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CAPITULO 1

ANTECEDENTES






Capitulo 1

1.1. HIDROGELES COMO MATERIALES PARA APLICACIONES EN BIOMEDICINA

Los hidrogeles son una clase de materiales capaces de retener una gran cantidad
de agua como consecuencia de su estructura tridimensional, formada por

estructuras poliméricas entrecruzadas.’

A principios de los anos 50, en la busqueda de nuevos biomateriales, Wichterle y
Lim iniciaron un programa pionero para el desarrollo de hidrogeles para
aplicaciones biomédicas a partir de la copolimerizacion de metacrilato de 2-
hidroxietilo (HEMA) y dimetacrilato de etilenglicol (EDMA).? Estos materiales han
mostrado numerosas aplicaciones en el campo de Ia oftalmologia3 (Figura 1.1) y

la cirugia plastica desarrollada a nivel clinico.

Figura 1.1. Lentes de contacto de HEMA/EDMA.*

El éxito de estos materiales impulsé el desarrollo simultdneo de gran variedad de

hidrogeles con otras aplicaciones biomédicas tales como la reparacién de

! (a) Li, Y.; Rodrigues, J.; Tomas, H., Chemical Society Reviews 2012, 41 (6), 2193-2221.
(b) Kopecek, J., Biomaterials 2007, 28 (34), 5185-5192.

2 Witchterle, O., Lim, D., Nature 1960, 185, 117-118.

* (a) Kopecek, J., Journal of Polymer Science Part a-Polymer Chemistry 2009, 47 (22),
5929-5946; (b) Krejci, L.; Harrison, R.; Withterle, O., Arch Ophthal 1970, 84 (1), 76-82.

* Voldrich, Z.; Tomanek, Z.; Vacik, J.; Kopecec, J., J Biomed Mater Res 1975, 9 (6), 675-
685.
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cuerdas vocales dafiadas, prevenciéon de heridas tras cirugias y recubrimiento

para timpanos perforados.’

Debido al alto contenido en agua de estos materiales, que los hace similares a los
tejidos naturales, su permeabilidad, porosidad, flexibilidad en la fabricacion y
posibilidad de variar su composicién para obtener las propiedades fisicas
necesarias en funcién de la aplicacion, o de disefio quimico que permita su
biocompatibilidad, los hidrogeles por si mismos o combinados con células, han
ampliado en la actualidad su espectro de aplicaciones biomédicas.® Asi, los
hidrogeles pueden servir de andamiajes o scaffolds que actian como un soporte
para el crecimiento celular,’ como materiales para la encapsulacién de células,’
farmacos,® proteinas’ o genes (terapia génica),'® como adhesivos entre tejidos y
superficies de materiales,11 como sistemas que permiten una respuesta
reversible ante un estimulo externo’” o como membranas porosas.”> En

particular, campos tan activos como la Ingenieria de tejidos (IT)** y su uso como

> Kresa, Z.; Rems, J.; Witchterle, O., Arch Otholaryngol 1973, 17, 360.

® (a) Puppi, D.; Chiellini, F.; Piras, A. M.; Chiellini, E., Progress in Polymer Science 2010,
35 (4), 403-440; (b) Jagur-Grodzinski, J., Polym. Adv. Technol. 2010, 21, 27-47; (c)
Khademhosseini, A.; Langer, R., Biomaterials 2007, 28 (34), 5087-5092; (d) Drury, J. L,;
Mooney, D. J., Biomaterials 2003, 24 (24), 4337-4351.

’ Wang, C. M.; Varshney, R. R.; Wang, D. A., Adv. Drug Delivery Rev. 2010, 62, 699-710.
® Hoare, T. R.; Kohane, D. S., Polymer 2008, 49 (8), 1993-2007.
® Vermonden, T.; Censi, R.; Hennink, W. E., Chemical Reviews 2012, 112 (5), 2853-2888.

19 Oh, E. J.; Park, K.; Kim, K. S.; Kim, J.; Yang, J.-A.; Kong, J.-H.; Lee, M. Y.; Hoffman, A. S.;
Hahn, S. K., Journal of Controlled Release 2010, 141 (1), 2-12.

1 (a) Sharma, B.; Fermanian, S.; Gibson, M.; Unterman, S.; Herzka, D. A.; Cascio, B.;
Coburn, J.; Hui, A. Y.; Marcus, N.; Gold, G. E.; Elisseeff, J. H., Science Translational
Medicine 2013, 5 (167), 167ra6; (b) Strehin, I.; Nahas, Z.; Arora, K.; Nguyen, T.; Elisseeff,
)., Biomaterials 2010, 31 (10), 2788-2797.

12 Alarcon, C. d. I. H.; Pennadam, S.; Alexander, C., Chemical Society Reviews 2005, 34

(3), 276-285.

13 Yang, Q.; Adrus, N.; Tomicki, F.; Ulbricht, M., Journal of Materials Chemistry 2011, 21
(9), 2783-2811.

4 (a) O'Brien, F. J., Materials Today 2011, 14 (3), 88-94; (b) Spiller, K. L.; Maher, S. A;
Lowman, A. M., Tissue engineering. Part B, Reviews 2011, 17 (4), 281-299 (c) Dankers, P.
Y. W.; Meijer, E. W., Bulletin of the Chemical Society of Japan 2007, 80 (11), 2047-2073.
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sistemas para transporte y Liberacién controlada de farmacos (LCF),**** han
identificado a los hidrogeles como materiales con amplias posibilidades, e

impulsado en gran medida su desarrollo.

Una de las primeras definiciones de la Ingenieria de tejidos fue establecida en
1993 por Kanger y Vacanti'® quienes la describieron como “un campo
interdisciplinar que aplica los principios de la ingenieria y de las ciencias de la
vida con el objetivo de desarrollar sustitutos bioldgicos que restauren,

mantengan o mejoren las funciones del tejido u 6rgano dafiados”.

Una de las lineas de trabajo de la IT es el uso de un andamiaje o scaffold como

soporte de células en un entorno tridimensional (Figura 1.2).

COMPONENTE CELULAR

S

SOPORTE MATERIAL

BIOMATERIAL
) o
¢ :%e,

PACIENTE PACIENTE
ADITIVOS ACTIVOS ENFERMO SANO

REGENERACION TISULAR

Figura 1.2. Esquema simplificado del concepto de Ingenieria de Tejidos (IT), extraido de
la pagina web de la Sociedad Espafiola de Bioquimica y Biologia Molecular.”’

El andamiaje proporciona un entorno adecuado para la adhesién, proliferacién,
diferenciacién (en el caso de utilizar células no diferenciadas) y formacion de
Matriz Extracelular (ECM) por parte de las células, actuando como “plantilla o

template” para la regeneracién de tejidos y dérganos. Estos andamiajes con

> Hamidi, M.; Azadi, A.; Rafiei, P., Hydrogel nanoparticles in drug delivery. Advanced
Drug Delivery Reviews 2008, 60 (15), 1638-1649.

¢ Langer, R.; Vacanti, J. P., Science 1993, 260, 920-926.

7 www.sebbm.es
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células en su interior se pueden cultivar in vitro para sintetizar tejidos que son
implantados a posteriori en el lugar danado o in vivo, implantando el andamiaje
con células directamente en el lugar dafado y utilizando el propio cuerpo
humano para inducir la regeneracién de tejidos y organos. Asi, la IT se ha
utilizado para la sustitucion de diferentes tejidos u érganos, entre los que se

8

encuentran el hueso,*® el cartl'lago,19 los nervios,20 los vasos sanguineos,21 la

piel?? y diferentes partes de los sistemas gastrointestinal o urogenital.?

Para estos fines, el andamiaje o scaffold debe presentar una serie de

caracteristicas atendiendo a diferentes aspectos:**

- Biocompatibilidad: El andamiaje debe permitir la supervivencia y en el

caso de ser necesario, posibilitar la diferenciacion celular en su interior.
Ademas, una vez implantado, el hidrogel debe tener una respuesta
inmune negativa para impedir procesos de inflamacién que conduzcan al
rechazo del implante.

- Biodegradabilidad: Los andamiajes son implantes no permanentes, por lo

que el hidrogel debe ser biodegradable. El objetivo final es que se
produzca su degradacion progresiva y simultanea con el crecimiento del
nuevo tejido. Ademas los subproductos de la degradacion no deben ser

téxicos y deben excretarse del cuerpo sin interferir con otros érganos.

8 Williams, J. M.; Adewunmi, A.; Schek, M. R.; Flanagan, C. L.; Krebsbach, P. H.,
Biomaterials 2005, 26 (23), 4817-4827.

19 Mercier, N. R.; Constantino, H. R.; Tracy, M. A.; Bonassar, L. J., Biomaterials 2005, 26
(14), 1945-1952.

20 |jetz, M.; Dreesmann, L.; Hoss, M.; Oberhoffner, S.; Scholosshauer, B., Biomaterials
2006, 27 (8), 1425-1436.

2vaz, C. M.; Van Tujil, S.; Bouten, C. V. C.; Baaijens, F. T. P., Acta Biomaterialia 2005, 1
(5), 575-582.

22 pai, N. T.; Williamson, M. R.; Khammo, N.; Adams, e. F.; Coombes, A. G. A,
Biomaterials 2004, 25 (18), 4263-4271.

2 Kim, S. S.; Kaihara, S.; Benvenuto, M. S.; Choi, R. S.; Kim, B. S.; Mooney, D. J.,
Transplantation 1999, 67 (2), 227-233.
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- Propiedades mecdnicas: El andamiaje debe tener unas caracteristicas

mecanicas adecuadas para el lugar en el que va a ser implantado. El
andamiaje es un material que debe actuar como sustituto temporal del
tejido dafiado, por lo que ha de imitar lo mejor posible las condiciones in
vivo.

- Arquitectura del andamiaje: Estos sistemas deben poseer una estructura

de poros interconectados entre si y una elevada porosidad, con tamanos
de poro adecuados que permitan la supervivencia celular asi como, una
adecuada difusion de nutrientes y productos de desecho.

- Tecnologia de produccién del andamiaje: La fabricacion del andamiaje

debe ser rentable y debe ser escalable desde un nivel de laboratorio

hasta un nivel industrial.

En cuanto al uso de hidrogeles como sistemas para el transporte y Liberacion
controlada de farmacos, existen numerosos inconvenientes para lograr un
transporte efectivo y una liberacion regulada del farmaco, con el fin de lograr un
efecto terapéutico en humanos o animales. Por ejemplo, una liberacién
controlada ideal supone que la dosificacion del farmaco se produzca de forma
constante y prolongada en el tiempo, sin exceder los limites de toxicidad y

superando el nivel efectivo minimo (Figura 1.3).%*

o
é 4 Liberacion problematica de farmaco

TN
5 J * / Nivel téxico
@ [ “
2 ,’ AN Liberacidn controlada ideal
R . ,-----,“--‘ ---------------------------
'g .'f"’x K ' . . -
© i - A Nivel efectivo minimo
,.E "".r \ \\
[} 3 N A
g | .
c ~ ~ -
S : =

Tiempo

Figura 1.3. Perfil de liberacidn controlada ideal (linea punteada en color azul) y
liberacién no controlada (linea punteada en color gris).**

2 Ward, M. A.; Georgiou, T. K., Polymers 2011, 3 (3), 1215-1242.
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Para conseguir una liberacidon controlada de un farmaco y para mejorar bajas
solubilidades, degradaciones, tiempos de circulacién en el torrente sanguineo
bajos, asi como reducir la toxicidad o controlar la penetracion de los fdrmacos a
través de las barreras bioldgicas, se ha propuesto el uso de transportadores de

farmacos, la mayoria de los cuales estan basados en materiales poliméricos.?

Estos transportadores de farmacos pueden ser disefiados para proporcionar la
liberacion del medicamento en funcidn de las necesidades terapéuticas. En esta
linea, los hidrogeles6b en sus diferentes variedades , por ejemplo los hidrogeles

nanoestructurados > %°

(identificados como Nanogeles®, marca registrada por
Supratech Pharma Inc. Montreal, Canada), poseen caracteristicas que los hacen
muy interesantes como sistemas para el transporte y liberacidon controlada de

farmacos.

1.2. CARACTERISTICAS DE LOS HIDROGELES PARA APLICACIONES BIOMEDICAS

Los hidrogeles se pueden clasificar de diferentes formas dependiendo del criterio
aplicado. En funcién del origen del gelificante que forma la red tridimensional, se
identifican como naturales, sintéticos o hidrogeles hibridos (compuestos por
mezclas de moléculas de origen natural y sintético). Si se considera la naturaleza
guimica del entrecruzamiento de la red, se puede hablar de hidrogeles quimicos,
reticulados a través de enlaces covalentes e hidrogeles fisicos, formados por

interacciones de tipo fisico.?’

> Ravichandran, R.; Sundarrajan, S.; Venugopal, J. R.; Mukherjee, S.; Ramakrishna, S.,
Macromolecular Bioscience 2012, 12 (3), 286-311.

2 (a) Ramos, J.; Imaz, A.; Callejas-Fernandez, J.; Barbosa-Barros, L.; Estelrich, J,;
Quesada-Perez, M.; Forcada, J., Soft Matter 2011, 7 (11), 5067-5082; (b) Kabanov, A. V.;
Vinogradov, S. V., Angewandte Chemie-International Edition 2009, 48 (30), 5418-5429;
(c) Hamidi, M.; Azadi, A.; Rafiei, P., Advanced Drug Delivery Reviews 2008, 60 (15), 1638-
1649.

’Yu, L.; Ding, J. D., Chemical Society Reviews 2008, 37 (8), 1473-1481.
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En algunos casos, los dos tipos de interacciones, fisicas y quimicas, pueden

coexistir en un mismo hidrogel.28

Por otra parte, los hidrogeles pueden utilizarse con dimensiones macroscépicas,
desde varias micras a varios centimetros, o en sistemas nanoestructurados, los

citados nanogeles, que son dispersiones acuosas de nanoparticulas de hidrogel.

En el caso de las aplicaciones biomédicas, el desarrollo y las caracteristicas de los
hidrogeles han estado claramente marcados por el tipo de aplicaciones al que se

ha dirigido el material.

El trabajo recogido en esta Memoria estd enfocado al desarrollo de hidrogeles
fisicos susceptibles de ser posteriormente reticulados quimicamente mediante
fotopolimerizacion, para ser procesados de forma macroscopica y utilizados
como soportes en cultivo celular, y procesados de forma nanoestructurada,
como nanogeles, para su utilizacién en transporte y Liberacién controlada de

farmacos.

Por dicho motivo, a continuacidn se recogen los aspectos mas importantes de
estos tipos de hidrogeles, asi como antecedentes recientes relacionados con el

planteamiento del presente trabajo.

1.2.1.- Hidrogeles con reticulacion fisica

Los hidrogeles fisicos se caracterizan por estar constituidos por estructuras
tridimensionales generadas mediante interacciones no covalentes, como por
. . . P 29 . . 30 . H

ejemplo, interacciones electrostaticas,”” hidréfobas™ o interacciones por enlaces

de hidrégeno,31 siendo esta estructura tridimensional capaz de retener agua.

28 (a) Klouda, L.; Hacker, M. C.; Kretlow, J. D.; Mikos, A. G., Biomaterials 2009, 30 (27),
4558-4566; (b) Hacker, M. C.; Klouda, L.; Ma, B. B.; Kretlow, J. D.; Mikos, A. G., S,,
Biomacromolecules 2008, 9 (6), 1558-1570.

2 Wang, Q.; Mynar, J. L.; Yoshida, M.; Lee, E.; Lee, M.; Okuro, K.; Kinbara, K.; Aida, T.,
Nature 2010, 463 (7279), 339-343.
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Dentro de los hidrogeles fisicos tienen gran importancia en biomedicina aquellos
gue, en agua, sufren una transiciéon de fase reversible debido a un estimulo
externo como por ejemplo un cambio de temperatura, pH, campo eléctrico,

concentracion idnica, etc.

El trabajo de esta tesis doctoral se ha centrado en hidrogeles fisicos
termosensibles,*? cuyo comportamiento sol-gel depende de la temperatura. Este

tipo de hidrogeles se pueden clasificar en dos tipos:

- Hidrogeles termosensibles positivos, que por encima de una temperatura
se encuentran en el estado sol y su gelificacidn se produce en el proceso
de enfriamiento, cuando se alcanza la denominada UCST (Upper Critical
Solution Temperarure).

- Hidrogeles termosensibles negativos, que por debajo de una temperatura
se encuentran en el estado sol y su gelificaciéon se produce en el proceso
de calentamiento, cuando se alcanza la denominada LCST (Lower Critical
Solution Temperature). Este fendmeno también se conoce como

Gelificacidn Térmica Inversa (RTG, Reverse Thermal Gelation).

Durante las ultimas décadas han adquirido especial importancia los hidrogeles

326,33 | 5 inyeccién es

inyectables, que permiten la formacion del hidrogel in situ.
una técnica minimamente invasiva que resulta favorable por su facil
administracién y la minima incomodidad que causa en el paciente. Por otra

parte, la inyeccion del hidrogel en el lugar de implantacion permite una mejor

0 Liu, C. B.; Gong, C. Y.; Pan, Y. F.; Zhang, Y. D.; Wang, J. W.; Huang, M. J.; Wang, Y. S.;
Wang, K.; Gou, M. L.; Tu, M. J.; Wei, Y. Q.; Qian, Z. Y., Colloids and Surfaces a-
Physicochemical and Engineering Aspects 2007, 302 (1-3), 430-438.

31 pal, A.; Basit, H.; Sen, S.; Aswal, V. K.; Bhattacharya, S., Journal of Materials Chemistry
2009, 19 (25), 4325-4334.

32 (a) Klouda, L.; Mikos, A. G., European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics
2008, 68 (1), 34-45; (b) Jeong, B.; Kim, S. W.; Bae, Y. H., Advanced Drug Delivery Reviews

2002, 54 (1), 37-51.

3 (a) Ruel-Gariépy, E.; Leroux, J.-C., European Journal of Pharmaceutics and
Biopharmaceutics 2004, 58 (2), 409-426
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adaptacion del andamiaje al tejido circundante. Los hidrogeles termosensibles
negativos constituyen uno de los materiales mds adecuados para el desarrollo de
biomateriales inyectables.>® Para las aplicaciones biomédicas de estos hidrogeles
termosensibles inyectables, la LCST debe ser préxima a la temperatura
fisioldgica, permitiendo la inyeccidn del precursor del hidrogel en el estado sol a
baja temperatura y su gelificacion a temperatura corporal, tal y como se muestra

en la Figura 1.4.

Figura 1.4. Proceso de gelificacion inducido por el aumento de temperatura en un
hidrogel termosensible de tipo negativo (con LCST).>*

Para que un hidrogel sufra una transicidon sol-gel por efecto del aumento de
temperatura, el gelificante constituyente del hidrogel debe poseer naturaleza
anfifila, con un delicado balance hidréfobo e hidréfilo en su estructura que
permita cambios de organizacién supramolecular en funcién de Ia
temperatura.®® La estructura quimica de algunos gelificantes, en concreto

polimeros, se muestran en la Figura 1.5.

3 (a) Moon, H. J.; Ko, D. Y.; Park, M. H.; Joo, M. K.; Jeong, B., Chemical Society Reviews
2012, 41 (14), 4860-4883; (b) Sosnik, A., Ars Pharm 2007, 48 (1), 83-102.

3 Jeong, B.; Bae, Y. H.; Lee, D. S.; Kim, S. W., Nature 1997, 388 (6645), 860-862.
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Figura 1.5. Estructura quimica de algunos polimeros capaces de gelificar en disolucion
por efecto de la temperatura, mediante transicién sol-gel: a) Copolimero bloque de PEG-
PPG-PEG (Pluronic® o Poloxamer®); b) Copolimero bloque de PEG-PLGA-PEG; c) poli-N-
isopropil acrilamida.

Los polietilenglicoles (PEG) han sido ampliamente utilizados como segmento
hidrofilo en el disefio de gelificantes anfifilos debido en parte a su
biocompatibilidad y a su deshidrataciéon dependiente de la temperatura. De esta
forma se han descrito copolimeros bloque de polietilenglicol y polipropilenglicol
(PEG y PPG (como Pluronic® o Poloxamer®),*® copolimeros de polietilenglicol y
poliésteres (como PEG con PLA (acido polilactico),”> PEG con PCL

(policaprolactona),®” o PEG con PLGA (acido polilactico-co-glicélico).*®

Asi mismo, otro tipo de cadenas poliméricas ampliamente utilizada en
gelificantes para hidrogeles termosensibles ha sido la poli-N-isopropilacrilamida

(PNIPAAm). 28 39

36 Alexandridis, P.; Hatton, T. A., Colloids and Surfaces a-Physicochemical and
Engineering Aspects 1995, 96 (1-2), 1-46.

37 Bae, S. J,; Joo, M. K.; Jeong, Y.; Kim, S. W.; Lee, W.-K.; Sohn, Y. S.; Jeong, B.,
Macromolecules 2006, 39 (14), 4873-4879.

38 Jeong, B.; Lee, K. M.; Gutowska, A.; An, Y. H., Biomacromolecules 2002, 3 (4), 865-868.
¥ Duarte, A. R. C.; Mano, J. F.; Reis, R. L., Acta Biomaterialia 2011, 7 (2), 526-529.
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1.2.2.- Hidrogeles con reticulaciéon quimica

Como se ha indicado, los hidrogeles quimicos se caracterizan por presentar

reticulaciones de tipo covalente.

Las estrategias utilizadas para producir la reticulacion quimica de hidrogeles han
sido variadas, usando en muchos casos reacciones de polimerizacidén clasicas,
tales como reacciones entre mondmeros con grupos reactivos complementarios
(p.e. la adicion de Michael, reacciones de cicloadicion 1,3-dipolar catalizadas por
Cu (1), formacién de bases de Schiff, etc.) *° o reacciones radicalarias, utilizando
un iniciador térmico (polimerizacién térmica) o mediante un fotoiniciador
(fotopolimerizacién).*! En el caso de hidrogeles disefiados para aplicaciones que
implican la polimerizacidon en condiciones fisioldgicas, hay que tener en cuenta
que el entrecruzado quimico de estos materiales se debe producir sin causar

danos a las células o moléculas que se encuentran combinadas con el hidrogel.

La fotopolimerizacion ha sido un procedimiento de reticulacién muy aceptado
en biomedicina ya que ofrece ventajas como el control espacial y temporal de la
polimerizacién, elevadas velocidades de curado que van desde minutos a
segundos, son reacciones que se pueden llevar a cabo a temperatura ambiente o
fisiolégica y producen muy poco calor. Asi, la fotopolimerizacién o fotocurado de
materiales se utiliza con éxito con agentes de sellado o restauraciones dentales*

, . . . . 4
o en el sellado de vasos sanguineos mediante adhesivos fotopolimerizables.*

La fotopolimerizacién precisa generalmente de la presencia de un fotoiniciador,
gue posee una alta absorcion luminica a una longitud de onda especifica (luz

visible o ultravioleta), generando los radicales libres iniciadores del proceso.

“0Ko, D. Y.; Shinde, U. P.; Yeon, B.; Jeong, B., Progress in Polymer Science 2013, 38 (3—4),
672-701.

“I Nguyen, K. T.; West, J. L., Biomaterials 2002, 23 (22), 4307-4314.
2 Maffezzoli, A.; Della Pietra, A., Biomaterials 1994, 15 (15), 1221-1228.

3 Dumanian, G. A.; Dascombe, W.; Hong, C.; Labadie, K.; Garret, K.; Sawhney, A. S.;
Pathak, C. P.; Hubbel, J. A.; Johnson, P. C., Plast. Reconstr Surg 1995, 95, 901-907.
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Factores determinantes a la hora de seleccionar un fotoiniciador para la
reticulacién de hidrogeles incluyen su biocompatibilidad, solubilidad en agua y

estabilidad.* **

Aunque se han utilizado fotoiniciadores biocompatibles activos en el rango de la
luz visible, como Eosin Y,” el fotoiniciador mas utilizado para la
fotopolimerizacién de hidrogeles en aplicaciones biomédicas es un fotoiniciador
activo bajo luz ultravioleta, Irgacure 2959 (12959), producto comercial, soluble en
agua, cuya estructura quimica y proceso de generacion de radicales libres se
muestra en la Figura 1.6.*® Se ha demostrado que la tolerancia de este
fotoiniciador a diferentes concentraciones y para un gran numero de lineas
celulares, por ejemplo células mesenquimales (MSC), condrocitos (células que
forman parte del cartilago natural) y osteoblastos (células de hueso), es

44
elevada.

O h (@]
oH U }/OH
HO\/\O HO\/\O

Figura 1.6. Estructura quimica del fotoiniciador Irgacure 2959 y formacién de radicales
libres por efecto de la luz.

En lo que respecta a los gelificantes fotopolimerizables utilizados en Ia
produccién de hidrogeles quimicos, su variedad es amplia e incluyen tanto

polimeros semisintéticos, es decir polimeros naturales modificados

* Williams, C. G.; Malik, A. N.; Kim, T. J.; Manson, P. N.; Elisseeff, J., Biomaterials 2005,
26 (11), 1211-1218,

4 Bahney, C. S.; Lujan, T. J.; Hsu, C. W.; Bottlang, M.; West, J. L.; Johnstone, B., European
Cells & Materials 2011, 22, 43-55.

