Tabla 5. Diametro medio y area aproximada de perlas en las matrices GPCL

Diametro medio de perla Area de perlas en la matriz

(Um) (%)
GPCL al azar 1,5+0,5 5
GPCL alineadas 1.4+0,7 2
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Figura 15. Matriz de GPCL al azar: a) Micrografias a 1000x y 8000x, b) Distribucién de
tamaiio de fibras.
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Figura 16. Matriz de GPCL alineadas: a) Micrografias a 1000x y 8000x, b) Distribucion de
tamario de fibras.

En la Figura 17 y Figura 18 se muestran las micrografias de la matriz GPEG 2:1
alineada sin entrecruzar y entrecruzada, respectivamente. No se observan cambios
en la morfologia y distribucion de tamafio de fibras luego del rociado con la solucién

conteniendo el fotoiniciador y del entrecruzamiento.
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Figura 17. Matriz de GPEG 2:1 alineadas: a) Micrografias a 1000x y 8000x, b) Distribucion
de tamarfio de fibras.
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Figura 18. Matriz de GPEG 2:1 alineadas sin entrecruzar: a) Micrografias a 1000x y 8000x,
b) Distribucion de tamafio de fibras.

El andlisis de la direccionalidad de las fibras utilizando el método por Transformada
de Fourier para ambas configuraciones de colector se muestra en la Figura 19 para
las matrices GPCL y GPEG 2:1. Como se esperaba, las fibras obtenidas en el colector
plano no presentan una orientacion preferencial, mientras que las fibras colectadas en
el colector rotatorio se encuentran mayoritariamente alineadas en una direccién. El
grado de alineacion se estimé como el porcentaje de fibras orientadas a +20°
obteniéndose al utilizar el colector rotor un 70% para la matriz GPCL y 64% para la
matriz GPEG 2:1 (Figura 20).
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Figura 20. Histogramas ilustrando el porcentaje de alineacién (£20°) de las matrices GPCL y
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5.4. Caracterizacion superficial

El &ngulo de contacto (Figura 21) de las matrices electrohiladas se determind como
medida de la hidrofilicidad. Esta propiedad es critica ya que influye directamente en

las interacciones célula-biomaterial que tienen lugar en la superficie [48].
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Figura 21. Angulo de contacto de las matrices: entrecruzadas al azar y alineadas (izq.), y
GelMA/PCL sin entrecruzar alineadas donde se observa una elongacion de la gota en la
direccion de las fibras (dcha.).

Los valores de angulo de contacto para las matrices de GPEG corroboraron la
caracteristica hidrofilica de la superficie polimérica y son menores a reportados para
matrices de GelMA donde se midieron angulos de contacto de entre 40-60° [34]. Esto

posiblemente se deba al alto caracter hidrofilico del PEGDMA.
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Las diferencias en los valores medidos para las distintas relaciones GelMA/PEGDMA
estan dadas por las diferencias en la composicion quimica y la morfologia de las
matrices. EI PEGDMA es mas hidrofilico y se esperaria que un aumento en su
cantidad relativa disminuyera el angulo de contacto. Sin embargo, un aumento en la
cantidad relativa de PEGDMA puede estar relacionado a un mayor entrecruzamiento
de las cadenas debido a la presencia de una mayor cantidad de grupos funcionales
polimerizables. En todas las matrices GPEG, luego de unos segundos las gotas se

adsorbian.

Debido a la naturaleza hidrofébica de la PCL, las matrices GPCL presentaron mayores
angulos de contacto respecto a los de las matrices GPEG. Se observé un aumento
del angulo de contacto luego de irradiar con luz UV, probablemente debido al

entrecruzamiento de los grupos metacrilato en la GelMA.

En las matrices alineadas se observo un comportamiento direccional de la gota de
agua al elongarse en la direccion de las fibras. La Figura 21 muestra el angulo de
contacto en la direccion de las fibras de GPCL y perpendicular a éstas. Luego de un

minuto las gotas permanecieron en la superficie.

5.5. Caracterizacion quimica

En la Figura 22 se muestran los espectros FTIR de las matrices y las materias primas.
Los picos principales de los componentes pudieron ser identificados en los espectros
de las matrices electrohiladas. Las bandas asociadas a las proteinas en la GelMA
aparecieron alrededor de 1629 cm (amida 1), 1537 cm (amida Il) y 1442 cm (amida
[II) correspondientes a vibraciones de estiramiento del enlace C=0, flexién del enlace
N-H, y estiramiento del enlace C-N y flexion del N-H, respectivamente [49]. También
es posible observar el estiramiento del enlace N-H (amida A) a 3289 cm™. No se
identificaron diferencias entre los espectros antes y después de entrecruzar las
matrices. El modo vibracional del enlace C=C del grupo metacrilato, usualmente
utilizado para seguir la cantidad de enlaces C=C sin reaccionar, se superpone con la
banda de la amida primaria de la gelatina a aproximadamente 1537 cm! con lo cual
no puede distinguirse en los espectros [38, 50, 51]. Asimismo, tanto el PEGDMA como
la GelMA presentan en su estructura el grupo funcional éter, con lo cual el pico a 1168
cm® correspondiente al estiramiento C-O-C se encuentra en las matrices antes y luego
de irradiar con luz UV [52]. La diferencia en la cantidad relativa de PEGDMA entre las
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matrices puede visualizarse a través del aumento en la intensidad del pico a 1714
cm correspondiente al estiramiento del enlace carbonilo en el grupo acrilato. Los
picos identificados correspondientes a la PCL incluyen 2939 cm™ y 2858 cm
(estiramiento asimétrico y simétrico del CH2, respectivamente), 1718 cm
(estiramiento del grupo carbonilo), 1290 cm (estiramiento enlaces C-O y C-C), 1247

cm? (estiramiento COC asimétrico) y 1170 cm™ (estiramiento C-O-C) [53].
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Figura 22. Espectro FTIR de las matrices y materias primas

5.6. Caracterizacion térmica

En la Figura 23 y en la Tabla 6 se muestran los resultados del analisis
termogravimétrico. Todas las matrices GPEG experimentaron una pérdida de masa
de 6-8% entre los 25-120°C debido a la evaporacién del agua adsorbida en las

matrices, siendo ligeramente mayor a mayor contenido de GelMA. Estas matrices
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mostraron un comportamiento similar a la GelMA, comenzando la degradacion del
biopolimero a aproximadamente 280°C. Por otra parte, la matriz GPCL present6 una
curva de una sola etapa. Para esta muestra la pérdida de masa por debajo de 120°C
fue menor al 1% debido a su caracter hidrofobico, observado en su angulo de contacto
de 129 + 3. Esta matriz resultdé ser estable hasta 375°C, temperatura a la cual
comenzé a degradarse; similar al comportamiento observado en la literatura para las
matrices de PCL [54].
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Figura 23. Resultados del andlisis termogravimétrico de la GelMA y las matrices GPCL y
GPEG.

Tabla 6. Andlisis de los termogramas: temperatura al comienzo y a la maxima velocidad de
degradacién, y masa remanente a 700°C.

GelMA GPCL GPEG4:1 GPEG2:1 GPEG1:1

Tonset (°C) 279 375 282 282 278
Tvmax (°C) 324 408 339 343 366
Masaroo-c (%) 24 4 21 18 15

Como puede observarse en la Tabla 6, la temperatura a la que tuvo lugar la maxima
velocidad de degradacion es mayor al aumentar la cantidad relativa de PEGDMA. Esto
puede confirmar un mayor entrecruzamiento de las matrices con mayor cantidad de

PEGDMA. En la tabla también se observa que la masa remanente a 700°C de las
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matrices GPEG se asemeja mas el valor de la GelMA al aumentar la cantidad relativa

de GelMA en la solucioén.

De acuerdo con la literatura, el DSC de la gelatina comercial revela una transicion de
segundo orden seguido de una transicion endotérmica de primer orden a temperaturas
en el rango de 80-90°C y 110-115°C, respectivamente. La primera es atribuida a la
movilidad de los aminoacidos en la cadena peptidica relacionadas a las regiones
amorfas, mientras que la segunda es debida a la desnaturalizacion de la proteina [34,
55]. En la Figura 24 se presentan los resultados del DSC de las distintas matrices
electrohiladas. La matriz GPCL present6 un pico agudo a 59°C correspondiente a la
fusion de los cristales de PCL, consistente con la literatura [38]. Sin embargo, no fue
posible observar las transiciones relacionadas a la gelatina en la curva de la matriz

GPCL. La entalpia de fusiéon observada para esta muestra fue de 71,5 J g
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Figura 24. Curvas de DSC de las matrices entre -10°C a 300 °C a 10°C/min.

Las muestras GPEG presentaron un pico endotérmico ancho alrededor de 100°C que
puede atribuirse a la pérdida de agua por evaporacion observada en el TGA. Tampoco
fue posible observar los eventos correspondientes a la gelatina en las matrices GPEG.
Como se sugiere en la literatura, la capsula de aluminio perforada permite a los
volatiles escapar de la muestra, lo cual causa que los datos obtenidos sean menos
sensibles en el rango en el que tiene lugar esta pérdida de masa [55]. A temperaturas

muy altas las matrices GPEG presentaron un cambio de pendiente correspondiente a
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la degradacion del polimero, en correspondencia con lo observado en el analisis

termogravimétrico.