% (a) You, Z; Wang, Y., Advanced Functional Materials 2012, 22 (13), 2812-2820; (b)
Coutinho, D. F.; Sant, S. V.; Shin, H.; Oliveira, J. T.; Gomes, M. E.; Neves, N. M.;
Khademhosseini, A.; Reis, R. L., Biomaterials 2010, 31 (29), 7494-7502; (c) Vermonden,
T.; Fedorovich, N. E.; van Geemen, D.; Alblas, J.; Van Nostrum, C. F.; Dhert, W. J. A;
Hennink, W. E., Biomacromolecules 2008, 9 (3), 919-926.
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quimicamente para introducir grupos fotopolimerizables (p.e. grupos acrilato o

metacrilato), como polimeros sintéticos.

Dentro de los polimeros semisintéticos se han descrito un gran nimero de
polisacaridos naturales funcionalizados con grupos acrilato o metacrilato, como
sulfato de condroitina,*’ acido hialurénico,* quitosano,49 heparina50 o alginato.”*
Todos ellos se han utilizado en la encapsulacion de condrocitos o MSC con
buenos resultados en cuanto a supervivencia y adhesién celular, debido a la
presencia del polisacarido, y con propiedades mecanicas y de degradacién
controlables en funcidn del grado de funcionalizacién con acrilatos o

metacrilatos reactivos.

De nuevo, una de las estructuras quimicas utilizadas en el disefio de gelificantes
sintéticos con mas éxito en aplicaciones biomédicas, y especial interés en el
campo de la IT>? y de la encapsulacién y LCF,>® es el Polietilenglicol (PEG), debido
a su naturaleza hidréfila y biocompatibilidad. Los sistemas fotopolimerizables
basados en PEG se componen principalmente de diacrilatos de PEG (PEGDA,

Figura 1.7).

0
\)J\O%\/ 97(\
X
]
Figura 1.7. Estructura quimica de diacrilatos de PEG (PEGDA).

7 Li, Q.; Williams, C. G.; Sun, D. D. N.; Wang, J.; Leong, K.; Elisseeff, )., Journal of
Biomedical Materials Research Part A 2004, 68, 28-33.

* Nettles, D. L.; Vail, T. P.; Morgan, M. T.; Grinstaff, M. W.; Setton, L. A., Annals of
Biomedical Engineering 2004, 32, 391-397.

%9 Amsden, B. G.; Sukarto, A.; Knight, D. K.; Shapka, S. N., Biomacromolecules 2007, 8,
3758-3766.

¥ Seto, S. P.; Casas, M. E.; Temenoff, J. S., Cell and Tissue Research 2012, 347, 589-601.

*1 Jeon, O.; Bouhadir, K. H.; Mansour, J. M.; Alsberg, E., Biomaterials 2009, 30, 2724-
2734.

>2 Peppas, N. A,; Hilt, J. Z.; Khademhosseini, A.; Langer, R., Adv. Mater. 2006, 18, 1345-
1360.

>3 Sawhney, A. S.; Pathak, C. P.; Hubbell, J. A., Macromolecules 1993, 26, 581-587.
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La naturaleza no adhesiva del PEG lo ha hecho un candidato ideal para su uso
con células no adherentes, como por ejemplo los condrocitos.>® Sus hidrogeles se
han utilizado para la encapsulacién de estas células permitiendo, ademds de una
elevada supervivencia celular, la secrecion por parte de los condrocitos de

proteoglicanos y coldgeno, componentes estructurales de la ECM del cartilago.>

Sin embargo, con células adherentes (MSC, osteoblastos, fibroblastos, etc.) se ha
trabajado con moléculas de PEGDA funcionalizadas con la secuencia peptidica
RGD (R: arginina, G: glicina, D: acido aspartico). El RGD no solo promueve la
adhesidon celular sino que también puede ser utilizado para conseguir la
respuesta selectiva de determinado tipo de células.”® Asi, un hidrogel tipo RGD-
PEGDA se ha utilizado para la encapsulacion de MSC, consiguiendo su
diferenciacién a osteoblastos, con produccion de ECM compuesta por proteinas

presentes en el hueso como la fosfatasa alcalina.”’

También se han descrito hidrogeles de mezclas de moléculas tipo PEGDA con
productos naturales.”® En 2013, Elisseeff et al. describieron uno de los materiales
con mas desarrollo en IT para regeneracién de cartilago.’* Este material es un

sistema multicomponente (Figura 1.8).*°

** Lee, J. H.; Lee, H. B.; Andrade, J. D., Prog Polym Sci 1995, 20, 1043-1079.

>> (a) Elisseeff, J.; Mclntosh, W.; Anseth, K.; Riley, S.; Ragan, P.; Langer, R., Journal of
Biomedical Materials Research 2000, 51 (2), 164-171; (b) Elisseeff, J.; Anseth, K.; Sims,
D.; Mclntosh, W.; Randolph, M. A.; Yaremchuk, M.; Langer, M., Plast. Reconstr. Surg.
1999, 104 (4), 1014-1022.

> Hersel, U.; Dahmen, C.; Kessler, H., Biomaterials 2003, 24 (24), 4385-4415.

> Yang, F.; Williams, C. G.; Wang, D.-a.; Lee, H.; Manson, P. N.; Elisseeff, J., Biomaterials
2005, 26 (30), 5991-5998.

*8 Quasti, S.; Donno, R.; Cellesi, F.; Sherratt, M. J.; Terenghi, G.; Tirelli, N., Biomaterials
2011, 32 (27), 6456-6470.
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Figura 1.8. Adhesivo basado en sulfato de condroitina y PEGNH,.**°

Uno de los componentes es un adhesivo de sulfato de condroitina con grupos
acido terminales (activados en forma de N-hidroxisuccinimida), que se inyectd en
el lugar del defecto del cartilago. Este adhesivo reacciona con el tejido
circundante a través de los grupos amino terminales de las proteinas y también
lo hace con otro componente, PEG que posee grupos terminales amino (PEGNH,)
Posteriormente, en el mismo lugar se inyectd una mezcla de acido
hialurénico+PEGDA que al fotopolimerizar in situ con luz ultravioleta forma el
hidrogel. Este material compuesto rellend completamente el defecto e
interaccioné con el tejido circundante por la presencia del adhesivo basado en
sulfato de condroitina. Elisseeff et al. han publicado ensayos clinicos piloto
realizados con este material en 18 pacientes, demostrando la seguridad y posible

aplicacién clinica del material.**?

Junto a estos disenos moleculares, la estructura de PEG también se ha
incorporado en estructuras mds complejas e innovadoras. Algunas de ellas, por

su importancia, se comentan a continuacion.

Grinstaff et al. propusieron la utilizacion de copolimeros bloque hibridos

dendritico-lineales basados en polimeros de PEG para la obtencién de hidrogeles

17



Capitulo 1

fotopolimerizables.” Los hibridos dendritico-lineales son estructuras poliméricas
mas complejas que combinan en su estructura cadenas lineales de polimero y

segmentos dendriticos.®

Centrdandonos en estructuras dendriticas, de entre los diferentes tipos de
estructuras dendriticas se distinguen los dendrimeros, que se caracterizan por
ser macromoléculas altamente ramificadas que poseen tres partes
fundamentales (Figura 1.9): el nucleo, las unidades de ramificacién que dan lugar
a las distintas generaciones (generacion 1 (G1), generacidén 2 (G2), etc.); y la
periferia, que permite la funcionalizacién con un gran variedad de grupos

funcionales cuyo numero estd determinado por la generacién del dendrimero.

NUCLEO

L/Dendrén

G2
G3
G4

Figura 1.9. Estructura general de los dendrimeros y dendrones.®*

Como estructuras dendriticas mas sencillas, estan los dendrones, consideradas
como las unidades estructurales de un dendrimero (Figura 1.9). Se trata de

moléculas ramificadas que poseen un grupo funcional reactivo como punto focal

>® (a) Grinstaff, M. W., Journal of Polymer Science Part A: Polymer Chemistry 2008, 46 (2),
383-400; (b) Degoricija, L.; Bansal, P. N.; Sontjens, S. H. M.; Joshi, N. S.; Takahashi, M.;
Snyder, B.; Grinstaff, M. W., Biomacromolecules 2008, 9 (10), 2863-2872; (c) Sontjens, S.
H. M.; Nettles, D. L.; Carnahan, M. A.; Setton, L. A.; Grinstaff, M. W., Biomacromolecules
2006, 7 (1), 310-316; (d) Carnahan, M. A.; Grinstaff, M. W., JACS 2001, 123, 2905-2906.

% Gitsov, 1., Journal of Polymer Science Part a-Polymer Chemistry 2008, 46 (16), 5295-
5314.

®1 Movellan, J., Dendritic derivatives as building blocks for biomedical applications. Tesis
doctoral, 2013.
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y grupos funcionales en la periferia, cuyo numero depende de la generacidn. La
denominacion utilizada para el nimero de generacién asi como los métodos
utilizados para su sintesis son idénticos tanto para dendrimeros como para

dendrones.

Los copolimeros bloque hibridos dendritico-lineales se pueden sintetizar de
. 2 ..

forma divergente,®® cuando el crecimiento se produce desde uno o ambos

extremos del polimero lineal hacia la periferia de la estructura dendritica, o de

63

forma convergente,” consistente en la sintesis de dendrones y su posterior

acoplamiento a uno o ambos extremos del polimero lineal.

El diseno molecular propuesto por Grinstaff et al., con una estructura de tipo
ABA (Figura 1.10) dendritico-lineal-dendritico basada en PEG, permite Ia
combinacion de las propiedades del PEG, y las caracteristicas de los dendrones,
derivados de metabolitos naturales, como acido succinico (SA), glicerol (GL) y B-
alanina (BA). Por otra parte, la funcionalizacién de los extremos dendriticos con
grupos terminales tipo metacrilato han permitido obtener polimeros

fotopolimerizables.

La estructura dendritica proporciona puntos de degradacion en el hidrogel a
través de los enlaces éster y carbamato asi como numerosos grupos metacrilato
fotopolimerizables en la periferia. Esta aproximacién ha permitido disponer de
un mayor numero de grupos funcionales reactivos que puede dar lugar a un
aumento de la densidad de entrecruzamiento, sin incrementar la concentracién

de poll'mero.59b

®2 |hre, H.; Padilla De Jesus, O. L.; Fréchet, J. M. J., Journal of the American Chemical
Society 2001, 123 (25), 5908-5917.

% Ihre, H.; Hult, A.; Fréchet, J. M. J.; Gitsov, |., Macromolecules 1998, 31 (13), 4061-4068.
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Figura 1.10. Copolimeros bloque dendritico-lineal-dendritico reactivos basadas en PEG y

dendrones de: a) glicerol y 4cido succinico; b) glicerol y B-alanina.*
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El hidrogel fotopolimerizado obtenido a partir del hibrido dendritico-lineal
PGLSA-PEG (Figura 1.10 (a)) se ha utilizado como adhesivo para el tratamiento de
heridas en la cérnea. Los estudios in vivo realizados en aves han demostrado una
curacion de dolencias con estos hidrogeles mas rapida que con las suturas de

nylon utilizadas habitualmente. 59d, 64

Los hidrogeles de PGLSA-PEG han sido también ensayados para la regeneracién
de cartilago.”® Asi, hidrogeles al 7.5 % y al 15 % (w/v) de PGLSA-PEG se han
aplicado en la encapsulacion de condrocitos in vitro. Con el hidrogel de menor
concentracion se logrd generar una gran cantidad de ECM compuesta por
proteoglicanos y coldgeno secretados por los condrocitos. Sin embargo, este

hidrogel se degrado rapidamente, lo que limita su aplicabilidad in vivo.

% Grinstaff, M. W., Biomaterials 2007, 28 (35), 5205-5214.
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Con el fin de mejorar las propiedades de degradacidn se han utilizado hidrogeles
de PGLBA-PEG que combinan la presencia de enlaces tipo éster y tipo carbamato
(Figura 1.10 (b)).>*® Estos hidrogeles presentan propiedades mecénicas que
varian con la concentracion de hidrogel, proporcionando en algunos casos
valores de dureza y viscoelasticidad préximos a los del cartilago. Ensayos in vivo
en conejos con hidrogeles al 10% (w/v), inyectados y fotopolimerizados en el
defecto, mostraron una alta tolerancia, estabilidad estructural y produccién de

ECM por las células, tras 24 semanas.

Otra estrategia interesante de obtencién de hibridos dendritico-lineales
multifuncionales ha sido propuesta recientemente por Malkoch et al.®® El
hidrogel esta compuesto por una mezcla de dos componentes: uno de tipo PEG
con dos grupos tiol terminales (Figura 1.11 (a)) y un hibrido dendritico-lineal-
dendritico de PEG (Figura 1.11 (b)) con estructuras dendriticas que incorporan
dobles enlaces C=C y unidades bioactivas enlazadas covalentemente (en color
rosa). En este caso, la reticulacidon quimica se produce por adicién del grupo tiol a
un doble enlace (reaccién de tiol-enos) a través de un mecanismo radicalario
fotoiniciado con luz UV,*® formandose asi el hidrogel. Los autores han descrito
una supervivencia de fibroblastos proxima al 100 % tras 7 dias encapsulados en

el interior del hidrogel.

65 Oberg, K.; Hed, Y.; Joelsson Rahmn, |.; Kelly, J.; Lowenhielm, P.; Malkoch, M., Chemical
Communications 2013, 49 (62), 6938-6940.

% Hoyle, C. E.; Bowman, C. N., Angewandte Chemie International Edition 2010, 49 (9),
1540-1573.
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Figura 1.11. Componentes del hidrogel descrito por Malkoch et al,®> a) derivado de PEG
con grupos tiol terminales, b) Cadena de polietilenglicol con unidades dendriticas de
glicerol, y en posiciones terminales con dobles enlaces y moléculas bioactivas (en color
rosa).

1.2.3.- Hidrogeles nanoestructurados

Los hidrogeles nanoestructurados, también denominados Nanogeles®, son
dispersiones acuosas de particulas de hidrogel de tamafio nanométrico (10-1000
nm) que poseen las caracteristicas de los hidrogeles macroscépicos y de las

nanoparticulas.™ ©’

Los nanogeles, al igual que sus analogos macroscépicos,
presentan hidrofilicidad, flexibilidad en su fabricacidén, versatilidad, gran

capacidad de absorcion de agua y biocompatibilidad.

Los métodos mas habituales para la produccién de nanogeles son Ia

polimerizacién en microemulsién, la polimerizacién por microemulsion inversa o
. . . s 26b

el entrecruzamiento de nanoparticulas poliméricas autoensambladas. Las

polimerizaciones por microemulsidon o microemulsién inversa utilizan emulsiones

de aceite en agua o agua en aceite, que son sistemas relativamente complejos y

requieren numerosos pasos de purificacion para eliminar los mondmeros vy el

iniciador en exceso. Por el contrario, el entrecruzamiento de estructuras de

®7 saunders, B. R.; Vincent, B., Adv. Colloid Interface Sci. 1999, 80 (1), 1-25.
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tamafio nanométrico autoensambladas es una forma muy versatil de produccién

de nanogeles mediante el bloqueo de las estructuras preformadas.®®

Los nanogeles se han utilizado en diferentes campos biomédicos tales como el

9

. , . . . ; . . 7 . ,
diagnéstico por imagen,” el diagndstico por resonancia’® o la Ingenieria de

tejidos,”" pero el campo de aplicacién mas activo hoy en dia es su uso como

sistemas de transporte y liberacién controlada de farmacos. ** **

Para este fin, un nanogel debe poseer elevada capacidad de carga de farmaco,
encapsulandolo por interacciones de tipo no covalente (interacciones idnicas,
enlaces de hidrégeno, interacciones hidréfobas, etc) o incorporandolos
covalentemente a la matriz polimérica. La eficacia de encapsulacion depende de
la naturaleza del propio nanogel y de como la molécula a encapsular interaccione

con el nanogel %

El nanogel puede ser utilizado para mejorar la solubilidad, biodisponibilidad,
toxicidad y/o estabilidad del farmaco en el interior del organismo vivo, asi como
para producir su liberacién controlada en un lugar especifico. También puede
actuar como un sistema que mejora y facilita la internalizacién celular del
farmaco con respecto al farmaco libre.”> Ademds, debe estar fabricado a partir
de compuestos biodegradables que permitan una liberacién controlada y

prolongada en el tiempo a medida que el nanogel se va degradando.

%8 (a) Chacko, R. T.; Ventura, J.; Zhuang, S.; Thayumanavan, S., Adv. Drug Delivery Rev.
2012, 64 (9), 836-851; (b) Gongalves, C.; Pereira, P.; Gama, M., Materials 2010, 3 (2),
1420-1460.

% peng, H. S.; Stolwijk, J. A.; Sun, L. N.; Wegener, J.; Wolfbeis, O. S., Angewandte Chemie
International Edition 2010, 49 (25), 4246-4249.

7® Oishi, M.; Sumitani, S.; Nagasaki, Y., Bioconjugate Chemistry 2007, 18 (5), 1379-1382.
1 (a) Roux, R.; Ladaviere, C.; Montembault, A.; Delair, T., Materials Science and
Engineering C 2013, 33 (3), 997-1007; (b) Hayashi, C.; Hasegawa, U.; Saita, Y.; Hemmi, H.;
Hayata, T.; Nakashima, K.; Ezura, Y.; Amagasa, T.; Akiyoshi, K.; Noda, M., J. Cell. Physiol.
2009, 220 (1), 1-7.

2 Chandna, P.; Saad, M.; Wang, Y.; Ber, E.; Khandare, J.; Vetcher, A. A.; A., S. V.; Minko,
T., Mol. Pharm 2007, 4 (5), 668-678.
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Con el fin de conseguir una liberacion del farmaco de forma controlada se han
disefiado también nanogeles que responden a estimulos externos.” Este tipo de
materiales son transportadores de farmacos activos que modifican su
composicion estructural o conformacion, promoviendo la liberaciéon controlada
de las especies activas contenidas en el nanogel. Uno de los sistemas de este tipo

mas estudiado son los nanogeles termosensibles.”

Para la preparacion de nanogeles termosensibles se han utilizado materiales
polimericos que contienen en su estructura unidades termosensibles, tales como
PNIPAAM” o Pluronic.”® La presencia de los polimeros termosensibles confiere a
los nanogeles la posibilidad de modificar su tamafio en funcién de la temperatura
(Figura 1.12). Asi, por debajo de su LCST, el polimero se encuentra hidratado y
por tanto en su estado “hinchado”. En este estado los nanogeles presentan una
estructura menos compacta que permite la facil entrada y salida de la molécula
encapsulada. Al aumentar la temperatura se produce la deshidratacion de las
cadenas de polimero, lo que supone la disminucién de tamafo en la estructura
del nanogel y la organizacién en una estructura mas compacta, que retiene el
farmaco, provocando su liberacién de forma mas lenta y controlada en el

tiempo. #*7’

73 Fleige, E.; Quadir, M. A.; Haag, R., Advanced Drug Delivery Reviews 2012, 64 (9), 866-
884.

7% pelton, R., Adv. Colloid Interface Sci. 2000, 85 (1), 1-33.

> Cuggino, J. C.; Alvarez I, C. I.; Strumia, M. C.; Welker, P.; Licha, K.; Steinhilber, D.;
Mutihac, R.-C.; Calderon, M., Soft Matter 2011, 7 (23), 11259-11266.

’® (a) Li, N.; Wang, J.; Yang, X.; Li, L., Colloids and Surfaces b: Biointerfaces 2011, 83 (2),
237-244; (b) Kim, J. Y.; Choi, W. |; Kim, Y. H.; Tae, G.; Lee, S. Y.; Kim, K.; Kwon, I. C., 2010,
147 (1), 109-117; (c) Huang, S. J.; Sun, S. L.; Feng, T. H.; Sung, K. H.; Lui, W. L.; Wang, L.
F., European Journal of Pharmaceutical Sciences 2009, 38 (1), 64-73; (d) Missirlis, D.;
Kawamura, R.; Tirelli, N.; Hubbell, J. A., European Journal of Pharmaceutical Sciences
2006, 29 (2), 120-129; (e) Choi, S. H.; Lee, J. H.; Choi, S. M.; Park, T. G., Langmuir 2006,
22 (4), 1758-1762; (f) Missirlis, D.; Tirelli, N.; Hubbell, J. A., Langmuir 2005, 21 (6), 2605-
2613.

"7 Yang, L.; Guo, C; lJia, L.; Liang, X.; Liu, C.; Liu, H., Journal of Colloid and Interface
Science 2010, 350 (1), 22-29.
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Moléculas encapsuladas

Entrada y salida de moléculas e
en el interior del nanogel

Estado “hinchado” T<LCST
Estado colapsado T>LCST

Figura 1.12. Esquema representativo del proceso de entrada y salida de farmacos en un
nanogel producida por efecto de la temperatura.

1.3. PLURONICY SUS APLICACIONES BIOMEDICAS

En los apartados anteriores se ha podido comprobar que en la busqueda de
materiales para aplicaciones biomédicas, el Pluronic ha sido uno de los
compuestos objeto de estudio en el campo de los hidrogeles termosensibles,

debido a sus particulares caracteristicas.

Con el término Pluronic® se identifica a un copolimero bloque genérico
constituido por dos unidades de PEG, separadas por una unidad central de PPG
(Figura 1.5(a)). Comercialmente estan disponibles distintas variedades de
Pluronic® (Pluronic® de BASF o Poloxamer de ICI) y en un amplio rango de pesos
moleculares y longitudes de los bloques constituyentes.’”® Los distintos tipos de

Pluronic, asi como su nomenclatura, se presentan en la Figura 1.13.%°

78 Pluronic and Tetronic Surfactants, Technical Brochure,. BASF Corp., Parsippany, NJ.
1989.
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Pluronic® Poloxamer Nomenclature Grid
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Figura 1.13. Variedades y nomenclatura de los copolimeros bloque de Pluronic®.

Los copolimeros que estan situados en la misma columna de la representacién
de la Figura 1.13 presentan el mismo porcentaje del bloque de PEG, mientras
que los copolimeros que se encuentran en la misma fila presentan un bloque de
PPG del mismo peso molecular. La nomenclatura para los derivados de Pluronic
comienza con las letras L (para Pluronic en estado liquido), P (para Pluronic en
pasta) o F (para Pluronic en estado sélido, en forma de copos). Los dos primeros
numeros son indicativos del peso molecular de la cadena hidréfoba de PPG, y
van desde el nimero 3 para el copolimero con el menor peso molecular de PPG
hasta el nimero 12 para el de mayor peso molecular de PPG (eje vertical en la
Figura 1.13). El dltimo nuimero se refiere al porcentaje de PEG, y va desde el 1
para el menor porcentaje de PEG hasta 8 para el mayor porcentaje de PEG (eje

horizontal en la Figura 1.13).
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Una de las variedades de Pluronic es el Pluronic F127® (Figura 1.14). El nUmero
12 hace referencia a que se trata de un copolimero bloque con un peso
molecular del bloque de PPG de 4000 g/mol, mientras que el nimero 7 hace

referencia a la presencia de un 70% de PEG en la molécula.

H\o’e\/ O)(\)\o%\/ O‘)gg

99 67

Figura 1.14. Estructura quimica de Pluronic F127°.

La mayoria de los copolimeros tipo Pluronic® presentan las siguientes

caracteristicas generales:

- En disoluciones acuosas son capaces de autoorganizarse formando
micelas, las cuales consisten en un nucleo hidréfobo de PPG y una corona
hidroéfila de PEG (Figura 1.15). La autoorganizacién en micelas se produce
a partir de una determinada concentracién, denominada Concentracion
Micelar Critica (CMC), que se define como la concentracién minima de
material necesaria para dar lugar a micelas termodindmicamente
estables. Otro parametro fundamental es la Temperatura Micelar Critica
(CMT) que es la temperatura a partir de la cual se forman las micelas,

siempre que el polimero se encuentre por encima de su CMC.

Figura 1.15. Esquema de la estructura micelar del Pluronic en agua, a
concentraciones por encima de su Concentracién Micelar Critica (CMC).
En color azul se representa el nucleo hidrofobo de PPG y en color verde la
corona hidréfila de PEG.
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- Las disoluciones acuosas a bajas concentraciones de Pluronic®, debido a
su capacidad de autoorganizacion en forma de micelas por encima de la
CMCy debido a la presencia de su nucleo hidréfobo y su corona hidrofila,
se han utilizado como sistemas de encapsulacién de farmacos tanto
hidréfobos, para mejorar su solubilidad en medio acuoso, como
hidréfilos, para mejorar el tiempo de residencia en el torrente

sanguineo.”

- Algunas de las variedades de Pluronic® disueltos en agua a altas
concentraciones presentan gelificacién termorreversible a partir de una
Concentracion Critica de Gelificacion (CGC). Los factores que determinan
la CGC, asi como a la temperatura de transicion sol-gel (LCST), son el peso
molecular del polimero, su arquitectura molecular (longitud de los
bloques y secuencia de bloques) y la presencia de especies idnicas en la

disolucion.®

El mecanismo de la gelificacidon de Pluronic® sigue siendo un tema que despierta
mucha controversia. Se han propuesto distintos mecanismos que tratan de
explicar la transicion sol-gel de este copolimero bloque, que se comentan a

continuacion.

Rassing y Attwood® explicaron la gelificacién del Pluronic por cambios
intrinsecos en las propiedades micelares, como el numero de agregacién

(numero de moléculas que forman las micelas) y la simetria micelar.

7 (a) Li, Y.-Y.; Li, L.; Dong, H. Q.; Cai, X. J.; Ren, T. B., Materials science & engineering. C,
2013, 33 (5), 2698-707; (b) Yoncheva, K.; Calleja, P.; Aglieros, M.; Petrov, P.; Miladinova,
I.; Tsvetanov, C.; Irache, J. M., International Journal of Pharmaceutics 2012, 436 (1-2),
258-264.

8 Lixin, F.; Degen, M.; Grupido, N.; Bendle, S.; Pennartz, P., Materials Science and
Engineering: A 2010, 528 (1), 127-136.

81 Rassing, D.; Attwood, D., Ultrasound Int. J. Pharm. 1983, 13, 47-55.
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Vadnere et al.®” atribuyeron la transicion sol-gel a un cambio de entropia debido
a la presencia de moléculas de agua ordenadas proximas a las cadenas
hidréfobas de PPG. La presencia de moléculas de agua ordenadas alrededor de
las cadenas hidrofobas minimiza el contacto agua-cadena hidréfoba. Para
polimeros que presentan LCST, el aumento de temperatura permite la
deshidratacién de las cadenas hidréfobas, provocando un aumento del desorden
en las moléculas de agua y por tanto un aumento de la entropia (AS), lo que hace
que sea un proceso favorable (Energia de Gibbs, AG<0). En esta situacién, las
interacciones agua-polimero se hacen desfavorables mientras que se favorecen
las interacciones agua-agua y polimero-polimero. Este fendmeno, que se conoce

como “efecto hidrofébico”,®® es probablemente el mecanismo més aceptado

para la explicacion de la gelificacién de disoluciones de Pluronic®. 3%

Afios mas tarde, Wanka et al.® propusieron la gelificacién como una
organizacién tridimensional estructurada. Las moléculas de polimero se
autoorganizan en micelas por debajo de la LCST y por encima de la CMC. Al
aumentar la temperatura hasta la LCST, se produce el empaquetamiento de
micelas en una estructura ordenada formando mesofases lidtropas cristal

liquido.®®

Si bien al proceso de gelificacion se le ha prestado atencién, la transicién gel-sol
en un calentamiento posterior ha sido poco estudiada. No obstante, se ha
propuesto que la transicién gel-sol puede estar relacionada con el hinchamiento
gue experimentan las cadenas de PEG en las micelas, al aumentar la solubilidad

con el incremento de temperatura.32b

8 vadnere, M.; Amidon, G.; Lindenbaum, S.; Haslam, J. L, Int J Pharm 1984, 22, 207-218.
8 Southall, N. T; Dill, A. D.; Haymet, D. J., J. Phys. Chem. B, 2002, 106 (3), 521-533.

8 Alexandridis, P.; Holzwarth, J. F.; Hatton, T. A., Macromolecules 1994, 27 (9), 2414-
2425.

8 Wanka, G.; Hoffman, H.; Ulbricht, W., J Colloid Interface Sci 1990, 268 (2), 101-117.
 Wanka, G.; Hoffman, H.; Ulbricht, W., Macromolecules 1994, 27 (15), 4145-4159.
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Estas caracteristicas de las estructuras de Pluronic®, unidas a su
biocompatibilidad, han hecho que en sus distintas variedades, estén presentes
en productos de uso cotidiano tales como champus, enjuagues bucales,
desmaquillantes-limpiadores faciales, cremas anti-acné, cremas

antiinflamatorias,87 etc.

Como se ha resaltado, en las ultimas décadas, el Pluronic® ha sido uno de los
copolimeros bloque mds utilizados en IT y en sistemas de transporte y Liberacién
controlada de farmacos.® Sin embargo, y pese a las ventajas que presenta, estos
copolimeros estdn lejos de ser considerados como un material ideal para
hidrogeles inyectables, debido a que muestran tiempos de residencia cortos en
el lugar del implante (<1 dia), baja adhesién celular al material y baja
biodegradabilidad de los bloques que lo componen. No obstante se considera
que el Pluronic® con peso molecular inferior a 13000 g/mol es bioabsorbible por

filtracion a través del rifion.?’

Es por ello que para mejorar la biodegradabilidad, compatibilidad y adhesion
celular, se han disefiado derivados de Pluronic® combinados con moléculas de
origen natural® o con moléculas bioactivas,” utilizdndolos en la preparacién de

hidrogeles termosensibles.

8 park, Y. J.; Yong, C. S.; Kim, H. M.; Rhee, J. D.; Oh, Y. K.; Kim, C. K.; Choi, H. G., Int J
Pharm 2003, 263 (1-2), 105-111.

8 (a) Basak, R.; Bandyopadhyay, R., Langmuir 2013, 29 (13), 4350-4356; (b) Lee, J. H.;
Kim, J. H.; Oh, S. H.; Kim, S. J.; Hah, Y. S.; Park, B. W.; Kim, D. R.; Rho, G. J.; Maeng, G. H.;
Jeon, R. H.; Lee, H. C.; Kim, J. R.; Kim, G. C.; Kim, U. K.; Byun, J. H., Biomaterials 2011, 32
(22), 5033-5045; (c) Han, D. K.; Ahn, K. D.; Cha, S. H, 2007, Patent number WO
2007/064152 A1; (d) Kumar, M.; Kumar, N.; Domb, A.; Arora, M., Advances in Polymer
Science, 2002, 160, 45-117 (e) Kavanov, a. V.; Alakhov, V. Y., Critical reviews in
therapeutic Drug Carrier Systems 2002, 19 (1), 1-73.

8 park, K. M.; Lee, S. Y.; Joung, Y. K.; Na, J. S.; Lee, M. C.; Park, K. D., Acta Biomaterialia
20009, 5 (6), 1956-1965.

% (a) Park, k. M. P. K. D., Macromolecular Research 2008, 16 (6), 517-523; (b) Huang, K.;
Lee, B. P.; Ingram, D. R.; Messersmith, P. B., Biomacromolecules 2002, 3 (2), 397-406.
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Por ejemplo, Fang et al.’* describieron un derivado de Pluronic F127® modificado

guimicamente en sus extremos mediante la unidon a un polisacarido natural

Ccoo \kLOOH
OH OOH

Ho(/\\v/ )(«/J\\ %f\\// )TT/ /”\\//N

como el alginato (Figura 1.16).

Figura 1.16. Estructura quimica del derivado Pluronic F127-Alginato descrito por Fang et
al®

Este derivado retiene las propiedades de gelificacion de Pluronic F127® y mejora
la biocompatibilidad debido a la presencia del alginato. Hidrogeles de Pluronic
F127-alginato se han utilizado como soporte para la administracion de forma
tépica y liberacidn controlada de seleginina, fdrmaco indicado para el
tratamiento de desordenes depresivos. Asi mismo, se han utilizado en Ia
dispensacién, mediante inyeccién, de cis-platino en el tratamiento del céncer.
Estos hidrogeles mostraron una liberacidn controlada de cis-platino asi como un

. ez , 2
aumento de la deposicién de éste en zonas tumorales.’

Rotonda et al.®* combinaron Pluronic F127® con otro polisacarido natural, acido
hialurénico. La presencia de este acido provoca la disminucién de la temperatura
de gelificacion y mejora las propiedades de adhesion celular en el hidrogel. Por
otra parte, la incorporacién covalente adicional de una proteina bioactiva

implicada en los procesos de proliferacién celular y en procesos de

%1 Chen, C. C.; Fang, C. L.; Al-Suwayeh, S. A.; Leu, Y. L.; Fang, J. Y., International Journal of
Pharmaceutics 2011, 415 (1-2), 119-128.

2 Fang, J. Y.; Hsu, S. H.; Leu, Y. L.; Hu, J. W., J. Biomater. Sci. Polym. Ed. 2009, 20, 1031-
1047.

93 Mavyol, L.; Quaglia, F.; Borzacchiello, A.; Ambrosio, L.; Rotonda, M. I. L., European
Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics 2008, 70 (1), 199-206.
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diferenciacién, la B-TGF (Transforming Growth Factor), favorecié Ila
diferenciacién celular de MSC a condrocitos y la produccion en conejos de una

matriz cartilaginosa en defectos de cartilago articular.®®

Con el fin de mejorar la estabilidad mecdnica de hidrogeles basados en Pluronic®
se han propuesto diferentes hidrogeles que combinan su termosensibilidad con
la presencia en los componentes de grupos funcionales reactivos que permitan la
formacién de otra red tridimensional, entrecruzada quimicamente. Con este fin,
las reacciones mas utilizadas en la preparacion de hidrogeles derivados de
Pluronic® mixtos (reticulacién fisica + reticulacién quimica), ha sido Ia
fotopolimerizacion de grupos acrilatos o metacrilatos o la adicién de grupos tiol
(-SH) a dobles enlaces (C=C) deficientes en electrones (reaccién tiol-eno),
mediante un mecanismo idnico (adicion de Michael) o por un mecanismo

radicalario fotoiniciado.* *®

La aproximacion sintética mas sencilla seguida para la obtencion de este tipo de
derivados de Pluronic® ha sido la funcionalizacién de los dos grupos hidroxilo
terminales de la molécula de Pluronic® con grupos acrilato o metacrilato, y su
entrecruzamiento por fotopolimerizacidon consigo mismo”° o con otros grupos

. , . 7 . sy
reactivos de polimeros biodegradables, naturales®’ o sintéticos.”

En esta linea, Park et al.”’ describieron un hidrogel termosensible y
fotopolimerizable basado en una mezcla de diacrilato de Pluronic F127 y acido
hialurénico funcionalizado con grupos metacrilato. Estos autores prepararon un
amplio numero de hidrogeles, con diferentes densidades de entrecruzamiento y

propiedades mecanicas, variando el tiempo de irradiaciéon con luz ultravioleta.

94Jung, H. H.; Park, K.; Han, D. K., Journal of Controlled Release 2010, 147 (1), 84-91.

% Tasdelen, M. A.; Yagci, Y., Angewandte Chemie International Edition 2013, 52 (23),
5930-5938.

% Lee, S.Y.; Tae, G., Journal of Controlled Release 2007, 119 (3), 313-319.
7 Chun, K. W.; Lee, J. B.; Kim, S. H.; Park, T. G., Biomaterials 2005, 26, 3319-3326.

%8 (a) Park, J. H.; Moon, J. R.; Hong, K. H.; Kim, J. H., Journal of Polymer Research 2011, 18
(2), 273-278; (b) Pang, X.; Chu, C. C., Polymer 2010, 51 (18), 4200-4210.
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Estos hidrogeles se utilizaron para encapsular ADN mediante la formacion del
hidrogel por efecto de la temperatura y la posterior fotopolimerizacion. Sus
estudios demostraron que la liberacién de ADN se producia durante 10 dias, de
forma lenta y controlada, con diferencias dependiendo del grado de

entrecruzamiento del hidrogel.

/.98b

Chu et a mezclaron diacrilato de Pluronic F68 con un polimero sintético

biodegradable basado en poliesteramidas (PEA) con grupos acrilato, con el fin de

disponer de hidrogeles termosensibles y fotopolimerizables (Figura 1.17).

PEA

+
- e

Diacrilato de Pluronic

Figura 1.17. Representacion esquematica del hidrogel fotopolimerizado basado en
Poliesteramidas (PEA) y diacrilato de Pluronic F68, descrito por Chu et al *=®

Han et al. % % han descrito otra aproximacion diferente a la obtencién de
derivados fotopolimerizables de Pluronic®. Utilizando el copolimero Pluronic
F68® y siguiendo el procedimiento que se muestra en la Figura 1.18, prepararon
un derivado de Pluronic F68® con dos grupos metacrilato fotopolimerizables y
dos estructuras peptidicas RGD, incorporadas para favorecer la adhesién celular.
Estos materiales han sido objeto de dos patentes orientadas a su utilizacién en

LCF e |T, 8899

% (a) Han, D. K.; Park, K.; Kim, J. J., 2010, Patent number WO 2007/064152 A1; (b) Cha,
M.-H.; Choi, J.; Choi, B. G.; Park, K.; Kim, I. H.; Jeong, B.; Han, D. K., Journal of Colloid and
Interface Science 2011, 360 (1), 78-85.
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Figura 1.18. Ruta sintética de los copolimeros reactivos de Pluronic F68® descritos por
/ 99a

Han et al.
Como una alternativa a la fotopolimerizacion de acrilatos o metacrilatos, varios
autores han utilizado la reaccion de tiol-enos para la reticulacion quimica de
hidrogeles derivados de Pluronic®. Con este fin se han utilizado un significativo
numero de moléculas funcionalizadas con grupos tiol, para su interaccién
covalente con diacrilato de Pluronic, desde moléculas de origen natural, como
por ejemplo dextrano tiolado,’® hasta el propio Pluronic® con grupos tiol

terminales.’®*

De forma general, en estos hidrogeles la reacciéon de tiol-enos se ha llevado a
cabo en condiciones suaves (condiciones fisioldgicas), dando lugar a materiales

con buena biocompatilibilidad y bajo grado de hinchamiento en entorno acuoso.

100 (a) Lin, C.; Zhao, P.; Li, F.; Guo, F.; Li, Z.; Wen, X., Materials Science and Engineering: C
2010, 30 (8), 1236-1244; (b) Niu, G.; Zhang, H.; Song, L.; Cui, X.; Cao, H.; Zheng, Y.; Zhu,
S.; Yang, Z.; Yang, H., Biomacromolecules 2008, 9 (10), 2621-2628.

101 (3) Cellesi, F.; Tirelli, N., Journal of Materials Science: Materials in Medicine 2005, 16
(6), 559-565; (b) Cellesi, F.; Tirelli, N.; Hubbell, J. A., Biomaterials 2004, 25 (21), 5115-
5124; (c) Cellesi, F.; Tirelli, N.; Hubbell, J. A., Macromolecular Chemistry and Physics
2002, 203 (10-11), 1466-1472.
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Si bien muchos ejemplos del uso del Pluronic® en hidrogeles han estado
destinados a sus aplicaciones en IT, en la bibliografia se encuentran también
ejemplos de nanogeles termosensibles, en concreto derivados de diacrilato de
Pluronic, la mayoria de ellos obtenidos por fotopolimerizacion, algunos de los

cuales se comentan a continuacién. "

Tae et al.'® han descrito la preparacién de nanogeles termosensibles por
fotopolimerizacion de diacrilato de Pluronic F127. Los hidrogeles
nanoestructurados fueron obtenidos en un solo paso por fotopolimerizacién de
disoluciones diluidas del polimero por encima de la CMC, para garantizar el
autoensamblaje en micelas. Los nanogeles conservan la naturaleza anfifila de las
micelas, dando lugar a dominios hidréfobos e hidréfilos que permiten la
encapsulaciéon de farmacos de ambas naturalezas. Cabe destacar su gran
capacidad y versatilidad de carga, ya que han permitido encapsular tanto
proteinas como nanoparticulas de oro. Estos nanogeles presentaron cambios de
tamafio en funcién de la temperatura, variando de 460+37 nm a 555 nm con el
aumento de 4 °C a 37 °C. Esta variacion de tamafio se ha utilizado para producir
una liberacion de la proteina encapsulada a 37 °C de forma mas sostenida en el
tiempo que la que se produce a 4 °C, donde la proteina encapsulada se libera de

forma rapida (Figura 1.19).

192 Choi, W. I; Tae, G.; Kim, Y. H., Journal of Materials Chemistry 2008, 18 (24), 2769-
2774.
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Figura 1.19. Liberacién gradual a 37°C de una proteina fluorescente cargada en
nanogeles de diacrilato de Pluronic F127, descrita por Tae et al.'®
En un estudio posterior de los mismos autores se demostrd que los nanogeles

facilitan la permeabilidad a través de la piel de proteinas como insulina o

albimina, manteniendo intacta la actividad de las mismas.'®®

Asi mismo, se han descrito nanogeles preparados a partir de la copolimerizacién
de diacrilato de Pluronic con distintos polisacaridos naturales funcionalizados

. . 7
con grupos fotopolimerizables. 76" ¢

Por ejemplo, Tae et al.7® copolimerizaron diacrilato de Pluronic (F127 y F68) con
el polisacarido quitosano, modificado quimicamente con grupos metacrilato
(Figura 1.20). Los nanogeles obtenidos mostraron baja citotoxicidad tras 24

horas, asi como internalizacion en células tumorales.

19 Choi , W. I.; Hyun Lee, J.; Kim, J. Y.; Kim , J.-C.; Kim , Y. H.; Tae , G., Journal of
Controlled Release 2012, 157, 272-278.
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Figura 1.20. Esquema de sintesis de los nanogeles derivados de quitosano con grupos
metacrilato (GMA-chitosan) y de diacrilato de Pluronic (DA-Pluronic).”®®

/. 76¢

Siguiendo un procedimiento similar, Wang et a copolimerizaron diacrilato de

Pluronic con sulfato de condroitina con grupos metacrilato, con resultados

7 . . .
7% en cuanto a citotoxicidad e

analogos a lo publicado por Tae et a
internalizacién en células tumorales. Ademds estos nanogeles se utilizaron para
encapsular y liberar de forma controlada Doxorubicina, un farmaco
anticancerigeno hidréfobo, con un gran nimero de efectos secundarios cuando

se administra de forma libre.
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2.1.- OBJETIVOS

El objetivo principal de esta tesis doctoral ha sido el disefio, sintesis, preparacion
y caracterizacién de hidrogeles termosensibles y fotopolimerizables, para
aplicacién en Ingenieria de Tejidos y sistemas de encapsulacidon y Liberacién

controlada de farmacos.

Como se ha expuesto en el apartado de antecedentes, el disefio molecular de
hidrogeles para aplicaciones biomédicas ha estado fuertemente condicionado
por la aplicacién ultima que se deseaba para estos materiales. En nuestro caso,
junto al hecho de estar considerando materiales que deben gelificar en medio
acuoso y combinar los requisitos propios de cualquier biomaterial, nuestro
interés se ha centrado en hidrogeles termosensibles que permitan ser
fotopolimerizados, con el fin de estabilizar estructuralmente tanto un soporte
para Ingenieria de tejidos, como nanogeles para encapsulacidon y Liberacién

controlada de farmacos.

Basandonos en los antecedentes del tema y la propia experiencia del grupo de
trabajo, el disefio quimico elegido se ha centrado en copolimeros bloque

dendritico-lineal-dendritico, cuya estructura se esquematiza en la Figura 2.1.

®.
-
Dendrén — (: —

B

.

@ -9
o Copolimero bloque N )

. Grupos funcionales terminales

Figura 2.1. Disefio estructural de macromoléculas dendritico-lineal-dendritico objeto de
estudio.

La estructura quimica de los compuestos propuestos presenta tres partes

claramente diferenciadas: un nucleo lineal polimérico, que a su vez es un
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polimero tribloque ABA (color verde y azul en la Figura 2.1), dos estructuras de
tipo dendritico en las posiciones terminales (color morado) y distintos grupos
fotopolimerizables terminales que difieren en naturaleza quimica y en nimero

(color rojo).
La estructura quimica propuesta de estos bloques responde a distintos aspectos.

Con el objetivo de conseguir compuestos con propiedades de autoensamblaje y

termosensibilidad, se ha elegido un copolimero bloque de tipo Pluronic® como

bloque lineal central, en concreto la variedad Pluronic F127©,79% 8% 104 n5 de los

mas utilizados para aplicaciones biomédicas y aprobado por la FDA (Food and
Drug Administration) en diferentes aplicaciones en el campo farmacéutico para

I 107

su uso in vivo en humanos:'® disolucién oftélmica,106 administracion ora o

uso tépico (Figura 2.2).

104 (¢) Manaspon, C.; Viravaidya-Pasuwat, K.; Pimpha, N., Journal of Nanomaterials 2012;

(d) Abdi, S. I. H.; Choi, J. Y.; Lee, J. S.; Lim, H. J.; Lee, C.; Kim, J.; Chung, H. Y.; Lim, J. O.,
Tissue Engineering and Regenerative Medicine 2012, 9 (1), 1-9; (e) Antunes, F. E,;
Gentile, L.; Oliviero Rossi, C.; Tavano, L.; Ranieri, G. A., Colloids and Surfaces b:
Biointerfaces 2011, 87 (1), 42-48; (f) Shachaf, Y.; Gonen-Wadmany, M.; Seliktar, D.,
Biomaterials 2010, 31 (10), 2836-47.

%Approved drug products. Poloxamer 407 o Pluronic F127. USFDA, 2003,
www.accesdata.fda.gov/scripts/cder/igg/.

10615 H.; Sung, K. C., Journal of Controlled Release 2000, 69 (3), 379-388.
197 padilla, M.; Clark, G. T.; Merril, R. L., J. Am. Dent. Assoc. 2000, 131 (2), 184-195.
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INACTIVEINGREDIENT

ROUTE;DOSAGE FORM

MAXIMUM POTENCY

POLOXAMER 407 OPHTHALMIC; SOLUTION 0.2%

POLOXAMER 407 OPHTHALMIC; SOLUTION, 0.16%
DROPS

POLOXAMER 407 OPHTHALMIC; SLSPEMSION, 0.101%
DROPS

POLOXAMER 407 ORAL; CAFSULE, ENTERIC MG
COATED PELLETS

POLOXAMER 407 ORAL; POWDER, FOR ORAL 12.6%
SUSPEMSION

POLOXAMER 407 ORAL; 30LUTION 1%

POLOXAMER 407 ORAL; SUSPEMNSION 0.05%

POLOXAMER 407 ORAL; TABLET 110MG

POLOXAMER 407 ORAL; TABLET, FILM COATED 106.7MG

POLOXAMER 407 PERIODOMTAL; GEL 15.5%

POLOXAMER 407 TOPICAL; EMULSION, CREAM 1%

POLOXAMER 407 TOPICAL; GEL 0.2%

POLOXAMER 407 TOPFICAL; SOLUTION

POLOXAMER 407 TOPICAL, SUSPENSION, 0.101%

DROPS

Figura 2.2. Concentraciones maximas permitidas de Pluronic F127® (Poloxamer 407)
para distintas aplicaciones, aprobadas por la FDA.

Este copolimero posee un bloque de PPG con 67 unidades repetitivas y dos
bloques de PEG de 99 unidades repetitivas cada uno (Figura 2.3). Pluronic F127°®

tiene un peso molecular de 12600 g/mol.

H ox\)\ /X\/o
\04/\/ 0 ‘)H

99 67 99
Figura 2.3. Estructura quimica de Pluronic F127°.

El Pluronic F127 ® se caracteriza por presentar una transicién de fase sol-gel a
temperatura fisioldgica en una concentracion del 16 % (w/v) en agua. Es uno de
los derivados comerciales de Pluronic® que requiere una menor CGC para

producir la transicidn sol-gel a temperatura fisioldgica.
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Como estructura dendritica bdsica se ha optado por poliésteres basados en el

acido 2,2-bis(hidroximetil)propiénico (bis-MPA) (Figura 2.4).

HO OH

OH

Figura 2.4. Estructura quimica de acido 2,2-bis(hidroximetil)propidnico (bis-MPA).

Los dendrimeros y dendrones de tipo poliéster basados en bis-MPA presentan
una serie de caracteristicas que los hacen candidatos ideales para aplicaciones
biomédicas: son biocompatibles tanto in vitro'™® como in vivo, son solubles en
entorno bioldgico y son capaces de degradarse por un proceso hidrolitico de los

108,199 por otra parte, la unidad monomérica de bis-MPA presenta

enlaces éster.
en su estructura grupos hidroxilo que permiten su funcionalizacién con un gran
numero de grupos funcionales, mediante diferentes tipos de reacciones
organicas.™® Asi mismo, el grupo acido en el punto focal posibilita su interaccién

con grupos funcionales como hidroxilo o amino de otras moléculas.

Como grupos funcionales terminales se ha optado por grupos fotoreactivos

acrilato y tiol.

A pesar del creciente numero de aplicaciones tanto del Pluronic® 104a-b, 111

como
de los poliésteres dendriticos'™® de forma individual, hasta la fecha no se han

descrito hibridos dendritico-lineal-dendritico que los combinen.

198 Feliu, N.; Walter, M. V.; Montafiez, M. I.; Kunzmann, A.; Hult, A.; Nystrom, A,;
Malkoch, M.; Fadeel, B., Biomaterials 2012, 33 (7), 1970-1981.

109 Zhang, H.; Patel, A.; Gaharwar, A. K.; Mihaila, S. M.; lviglia, G.; Mukundan, S.; Bae, H.;
Yang, H.; Khademhosseini, A., Biomacromolecules 2013, 14 (5), 1299-1310.

10 carlmark, A.; Malmstrom, E.; Malkoch, M., Chemical Society Reviews 2013, 42 (13),
5858-5879.

1 \Wu, C.-J).; Gaharwar, A. K.; Chan, B. K.; Schmidt, G., Macromolecules 2011, 44 (20),
8215-8224.
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2.2.- PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO

Para la consecucidn del objetivo principal de este trabajo de investigacidn se ha
planteado la preparacion de dos series diferentes de compuestos dendritico-

lineal-dendritico que responden a la estructura antes comentada:

1.- Copolimeros blogue dendritico-lineal-dendritico derivados de Pluronic
F127® y de dendrones de bis-MPA, y su analogo lineal, con grupos acrilato
terminales (Serie A, Figura 2.5), que permitan la preparacién de hidrogeles

basados en poliacrilatos mediante polimerizacidn fotoinducida.

2.- Copolimeros bloque dendritico-lineal-dendritico derivados de Pluronic
F127® y de dendrones de bis-MPA, y su analogo lineal, con grupos tiol terminales
(Serie B, Figura 2.6), que permitan la preparacion de hidrogeles basados en tiol-
enos, mediante reaccion fotoinducida. Para la incorporacién de los grupos tiol se
han seleccionado restos de tipo cisteamina unidos a los grupos hidroxilo

terminales mediante enlaces carbamato.