5.7. Hinchamiento y degradacién

Para su aplicacion en cultivo celular, las membranas electrohiladas deben ser estables
en condiciones fisioldgicas (pH=7,4 y 37°C). Con el objetivo de evaluar la estabilidad
de las membranas GPCL y GPEG 2:1, se determiné la pérdida de masa en funcion
del tiempo de inmersion en PBS (pH=7,4) a 37°C por un periodo de 7 dias. Asimismo,
se evaluo el grado de hinchamiento a distintos tiempos de inmersién. Los resultados

se presentan en la Figura 25.
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Figura 25. Hinchamiento (izq.) y degradacion (dcha.) in vitro de las matrices GPCL y GPEG
2:1 en funcion del tiempo de inmersion en PBS a 37°C por 7 dias.

Al cabo de una hora las membranas alcanzaron su maximo grado de hinchamiento,
manteniéndose sin cambios significativos luego de 3 y 6 horas. El grado de
hinchamiento de la matriz GPCL fue de aproximadamente el 500%. En un principio,
no se observaron diferencias significativas en el hinchamiento de las matrices GPEG
y GPCL,; sin embargo, al cabo de 7 dias se puede observar en la figura un menor
hinchamiento de las matrices GPEG 2:1 alineadas respecto a las otras. Esto se debe
a la mayor pérdida de masa que experimentaron estas luego de una semana de

inmersion.

En todos los casos, se observa una tendencia a aumentar la pérdida de masa de las
membranas con el tiempo de inmersion. En las matrices GPEG, esta pérdida de masa
puede atribuirse a la accién conjunta de dos efectos: la disolucién de las cadenas

poliméricas sin entrecruzar y un desenmarafiamiento del arreglo de fibras que
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constituye las matrices electrohiladas. La mayor pérdida de masa de las matrices
alineadas puede entenderse como una mayor facilidad para erosionar estas en
comparacién a las obtenidas con el colector plano, en donde las matrices estan
formadas por un arreglo de fibras que se superponen y enredan consigo mismas y
otras fibras. Por otra parte, debido a la baja velocidad de degradacion de la PCL, la

membrana GPCL exhibi6 la menor degradacion, siendo 4,310,2 % luego de 7 dias.

Tanto el entrecruzamiento quimico como la mezcla con un polimero de menor
velocidad de biodegradabilidad permiten modular la estabilidad de las membranas
basadas en GelMA en condiciones fisiologicas. La capacidad del biomaterial para
estimular la diferenciacion celular va a estar dada por la estabilidad en su estructura 'y
propiedades mecéanicas, siendo de importancia en la diferenciacion los primeros dias

segun sea el tipo de linea celular.

6. Escalado del proceso de obtencidon de matrices electrohiladas para cultivo

celular

En este proyecto, las membranas fueron electrohiladas a partir de un equipo con un
arreglo que utiliza una sola aguja consiguiéndose una velocidad de produccion entre
0,2-1 ml/h. Cuando se plantea la produccion a gran escala de membranas
nanofibrosas, los equipos de electrohilado utilizan configuraciones con mudltiples
agujas o superficies embebidas en la solucién polimérica con el objetivo de
incrementar la velocidad de produccion. Los arreglos sin agujas pueden consistir en
cilindros rotatorios o cables a los cuales constantemente se los provee de la solucion
y de los cuales emergen los jets. De esta forma se pueden alcanzar, dependiendo del

sistema polimérico a electrohilar, velocidades de produccién de 50-5000 m?/dia.

Con el objetivo de evaluar la insercion en el mercado de insumos para cultivo celular
de las matrices nanofibrosas electrohiladas en este proyecto, se realizd una
estimacion de los costos asociados al escalado de la produccién de estas membranas
utilizando la matriz GPEG 2:1 (Tabla 7). El costo unitario de produccion de cada inserto
se estimo 0,37 USD considerando una produccion anual de 480.000 insertos de
tamano tal para ser utilizados en microplacas de 12 pocillos (equivalente a 40.000

microplacas).
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Tabla 7. Costos de fabricacion estimados de 480.000 insertos de cultivo anuales de
GelMA/PEGDMA para microplacas de 12 pocillos.