Para la identificacion de los diferentes compuestos lineales y dendritico-lineal-
dendritico objeto de estudio de esta memoria se ha utilizado una nomenclatura
F127-GFT-n como la indicada en las Figuras 2.5 y 2.6, que permite identificar la
presencia de la estructura de Pluronic F127%, la naturaleza quimica de los grupos

funcionales terminales (GFT) y su nimero (n).

Por ejemplo, F127-Ac-4 identifica al compuesto dendritico lineal de Pluronic
F127® funcionalizado con dendrones de bis-MPA de primera generacion, que

presenta cuatro grupos acrilato terminales.
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Figura 2.5. Estructura quimica y nomenclatura para las moléculas de la Serie A con
grupos acrilato terminales.
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Figura 2.6. Estructura quimica y nomenclatura para las moléculas de la Serie B con
grupos tiol terminales.

El plan de trabajo desarrollado ha implicado los siguientes apartados:

- Sintesis y caracterizacion estructural de las macromoléculas mediante
diferentes técnicas experimentales (‘*H-RMN, *C-RMN, FT-IR, EM y GPC).

- Determinacion de las propiedades sol-gel de los materiales en funcién de
la concentracién en PBS (Phosphate Buffer Saline) y de la temperatura.

- Preparacion de formulaciones binarias basadas en derivados acrilados y

tiolados y determinacion de sus propiedades sol-gel.
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Con el fin de desarrollar Materiales para aplicaciones en Ingenieria de Tejidos,

el trabajo desarrollado se ha concretado en:

Preparacion de hidrogeles macroscopicos por accién de la temperatura y
por fotopolimerizacién.

Caracterizacion de su morfologia interna por SEM.

Andlisis de sus procesos de degradacion.

Estudios de viabilidad celular.

Evaluacién de sus propiedades mecanicas.

Con el fin de desarrollar Materiales nanoestructurados para encapsulacion

(Nanogeles), el trabajo desarrollado ha sido:

48

Determinacion de la Concentracion Micelar Critica (CMC) de las
moléculas.

Preparacion de nanogeles mediante fotopolimerizacidn.

Estudios de encapsulacion de moléculas hidréfobas e hidrofilas.

Estudio de la morfologia y tamafio de los nanogeles por TEM/SEM y DLS.
Estudios de viabilidad celular.

Estudios de internalizacién de nanogeles en células.
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Capitulo 3

En este tercer capitulo de la Memoria se expone el trabajo desarrollado relativo
a la preparacién y caracterizacion de los diferentes derivados de Pluronic F127®
que presentan como caracteristicas estructurales: la utilizacion de enlaces de
tipo éster en la unién entre el polimero y las estructuras dendriticas y de grupos
acrilato como unidades reactivas terminales.
Para ello, la exposicidon de los resultados y su discusién se ha dividido en los
siguientes apartados:

- Sintesis y caracterizacion estructural de los productos

- Determinacion de las propiedades sol-gel de los productos

- Preparacion de los hidrogeles fotopolimerizados

- Caracterizacion morfoldgica de la estructura interna por SEM

- Estudio de la degradacion de los hidrogeles fotopolimerizados

- Ensayos de viabilidad celular

- Caracterizacion mecdnica de los hidrogeles fotopolimerizados
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3.1.- SINTESIS Y CARACTERIZACION
3.1.1- Derivado lineal: F127-Ac-2

La introduccidon de grupos acrilato en la molécula comercial de Pluronic F127°,
para la obtencién de F127-Ac-2, ha sido abordada por varios autores, utilizando

diferentes procedimientos sintéticos.”® % 1°¢

En nuestro trabajo, la acrilacién se
llevd a cabo utilizando cloruro de acriloilo y trietilamina (TEA) como base

(Esquema 3.1).

HOMO)K\ /ozg/\(ﬁg:

99

i) 67-78%
(0]
\)J\O/\/O(\/\O)(’\roje/\o)/\/om/\
98 67 98 0

[1] F127-Ac-2

Esquema 3.1. Ruta sintética para la obtencién de F127-Ac-2.
Condiciones de reaccion: i) Cloruro de acriloilo, TEA, diclorometano.

Ante la dificultad que presenta el seguimiento de la funcionalizacién de Pluronic
F127® por los métodos cromatograficos habituales en quimica organica, se opté
por utilizar "H-RMN como técnica de deteccidn de las sefiales del nuevo grupo
funcional introducido, asi como por la FT-IR para la observacion de las bandas de
vibracién de los enlaces caracteristicos de cada compuesto. A continuacién se
comentan de forma detallada los espectros de *H-RMN asi como los de FT-IR,

que se complementan con otras técnicas adicionales en el caso de ser necesario.

En la parte inferior de la Figura 3.1 se muestra el espectro de 'H-RMN de
F127-Ac-2, asi como el etiquetado de carbonos y sus correspondientes protones
para Pluronic F127® y F127-Ac-2. Con respecto al del polimero comercial

Pluronic F127® (parte superior Figura 3.1), en el espectro de F127-Ac-2 se
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observé la aparicion de dos sefales caracteristicas. Estas sefiales corresponden a
los grupos acrilato unidos al polimero, que aparecen como 3 dobletes de
dobletes entre 5.7 y 6.5 ppm (protones |, J y J°) y la sefial correspondiente a los
protones de los grupos —CH»- de la cadena de PEG directamente unidos al enlace

éster formado (protones G), triplete que aparece a 4.31 ppm.

A

D C
HO‘E/\OggﬁB/OG%/\O)H D, E
A 7 99

| it

)y G D C

\)k/\/o B O 0
HOT Y (\EAOQE\A( yog\/jo(\

V

i i

74 70 66 6.2 58 54 50 46 42 38 34 30 26 22 18 14 1.0
f1 (ppm)

Figura 3.1. Espectros de "H-RMN de Pluronic F127® comercial (parte superior) y de
F127-Ac-2 (parte inferior) en CDCl;, 500 MHz.

Para comprobar la completa funcionalizacién de Pluronic F127®, la integracién
de las nuevas sefiales, protones G (4H), | (2H), J (2H) y J'(2H), se correlaciond con
la de los protones de los grupos metilo correspondientes al bloque de PPG de
Pluronic F127®, protones de tipo A, que integran por 201 protones y de los
protones que corresponden a los grupos —CH- del mismo bloque, protones de
tipo B, que integran por 67 protones, constatando la proporcién relativa

esperada.

Mediante FT-IR se comprobd en el espectro de F127-Ac-2 la presencia de la

vibracién de tensidn correspondiente al grupo carbonilo a 1724 cm™ (Figura 3.2).
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Figura 3.2. Espectros FT-IR de Pluronic F127® comercial y de F127-Ac-2, muestra
preparada a partir del compuesto neto fundido sobre pastilla de NaCl.

3.1.2.- Derivados dendriticos: F127-Ac-4 y F127-Ac-8

Los aspectos mas resefiables de la obtencidon de los diferentes compuestos

dendriticos se discuten segun los siguientes subapartados:

a) Crecimiento de la generacion.
b) Desproteccion de los grupos hidroxilo por hidrogenolisis.
¢) Introduccion de grupos acrilato.

d) Caracterizacion por GPC y MALDI-MS.

a) Crecimiento de la generacion

Como se ha comentado en la introduccién de esta memoria, existen varios
métodos para la sintesis de estructuras dendriticas, el convergente y el

divergente.

Para la obtencién de los derivados dendritico-lineales de Pluronic de primera y
segunda generacién se ensayé en primer lugar el método de sintesis
convergente, ya que hasta el momento ha sido el procedimiento de sintesis de

moléculas dendriticas mas habitual utilizado en nuestro grupo, el grupo de
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Cristales liquidos y Polimeros."** De forma general, este método consiste en el
crecimiento de los dendrones derivados de bis-MPA y su posterior acoplamiento

al nucleo central polimérico de Pluronic F127°.

Para la sintesis de los acidos dendriticos de bis-MPA de primera [2] y segunda
generacion [5] con los grupos hidroxilo protegidos en forma de acetal, se utilizd

el método descrito por Hult (Esquema 3.2).%

HO_ O
OH
HO
i /79% ii)\43-54%
o_ 0 HO_ O

>< OH o@
0 HO

@ — Bl

i) 70%
iv) 83%
o. O

N

0

0
0. o OH
o/

[5]

Esquema 3.2. Ruta sintética para la obtencién de dendrones de primera [2] y segunda
generacion [5]. Condiciones de reaccién: i) 2,2-dimetoxipropano, TsOH, acetona, ii)
bromuro de bencilo, KOH, dimetilformamida, iii) DCC, DPTS, diclorometano, iv) Pd/C,
acetato de etilo.

112(a) Blasco, E.; Barrio, J. d.; Sanchez-Somolinos, C.; Pinol, M.; Oriol, L., Polymer

Chemistry 2013, 4 (7), 2246-2254; (b) Blasco, E.; Barrio, J. d.; Pifiol, M.; Oriol, L.; Berges,
C.; Sanchez, C.; Alcal3, R., Polymer 2012, 53 (21), 4604-4613; (c) del Barrio, J. s.; Oriol, L,;
Alcal3, R.; Sanchez, C., Macromolecules 2009, 42 (15), 5752-5760.
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El acoplamiento de los dendrones de primera [2] y segunda generacidn [5] con
Pluronic F127® se realizd por reaccién de esterificacion de Steglich entre los
grupos acido de los dendrones y los grupos hidroxilo de Pluronic F127° (Esquema
3.3). Sin embargo, esta reaccion no proporciond la funcionalizacion completa del
copolimero bloque, siendo imposible la separacion del polimero sin funcionalizar
o parcialmente funcionalizado, del completamente funcionalizado, como se pudo
comprobar por la incorrecta correlacién del valor de las integrales
correspondientes a Pluronic F127® y las de los fragmentos dendriticos, en sus

correspondientes espectros de *H-RMN.

HOMOMOMO%H
99 67 99
|>< Pluronic F127

G, 2
VB N e

Esquema 3.3. Ruta sintética convergente para la obtencién de los derivados dendriticos
de primera y segunda generacion, con los grupos hidroxilo periféricos protegidos en
forma de acetal. Condiciones de reaccion: i) [2], DCC, DPTS, diclorometano. ii) [5], DCC,
DPTS, diclorometano.

Estos resultados llevaron a plantear de forma alternativa el empleo del método
de sintesis divergente utilizado por Fréchet® para la obtencién de copolimeros
bloque dendritico-lineal-dendritico derivados de bis-MPA y PEG. En este caso, el
crecimiento de generacién se realiza directamente sobre el nucleo de PEG,
alternando etapas de crecimiento de generacidon y desproteccion. Para el

crecimiento de generacion se utiliza un anhidrido derivado de bis-MPA [7]
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(Esquema 3.4), con el cual se consiguen funcionalizaciones completas, elevados

rendimientos y purificaciones sencillas.

OCH,
HO_ O
ﬂAOH + OCH,4
HO
i) 31-64%
0 0
H OH
0
(6]
ii) 88-96%

0 0] 0} o)
H
(0]
H

(0] (0]

(7]
Esquema 3.4. Ruta sintética para la obtencién del anhidrido derivado de bis-MPA [7].
Condiciones de reaccion: i) TsOH, acetona ii) DCC, diclorometano.

Finalmente, la sintesis de los compuestos se desarrollé conforme a la ruta que se
muestra en el Esquema 3.5. La reaccién del anhidrido [7] con la molécula de
Pluronic F127® proporciond el derivado dendritico-lineal-dendritico de primera
generacion protegido, F127-Bn-2 [8], con rendimientos superiores al 95%. Otra
ventaja de esta reaccidon es la facilidad de purificacién, que consiste en un
pretratamiento del crudo de reaccién con metanol para la destruccién del
anhidrido [7] en exceso, que se convierte en el correspondiente acido benciliden-
2,2-bis(oximetil)propidnico [6] y que a diferencia del anhidrido [7] es soluble en

dietil éter, lo que permite la posterior precipitacion de F127-Bn-2 [8] en dietil
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éter frio. De esta forma se obtiene el producto buscado tras filtracidn y lavado

con dietil éter frio.

o} H
HO/\/OV\OM %/\Oj/\/O
98 67 98
Pluronic F127

i) l 88-99%

[8] F127-Bn-2
ii) ‘ 96%-Cuant.

HO._ O OH
O/\/O(\/\Ox’\(oj(\/\o)/\/oj(E
98 67 98

0] OH
HO
[9] F127-OH-4

i) | 71-94%

o 0 0 _o
H O)KE H
~_0 (0] (0]
ﬂwﬂ)ko ML g | OYE‘>(©
: [10] F127-Bn-4 H

ii) \ 96%-Cuant.
HO 0 /KEOH
o ﬂ/mowow oy~ YE
e AR
[11] F127-OH-8 0

OH

Esquema 3.5. Ruta sintética divergente para la obtencién de los derivados dendriticos de
primera y segunda generacion, en sus formas protegidas con grupos bencilo y formas
desprotegidas con grupos hidroxilo terminales.

Condiciones de reaccion: i) [7], DMAP, diclorometano, ii) Pd/C, acetato de etilo.
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La completa funcionalizaciéon de Pluronic F127® para dar F127-Bn-2 [8] se siguio

por 'H-RMN y por FT-IR.

En la Figura 3.3 se observa el espectro de *H-RMN, asi como el etiquetado de

carbonos y sus correspondientes protones, del derivado F127-Bn-2 [8].

(0]
0 0]
0
A
CDCl;
D,E I
C
B J
N,PyQ L Il G F
M | B gl
n —
N — o ~ oY
q-‘\o‘ . . . . . . . (\; . . . d" ‘(l' . . . . \0 . NLQ
4 70 66 62 58 54 50 46 42 38 34 {6 1.41.2
f1 (ppm)

Figura 3.3. Espectro de 'H-RMN de F127-Bn-2 en CDCls, 400 MHz.

Analizando el espectro de mayor a menor desplazamiento quimico, a 7.42-7.32
ppm aparecen las sefiales correspondientes a los protones aromaticos (N, Py Q),
a 5.44 ppm aparece el protén bencilico (L), a 4.66 ppm se observa un doblete
qgue corresponde a uno de los protones diastereotépicos del bis-MPA (I),
apareciendo el otro doblete (I') enmascarado por las sefiales del copolimero que
estan entre 3.37-3.82 ppm. Estos protones diastereotdpicos se describen como
un sistema AX considerando la relacion Avy/Jy > 4 [Avy (diferencia de
frecuencias entre las sefiales) y J;- (constante de acoplamiento entre los
nucleos)]. A 4.36 ppm se puede ver la aparicion de un triplete caracteristico que

integra por 4 protones y que corresponde a los protones G del bloque de PEG del
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Pluronic F127® adyacentes al nuevo enlace éster formado entre el polimero y la
parte dendritica. Por uUltimo, a 1.05 ppm aparece un singlete que integra por 6

protones correspondientes a los grupos metilo de la estructura de bis-MPA (J).

Los valores de las integrales de los nuevos grupos introducidos en la molécula de
Pluronic F127® concuerdan con lo esperado considerando los valores de las

integrales de los protones tipo Ay tipo B de esta molécula.

En el espectro infrarrojo de este compuesto se observa la aparicién de la
vibracién de tensién caracteristica del enlace carbonilo del grupo —COOR a 1737

cm™ (Figura 3.4).

80
70
60
o\o
50 .®
- e
Vibracion de a0 S
tensién del g
enlace C=0 30 §
al737cm™ 20 -
|
T T T T T O
3.100 2.600 2.100 1.600 1.100 600
cml

Figura 3.4. Espectro FT-IR de F127-Bn-2, muestra preparada a partir del compuesto neto
fundido sobre pastilla de NacCl.

Para el crecimiento de generacidon se realizd la desproteccién de los grupos
hidroxilo por hidrogenolisis de F127-Bn-2 [8] con Pd/C, obteniendo el derivado
de primera generacidn desprotegido F127-OH-4 [9] (reaccidén que se comentara
en el subapartado b). Sobre este derivado se introdujeron 4 nuevas unidades
derivadas de bis-MPA a partir del anhidrido derivado de bis-MPA [7], tal y como

se ha mostrado en el Esquema 3.5, para la obtencion de F127-Bn-4 [10].
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En comparacion con la funcionalizacion del derivado de primera generacion, la
completa funcionalizacion de F127-OH-4 [9] requiridé trabajar con excesos de
anhidrido [7] y DMAP, asi como mayores tiempos de reaccion (72 horas frente a
48 horas). En lo que respecta al compuesto F127-Bn-4 [10], permitié su

obtencién una purificacidn sencilla similar a la utilizada con F127-Bn-2 [8].

La correcta formacién de F127-Bn-4 [10] se siguié por *H-RMN vy por FT-IR. En
este caso el espectro obtenido presentaba el aspecto que se observa en la Figura
3.5. Se pueden ver las sefiales correspondientes a los anillos aromaticos a 7.38-
7.28 ppm (protones tipo R, Sy T) y los protones bencilicos a 5.40 ppm (protones
tipo P). Los protones de la estructura derivada de bis-MPA externa (protones tipo
L y L) aparecen como dos dobletes ya que son protones diastereotdpicos
correspondientes a un sistema AX. Uno de los dobletes se encuentra a 4.56 ppm
e integra por 8 protones (protones tipo L), mientras que el otro doblete aparece
enmascarado por las sefales del nucleo polimérico (protones tipo L’). Ademas,
los protones correspondientes a las estructuras de bis-MPA internas (protones
tipo 1), aparecen como un singlete a 4.37 ppm. Los protones tipo G aparecen en
este caso a 4.11 ppm. Los hidrégenos correspondientes a los grupos metilo de los
grupos de bis-MPA internos (J) aparecen a 1.24 ppm, mientras que los de los

grupos de bis-MPA externos (N) aparecen a 0.93 ppm.
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Figura 3.5. Espectro de 'H-RMN de F127-Bn-4 en CDCls, 300 MHz.

En la Figura 3.6 se muestra el espectro FT-IR de los derivados F127-OH-4 [9] vy
F127-Bn-4 [10]. La completa funcionalizacidn se confirma por la desaparicion de

la banda de vibracién a 3482 cm™ correspondiente a los grupos hidroxilo.
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Figura 3.6. Espectros FT-IR de F127-OH-4 y F127-Bn-4, muestra preparada a partir del
compuesto neto fundido sobre pastilla de NaCl.
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b) Desproteccidn de los grupos hidroxilo por hidrogenolisis.

La eliminacién de los grupos bencilo de los derivados de Pluronic de primera
generacion, F127-Bn-2 [8] y de segunda generacion, F-127-Bn-4 [10] se realizo
por hidrogenolisis, utilizando Pd/C como catalizador. Para llevar a cabo dicha
reaccién se probaron dos disolventes distintos. En un caso se utilizé una mezcla
diclorometano/metanol en proporcion 1:2, tal como se describe en el trabajo de

Fréchet.®

Aunque las desprotecciones tuvieron lugar de forma completa, como se observd
por 'H-RMN principalmente por la desaparicién de las sefiales correspondientes
a los grupos aromaticos, se comprobd una mala concordancia entre los valores
de las integrales correspondientes a los protones tipo G, adyacentes al enlace
éster entre la parte dendritica y el polimero, y los protones tipo A y B del nucleo
polimérico, lo que se atribuyd a una rotura parcial del sistema dendritico. Ante
estos resultados se descarto el uso de la mezcla diclorometano/metanol para la

realizacion de las desprotecciones.

El segundo de los disolventes utilizados para llevar a cabo la desproteccion fue
acetato de etilo. En este caso se observd una correcta integracién de las seiiales,

como se detalla a continuacion.

En la desproteccidon de F127-Bn-2 [8] para obtener F127-OH-4 [9] (Figura 3.7), se
confirmé la desaparicion de las sefiales de los protones bencilicos y aromaticos
mediante 'H-RMN, asi como el desplazamiento a campos mayores de los
protones tipo | e I” correspondientes a los grupos -CH,- del sistema de bis-MPA,
que en este caso aparecen enmascarados junto a los protones del polimero,
entre 3.37 y 3.82 ppm. La seiial de los protones G, préximos al enlace éster

aparece a 4.34 ppm y los metilos del sistema de bis-MPA (J) a 1.11 ppm.
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Figura 3.7. Espectro de 'H-RMN de F127-OH-4 en CDCls, 300 MHz.

En el espectro infrarrojo de F127-OH-4 (Figura 3.8), compardndolo con su
analogo protegido F-127-Bn-2 [8], se observa la aparicion de la vibracion del
enlace correspondiente a los grupos hidroxilo a 3482 cm™, asi como la banda de

vibracién de tensién correspondiente al grupo carbonilo.
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Figura 3.8. Espectros FTIR de F127-Bn-2 y F127-OH-4, muestra preparada a partir del
compuesto neto fundido sobre pastilla de NaCl.
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La desproteccion de F127-Bn-4 [10] que proporciond F127-OH-8 [11] se confirmd
por la desaparicién de los protones del sistema bencilico en el espectro de *H-
RMN (Figura 3.9). Ademads los protones tipo | que en el precursor protegido
aparecian como un singlete, aparecen como un cuadruplete correspondiente a
un sistema AB a 4.32 ppm (ll'g, 8H, Av,=35 Hz, J;= 11.2 Hz), considerando la
relacion Avy /)y < 4 [Avy (diferencia de frecuencias entre las sefiales) y Ji-
(constante de acoplamiento entre los nucleos)]. Parte de este cuadruplete
aparece solapado junto con el triplete a 4.26 ppm de los protones G del
polimero, adyacentes al enlace éster, siendo el valor total de la integral de 12
protones, 8 correspondientes a los protones | e I" y otros 4 correspondientes a
los protones G. Los protones L correspondientes a los grupos -CH,- de las
estructuras de bis-MPA externas, aparecen junto con las sefiales del polimero

entre 3.37y 3.82 ppm.

Ademas se observa la aparicién de un singlete debido a los grupos metilo de la
estructura de bis-MPA interno (J) y otro singlete de los grupos metilo de las
estructuras de bis-MPA externas (N). Los valores de las integraciones de los
extremos dendriticos son coherentes con las integraciones de los protones Ay B

de Pluronic F127°.
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Figura 3.9. Espectro de 'H-RMN de F127-OH-8 en CDCls, 400 MHz.

0.

Estudios adicionales de HSQC, que muestran la correlacion protén-carbono a un

enlace, permitieron la correcta asignacion de las sefiales de carbono asi como la

observacién de los protones diastereotdpicos tipo | e I” descritos anteriormente

(Figura 3.10).
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Figura 3.10. Espectro de HSQC de F127-OH-8 en CDCl;, 500 MHz.
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En el espectro FT-IR (Figura 3.11) se observé la aparicién de la banda a 3457 cm™
correspondientes a la vibracion de los grupos hidroxilos del compuesto F127-OH-
8, asi como la presencia de la banda correspondiente a la vibracién de tension

del enlace carbonilo del grupo éster a 1733 cm™.
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Figura 3.11. Espectro FT-IR de F127-Bn-4 y F127-OH-8, muestra preparada a partir del
compuesto neto fundido sobre pastilla de NaCl.

¢) Introduccion de grupos acrilato

Una vez incorporados los dendrones derivados de bis-MPA de primera y segunda
generacion al nucleo de Pluronic F127®, los grupos hidroxilo terminales de los
compuestos F127-OH-4 [9] y F127-OH-8 [11] se funcionalizaron mediante
esterificacion con cloruro de acriloilo en presencia de TEA (Esquema 3.6), de
forma similar a la descrita en el apartado 3.1.1. para la obtencién del derivado
acrilado lineal. Debido a la elevada densidad de grupos acrilato por molécula, se
afiadid a la mezcla de reaccién una pequeia cantidad de 4-metoxifenol como
inhibidor de radicales, para evitar la polimerizacion. La esterificaciéon de los
grupos hidroxilo periféricos transcurrié de forma completa, y el aislamiento del
compuesto acrilado implicd procesos de purificacién sencillos y rendimientos

satisfactorios.
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Esquema 3.6. Sintesis de los compuestos acrilados de primera y segunda generacion
F127-Ac-4 [12] y F127-Ac-8 [13]. Condiciones de reaccion: i) cloruro de acriloilo, TEA, 4-
metoxifenol (inhibidor), diclorometano.

La completa transformacién de los grupos terminales hidroxilo en grupos acrilato

se confirmé por *H-RMN y por FT-IR.
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En la Figura 3.12 se muestra el espectro de "H-RMN del compuesto F127-Ac-4
[12]. Se observd la aparicidn de las sefiales debidas a los grupos acrilato entre
6.39 y 5.85 ppm (protones M, N y N’). Los grupos -CH,- del sistema de bis-MPA
(protones | e I") son un sistema AB, 4.34 ppm (II'g, 8H, Av-=7.6 Hz, J,= 11.2 Hz).
Estos protones aparecen a mayor desplazamiento quimico que los mismos
protones de la molécula precursora F127-OH-4 [9] (Figura 3.7), dénde este tipo
de protones aparecian junto con las sefiales del nucleo polimérico. Los protones
tipo G proximos al enlace éster que produce la unién entre la parte dendritica y
el polimero, aparecen en forma de triplete a 4.27 ppm, ligeramente solapados
con las seiales de los protones tipo | e I'. Los protones de los grupos metilo de

los extremos dendriticos (J) aparecen como un singlete a 1.30 ppm.
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Figura 3.12. Espectro de 'H-RMN de F127-Ac-4 en CDCl5, 300 MHz.

74 7.0 6.6

En la Figura 3.13 se muestra el espectro de *C-RMN de F127-Ac-4 donde se

observan claramente los dos tipos de grupos carbonilo existentes en la molécula:
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el grupo carbonilo del enlace éster mas proximo al nucleo polimérico (H) a 172.5

ppm y el carbonilo del grupo acrilato (L) a 165.4 ppm.
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En el espectro FT-IR de F127-Ac-4 (Figura 3.14) se comprueba su funcionalizacién
por la completa desaparicion de la vibracion del grupo hidroxilo a 3482 cm™ del

precursor F127-OH-4.
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Figura 3.14. Espectros FT-IR de F127-OH-4 y F127-Ac-4, muestra preparada a partir del
compuesto neto fundido sobre pastilla de NaCl.
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En cuanto al andlogo acrilado de segunda generacién, F127-Ac-8 [13] (Figura
3.15), en el espectro de 'H-NMR se observa la aparicion de las sefiales
correspondientes a los grupos acrilato (protones tipo P, Q y Q') entre 6.35 y 5.85
ppm. Entre 4.30 y 4.23 se encuentran las sefales de los grupos -CH,- de los
sistemas de bis-MPA externos (tipo L) como un singlete, las sefales de los grupos
-CH,- de los grupos de bis-MPA internos (tipo I), como otro singlete y los
protones tipo G como un triplete. Los protones tipo N de los metilos de la
estructura de bis-MPA externa y tipo J de los metilos internos, aparecen como

singletes a 1.27 y 1.23 ppm respectivamente.
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Figura 3.15. Espectro de 'H-RMN de F127-Ac-8 en CDCls, 300 MHz.

Los espectros HSQC y HMBC (Figura 1.1 y 1.2 del Anexo I) muestran las
correlaciones protén-carbono a uno y dos 6 tres enlaces respectivamente, que

estan de acuerdo con la estructura de la molécula estudiada.

En FT-IR, confirmando a la completa transformacién de grupos hidroxilo en

grupos acrilato, se observd en F127-Ac-8 la desaparicidon de la senal de la banda
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de vibracion correspondiente a los grupos hidroxilo de F127-OH-8 a 3457 cm™

(Figura 3.16).
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cm’

Figura 3.16. Espectro FT-IR de F127-OH-8 y F127-Ac-4, muestra preparada a partir del
compuesto neto fundido sobre pastilla de NaCl.

Como norma general, los productos con grupos acrilato en su estructura quimica

fueron almacenados a 4 °C, a vacio y en oscuridad para evitar su polimerizacion.

d) Caracterizacion por Cromatografia de Permeacion en Gel (GPC) y

Espectrometria de masas (MALDI-MS).

Las técnicas de GPC y MALDI-MS proporcionaron informacién adicional para la

caracterizacion de los diferentes compuestos.

Mediante GPC, se determinaron los pesos moleculares promedio en niumero
(Mn), promedio en peso (Mw) y el indice de polidispersidad (PDI), utilizando

patrones de poliestireno para el calibrado.

Para la realizacion de los cromatogramas de Pluronic F127® y sus derivados se
han utilizado dos tipos de columnas cromatograficas, Styrage® HR1 THF Waters y

PLgel 5um MIXED-C de Agilent Technologies, unicas columnas disponibles.
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Los cromatogramas obtenidos (Figura 1.3 del Anexo [) presentaron dos
distribuciones de pesos moleculares mas o menos separadas en funcién del tipo

de columna utilizada y del tipo de material ensayado.

En la Figura 3.17, a modo de ejemplo, se muestra el cromatograma de Pluronic
F127® comercial utilizado, que presenta dos distribuciones de pesos moleculares

con la columna Styrage® HR1 THF Waters.

1500 -+

1000 -

LSuU

500 -

0 1 T T 1 1

10 12 14 16 18 20
Tiempo (minutos)

Figura 3.17. Cromatograma de GPC de Pluronic F127® utilizando columnas Styrage® HR1
THF Waters.

Sin embargo, el uso de columnas PLgel 5um MIXED-C de Agilent Technologies no
permite una separaciéon adecuada de las dos distribuciones de pesos
moleculares, aunque si muestra la presencia de diferentes pesos moleculares, tal

y como se observa en la Figura 3.18 para el derivado F127-Ac-8.
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Figura 3.18. Cromatograma de GPC de F127-Ac-8 utilizando columnas PLgel 5um MIXED-
C de Agilent Technologies.
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En la Tabla 3.1 se recogen los resultados de Mn y PDI obtenidos por GPC,
proporcionandose dos valores de Mn cuando los cromatogramas mostraban
distribuciones de peso molecular mas separadas, y un solo valor para las
distribuciones de peso molecular peor separadas. También se incluyen los
valores del peso molecular tedrico, calculados como la suma de los pesos
moleculares de los bloques individuales que forman cada uno de los derivados

analizados (Pm calculado).

Tabla 3.1. Peso molecular promedio en niumero, indice de polidispersidad y peso
molecular calculado para los derivados de Pluronic F127°.

Mn® PDI® Pm calculado®
PLURONIC F127¢ 16748 1.03 12600
6438 1.1
F127-Ac-2¢ 7713 1.09 12708
F127-Bn-2° 7587 1.09 13008
F127-OH-4° 18166 1.1 12842
F127-Ac-4° 7798 1.09 13048
F-127-Bn-4° 6903 1.13 13649
F127-OH-8° 21910 1.01 13297
9218 1.02
F127-Ac-8° 8731 1.09 13729

®Mn: Peso molecular promedio en nimero en g/mol obtenido por GPC
®PDI: indice de polidispersidad (Mw/Mn) obtenido por GPC

“Pm calculado: Peso molecular calculado en g/mol como la suma de los
pesos moleculares de los bloques individuales

9 Columna Styrage® HR1 THF Waters

€ Columna PLgel 5um MIXED-C de Agilent Technologies

Si comparamos los valores de Mn obtenidos por GPC, independientemente de la
columna utilizada, con el Pm calculado, se obtiene una clara desviacidn entre
ellos, tanto para Pluronic F127® como para todos sus derivados, tal y como se ha

observado para otros copolimeros bloque dendritico-lineales descritos en la
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112c, 113

bibliografia. El peso molecular determinado por GPC es un peso molecular
aparente, debido a las diferencias de volumen hidrodindmico existentes entre
Pluronic F127® y sus derivados, y los de estandares de poliestireno utilizados

para la calibracién.

Aungue mediante GPC no se obtuvo informacién concluyente en cuanto a la
variacion de peso molecular, todos los cromatogramas de los derivados de
Pluronic F127® analizados por GPC confirmaron la presencia de 2 distribuciones
de peso molecular (mejor o peor separadas) que corresponden al polimero
completamente funcionalizado, descartandose la presencia de moléculas o
fragmentos de moléculas no unidas al nucleo central polimérico o polimero

parcialmente funcionalizado.

Mediante MALDI-MS se observd, al igual que con GPC, la presencia de dos
distribuciones de pesos moleculares para Pluronic F127® y sus derivados (Figura
3.19). Las dos distribuciones de pesos moleculares observadas para todos los
compuestos aumentan su masa o la disminuyen en funcion del tipo de reaccién
llevada a cabo en el derivado. Con el crecimiento de generacién se produce el

desplazamiento de los maximos a mayor relacion m/z (masa/carga).

13 Martin-Rapun, R.; Marcos, M.; Omenat, A.; Serrano, J. L.; Luckhurst, G. R.; Mainal, A.,
Chemistry of Materials 2004, 16 (24), 4969-4979.
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Figura 3.19. MALDI-MS del Pluronic F127® utilizado y sus derivados dendriticos.

En la Figura 3.20 se puede observar el desplazamiento de la distribucion de pesos

a mayores relaciones masa/carga tras la funcionalizacién de Pluronic F127® (en

rojo) con dendrones derivados de bis-MPA de segunda generacién terminados

en grupos acrilato, compuesto F127-Ac-8 (en morado). La introduccién de los

extremos dendriticos supone un aumento de peso molecular con respecto a
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Pluronic F127® de 1129 g/mol, calculado como la suma de los fragmentos
acoplados al nucleo central polimérico. Mediante MALDI-MS se obtiene un

aumento de peso molecular de 1135.6 g/mol, que concuerda con el valor tedrico

calculado.
100 - .
90 - ——— Pluronic F127
80 - — F127-Ac-8

Intensidad (%)

2000 7000 12000 17000

m/z

Figura 3.20. Comparacion de los espectros de MALDI-MS de Pluronic F127® y F127-Ac-8.

3.2.- DETERMINACION DE LAS PROPIEDADES SOL-GEL

En el campo de investigacion de geles supramoleculares se han descrito
basicamente dos metodologias para la LCST (Low Critical Solution Temperatura):

el método de inversion del vial y la calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Con este fin, y utilizando ambos métodos, se han preparado y caracterizado
disoluciones (en PBS 10 mM y pH 7.4) de cada uno de los derivados de Pluronic

F127@ sintetizados, a concentraciones del 16.5%, 18%, 20%, 23% y 25% (w/v).
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3.2.1.- Estudio de gelificacion mediante el método de inversion del vial

El método de inversion del vial consiste en determinar la temperatura de
gelificacion (LCST) a la cual no existe flujo del gel al realizar la inversion del vial

gue lo contiene (Figura 3.21).
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\ " B

= ——

'

soL -AT GEL i

Figura 3.21. Proceso reversible de gelificaciéon observado por el método de inversion del
vial y producido por el aumento de la temperatura.

Una vez alcanzado el estado gel, continuando el calentamiento se consigue

determinar la temperatura de la transicion gel-sol.

En la Tabla 3.2 se muestran las temperaturas de transicidon de fase sol-gel y gel-
sol obtenidas para los materiales estudiados. Con la determinacién de las dos
temperaturas queda reflejado el intervalo de existencia del estado gel.
Experimentalmente, ambas temperaturas se establecieron siguiendo el

protocolo descrito en el apartado 6.2.q, de |la Parte Experimental.
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Tabla 3.2. Temperaturas de transicién de fases de los diferentes hidrogeles obtenidas
por el método de inversion del vial.

Concentracion LCST® método Temperatura
(% w/v) inversién vial (°C) transicion gel-sol
(°C)

F127-Ac-2 16.5% 40 50

F127-OH-4 16.5% NO GEL NO GEL

F127-Bn-8 16.5 % NO GEL NO GEL

F127-Ac-8 16.5% NO GEL NO GEL

®LCST (Low Critical Solution Temperature), temperatura de transicién sol-gel.
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Los datos experimentales tabulados han permitido establecer los diagramas de
fase que se muestran en la Figura 3.22 y que facilitan el estudio comparativo

entre los distintos materiales.
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Figura 3.22. Diagrama de fases de los hidrogeles, preparados en PBS 10 mM pH 7.4, con
Pluronic F127® y con sus diferentes derivados, a concentraciones del 16.5%, 18%, 20%,
23% vy 25% (w/v).

3.2.2.- Estudio de gelificacion mediante Calorimetria Diferencial de Barrido

(DSC)

El procedimiento de preparacion de las muestras para el estudio por DSC se

describe en el apartado 6.2.b, de la Parte Experimental.

Para el estudio por DSC se aplicé el procedimiento explicado en el Anexo I, que
proporciona termogramas con la primera derivada del flujo de calor con respecto
al tiempo frente a la temperatura. El primer pico endotérmico observado en este
tipo de termogramas, identifica la CMT, que es la temperatura a la cual se
produce la micelizacién para una disolucion de polimero de una determinada

concentracion, mientras que el segundo pico corresponde a la LCST.
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A modo de ejemplo, en la Figura 3.23, se muestran los termogramas de DSC para
F127-Ac-4 para tres de las concentraciones estudiadas. En cada uno de los
termogramas se ha marcado la temperatura de micelizacién (en morado), la LCST

(en azul) y la LCST obtenida por el método de inversion del vial (en verde).

Para el derivado F127-Ac-4 al 16.5 % (Figura 3.23 (a)) no se observa el pico de la
gelificacion ya que el polimero no es capaz de formar hidrogeles termosensibles,

lo que es coherente con lo obtenido con el método de inversion del vial.

Para las concentraciones intermedias, 18 % y 20 % (Figura 3.23 (b)), los picos de

gelificacidén se observan como un pico de baja intensidad.

Los picos de gelificaciéon se detectan de forma mds clara y definida para los

hidrogeles de mayor concentracion, 23 %y 25 % (Figura 3.23 (c)).

Esta variacion de intensidad de los picos debidos a la gelificacion en funcién de la
concentracion es extensible al resto de copolimeros bloque lineal y dendritico-

lineal-dendritico.
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a)

b)

c)
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(mW/min)

Deriv. Flujo calor
(mW/min)

Deriv. Flujo calor
(mW/min)

O B N W

1 1
N [l

o - N W H

1 1
N R

14.5 °C 16.5 %

Temperatura (°C)

10.6 °C

197 OC 34.0 OC

10 15 20 25 30 35
Temperatura (°C)

(6]

9.4 °C

28 °C
18.0 °C

Temperatura (°C)

Figura 3.23. Termogramas de DSC de F127-Ac-4: a) al 16.5 % (w/v), b) al 20 % (w/v)y c)
25 % (w/v) en PBS 10 mM pH 7.4, correspondientes a la representacion de la derivada
del flujo de calor con respecto al tiempo (mW/min) frente a la temperatura en el ciclo de
calentamiento; en morado, T2 de micelizacion (CMT), en azul, T2 de gelificacién (LCST
por DSC), en verde, LCST obtenida por el método de inversion del vial.
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3.2.3. Discusion de los resultados

En la Tabla 3.3 se muestran los valores de LCST obtenidos por el método de
inversion de vial (LCST inversién vial) y por DSC (LCST por DSC), asi como las

temperaturas de micelizacién de los diferentes materiales a cada concentracién.

Como se puede comprobar, los resultados de LCST obtenidos por el método de
inversiéon del vial y los determinados por DSC, no coinciden. Por DSC las
temperaturas obtenidas son menores que por el método de inversion del vial. Sin
embargo, la temperatura observada por el método de inversion del vial presenta
concordancia con la temperatura a la que se estabiliza la linea base del

termograma, tal y como se puede observar en la Figura 3.23 (b) y (c).

La significativa diferencia de temperaturas observada en funcion de las técnicas
utilizadas podria deberse a la lenta velocidad de gelificacidn observada
experimentalmente en estos materiales, en comparacién con el comportamiento
que presentan los materiales del Capitulo 4 de esta Memoria, para los que se

observé mayor velocidad de gelificacion y mejor concordancia de estos datos.
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Tabla 3.3. LCST y temperatura de micelizacion de diferentes materiales obtenidas con
diferentes metodologias.

Concentracion invL:rss-:-én LCST gor Miceljzacién
o,
% (W/v) vial (°C) DSC (°C) (°C)
16.5 % 40 23 13.8
18 % 34 21 13.2
F127-Ac-2 20 % 28 20 10.8
23% 25 19 10.5
25 % 24 21 12.8
16.5% NO GEL NO GEL 14.2
18 % NO GEL NO GEL 13.9
F127-Bn-2 20% NO GEL NO GEL 12.8
23 % 38 20 11.4
25% 30 20 10.3
16.5 % NO GEL NO GEL 11.7
18 % NO GEL NO GEL 15
F127-OH-4 20 % 31 20 11.5
23 % 25 18 8.2
25% 22 19 9.1
16.5% NO GEL NO GEL 14.5
18 % 37 24 13.6
F127-Ac-4 20 % 34 20 10.8
23 % 31 20 10.6
25% 28 18 9.4
16.5 % NO GEL NO GEL 12.8
18 % NO GEL NO GEL 12.4
F127-Bn-4 20 % NO GEL NO GEL 10.7
23% NO GEL NO GEL 8.5
25 % NO GEL NO GEL 6.3
16.5% NO GEL NO GEL 13.3
18 % NO GEL NO GEL 9
F127-OH-8 20% NO GEL NO GEL 14.1
23 % 31 19 10.3
25% 25 18 8.8
16.5 % NO GEL NO GEL 13.1
18 % NO GEL NO GEL 13.4
F127-Ac-8 20 % NO GEL NO GEL 13.2
23 % 37 25 15.9
25% 35 19 8.7
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Todos los derivados analizados por DSC en disolucidn presentan pico de
micelizacion a las 5 concentraciones estudiadas. En general, la temperatura de

micelizacidn es menor cuanto mayor es la concentracién de polimero.

Segun la naturaleza de los grupos funcionales introducidos en los derivados de
Pluronic se pueden producir cambios en el balance hidréfobo-hidréfilo de Ila
molécula que afectan a sus propiedades de gelificacion, llegando incluso a no

formarse el hidrogel por efecto de la temperatura.lz’ 27, 114

Por ejemplo, la
presencia de los grupos funcionales bencilo hidréfobos y muy voluminosos
produce un gran aumento de la concentracion de polimero necesaria para
producir la gelificacién con respecto a los precursores terminados en grupos
hidroxilo, e incluso impide el proceso de gelificacidn. Asi, el derivado F127-Bn-4
no forma hidrogeles termosensibles a ninguna de las concentraciones
estudiadas. Tan sélo se observd que al calentar las disoluciones a unos 37°C se
producia cierta turbidez en la muestra. Esto puede ser indicativo de agregacién,
aunque no llega a gelificar debido a la presencia de grupos funcionales tan

voluminosos e hidréfobos que impiden las interacciones hidréfobas entre

micelas.

La funcionalizacion de los grupos hidroxilo con grupos acrilato hidrofobos no
modifica practicamente la concentracidn de polimero necesaria para producir la
gelificacion. Sin embargo, produce una disminucién del rango de estabilidad del
estado gel con respecto a los andlogos terminados en grupos hidroxilo, como se

puede observar en el diagrama de fases mostrado en la Figura 3.22.

1% Joo, M. K.; Park, M. H.; Choi, B. G.; Jeong, B., Journal of Materials Chemistry 2009, 19
(33), 5891-5905.
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3.3.- PREPARACION DE HIDROGELES FOTOPOLIMERIZADOS

Con el fin de preparar los diferentes hidrogeles fotopolimerizados, se procedid
de la forma que se esquematiza en la Figura 3.24 y que se detalla en el apartado
6.2.c., de la Parte Experimental. El proceso consiste en la obtencion del hidrogel
por efecto de la temperatura (transicion sol, Figura 3.24 (a), a gel, Figura 3.24 (b))

y la fijacion mediante luz de la estructura preformada.

: \? AT [y

4°C 37°C

Figura 3.24. Proceso de formacion de los hidrogeles fotopolimerizados a 37 °C. a) estado
sol a 4 °C, b) estado gel a 37 °C, c) hidrogel desmoldado tras fotopolimerizacion.

El proceso se llevé a cabo irradiando con luz ultravioleta durante 10 minutos
sobre hidrogeles fisicos del polimero fotopolimerizable, teniendo en cuenta las
concentraciones de gelificacion descritas en el apartado anterior. Asi, F127-Ac-2
y F127-Ac-4 se fotopolimerizaron a dos concentraciones diferentes, 18% (w/v) y
23% (w/v), y F127-Ac-8 al 23% (w/v) (hidrogeles fisicos + quimicos). Los estudios
se completaron con la fotopolimerizacion de F127-Ac-8 al 18% (w/v) en su
estado sol (hidrogel quimico), ya que a esa concentracién no es capaz de formar
geles por efecto de la temperatura. Los materiales se disolvieron en PBS 10mM
(pH=7.4) con un 0.1 % de fotoiniciador ultravioleta (UV). Como fotoiniciador se

ha seleccionado Irgacure 2959 (12959), debido a sus buenas propiedades de
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solubilidad en agua y biocompatibilidad como se ha descrito en el Capitulo 1 de

la Memoria.

Previamente a la seleccion del fotoiniciador 12959 activo en UV, se estudid
también la fotopolimerizacidn de los geles utilizando un fotoiniciador activo en el
rango de la luz visible basado en Eosin Y. Aunque se consiguieron resultados de
fotopolimerizaciéon andlogos a los obtenidos con el fotoiniciador ultravioleta en
cuanto a aspecto de los hidrogeles fotopolimerizados, la fluorescencia residual
debida a Eosin Y interfirid en la cuantificacion posterior de la viabilidad celular
basada en un método que utiliza la fluorescencia. Por este motivo se decidid
trabajar con radiacién UV. No obstante, ante una posible aplicacién in vivo se
puede pensar en la posibilidad de trabajar con Eosin Y, muy atractivo debido a

que se trata de un sistema biocompatible que ademds utiliza luz visible.*

Para diferenciar los hidrogeles sin fotopolimerizar (formados por efecto de la
temperatura) de los fotopolimerizados (formados por efecto de la temperatura y
reticulados posteriormente de forma quimica) se ha utilizado la siguiente
nomenclatura: Las formulaciones precursoras gelificadas sin fotopolimerizar se
identifican con una H (Hidrogel), seguida de la concentracién del polimero %
(w/v) y el derivado utilizado para su preparacion: H18-F127-Ac-2, H23-F127-Ac-2,
H18-F127-Ac-4, H23-F127-Ac-4, H18-F127-Ac-8 y H23-F127-Ac-8. Mientras que
los materiales obtenidos tras la fotopolimerizacidon se identifican con una P
(Polimerizado): P/H18-F127-Ac-2, P/H23-F127-Ac-2, P/H18-F127-Ac-4, P/H23-
F127-Ac-4, P/H18-F127-Ac-8 y P/H23-F127-Ac-8. Los ensayos con F127-Ac-8 al
18% (w/v), aunque se trata de un gel quimico obtenido a partir del polimero en
disolucidn, se denominan de la misma forma con el fin de facilitar los estudios

comparativos descritos a lo largo de este capitulo.

Los hidrogeles covalentemente reticulados (geles polimerizados) han sido
caracterizados morfolégicamente por SEM y se han realizado también ensayos

de hinchamiento y degradacién.
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3.4.- CARACTERIZACION DE LA MORFOLOGIA INTERNA POR SEM

Para llevar a cabo el estudio por SEM de los hidrogeles fotopolimerizados, las
muestras se fracturaron tal y como se describe en el apartado 6.2.d., de la Parte

Experimental.

En las Figuras 3.25, 3.26 y 3.27 se recogen las imagenes de SEM de los diferentes
materiales en las que se pueden ver las estructuras internas porosas de los
hidrogeles fotopolimerizados derivados de F127-Ac-2, F127-Ac-4 y F127-Ac-8,

respectivamente.

i

H23-F12AL:2 -~ f

Figura 3.25. Imagenes SEM de la estructura interna de hidrogeles de F127-Ac-2 a
concentraciones de 18 % (w/v) (ay b) y 23 % (w/v) (cy d).
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Figura 3.26. Imagenes SEM de la estructura interna de hidrogeles de F127-Ac-4 a
concentraciones de 18 % (w/v) (ay b) y 23 % (w/v) (cy d).

e

"
qY4%

b) P/HI-E127-Ac 8

Figura 3.27. Imagenes SEM de la estructura interna de hidrogeles de F127-Ac-8 a
concentraciones de 18 % (w/v) (ay b) y 23 % (w/v) (cy d).

90



Capitulo 3

Todos los hidrogeles estudiados presentan una morfologia porosa irregular. Con
el fin de realizar el estudio comparativo, en la Tabla 3.4, se recogen los intervalos
correspondientes a los valores minimo y maximo de tamafo de poro observados

por SEM (estudio no estadistico).

Tabla 3.4. Tamafio de poro de los hidrogeles de derivados acrilados de Pluronic
observados por SEM.

HIDROGEL Tamafios de poro® (um)
P/H18-F127-Ac-2 2-25
P/H23-F127-Ac-2 2-15
P/H18-F127-Ac-4 2-25
P/H23-F127-Ac-4 2-40
P/H18-F127-Ac-8 1-6
P/H23-F127-Ac-8 1-4

% Intervalos correspondientes a los valores minimo y maximo de tamafio
de poro observados por SEM (estudio no estadistico).

En el caso de los hidrogeles fotopolimerizados P/H18-F127-Ac-2 (Figura 3.25,
imagenes a y b) se observa una estructura con elevada densidad de poros, con
un tamano medio de poros de alrededor de 15 um, si bien los tamafios varian
entre 2 y 25 um. Para el andlogo de mayor concentracién P/H23-F127-Ac-2
(Figura 3.25, imagenes c y d) la morfologia porosa es similar, si bien se observa
un predominio de poros de menor tamafio de alrededor de 10 um (Figura 3.25,
imagen d), lo que da lugar a una estructura ligeramente mds compacta. Los
poros observados corresponden a poros huecos, que sugiere la interconexion

entre los mismos.

Los hidrogeles P/H18-F127-Ac-4 (Figura 3.26, imagenes ay b) y P/H23-F127-Ac-4
(Figura 3.26, imagenes c y d) poseen también una estructura interna porosa, de
tamafios de poro de 2-25 um y de 2-40 um, respectivamente. En este caso el
aumento de concentracidon no supone una reduccion del tamafio de poro e
incluso P/H23-F127-Ac-4 parece tener una mayor predominio de poros de mayor

tamaifo (Comparacidon de imagenes a y c en la Figura 3.26; se debe tener en
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cuenta que la escala de las dos imagenes es diferente). En las imagenes b y d

(Figura 3.26) se muestran con mas detalle los poros interconectados entre si.