Costos variables (USD/afo)

Materias primas 18.700
Mano de obra 14.000
Supervision 3.500
Servicios 1.100
Mantenimiento 32.000
Suministros 2.800
Gastos de laboratorio 2.800

Costos fijos (USD/afio)

Depreciacion 80.000
Impuestos 12.000
Seguros 6.000
Direccién y administracion 4.200
Total 177.100

Actualmente se encuentran disponibles en el mercado internacional productos para
cultivo celular tales como placas de Petri, microplacas e insertos para microplacas que
hacen uso de membranas con composicion y caracteristicas morfoldgicas que simulan
el entorno in vivo (Tabla 8). Matrigel™ es un material disponible en el mercado
derivado de extractos de la sarcoma Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) en ratones. Es
ampliamente utilizado ya que estd compuesto por proteinas presentes en la MEC y
presenta factores de crecimiento que tienen lugar de forma natural en el tumor
[56]. Este material simula la complejidad del entorno extracelular y ha demostrado ser
Optimo para el cultivo de células madre embrionarias; mejorar la adhesién y
crecimiento de varios tipos de células; y promover la angiogénesis y diferenciacion

celular. Sin embargo presenta una gran variabilidad en su composicion, es
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potencialmente antigeno y los productos que contienen Matrigel™ son muy costosos

(29 USD frente a 4-5 USD para las membranas de PCL del mismo tamafo) [57]. A

diferencia de estos, las membranas basadas en GelMA propuestas en este proyecto

resultan una opcion economica. La GelMA también posee similitudes con los

componentes en la matriz extracelular de tejidos naturales y, dada la presencia de

secuencias RGD, favorece la adhesion celular. Ademas, tanto la GelMA como el

PEGDMA, a diferencia del Matrigel™, permiten que las propiedades fisicoquimicas

del biomaterial sean modulables, lo cual tiene una gran influencia en el destino de las

células madre.

Tabla 8. Ejemplos de productos para cultivo celular 3D disponibles en el mercado.

Precio
Empresa Producto Descripcién Tamafio Imagen
(USD/u)
Inserto de cultivo
BioCoat™ o
) . Membrana de PET (tamafio de poro Para placa
Corning Inc. Matrigel™ con ) ) ) 29 [58]
I 8um) recubiertas de Matrigel™ de 6 pocillos
matriz Corning
Matrigel
Insertos de cultivo Membranas microporosas de PTFE,
- MF-Millipore (ésteres mixtos de Para placa
Merck Millicell® para ) 6-9[59]
. | celulosa) o PC de 6 pocillos
microplacas
Membranas de PCL nanofibrosas Para placa de 2.3[60]
Insertos de cultivo electrohiladas de fibras alineadas o al 12 pocillos
: azar que encajan en placas de cultivo
para microplacas ) Para placa ey
) estandar _ 4-5[60]
Nanofiber de 6 pocillos
Solutions
Placa de Petri con membrana
kRt
i i ®=60mm A
Placa de Petri electrohilada nanofibrosa de PCL de 25-30[60] | | =
fibras alineadas o al azar ®=100mm N
The Microplaca con membrana de PLLA
Electrospinning . nanofibrosa electrohilada extraible de .
Microplaca . 12 pocillos 165[61]
Company fibras al azar
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7. Conclusiones

En los Ultimos afios se han realizado numerosos esfuerzos en la obtencion de matrices
gue puedan imitar por completo la complejidad de los tejidos naturales y la variedad

de interacciones célula-matriz que se encuentra in vivo.

En este trabajo se logré optimizar el proceso de electrohilado de mezclas
GelMA/PEGDMA y GelMA/PCL para obtener exitosamente matrices con
caracteristicas topograficas controlables partir de una técnica sencilla. Una vez
obtenidas las matrices, estas se entrecruzaron utilizando luz UV para superar las
limitaciones de la baja estabilidad de la gelatina en medios acuosos; esto se logro sin
introducir cambios en las caracteristicas morfolégicas de las matrices y permitio
modular las propiedades de hinchamiento y degradacién de las mismas. En resumen,
se obtuvieron matrices que podrian influir en el proceso de diferenciacion de células

madres mediante el control de la topografia y composicion quimica del biomaterial.

8. Proyecciones

Cabe mencionar que si bien se logré lo propuesto en el plan de este proyecto, dada
la situacion actual en relacién al COVID-19 los siguientes estudios se realizaran en un

futuro:

= Determinacion del tamafio y distribucion de poros de las matrices. Las
estructuras porosas interconectadas permiten que las células penetren en la
matriz y facilitan el intercambio de nutrientes y desechos.

» Propiedades mecanicas de las matrices.

Por otro lado, en colaboracién con el Dr. Diego Bustos y la Dra. Marina Uhart
Laboratorio de Integracion de Sefiales Celulares (IHEM-nuevo edificio, FCM
U.N.Cuyo-CONICET) se esté llevando a cabo la evaluacién de las membranas como
soportes para el cultivo de células madre. Estos estudios también se vieron retrasados

por la pandemia.
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