El aumento de grupos acrilato por copolimero bloque reactivo, 2 para F127-Ac-2
y 4 para F127-Ac-4, no supone una disminucién del tamafio de poro ni por tanto
la formacion de una estructura interna mds compacta en los hidrogeles
fotopolimerizados. Sin embargo la estructura de P/H18-F127-Ac-8 y P/H23-F127-
Ac-8 es mucho mds compacta, menos porosa y con un mayor predominio de
poros de pequefio tamafio. Estas caracteristicas se pueden observar claramente
si comparamos las imagenes a y c de las Figuras 3.25 y 3.26 con las imagenes a y
c de la Figura 3.27. En las imagenes b y d de la Figura 3.27 se observa en detalle
la estructura de poros compactos donde no se aprecia claramente conexién
entre los poros. El mayor niumero de grupos acrilato por molécula proporciona
una mayor capacidad de entrecruzamiento en la reaccién de fotopolimerizacion,
lo que se traduce en una significativa reduccién del tamafio de poro en una
estructura mucho mas compacta que la obtenida para P/H18-F127-Ac-2, P/H23-
F127-Ac-2, P/H18-F127-Ac-4 y P/H23-F127-Ac-4.

3.5.- ESTUDIO DE DEGRADACION DE LOS HIDROGELES FOTOPOLIMERIZADOS

Ante una posible aplicacion de los hidrogeles fotopolimerizados como scaffolds
para IT es importante conocer el proceso de degradacidén de éstos, ya que es
necesaria una degradacién progresiva del material en un tiempo suficiente que
permita la diferenciacién celular asi como la produccion de ECM por parte de las

células.

El proceso de degradacion de todos los hidrogeles fotopolimerizados, P/H18-
F127-Ac-2, P/H23-F127-Ac-2, P/H18-F127-Ac-4, P/H23-F127-Ac-4, P/H18-F127-
Ac-8 y P/H23-F127-Ac-8, se analizd siguiendo el protocolo de trabajo que se
describe en el apartado 6.2.e., de la Parte Experimental. Esta metodologia se ha

100a

establecido siguiendo un procedimiento descrito por Wen, en el que la

degradacion se evidencia a través del hinchamiento de las muestras.

92



Capitulo 3

Se define como hinchamiento al cociente entre el peso del material a un
determinado tiempo (W) y el peso inicial del hidrogel (Wy). El grado de
hinchamiento a tiempo cero es 1, mientras que cuando el hidrogel esta

completamente degradado el valor del hinchamiento es 0.

Grado de hinchamiento = —
Wo

Los hidrogeles que poseen un bajo grado de hinchamiento inicial y que
experimentan un aumento del grado de hinchamiento con el paso del tiempo,
permiten un soporte inicial de las propiedades mecdnicas que se van
transfiriendo a la ECM en desarrollo con el paso del tiempo. Mayores grados de
hinchamiento en los hidrogeles con el paso del tiempo son beneficiosos para la

produccién de ECM.

En la Figura 3.28 se representa el perfil de degradacion para los hidrogeles
P/H18-F127-Ac-2 y P/H23-F127-Ac-2. Estos hidrogeles muestran un bajo grado
de hinchamiento inicial, ligeramente superior para la concentracion del 23 % en
peso. Tras 35 dias de ensayo se observa como los hidrogeles van aumentando el
grado de hinchamiento debido a que los enlaces éster se van degradando,
produciendo la pérdida de la integridad estructural que hace que el hidrogel sea
capaz de absorber mas agua. A los 42 dias, el hinchamiento es mds notable para
ambos, e incluso se observa pérdida de la forma cilindrica original del monolito
(Figura 3.28 (a) para P/H18-F127-Ac-2, (c) para P/H23-F127-Ac-2), siendo esta

pérdida mas evidente en el caso de la concentraciéon del 18%.

Al cabo de 49 dias la forma se ha perdido completamente (Figura 3.28 (b) para
P/H18-F127-Ac-2, (d) para P/H23-F127-Ac-2) y tras 57 dias de ensayo ambos

hidrogeles se han degradado completamente.

En la Figura 3.29 se muestran los perfiles de degradacion para P/H18-F127-Ac-4 y

P/H23-F127-Ac-4. Como en los anteriores materiales, inicialmente el
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hinchamiento es muy bajo para ambas concentraciones. A partir de los 57 dias
de ensayo los hidrogeles comienzan a hincharse hasta alcanzar su peso maximo a
los 77 dias para P/H18-F127-Ac-4 y a los 84 dias para P/H23-F127-Ac-4. El mayor
grado de hinchamiento se alcanza antes para los hidrogeles de menor
concentracion, lo que puede deberse a una degradacion de los enlaces éster de
las unidades dendriticas® ligeramente mas rdpida, debido a la menor densidad
de la red entrecruzada. A partir de ahi los hidrogeles comienzan a perder masa
hasta su completa degradacion, a los 93 dias para P/H18-F127-Ac-4 y 98 dias
para P/H23-F127-Ac-4.

El mayor tiempo de estabilidad de los hidrogeles P/H18-F127-Ac-4 y P/H23-F127-
Ac-4 frente a los hidrogeles P/H18-F127-Ac-2 y P/H23-F127-Ac-2 esta de acuerdo
con un mayor entrecruzamiento de la red polimérica, posible por el aumento de

grupos acrilato en el derivado tetracrilado frente al diacrilado.

P/H18-F127-Ac-2 y P/H23-F127-Ac-2 42 dias 49 dias
3,5
3 1 ——P/H18-F127-Ac-2
92,5 | ——P/H23-F127-Ac-2
[
o
g 2
©
£1,5
£
T 1
0,5
0 T T T T T

20 30, ., 40 50 60
Tiempo (dias)

Figura 3.28. Hinchamientode los hidrogeles P/H18-F127-Ac-2 y P/H23-F127-Ac-2 en
funcidn del tiempo.
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P/H18-F127-Ac-4 y P/H23-F127-Ac-4 | 49 dias 70 dias
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Figura 3.29. Hinchamiento de los hidrogeles P/H18-F127-Ac-4 y P/H23-F127-Ac-4 en
funcién del tiempo.

En esta linea, los hidrogeles P/H18-F127-Ac-8 y P/H23-F127-Ac-8 (Figura 3.30)
presentan un bajo grado de hinchamiento inicial sin ningun indicio de
degradacion tras mas de 200 dias de ensayo. A partir de los 240 dias el
hinchamiento de los hidrogeles y la progresiva pérdida de la morfologia cilindrica
comienzan a ser notables, produciéndose la degradacion total del hidrogel

P/H18-F127-Ac-8 en 276 dias y de P/H23-F127-Ac-8 en 286 dias.

P/H18-F127-Ac-8 y P/H23-F127-Ac-8 248 dias 261 dias

3 . ——P/H18-F127-Ac-8
2,5 - —o—P/H23-F127-Ac-8

Hinchamiento

0 50 100 150 200 250 300
Tiempo (dias)

Figura 3.30. Hinchamiento de los hidrogeles P/H18-F127-Ac-8 y P/H23-F127-Ac-8 en
funcién del tiempo.
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Estos resultados también son coherentes con la morfologia interna observada
por SEM (apartado 3.4, de este capitulo), que resultaba ser muy compacta en los

derivados octacrilados por el alto grado de entrecruzamiento.

Como resumen de lo observado, la Tabla 3.5 recoge los tiempos de degradacion
obtenidos para cada uno de los hidrogeles fotopolimerizados. El tiempo de
degradacion se puede modular con el nUmero de grupos acrilato presentes en el

copolimero bloque lineal o dendritico-lineal-dendritico y con la concentracion.

Tabla 3.5. Tiempo de degradacion de hidrogeles fotopolimerizados de F127-Ac-2, F127-
Ac-4y F127-Ac-8.

HIDROGEL Tiempo de degradacién
(dias)
P/H18-F127-Ac-2 57
P/H23-F127-Ac-2 57
P/H18-F127-Ac-4 93
P/H23-F127-Ac-4 98
P/H18-F127-Ac-8 276
P/H23-F127-Ac-8 286

3.6.- ENSAYOS DE VIABILIDAD CELULAR

Los ensayos de viabilidad bioldgica han sido realizados con células humanas, en
un trabajo de colaboracidn con la Dra. Maria José Martinez Lorenzo del Banco de
Sangre y Tejidos de Aragon. Para la realizacion de estos ensayos se eligieron

células mesenquimales humanas (MSC) extraidas de cartilago.

Las MSC fueron estudiadas por primera vez por Friedenstein en los afios 70.'%

Dos de las principales caracteristicas de estas células, como define la Sociedad
Internacional de Terapia Celular, son su capacidad de adhesién al plastico,
adquiriendo una forma caracteristica alargada, en forma de aguja, y su capacidad

de diferenciacidn a distintos tipos de células que dan lugar a distintas variedades

13 Friedenstein AJ, G. J., Kulagina NN, Exp Hematol 1976, 4, 267-274.
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de tejidos, como se puede observar en la Figura 3.31.'°

Esta capacidad de
diferenciacién a distintos tejidos fue determinante a la hora de elegir el tipo de
células para la realizacion de nuestros ensayos, ante la posibilidad de aplicacién

de los hidrogeles como andamiajes para Ingenieria de tejidos.

THE MESENGENIC PROCESS
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A a
Proliferation MSC Proliferation @ @ l &
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Figura 3.31. Esquema de las diferentes vias de diferenciacién de las MSC a hueso,
cartilago, musculo, médula, tendones o ligamentos y tejidos conectivos.'*®

En la Tabla 3.6 se resumen los tipos de experimentos realizados, incluyendo a
continuacién algunos comentarios relativos. La exposicién y discusidon de los
resultados se ha realizado en funcién del grupo funcional terminal presente en la
estructura quimica de los materiales: grupos acrilato (resumen de experimentos
en color rosa en la Tabla 3.6) y grupos bencilo o hidroxilo (resumen de
experimentos en color azul en la misma tabla). Las viabilidades celulares

obtenidas se han comparado en todos los casos con la supervivencia celular en

116 (3) Sensebé, L.; Krampera, M.; Schrezenmeier, H.; Bourin, P.; Giordano, R., Vox

Sanguinis 2010, 98 (2), 93-107; (b) Caplan, A. |., The Journal of Pathology 2009, 217 (2),
318-324.
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presencia del polimero Pluronic F127®, determinada de la misma forma que para

los copolimeros bloque lineal o dendritico-lineal-dendritico.

Tabla 3.6. Tabla resumen de los ensayos de viabilidad celular realizados.

TIEMPO | DISOL. H P/H T2

COMPUESTO EXPTO. EXPTO.
(h) (% w/v) (% w/v) (% w/v) (°C)
F127-Ac-2 | 24/48/72 | 5y 10 2D | 18y23 18y23 2Dy3D | 37
F127-Ac-4 | 24/48/72 | 5y 10 2D | 18y23 18y23 2Dy3D | 37
F127-Ac-8 | 24/48/72 | 5y 10 2D | 18y23 18y23 2Dy3D | 37
Pluronic F127 | 24/48/72 | 5y 10 2D | 18y23 - 2Dy3D | 37
F127-Bn-2 | 24/48/72 | 5y10 2D 23 - 2Dy3D | 37
F127-OH-4 | 24/48/72 | 5y 10 2D 23 - 2Dy3D | 37
F127-Bn-4 | 24/48/72 | 5y 10 2D - - 2Dy3D | 37
F127-OH-8 | 24/48/72 | 5y 10 2D 23 - 2Dy3D | 37

La viabilidad celular se ha evaluado a las 24, 48 y 72 horas de incubacién, y se

han llevado a cabo 2 tipos de ensayos, que se han denominado ensayos 2D y 3D,

cuya representacion esquematica se puede ver en la Figura 3.32.

Figura 3.32. Esquema ilustrativo de: a) experimentos 2D, capa de células cubiertas por el
hidrogel, y b) experimentos 3D, células distribuidas en un entorno tridimensional en el
interior del hidrogel.
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Los ensayos 2D consisten en cubrir una capa de células con el hidrogel (Figura
3.32 (a)), mientras que los 3D consisten en formar el hidrogel con las células en

su interior (Figura 3.32 (b)).

Los ensayos se han realizado sobre los polimeros disueltos en medio de cultivo
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) tanto en disolucion a
concentraciones a las cuales no se forma el hidrogel por efecto de la
temperatura, concentraciones del 5y 10 % (w/v) (ensayos en 2D), y que se
pueden considerar ensayos con el monémero en disolucion; como con los
materiales en estado gel, a concentraciones del 18 y 23 % (w/v) (ensayos 2D y
3D). En estos casos se ha trabajado sobre hidrogeles sin fotopolimerizar y
fotopolimerizados. Las concentraciones para los ensayos en el estado gel se
eligieron teniendo en cuenta las concentraciones de gelificacion determinadas
para cada uno de los copolimeros bloque lineales o dendritico-lineal-dendritico,
en el apartado 3.2 de este capitulo. El protocolo de preparacién de las células,
preparacion de las disoluciones de polimero y preparacién de los ensayos de
viabilidad celular 2D vy 3D, sobre hidrogeles sin fotopolimerizar vy
fotopolimerizados se describen con mas detalle en el apartado 6.2.f., de la Parte

Experimental.

De los métodos descritos en la literatura para evaluar la viabilidad celular, el mas
adecuado para estos materiales resultd ser el método live/dead® (Invitrogen)
basado en las tinciones fluorescentes especificas de células vivas (verde) y

46b, 117 5tros métodos como el MTT,**® fueron descartados debido

muertas (rojo).
a dificultades experimentales. Los métodos live/dead® y MTT se describen con

detalle en el Anexo .

17(@) Wu, J.; Wu, D.; Mutschler, M. A.; Chu, C. C., Advanced Functional Materials 2012,
22 (18), 3815-3823; (b) Howard, D.; Takae, S.; Wang, W. X.; Vermonden, T.; Hennink, W.
E.; Stayton, P. S.; Hoffman, A. S.; Endruweit, A.; Alexander, C.; Howdle, S. M.; Shakesheff,
K. M., Biomacromolecules 2009, 10 (10), 2895-2903.

18 (3) Denizot, F.; Lang, R., Journal of Immunological Methods 1986, 89 (2), 271-277; (b)
Mosmann, T., Journal of Imnmunological Methods 1983, 65 (1-2), 55-63.
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La nomenclatura seguida para la discusién de los resultados de los ensayos
celulares utiliza el tipo de ensayo celular, 2D 6 3D, al principio del identificador
del material. Asi, el término 2D/H18-F127-Ac-4 corresponderia a un ensayo
celular en un entorno 2D, de un material sin fotopolimerizar (hidrogel formado
sélo por efecto de la temperatura), para disoluciones del 18 % (w/v) del derivado
F127-Ac-4 disuelto en DMEM. El término 2D/P/H18-F127-Ac-4 corresponderia a
un ensayo celular en entorno 2D, con un material fotopolimerizado (hidrogel
formado por efecto de la temperatura y reticulado quimicamente por efecto de
la luz), para disoluciones del 18 % (w/v) del derivado F127-Ac-4 disuelto en
DMEM que contiene un 0.1 % de fotoiniciador 12959. Los ensayos celulares con
el material en disolucién utilizan la misma nomenclatura descrita con la

sustitucion de la letra H por la letra D (Disolucidn).

Los resultados de viabilidad celular se muestran en los siguientes apartados. En
primer lugar se incluyen los resultados obtenidos con ensayos en entorno 2D y
3D para los derivados acrilados F127-Ac-2, F127-Ac-4 y F127-Ac-8, para exponer
posteriormente los resultados correspondientes a F127-Bn-2, F127-OH-4, F127-
Bn-4y F127-OH-8.

3.6.1.- Resultados de viabilidad celular de derivados acrilados F127-Ac-n

(n=2, 4, 8): F127-Ac-2, F127-Ac-4 y F127-Ac-8.

En las Figuras 3.33 y 3.34 se recogen los resultados de viabilidad celular de estos

materiales en entornos 2D y 3D respectivamente.

El andlisis de los ensayos 2D en disolucion (Figura 3.33, ay b), 2D/D5-F127-Ac-n
(n=2, 4, 8) y 2D/D10-F127-Ac-n (n=2, 4, 8), muestra una disminucion de la
viabilidad celular a las con el aumento de concentracidn, especialmente marcada

con el aumento de grupos acrilato reactivos por molécula.
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Figura 3.33. Viabilidad celular de derivados acrilados F127-Ac-2, F127-Ac-4 y F127-Ac-8
en entorno 2D: a) al 5 % (w/v) en disolucién, b) al 10 % (w/v) en disolucion, c) al 18%
(w/v) en estado gel sin fotopolimerizar, d) al 23% (w/v) en estado gel sin
fotopolimerizar, e) al 18% (w/v) en estado gel fotopolimerizado y f) al 23% (w/v) en
estado gel fotopolimerizado.

Cuando los ensayos 2D se realizaron en estado gel (Figura 3.33, c y d), 2D/H18-
F127-Ac-n (n=2, 4, 8) y 2D/H23-F127-Ac-n (n=2, 4, 8), que supone trabajar con
reticulante,

concentraciones mayores de se comprueba que disminuye

ligeramente la toxicidad con respecto al mondémero libre al 10 % (w/v). Esto
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puede explicarse porque en el estado gel los grupos acrilato presentan menor
movilidad que en disolucidon ya que se encuentran fijados en la estructura del
hidrogel formado por efecto de la temperatura. Ademas se observa que cuanto
mayor es la densidad de grupos acrilato por molécula, menores son las

viabilidades.

Finalmente, en los ensayos 2D en estado gel fotopolimerizado (Figura 3.33, ey f),
con excepcion de los materiales octacrilados (hidrogeles del derivado F127-Ac-8),
los hidrogeles fotopolimerizados 2D/P/H18-F127-Ac-2 y 2D/P/H23-F127-Ac-2 y
los derivados de F127-Ac-4, permiten viabilidades superiores al 50% presentando
una viabilidad celular similar e incluso superior a la de los analogos sin
fotopolimerizar. Ademas, cabe destacar que en los ensayos 2D/P/H18-F127-Ac-2,
2D/P/H23-F127-Ac-2, 2D/P/H18-F127-Ac-4 y 2D/P/H23-F127-Ac-4 se obtuvieron
viabilidades celulares mejoradas con respecto al polimero Pluronic F127®, siendo

los hidrogeles con mayor viabilidad celular los del material F127-Ac-4.

Analizando los ensayos 3D en estado gel sin polimerizar (Figura 3.34, ay b), se
puede observar que los hidrogeles 3D/H18-F127-Ac-n (n=2, 4) y 3D/H23-F127-
Ac-n (n=2, 4) permitieron viabilidades celulares en algunos casos superiores al

50%, siendo de nuevo el material menos adecuado F127-Ac-8.

A diferencia de lo observado para los ensayos 2D, la fotopolimerizacién en
hidrogeles en entorno 3D (Figura 3.34, ¢ y d) produce una disminucién de la
viabilidad celular, con biocompatibilidades inferiores a Pluronic F127°.
3D/P/H18-F127-Ac-4 y 3D/P/H23-F127-Ac-4 presentaron una gran mortalidad
celular tras 24 horas de ensayo, si bien el valor de viabilidad se mantiene

constante tras 48 y 72 horas.
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Figura 3.34. Viabilidad celular de derivados acrilados F127-Ac-2, F127-Ac-4 y F127-Ac-8
en entorno 3D: a) al 18 % (w/v) en estado gel sin fotopolimerizar, b) al 23 % (w/v) en
estado gel sin fotopolimerizar, c) al 18 % (w/v) en estado gel fotopolimerizado y d) al 23
% (w/v) en estado gel fotopolimerizado.

De forma general, se han observado mayores valores de viabilidad celular en los
ensayos de los hidrogeles fotopolimerizados en entorno 2D que en los ensayos
3D. Las razones que pueden conducir a estos resultados son variadas y, en
particular, puede deberse a la mayor restriccidon de espacio y mayor superficie de
contacto de las células con el hidrogel al producirse la fotopolimerizacion en un

entorno 3D.

Por otra parte, como se ha indicado, los materiales que presentan una mejor
viabilidad celular son los hidrogeles de F127-Ac-4 tanto en entorno 2D como en
entorno 3D. Este hecho puede estar relacionado con la formaciéon de una
estructura interna con tamanos de poro ligeramente superiores, tal y como se ha

observado por SEM (Tabla 3.4).
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La menor viabilidad celular mostrada por los hidrogeles fotopolimerizados de
F127-Ac-8 se puede relacionar, asi mismo, con el pequefio tamano de poro que
presentan, tal y como se ha observado por SEM (entre 1 y 6 um, Tabla 3.4). El
reducido tamafio de los poros puede producir muerte celular debido a la
restriccion de espacio, principalmente en los ensayos 3D, ademas de limitar el
transporte de nutrientes y sustancias de desecho, efecto que serd mas notable

en los ensayos 2D.

Ademas de los resultados de viabilidad celular aqui comentados, se ha analizado
mediante microscopia de fluorescencia la morfologia celular en cada uno de los
ensayos realizados. Para todos ellos se ha observado una morfologia celular que

es caracteristica en funcién del tipo de ensayo, 2D o 3D.

En todos los ensayos 2D, las células se encuentran adheridas al fondo del pocillo
de la placa de cultivo y presentan la morfologia tipica alargada de las MSC (Figura

3.35, 2D/P/F127-Ac-4).

En cambio, en los ensayos 3D, las células presentan una morfologia redondeada
lo que sugiere una baja adherencia al hidrogel (Figura 3.36, 3D/P/F127-Ac-4).
Esta baja adhesion al material puede ser negativa a la hora de la supervivencia
celular, pero la morfologia redondeada que adquieren al no adherirse puede ser
positiva para la diferenciacion de las MSC a condrocitos, que son células de tipo

no adherente que presentan dicha morfologia.
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2D/P/H18-F127-Ac-4

2D/P/H23-F127-Ac-4 ~ 2D/P/H23-F127-Ac-4

Figura 3.35. Imagenes de microscopia de fluorescencia para ensayos 2D de hidrogeles
fotopolimerizados de F127-Ac-4 al 18 % y 23 % tras 24 horas de ensayo, a la izquierda en
color verde se observan las células vivas y a la derecha en color rojo las células muertas.

3D/P/H18-F127-Ac-4 3D/P/H18-F127-Ac-4

3D/P/H23-F127-Ac-4 3D/P/H23-F127-Ac-4

Figura 3.36. Imagenes de microscopia de fluorescencia para ensayos 3D de hidrogeles
fotopolimerizados de F127-Ac-4 al 18 % y 23 % tras 24 horas de ensayo, a la izquierda en
color verde se observan las células vivas y a la derecha en color rojo las células muertas.

Con el fin de disponer de una observacion tridimensional de las células
encapsuladas en el interior del hidrogel, la morfologia celular en los ensayos
3D/P/H23-F127-Ac-4 se caracterizd también mediante microscopia confocal, tras
24 horas de ensayo. Para la tincidén de las células vivas se utilizé Calcein AM vy

para los nucleos de las células, DAPI, que es un marcador fluorescente en el azul
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gue se une a las secuencias de ADN en el nucleo. El marcaje de las células en el
interior de los hidrogeles se realizé de la forma descrita en el apartado 6.2.f., de

la Parte Experimental.

En la Figura 3.37 (a) se muestra una imagen en 3D de una célula encapsulada en
el interior del hidrogel. En la Figura 3.37 (b) y (c) se muestra uno de los planos del
hidrogel con células en su interior con marcaje de Calcein AM y DAPI
respectivamente. Ademas, en la Figura 3.37 (d) se observa la superposicién de

los marcajes fluorescentes con las células observadas en contraste de fases.

Figura 3.37. Imdagenes de microscopia de fluorescencia confocal para ensayos 3D de
hidrogeles fotopolimerizados de F127-Ac-4 al 23 % tras 24 horas de ensayo, a) imagen
en 3D de una célula encapsulada en el interior del hidrogel, b) células vivas tefiidas con

Calcein AM encapsuladas en el hidrogel situadas en un mismo plano, c) nucleos celulares
de células tefiidos con DAPI situadas en un mismo plano, d) superposicidén de imagenes
de fluorescencia en el verde, fluorescencia en el azul sobre imagen en contraste de
fases. La escala corresponde a 30 um.
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Con este ensayo se ha demostrado que las células se encapsulan en el interior de
los hidrogeles tras la formacién de estos por efecto de la temperatura y la

posterior fotopolimerizacion.

Los resultados de viabilidad celular obtenidos, en particular con hidrogeles
fotopolimerizados de F127-Ac-4 en entorno 3D, han permitido seleccionarlos
para preparar cortes histoldgicos, estudio que se esta realizando en la actualidad.
Este tipo de preparaciones permitird cuantificar el grado de diferenciacion
celular en el interior de los hidrogeles, mediante la tincién especifica de los
distintos tipos de proteinas constituyentes de la ECM excretados por las células

en el caso de producirse dicha diferenciacion.

3.6.2.- Resultados de viabilidad celular de derivados F127-Bn-n (n=2,4): F127-
Bn-2 y F127-Bn-4 y F127-OH-n (n=4, 8): F127-OH-4 y F127-OH-8.

En las Figuras 3.38 y 3.39 se recogen los resultados de viabilidad celular en
entorno 2D y 3D, respectivamente, de estos materiales no reactivos también

estudiados en este trabajo, tanto en disolucion (D) como en forma de hidrogeles

(H).
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Figura 3.38. Viabilidad celular de derivados F127-Bn-2, F127-OH-4, F127-Bn-4 y F127-
OH-8, en entorno 2D: a) al 5% (w/v) en disolucién, b) al 10% (w/v) en disolucién y c) al
23% (w/v) en estado gel.
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3D/H23-F127-Bn-n (n=2)
3D/H23-F127-OH-n ( n=4, 8)
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Figura 3.39. Viabilidad celular de derivados F127-Bn-2, F127-OH-4, F127-Bn-4 y F127-
OH-8, en entorno 3D al 23 % (w/v) en estado gel.

Del andlisis de los resultados obtenidos en ensayos celulares 2D de disoluciones
al 5% (w/v) (Figura 3.38, (a)), 2D/D5-F127-Bn-n (n=2, 4) y 2D/D5-F127-OH-n (n=4,
8), se deduce una viabilidad celular de estos compuestos similar a Pluronic F127®

y préximas al 90% tras 72 horas de ensayo en la mayoria de los casos.

Al aumentar la concentracion al 10% (w/v) (Figura 3.38, (b)), con 2D/D10-F127-
Bn-n (n=2, 4) y 2D/D10-F127-OH-n (n=4, 8) se observa una disminucion de la
viabilidad celular en todos los materiales. Sin embargo, esta disminucidn es
incluso menos significativa que la observada para Pluronic F127°,

manteniéndose en valores superiores al 65% tras 72 horas de ensayo.

Cuando los ensayos se realizan en entorno 2D con los materiales al 23% (w/v) en
estado gel (Figura 3.38, (c)), 2D/H23-F127-Bn-n (n=2) y 2D/H23-F127-OH-n (n=4,
8), si bien se produce una disminucioén de la viabilidad celular para F127-Bn-2 con
respecto a los materiales en disolucién, los hidrogeles de los derivados F127-OH-
4 y F127-OH-8 presentan una viabilidad celular entorno al 90% tras 72 horas de

ensayo.

Esta buena viabilidad de los materiales polihidroxilados se mantiene incluso en
los ensayos 3D con los materiales en estado gel al 23% (w/v) (Figura 3.39),

3D/H23-F127-0OH-n (n=4, 8), superando significativamente al Pluronic F127°.
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En las Figuras 3.40 a 3.46 se muestran las morfologias celulares observadas en

los ensayos 2D y 3D de los diferentes hidrogeles, asi como en disolucién.

Como se puede comprobar en los ensayos de derivados F127-Bn-2 en entorno
2D las células poseen una morfologia alargada y redondeada en 3D (Figuras 3.40

y 3.41, respectivamente).

2D/D5-F127-Bn-2 2D/D5-F127-Bn-2 2D/D5-F127-Bn-2

2D/D10-F127-Bn-2 2D/D10-F127-Bn-2 2D/D10-F127-Bn-2

2D/H23-F127-Bn-2 2D/H23-F127-8n-2 2D/H23-F127-Bn-2

Figura 3.40. Imagenes de microscopia de fluorescencia para ensayos 2D de disoluciones
e hidrogeles de F127-Bn-2 tras 72 horas de ensayo. Primera columna: Imagenes en
contraste de fases; Segunda columna: Células vivas; Tercera columna: Células muertas.

3D/H23-F127-Bn-2 ~ [l 3D/H23-F127-Bn-2 3D/H23-F127-Bn-2

Figura 3.41. Imagenes de microscopia de fluorescencia para ensayos 3D de hidrogeles
de F127-Bn-2 tras 72 horas de ensayo. Primera columna: Imagenes en contraste de
fases; Segunda columna: Células vivas; Tercera columna: Células muertas.
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La morfologia celular alargada también se observd en ensayos celulares en
entorno 2D para los derivados F127-OH-4 y F127-OH-8 (Figura 3.42 y 3.43,

respectivamente) a todas las concentraciones estudiadas.

2D/D5-F127-OH-4 2D/D5-F127-OH-4

2D/D10-F127-OH-4 2D/D10-F127-OH-4

2D/H23-F127-OH-4 2D/H23-F127-OH-4

Figura 3.42. Imagenes de microscopia de fluorescencia para ensayos 2D de disoluciones
e hidrogeles de F127-OH-4 tras 72 horas de ensayo. Primera columna: Imagenes en
contraste de fases; Segunda columna: Células vivas; Tercera columna: Células muertas.
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2D/D5-F127-0OH-8" 2D/D5-F127-OH-8

2D/D10-F127-OH-8 2D/D10-F127-OH-8

2D/H23-F127-OH-8 2D/H23-F127-OH-8

Figura 3.43. Imagenes de microscopia de fluorescencia para ensayos 2D de disoluciones
e hidrogeles de F127-OH-8 tras 72 horas de ensayo. Primera columna: Imdgenes en
contraste de fases; Segunda columna: Células vivas; Tercera columna: Células muertas.

En los ensayos 3D/H23-F127-OH-4 (Figura 3.44) tras 24 horas de ensayo se
observé un predominio de células con morfologia redondeada, lo que indica baja

adhesion de las células al material.

24 horas 72 horas |

3D/H23-F127-OH-4

Figura 3.44. Imagenes de contraste de fases para ensayos 3D de hidrogeles de
F127-OH-4 tras 24 y 72 horas de ensayo. En la imagen de la izquierda se sefiala con una
flecha una célula con morfologia redondeada. En la imagen de la derecha se sefiala con

una flecha una célula con morfologia alargada.
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Tras 72 horas de ensayo se comprueba que la mayoria de las células han
adquirido su caracteristica morfologia alargada debido a la adhesién a la placa de
cultivo (imagen derecha, Figura 3.44). Se deduce por tanto que las células han
migrado desde el hidrogel hasta el fondo del pocillo. La elevada migracién celular
que se produce al fondo del pocillo permite deducir que se trata de un hidrogel

demasiado blando para alojar células en su interior.

En la Figura 3.45 se muestran las imdgenes en contraste de fases y de
fluorescencia en el verde y el rojo, para 3D/H23-F127-OH-4 tras 72 horas de

ensayo.

3D/H23-F127-OH-4 3D/H23-F127-OH-4

3D/H23-F127-0

B SS

Figura 3.45. Imagenes de microscopia de fluorescencia para ensayos 3D de hidrogeles
de F127-0OH-4 tras 72 horas de ensayo. Primera columna: Imdagenes en contraste de
fases; Segunda columna: Células vivas; Tercera columna: Células muertas.

El ensayo analogo con el material 3D/H23-F127-OH-8 presentd un
comportamiento similar en cuanto a migracion celular al fondo del pocillo. Como
se puede observar en la Figura 3.46, la migracién celular ya es visible a las 24
horas dada la elevada cantidad de células adheridas al fondo del pocillo, siendo

mas notable la presencia de células con esta morfologia tras 72 horas de ensayo.
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~ ~ 72 horas

3D/H23-F127-OH-8 - M 3D/H23-F127-OH-8

Figura 3.46. Imagenes de contraste de fases para ensayos 3D de hidrogeles de
F127-OH-8 tras 24 y 72 horas de ensayo.

3.7. - CARACTERIZACION MECANICA DE LOS HIDROGELES

Como se ha indicado al comienzo de esta Memoria, una de las posibles
aplicaciones planificadas para los hidrogeles fotopolimerizados estudiados es su
utilizacidon en la preparaciéon de scaffolds adecuados para Ingenieria de tejidos,
en concreto para andamiajes de regeneracion de cartilago articular. Por ello se
decidio realizar la caracterizacién mecanica de los materiales mediante ensayos

que se utilizan habitualmente en la caracterizacién de cartilago.

En la caracterizacién mecanica de materiales es posible utilizar distintos tipos de
ensayos, los cuales se pueden clasificar en funciéon de multiples pardametros. Una
posible clasificacion viene determinada por la realizacion de los ensayos a alta o
baja velocidad de aplicacion de la carga, clasificdndose como ensayos dindmicos

o estaticos respectivamente.

Dentro de estos tipos de ensayos los mds utilizados en la caracterizacién de las
propiedades mecanicas del cartilago articular son ensayos de tipo estatico, entre
los que se incluyen los métodos de compresidn uniaxial monotdnica y los
métodos de compresién uniaxial de carga-relajacion. Ambos métodos se pueden
realizar en compresion no confinada (NC), compresion confinada (CC) o de
indentacidon dependiendo del utillaje utilizado para la aplicacidon de la carga

(Figura 3.47) (ver Anexo V).
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Figura 3.47. Tipos de ensayos mecanicos de tipo estatico y compresion uniaxial.

Todos los ensayos realizados en este trabajo son del tipo NC y CC y se han
realizado en colaboracién con el Dr. Ignacio Ochoa del grupo GEMM (Group of
Structural Mechanics and Materials Modeling) del I13A (Instituto de Investigacion

en Ingenieria de Aragon).

Para la caracterizacion mecanica se han seleccionado los hidrogeles
polimerizados siguientes: P/H18-F127-Ac-2, P/H23-F127-Ac-2, P/H18-F127-Ac-4,
P/H23-F127-Ac-4, P/H18-F127-Ac-8 y P/H23-F127-Ac-8, cuya manipulacién y

analisis de datos se describe en el apartado 6.2.g., de la Parte Experimental.

Se ha determinado el Mdédulo de Young (Es) de los geles P/H18-F127-Ac-n (n= 2,
4 y 8) a concentraciones del 18 % y 23 % (w/v) del reticulante, para establecer
comparaciones entre los hidrogeles con dos, cuatro u ocho grupos acrilato

terminales.

Adicionalmente, se ha completado el estudio de las propiedades mecdnicas de
P/H18-F127-Ac-2 y de P/H23-F127-Ac-2 (Mddulo Agregado (Ha), Coeficiente de
Poisson (v), permeabilidad (k) y ensayos de fatiga) en el marco del Proyecto Fin

de Carrera de Alexis Allueva Arjol.**?

119 Allueva, A., Caracterizacién mecanica de hidrogeles de Pluronic para aplicaciones en
ingenieria de tejidos. Proyecto fin de carrera, 2012.
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3.7.1.- Ensayos de compresion uniaxial monotoénica

En este tipo de ensayos la carga se va aplicando de forma lineal y uniforme. Con
estos ensayos se obtiene el Mddulo de Rigidez (Emedido), que se denomina de
diferente forma en funcidn del tipo de ensayo realizado en condiciones NC o CC:

Médulo de Young (Es), en ensayos NC y Mddulo Agregado (Ha) en ensayos CC.

Ambos parametros proporcionan una medida de la dureza del hidrogel bajo los
efectos de una carga.’® El calculo de ambos pardmetros a partir de las curvas de

tensidon-deformacién se explica en el Anexo IV.
Compresion No Confinada- Mdédulo de Young (Es)

En la Figura 3.48 se muestra la grafica de tension-deformacién para
P/H23-F127-Ac-2 asi como el ajuste en la zona lineal, cuya pendiente
corresponde a Es. Todos los hidrogeles ensayados presentaron curvas tension-

deformacion con la misma forma.

En el grafico de la Figura 3.49 se muestran los valores de Es obtenidos para los
diferentes materiales estudiados: P/H18-F127-Ac-2, P/H23-F127-Ac-2, P/H18-
F127-Ac-4, P/H23-F127-Ac-4, P/H18-F127-Ac-8 y P/H23-F127-Ac-8.

120 Acosta, V. A., Ingenieria de Tejidos del Cartilago Articular: Caracterizacién y modelado

del comportamiento mecanico. Tesis doctoral 2011.
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Figura 3.48. a) Curva tipica de tension (o) vs. deformacion (g) obtenida para P/H23-F127-
Ac-2 en un ensayo de compresién uniaxial monoténica no confinada. En color rojo, la
seleccion del rango lineal. b) Seleccidn y ajuste lineal por minimos cuadrados para el

calculo del Mdédulo de Young (Es).

P/H18-F127-Ac-2 y P/H23-F127-Ac-2
P/H18-F127-Ac-4 y P/H23-F127-Ac-4
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Figura 3.49. Valores medios de Mdédulo de Young (Es) para los hidrogeles
fotopolimerizados de F127-Ac-2, F127-Ac-4 y F127-Ac-8.

Como se puede observar, en los hidrogeles de F127-Ac-2 y F127-Ac-4 se produce
un aumento del Mddulo de Young con el aumento de concentracién de
copolimero gelificante en el hidrogel. Para P/H23-F127-Ac-2 el aumento de

concentracién de un 5% con respecto a P/H18-F127-Ac-2 supone un aumento del
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Es de hasta el doble. Para P/H23-F127-Ac-4 el mismo aumento de concentracion
supone triplicar el valor de Es. Estos hechos estan de acuerdo con la mayor
rigidez esperable para los materiales de mayor concentracion de reticulante. Sin
embargo, no ocurre lo mismo para los hidrogeles de F127-Ac-8 que mantienen

valores parecidos a ambas concentraciones.

Por otra parte, el aumento del nimero de grupos acrilato por molécula al pasar
de F127-Ac-2 a F127-Ac-4 y a F127-Ac-8 no supone un aumento significativo en
cuanto al valor del Es, obteniéndose valores muy similares en torno a 0.04 MPa 'y
a 0.1 MPa entre los distintos hidrogeles, con excepcion de P/H23-F127-Ac-8

antes comentado que mantiene su Es en torno a 0.045 MPa.
Compresion confinada-Mddulo agregado (Ha)

Este tipo de medidas soélo se realizaron para P/H18-F127-Ac-2 vy
P/H23-F127-Ac-2. En la Figura 3.50 se muestra la grafica de tensidn-deformacion
para P/H23-F127-Ac-2 asi como el ajuste en la zona lineal cuya pendiente
corresponde a Ha. Los dos hidrogeles ensayados presentaron curvas tension-

deformacion con la misma forma.

En la Figura 3.51 se muestran los resultados de Hp para los hidrogeles de
F127-Ac-2. Como se puede observar, el aumento de concentracién de gelificante
supone un ligero aumento de Hay de 0.1 a 0.15 MPa, conforme a lo esperado para
un aumento de rigidez de los hidrogeles debido al incremento del grado de

reticulacion.

Si comparamos los valores de Ha (Figura 3.51) con los de Es (Figura 3.49) se
observa que los valores de Hx son mayores que los de Es, acorde con el tipo de
ensayos realizados. Los ensayos confinados a partir de los cuales se obtiene Ha
permiten mayor resistencia del hidrogel a la tensién al estar el material en un
habitaculo donde sélo se le permite deformacién en una direccion, a diferencia

de lo que ocurre con los ensayos no confinados.
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Figura 3.50. a) Curva tipica de tensidn (o) vs. deformacién (&) obtenida para P/H23-F127-
Ac-2 en un ensayo de compresién uniaxial monoténica confinada. En color rojo la
seleccion del rango lineal. b) Seleccidn y ajuste lineal por minimos cuadrados para el
calculo del Modulo Agregado (Ha).
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Figura 3.51. Valores medios de Mddulo Agregado (H,) para los hidrogeles
fotopolimerizados de F127-Ac-2.

3.7.2.- Ensayos de compresidn uniaxial de carga-relajacion

El ensayo realizado consiste en aplicar una rampa de carga - relajacién realizando

6 cargas separadas por una relajacidon de 15 minutos entre ellas.

Mediante este tipo de ensayos en condiciones NC y/o CC se puede calcular el

Coeficiente de Poisson (v) y la Permeabilidad (k) del material.
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Compresion confinada y no confinada-Coeficiente de Poisson (v)

El coeficiente de Poisson v es la relacion entre la deformacion lateral y Ila
deformacién axial en una probeta con carga axial. El calculo de v a partir de los

pardmetros Es y Ha se realiza tal y como se describe en el Anexo IV.

En la Figura 3.52 se muestran los valores de v de los dos hidrogeles
caracterizados. Se observa un valor de v ligeramente superior para el material de

mayor concentracion.

P/H18-F127-Ac-2 y P/H23-F127-Ac-2
0,5 -

o
S
1

o
w
1

E18%
0.42

o
N
1

O023%

Coef. de Poisson

o
Juny
1

0,0 )
F127-Ac-2

Figura 3.52. Valores medios del Coeficiente de Poisson (v) para los hidrogeles
fotopolimerizados de F127-Ac-2.

Compresion Confinada- Permeabilidad (k)

La permeabilidad de un material hace referencia a la capacidad que tiene éste de
permitir el paso del liquido a través de él, sin alterar su estructura interna. De
este modo se considera que un material es permeable si deja pasar una cantidad
apreciable de fluido en un tiempo dado, e impermeable si la cantidad de fluido

121 En el caso de que el material sea permeable se puede afirmar

es despreciable.
gue el material es poroso y ademas los poros estan interconectados entre si, ya

que este hecho es necesario para producir el paso de fluido a través del material.

121 pelegay, C., Caracterizacién de materiales compuestos para su uso en Ingenieria de
Tejidos. Proyecto fin de carrera 2012.
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El calculo de la permeabilidad, k, realizado se detalla en el Anexo IV.

En la Figura 3.53 se muestran los resultados de k obtenidos para los dos
hidrogeles ensayados, P/H18-F127-Ac-2 y P/H23-F127-Ac-2. Ambos materiales
son permeables, con un valor de k ligeramente superior para el hidrogel de
menor concentracién, P/H18-F127-Ac-2, lo que esta de acuerdo con la mayor
permeabilidad que muestran los hidrogeles menos rigidos. Estos datos estdn en
concordancia con lo observado en la medida de Es 'y Hp; P/H18-F127-Ac-2 es un
hidrogel menos rigido que su anadlogo de concentracion superior,

P/H23-F127-Ac-2.

P/H18-F127-Ac-2 y P/H23-F127-Ac-2

9.99E-15
E 9.67E-15

E m18%
o

S @23%
©

()]

£

[J]

a.

0 ]
F127-Ac-2

Figura 3.53. Valores medios de Permeabilidad (k) para los hidrogeles fotopolimerizados
de F127-Ac-2.

3.7.3.- Ensayos de fatiga

Un ensayo de fatiga permite determinar la vida util de un material sometido a
cargas fluctuantes. Habitualmente se registra el nimero de ciclos requeridos
para producir el fallo del material. En el caso que nos ocupa, se ha considerado
que se produce fallo o ruptura del material una vez que el hidrogel pierde sus
caracteristicas eldsticas, no recuperando el espesor inicial tras descargar la

probeta.

Los datos procedentes de los ensayos de fatiga se representan en diagramas S-N.

En el eje Y se representa la tension soportada (S) y en el eje X el niumero de ciclos
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(N)."® En la Figura 3.54 se muestran los resultados obtenidos para
P/H18-F127-Ac-2 y P/H23-F127-Ac-2. En la gréafica puede observarse una
tendencia lineal para ambas concentraciones, las cuales poseen la misma
pendiente. Este comportamiento permite estimar que los hidrogeles
P/H18-F127-Ac-2 y P/H23-F127-Ac-2 se comportan del mismo modo, con la Unica
diferencia de una mayor tension soportada en el caso del hidrogel de mayor

concentracion, en concordancia con la mayor rigidez del material.

—— 18%
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g 257 y = -5E-05x + 23,825
=3 50 - R?=0,9531
3
S
5 15 4 y = -5E-05x + 15,014
Q 2
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()]
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0 50000 100000 150000
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Figura 3.54. Grafico S-N para los hidrogeles fotopolimerizados de F127-Ac-2.

A pesar de realizar todos los pasos de preparacion de las muestras en
condiciones estériles y adicionar antibidtico a la disolucién de PBS, no se pudo
extender los ensayos hasta ruptura del material debido a la apariciéon de hongos.
No obstante, estos resultados son prometedores ya que tras 130000 ciclos el

material sigue sin llegar a ruptura.

3.7.4.- Comparacion con propiedades mecanicas del cartilago

Una vez determinados los pardmetros mecanicos de los hidrogeles, las
propiedades mecanicas de nuestros materiales se han comparado con los valores
gue se estiman como necesarios para su aplicabilidad. En concreto, considerando

una posible aplicacion de los hidrogeles como soporte para regeneracion de
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cartilago articular, los valores medidos para nuestros materiales se han
comparado con valores promedio para cartilago humano y con los de un modelo

animal (oveja).

En la Tabla 3.7 se muestran las propiedades mecanicas del cartilago articular.
En la parte superior de la tabla se incluyen los valores promedio experimentales
tanto para un modelo animal (oveja) como para cartilago humano, que son los

gue se utilizaran para establecer comparacién.

Junto a estos valores, en la parte inferior de la tabla, se recogen los valores
maximos y minimos correspondientes a propiedades mecanicas de cartilago
humano, determinados experimentalmente, que dan idea de su gran
variabilidad. La variabilidad de los datos observada en los pardmetros mecdnicos
de cartilago articular humano se deben a que estos pardmetros se encuentran
muy afectados por diversos factores como la edad, el sexo o la articulacién en la

gue se encuentra el cartilago estudiado.

En la Tabla 3.8 se recogen los valores promedio experimentales de v y «k
evaluadas para nuestros hidrogeles. Como se puede observar, nuestros
materiales muestran para estos parametros (v y k) érdenes de magnitud
similares a los valores del modelo humano y del animal. Sin embargo, estos
hidrogeles presentan bajos valores de Es y Ha, en comparacién con los estudios

en cartilago.
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Tabla 3.7. Propiedades mecanicas de cartilago articular en modelo animal (oveja) y del
cartilago articular humano determinadas experimentalmente.!!® 120121

Valores promedio experimentales (oveja)

Es(MPa) Ha (MPa) v K (m?)
0.21 0.31 0.32 5.8E-15

Valores promedio experimentales (humano)

Es(MPa) Ha (MPa) v K (m?)
0.625 0.7 <0.4 5.5E-16

Propiedades mecanicas experimentales del cartilago articular

humano
Es(MPa) Ha (MPa) v k(m?)
Min. Max. Min. Max. Rango Min. Max.
0.45 0.8 0.5 0.8 <0.4 E-16 E-15

Tabla 3.8. Propiedades mecanicas medidas en diferentes hidrogeles fotopolimerizados.

Valores promedio experimentales

Es(MPa) Ha (MPa) v K (m?)
P/H18-F127-Ac-2 0.048 0.1 0.37 9.9E-15
P/H23-F127-Ac-2 0.099 0.15 0.42 9.67E-15
P/H18-F127-Ac-4 0.039 . : -
P/H23-F127-Ac-4 0.111 - - :
P/H18-F127-Ac-8 0.042 - - -
P/H23-F127-Ac-8 0.050 - - :
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Los resultados descritos en el capitulo anterior han permitido demostrar la
viabilidad de copolimeros dendritico-lineal-dendritico derivados de Pluronic para

obtener hidrogeles termosensibles fotopolimerizables.

No obstante, con el fin de disponer de materiales fotorreticulables con menor
densidad de grupos acrilato, asi como de incorporar algunas modificaciones
quimicas que puedan cambiar las interacciones intermoleculares y modular las
propiedades sol-gel, e incluso las interacciones con las células, se planted
trabajar con formulaciones basadas en otros tipos de derivados fotorreactivos de

Pluronic.

En este nuevo capitulo de la memoria se describe el trabajo desarrollado con el
fin de preparar hidrogeles termosensibles fotopolimerizables que permitan una
via alternativa de fotorreticulacion, en concreto mediante la reaccién de tioles
con alquenos, tiol-enos (-SH/CH,=CHCO0-).°* * Para ello se ha optado por
mezclas binarias de compuestos con grupos acrilato y de derivados con grupos

tiol (-SH) en sus posiciones terminales.

Los grupos tiol (-SH) se han incorporado a diferentes materiales: Pluronic F127°,
F127-OH-4 y F127-OH-8 mediante funcionalizacién de sus grupos hidroxilo
terminales con cisteamina (NH,-CH,-CH,-SH), a través de enlaces carbamato. El
grupo carbamato puede favorecer interacciones por enlaces de hidrégeno
intermoleculares, lo que puede también contribuir a modificar propiedades de
gelificacion, degradacion y viabilidad celular con respecto a las descritas para los

andlogos con enlaces éster descritos en el Capitulo 3.

En la primera parte de este capitulo, apartado 4.1, se describe la sintesis y
caracterizacion de los compuestos tiolados asi como sus propiedades gelificantes
y de viabilidad celular. En la segunda parte del capitulo, apartado 4.2, se describe
la preparacion y caracterizacion de formulaciones binarias basadas en

componentes tiolados y el estudio de sus propiedades como hidrogeles.
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4.1.- DERIVADOS DE PLURONIC CON GRUPOS TIOL TERMINALES
4.1.1.- Sintesis y caracterizacion
4.1.1.1.- Derivado lineal: F127-SH-2

La sintesis del derivado lineal F127-SH-2 ha sido descrita por varios autores.'??,
123 para formar el enlace carbamato, que permite introducir la cisteamina, es
necesario activar previamente los grupos hidroxilo terminales de Pluronic F127®
con cloroformiato de p-nitrofenilo, utilizando el procedimiento de sintesis

descrito en el Esquema 4.1.

HO\V\OWOMO%H

99

i) 75-85%

OZN‘Q\OTOMOWOYO&O—@NOZ

[14] F127-PN-2

Esquema 4.1. Sintesis de F127-PN-2 [14]. Condiciones de reaccién: i) cloroformiato de p-
nitrofenilo, base, diclorometano.

En esta Memoria se ha abordado la sintesis de F127-PN-2 utilizando distintas
condiciones de reaccién, que se muestran en la Tabla 4.1. En primer lugar se
utilizé TEA como base (método A), siguiendo el método descrito por Park et al.

en 2006.”% Sin embargo, no se consigui6 funcionalizar completamente los dos

122 (3) Tao, Y.; Han, J.; Ye, C.; Thomas, T.; Dou, H., Journal of Materials Chemistry 2012,
22 (36), 18864-18871; (b) Bae, K. H.; Choi, S. H.; Park, S. Y.; Lee, Y.; Park, T. G., Langmuir
2006, 22 (14), 6380-6384.

123 (a) Ryu, J. H.; Lee, Y.-h.; Kong, W. H.; Kim, T. G.; Park, T. G., Journal of Controlled Release 2011,
152 (1) 236-237; (b) Ryu, J. H.; Lee, Y.; Kong, W. H.; Kim, T. G.; Park, T. G.; Lee, H.,
Biomacromolecules 2011, 12 (7), 2653-2659; (c) Lee, Y.; Chung, H. J.; Yeo, S.; Ahn, C.-H.; Lee, H.;
Messersmith, P. B.; Park, T. G., Soft Matter 2010, 6 (5), 977-983.
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grupos hidroxilo terminales de Pluronic F127°, tal y como se comprobé por 'H-
RMN (Tabla 4.1). Por ello se ensayaron otros tipos de base como piridina (Py)

(método B)***

o dimetilaminopiridina (DMAP) (métodos C y D), en lugar de TEA.
Asi mismo, se variaron otros parametros de reaccion como el numero de
equivalentes de las distintas bases y de cloroformiato de p-nitrofenilo, con
respecto a la cantidad de polimero, asi como el tiempo de reaccién. En la Tabla
4.1 se recogen, ademas las condiciones de reaccién ensayadas, los porcentajes

de funcionalizacién de los grupos hidroxilo terminales de Pluronic F127® a que

han dado lugar.

Tabla 4.1. Condiciones de reaccion utilizadas en la obtencion de F127-PN-2.

Relacién molar Tiempo de
%
Método Pluronic F127®/cloroformiato de p- reaccion
funcionalizado®

nitrofenilo/Base (h)
A 1/8/8.8 (TEA) 24 62
B 1/8/28 (Py) 24 100
C 1/14/14 (DMAP) 24 37
D 1/14/14 (DMAP) 4 100

?Porcentaje de grupos hidroxilo terminales funcionalizados determinado por *H-RMN.

De las dos opciones que dieron lugar a funcionalizacién completa de los
hidroxilos terminales de Pluronic F127®, métodos B y D, se eligieron las
condiciones de reaccion B ya que, a pesar de necesitar un mayor tiempo de
reaccion, el tratamiento posterior resulto mas sencillo en este caso (ver apartado

6.1, de la Parte Experiemental.

Los compuestos sintetizados se caracterizaron principalmente por 'H-RMN y FT-

IR.

124 Gillies, E. R.; Fréchet, J. M. J., JACS 2002, 124 (47), 14137-14146.
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En la Figura 4.1 se muestra el espectro de 'H-RMN de F127-PN-2. Se observa la
presencia de las sefiales correspondientes a los protones aromaticos J y K (7.38-
7.28 ppm), ademds de la sefial del triplete correspondiente a los protones
proximos al nuevo enlace carbonato formado, protones G (4.43 ppm). La
completa funcionalizacion se confirmd por la correcta integracion de las sefales
de los protones de los grupos p-nitrofenilo (K y J) con respecto a los protones del

nucleo de Pluronic F127® (Ay B).
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0 98
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Figura 4.1. Espectro de 'H-RMN de F127-PN-2 en CDCls, 300 MHz.
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Para la obtencion del compuesto tiolado F127-SH-2 a partir de F127-PN-2 se han
descrito en la bibliografia dos rutas sintéticas diferentes, que se representan en
el Esquema 4.2. La primera de ellas, método E, consiste en el ataque nucledfilo
del grupo carbonato con la cistamina y la posterior reduccion del enlace disulfuro

a tiol utilizando ditiotreitol (DTT) que da lugar a F127-SH-2.1%

La segunda ruta,
método F, supone el ataque nucledfilo al grupo carbonato de F127-NF-2

. . . . 12
utilizando directamente cisteamina.*
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OZNQ—OTOMOZE/\(OZWO&OONOZ

[14] F127-PN-2

Método E Método F
i) Cistamina, TEA Cisteamina
ii) DTT Diclorometano

Y Y

o}
H
~_N__O 0 ~_-SH
S SR of N
0 99 67 99

[15] F127-SH-2

Esquema 4.2. Obtencién de F127-PN-2 [14] por los métodos de sintesis E y F.

En nuestro trabajo, mediante el método de sintesis F se consiguié obtener el
derivado F127-SH-2 mientras que con el método E se producia la rotura de parte
de los grupos carbamato formados, probablemente debido a los largos tiempos
de dialisis, necesarios para eliminar completamente los subproductos o el agente
reductor. Ademas, el tratamiento de la reaccién resulta mucho mas rapido y
sencillo en el método F, tratdndose de una simple precipitacién y lavado con

dietil éter frio.

La completa funcionalizacién de la molécula se determiné por *H-RMN (Figura

4.2) y por FT-IR (Figura 4.3).

Mediante *H-RMN se comprobd la total desaparicion de los protones aromaticos
de los grupos p-nitrofenilo de la molécula precursora F127-PN-2, asi como el
desplazamiento de la sefial de los protones G, préximos al enlace carbamato
formado, que aparece a 4.20 ppm. La sefial a 2.79 ppm del espectro de
F127-SH-2 corresponde a los protones tipo J adyacentes a los grupos tiol de la

molécula.
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Figura 4.2. Comparativa de los espectros de *H-RMN de F127-PN-2 (parte superior), y
F127-SH-2 (parte inferior), ambos realizados en CDCls.

Los protones tipo | de la molécula F127-SH-2, adyacentes al enlace carbamato se
encuentran enmascarados por las sefiales del nucleo central polimérico presente
a 3.5 ppm. La observacién de estos protones, asi como la correcta asignacién de

carbonos, se realizé mediante HSQC (ver Figura 1.4 del Anexo I).

En la Figura 4.3 se observa en FT-IR la banda correspondiente al enlace C=0 del
grupo carbonato de F127-PN-2, a 1769 cm™, y la banda a 1732 cm
correspondiente al mismo enlace del grupo carbamato y del grupo éster de
F127-SH-2. Sin embargo no es posible detectar la banda debida al grupo tiol en

torno a 2600 cm™.
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-OCON-/-CO0- 1732

Transmitancia (u.a.)

——F127-PN-2 - = =F127-SH-2
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Figura 4.3. Espectro FT-IR de F127-PN-2 y F127-SH-2, compuestos netos fundidos sobre
pastilla de NaCl.

4.1.1.2. Derivados tiolados dendriticos F127-SH-4 y F127-SH-8

Para la obtencién del derivado dendritico de primera generacién activado con
grupos p-nitrofenilo terminales, F127-PN-4, se partido de F127-OH-4 que se hizo
reaccionar con cloroformiato de p-nitrofenilo y piridina como base (Condiciones
del método B mostradas en la Tabla 4.1, procedimiento sintético mostrado en el
Esquema 4.3 y espectro de "H-RMN de F127-PN-4 en la Figura 1.5 Anexo I). La
reaccion posterior con cisteamina proporcion6 el derivado dendritico-lineal-

dendritico F127-SH-4 con cuatro grupos tiol terminales.
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Esquema 4.3. Ruta sintética para la obtencion del derivado dendritico de primera
generacion con grupos hidroxilo activados en forma de grupos p-nitrofenilo y posterior
reaccion con cisteamina para dar F127-SH-4.

Condiciones de reaccion: i) cloroformiato de p-nitrofenilo, piridina, diclorometano;
ii) cisteamina, diclorometano.

Al igual que para el compuesto lineal, la completa funcionalizacion se determind
mediante *H-RMN y FT-IR. En la Figura 4.4 se muestra el espectro de 'H-RMN de
F127-SH-4.
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Figura 4.4. Espectro de 'H-RMN de F127-SH-4 en CDCls;, 500 MHz.

Las sefiales que aparecen entre 4.25 y 4.28 ppm corresponden a los protones de
los -CH,- de las estructuras de bis-MPA (protones tipo 1) y a los protones tipo G,

que en total suman 12 protones.

Las sefiales anchas que aparecen a 2.75 y 2.79 ppm, que suman 8 protones en

total, corresponden a los protones tipo N adyacentes a los grupos tiol terminales.

Las sefiales de los protones M correspondientes a —CH,- anexos al enlace

carbamato, aparecen enmascaradas por las seiales del polimero en torno a 3.5

ppm.

Para la correcta asignacion de las sefiales descritas se realizaron experimentos
complementarios de RMN. En la Figura 4.5 se muestra el espectro HSQC de este

compuesto donde se observan las correlaciones protdn-carbono a un enlace.

La sefial de los protones | entre 4.25 y 4.28 ppm correlaciona con la sefial de
carbono a 64.2 ppm. Ademas se observa la correlacion entre los protones G, que

aparecen junto con los protones |, con la sefial en carbono a 67.4 ppm.
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Figura 4.5. Espectro HSQC de la molécula F127-SH-4 en CDCl;, 500 MHz.

El grupo de sefiales que aparecen a 2.75y 2.79 ppm corresponden a los protones

tipo N que correlacionan con el mismo carbono a 38.4 ppm.

Ademas se puede observar la correlacidn entre los protones tipo M a 3.36 ppm,
gue se encuentran enmascarados por las sefiales del polimero, con su

correspondiente carbono a 41.8 ppm.

En la Figura 4.6 se representa el espectro de FT-IR para el derivado F127-SH-4. Se
observa la desaparicion de las bandas correspondientes a los grupos —NO; a 1527
cmy al grupo carbonato a 1212 cm™ y a 1772 cm™, asi como la presencia de la
banda de la vibracidon del enlace C=0 de los grupos carbamato y éster a
1733 cm™. Al igual que para el derivado lineal F127-SH-2, la banda

correspondiente a los grupos tiol no se detectd por FT-IR.
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Figura 4.6. Espectro FTIR de F127-PN-4 y F127-SH-4, compuestos netos fundidos sobre
pastilla de NaCl.

Para la obtencion del derivado de segunda generacién activado con 8 grupos p-
nitrofenilo (F127-PN-8), se partié de F127-OH-8, como se muestra en el Esquema
4.4. Las condiciones de reaccion fueron similares a las utilizadas para la

obtencidn de los derivados lineal y de primera generacion.
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Esquema 4.4. Ruta sintética para la obtenciéon del derivado dendritico de segunda
generacion con grupos hidroxilo activados en forma de grupos p-nitrofenilo y posterior
reaccion con cisteamina para dar F127-SH-8.

Condiciones de reaccion: i) cloroformiato de p-nitrofenilo, piridina, diclorometano;
ii) cisteamina, diclorometano.

En la Figura 4.7 se muestra el espectro de *H-RMN de F127-PN-8. Su completa
funcionalizacién se puede confirmar por el valor de las integrales
correspondientes a los protones del nudcleo polimérico y de las unidades
dendriticas introducidas. Cabe destacar la dificultad de asignacién de las sefales

de los grupos -CH,- de los sistemas de bis-MPA, ya que tanto los protones tipo L
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como los | aparecen juntos en el espectro de *H-RMN, entre 4.35 y 4.53 ppm,

dando lugar a un multiplete.

S R
MO LWOOo LWIMN~
A A KUK
ARSI S S S R S R N
SN e
, | G
| D, E
CDCl; ‘
S R ~4.6 45 44 43 42 |
\\\fl (ppmw
ks ks . =R ‘
< [ee] L0
© o < M
— — N <t
85 80 75 70 65 6.0 55 50 45 4.0
f1 (ppm)

Figura 4.7. Espectro de protén de la molécula F127-PN-8 en CDCl3;, 300 MHz.

En la sintesis de F127-SH-8 (Esquema 4.4), tras realizar el tratamiento de la
reaccién se obtuvo un sdélido altamente insoluble en disolventes organicos como
diclorometano, cloroformo o DMSO, por lo que no fue posible su caracterizacién
por 'H-RMN. Posiblemente la alta densidad de grupos tiol por molécula favorece
la formacion de enlaces disulfuro y el entrecruzamiento del polimero,

justificando la baja solubilidad del producto final.

Todos los compuestos obtenidos en la sintesis de los derivados tiolados fueron
caracterizados por GPC, técnica que confirmdé la presencia de dos Unicas
distribuciones, conforme a lo esperado considerando el material de partida, y
correspondientes al polimero totalmente funcionalizado. En la Figura 1.6 del
Anexo I, se muestran a modo de ejemplo, los cromatogramas obtenidos para los

derivados con grupos terminales p-nitrofenilo.
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Por otra parte, mediante MALDI-MS se observaron dos distribuciones de peso
molecular que se desplazan a mayores o menores relaciones m/z en funcion de
los distintos grupos funcionales terminales presentes en la molécula. En el caso
del derivado F127-SH-2 sélo se observd la distribucion de menor peso molecular.
Los espectros de masas de los diferentes compuestos se muestran en la Figura

1.7 del Anexo I.

Los valores de peso molecular obtenidos por dicha técnica y los calculados a
partir de la suma de los pesos moleculares de los bloques individuales se recogen
en la Tabla 4.2. La distribucion de mayor peso molecular coincide con el peso

molecular calculado a partir de la suma de los bloques individuales.

Tabla 4.2. Valores maximos de relacion masa/carga obtenidos por MALDI-MS para los
compuestos con grupos p-nitrofenil o tiol terminales.

DERIVADO m/?® Pm calculado ®
F127-PN-2 f2989492-.38 12948.02
F127-SH-2 4849.7 12806.3
F127-PN-4 153354601'f33 13492.66
F127-SH-4 153128]%7..54 13244.82
F127-PN-6 154867315'.71 14617.54

# Maximos m/z en el espectro de masas.
®pm calculado: Peso molecular en g/mol calculado como la suma de los
pesos moleculares de los bloques individuales.

4.1.2.- Determinacion de las propiedades sol-gel

La determinacién de las propiedades sol-gel de estos polimeros se llevd a cabo
mediante el método de inversion del vial y por DSC. Para ello se prepararon
muestras de distintas concentraciones de F127-SH-2 y F127-SH-4 (al 5 %, 10 %,
16 %, 18 %, 20 % y 23 % (w/v) en PBS 10 mM pH 7.4).
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Los productos F127-PN-2, F127-PN-4 y F127-PN-8 se excluyeron del estudio por

su elevada inestabilidad en disoluciones acuosas tales como el PBS.

A continuacién se exponen los resultados obtenidos aplicando cada uno de los

dos métodos.

4.1.2.1.- Estudio de Gelificacion mediante el método de inversion del

vial

El protocolo de trabajo utilizado para la obtencion de las temperaturas de
transicion sol-gel y gel-sol es el descrito en el apartado 6.2.a., de la Parte

Experimental.

En la Figura 4.8 se muestra el diagrama de fases de los dos derivados tiolados:
F127-SH-2 y F127-SH-4. Para ambos materiales se obtuvieron hidrogeles
termosensibles a partir de concentraciones iguales o superiores al 5% (w/v).
Como se puede observar, ambos polimeros posen un intervalo de temperaturas

de existencia del hidrogel muy similar.

120 ~

100 - SOL

;o  F127-SH-2
60 - , GEL
VA = F127-SH-4

Temperatura (°C)

20 - )

0 T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30

Concentracion (% en peso)

Figura 4.8. Diagrama de fases de los hidrogeles, preparados en PBS 10 mM pH 7.4, con:
F127-SH-2 y F127-SH-4, a concentraciones del 5%, 10%, 16%, 18%, 20%, 23% y 25%
(w/v).
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En comparacién con los derivados de Pluronic F127® descritos en capitulo
anterior, estos compuestos tiolados requieren una menor concentracién de
copolimero para la formacion de los hidrogeles por efecto de la temperatura.
Este resultado debe ser atribuido a la presencia del enlace carbamato y de los
grupos tiol terminales, que confieren a la molécula la posibilidad de formacién de
enlaces de hidrégeno, modificando notablemente sus propiedades de

gelificacion.

En esta linea comparativa, estos compuestos pueden relacionarse con analogos
no azufrados preparados en nuestro grupo de investigacion como el que se

12> Esta molécula es estructuralmente andloga al

muestra en la Figura 4.9.
derivado F127-SH-2 con la uUnica diferencia de la sustitucion de los grupos tiol

terminales por grupos hidroxilo.

H
/\/N O\V\ O%/\ /\/OH
HO N
T oA o] N

99 67 99
F127-NHOH-2

Figura 4.9. Estructura quimica del derivado F127-NHOH-2.

F127-NHOH-2 forma hidrogeles termosensibles a partir de concentraciones del
20% (w/v), lo que confirma la importancia de la presencia, no sélo del enlace
carbamato, sino también del grupo tiol terminal para favorecer la gelificacién y

por tanto para disminuir la concentracion de copolimero necesaria.

12> Herrer Jiménez, I. L., Thermosensitive and photopolymerizable hydrogels based on

Pluronic F127°®. Trabajo Fin de Master, 2013.
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4.1.2.2.- Estudio de gelificacion mediante Calorimetria Diferencial de

Barrido (DSC)

El protocolo seguido en la obtencidn de los termogramas ha sido el descrito en el
apartado 6.2.b., de la Parte Experimental. Los termogramas para tres de las
disoluciones ensayadas, concentraciones al 5 %, 16 % y 25 % (w/v), de F127-SH-2

y F127-SH-4 se muestran en las Figuras 4.10 y 4.11, respectivamente.

En todos los termogramas realizados se observa el pico correspondiente al
proceso de micelizacion (sefialado en las graficas en color morado). Sin embargo,
el pico correspondiente al proceso de gelificacion se detecta a partir de
concentraciones iguales o superiores al 10 % (w/v). En estos graficos se indica en
color azul la LCST determinada en el pico de gelificaciéon y, en verde, la LCST

obtenida por el método de inversion del vial.
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Figura 4.10. Termogramas de DSC de F127-SH-2: a) al 5 % (w/v), b) al 20 % (w/v) y c) 25
% (w/v) en PBS 10 mM pH 7.4, correspondiente a la representacion de derivada del flujo
de calor con respecto al tiempo (mW/min) frente a la temperatura en el ciclo de
calentamiento; en morado, T2 de micelizacion (CMT), en azul, T2 de gelificacién (LCST
por DSC), en verde, LCST obtenida por el método de inversion del vial.
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Figura 4.11. Termogramas de DSC de F127-SH-4: a) al 5 % (w/v), b) al 20 % (w/v) y c) 25
% (w/v) en PBS 10 mM pH 7.4, correspondiente a la representacion de derivada del flujo
de calor con respecto al tiempo (mW/min) frente a la temperatura en el ciclo de
calentamiento; en morado, T2 de micelizacidon (CMT), en azul, T2 de gelificacién (LCST
por DSC), en verde, LCST obtenida por el método de inversion del vial.
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4.1.2.3.- Discusion de los resultados

En la Tabla 4.3 se resumen y comparan las LCST obtenidas por ambos métodos

para los diferentes materiales estudiados.

Tabla 4.3. LCST y temperatura de micelizacion de diferentes materiales obtenidas con
diferentes metodologias.

.. LCST® N,
Conientraaon inversién LCST gor MlcetzaC|on

(% w/v) vial o)  PSE(C) (°c)

5% 29 - 19.5

10 % 22 23.8 16.4

16 % 20 21.7 12.7

F127-SH-2 18 % 19 21.6 12.3
20% 17 21.6 11.8

23 % 16 19.5 10.0

25 % 15 17.1 7.7

5% 36 - 19.1

10% 24 23.3 16.5

16 % 20 22 14.0

F127-SH-4 18 % 19 21.7 12.5
20 % 18 20 10.2

23 % 17 20 9.9

25 % 16 18.9 8.8

® LCST (Low Critical Solution Temperature)

Como se puede observar, las LCST obtenidas por el método de inversion del vial
concuerdan bastante bien con las LCST obtenidas por DSC. Este comportamiento
es diferente al descrito para los hidrogeles de los materiales estudiados en el
Capitulo 3 de esta Memoria, donde las LCST obtenidas por el método de
inversion del vial concordaban mejor con la temperatura a la cual se estabiliza la
linea base. Esta diferencia de comportamiento entre los materiales acrilados y
tiolados puede ser debida a que para los materiales tiolados se ha observado una
mayor velocidad de gelificacién con una mayor concordancia de las LCST

obtenidas por ambos métodos experimentales.
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4.1.3.- Ensayos de viabilidad celular

Los ensayos de viabilidad celular se han llevado a cabo con células MSC humanas
utilizando el protocolo de preparacidn de células, preparacién de las disoluciones
de polimero y preparacién de los ensayos de viabilidad celular en sistemas 2D y
3D descritos en el apartado 6.2.f., de la Parte Experimental. La viabilidad celular

se determiné por el método live/dead (Anexo Ill).

Estos estudios se realizaron sobre concentraciones de F127-SH-2 y F127-SH-4
seleccionadas teniendo en cuenta sus diagramas de gelificacion. El estudio se ha
limitado a concentraciones de 5y 10% (w/v) para los ensayos 2D,y de 5y 10 %
(w/v) para los ensayos 3D. Para determinar la toxicidad de estos compuestos en
disolucion también se estudiaron disoluciones de los materiales a concentracién

2.5 % (w/v) en ensayos 2D.

En las Figuras 4.12 y 4.13 se muestran los resultados de viabilidad celular en
ensayos 2D y 3D respectivamente, para el derivado lineal F127-SH-2 y para el

derivado dendritico F127-SH-4.

En ensayos 2D (Figura 4.12), los hidrogeles de ambos materiales presentan una
elevada viabilidad celular tanto en disoluciéon como en estado gel. Los valores de
este parametro tras 72 horas de ensayo son superiores o préoximos al 90% en
todos los casos. El aumento de concentracion supone una ligera disminucién de

la viabilidad.

También se observé la elevada viabilidad celular en los ensayos 3D, como se

muestra en la Figura 4.13, con valores superiores al 90% tras 72 horas de ensayo.
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Figura 4.12. Viabilidad celular de derivados tiolados F127-SH-2 y F127-SH-4, en entorno
2D: a) al 2.5% (w/v) en disolucion, b) al 5 % (w/v) en estado gel y c) al 10% (w/v) en

estado gel.
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Figura 4.13. Viabilidad celular de los derivados tiolados F127-SH-2 y F127-SH-4, en
entorno 3D en estado gel: a) al 5 % (w/v) y b) 10% (w/v).

A diferencia de lo descrito en los ensayos celulares para algunos de los
materiales comentados en el Capitulo 3, el cambio de entorno 2D a 3D no afecta

a la supervivencia celular en estos materiales con grupos tiol.

Las Figuras 4.14 y 4.15 recogen imagenes de microscopia de fluorescencia que
muestran la morfologia alargada de las células en los ensayos 2D, utilizando los
compuestos de F127-SH-2 y F127-SH-4, tras 72 horas de ensayo. Las células vivas
aparecen en color verde, tefiidas con Calcein AM, y las células muertas en color

rojo, tefiidas con Ethidium homodimer.

En los ensayos 3D de los hidrogeles de F127-SH-2 predomina, para ambas
concentraciones, la morfologia celular redondeada (Figura 4.16), lo que sugiere
una baja adhesion de las células al material. No obstante, también se observan
algunas células con morfologia alargada en 3D/H5-F127-SH-2. Esta morfologia

celular en los ensayos del hidrogel de menor concentracidén sugiere que se trata
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de un material mds blando que el andlogo de mayor concentracion, lo que

permite la migracién de las células al fondo del pocillo.

2D/D2.5-F127:SH-2 2D/D2.5-F127-SH-2

2D/H5-I£127-SH-2 2D/H5-F127-SH-2 "+ - 2D/H5-F127-SH-2

2D/H10-F127-SH-2 2D'/H_10-F127-SH-2 2D/H10-F127-SH-2

Figura 4.14. Imagenes de microscopia de fluorescencia para ensayos 2D de disoluciones
e hidrogeles de F127-SH-2 tras 72 horas de ensayo. Primera columna: Imagenes en
contraste de fases; Segunda columna: Células vivas; Tercera columna: Células muertas.
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2D/D2.5-F127-SH-4 2D/D2.5-F127:SH-4 - 2D/D2.5-F127-SH-4

2D/H5-F127-SH-4 2D/H5-F127-SH-4 2D/H5-F127-SH-4

2D/H10-F127-SH-4 2D/H10-F127-SH-2 7 2D/H10-F127-SH-4

Figura 4.15. Imagenes de microscopia de fluorescencia para ensayos 2D de disoluciones
e hidrogeles de F127-SH-4 tras 72 horas de ensayo. Primera columna: Imagenes en
contraste de fases; Segunda columna: Células vivas; Tercera columna: Células muertas.

3p/Hs-F127-sH2 [l 30/HsF127sH-2- ¢ [l 3D/H5-F127-SH-2

3D/H10-F127-SH-2 3D/H10-F127-SH-2 3D/H10-F127-SH-2

Figura 4.16. Imagenes de microscopia de fluorescencia para ensayos 3D de hidrogeles
de F127-SH-2 tras 72 horas de ensayo. Primera columna: Imagenes en contraste de
fases; Segunda columna: Células vivas; Tercera columna: Células muertas.

En cuanto al hidrogel 3D/H5-F127-SH-4, se observé un elevado numero de

células con morfologia alargada, si lo comparamos con el hidrogel 3D/H10-F127-
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SH-4 (imagenes en contraste de fases, Figura 4.17). En el estudio de las imagenes
de contraste de fases para el ensayo 3D a concentraciéon del 5% (w/v) a 24, 48 y
72 horas (Figura 4.18) se puede comprobar que el nimero de células alargadas
adheridas al fondo del pocillo aumenta con el paso del tiempo, lo que se atribuye

de nuevo a la migracién de las células a través de un hidrogel mas blando.

3D/H5-F127-SH‘-\4 3D/H5-F127-SH-4 3D/H5-F127-SH-4

%"

3D/H10-F127-5H-4 [ 30/H10-F127-5H:4-; |l 30/H10-F127-5H-4

Figura 4.17. Imagenes de microscopia de fluorescencia para ensayos 3D de hidrogeles
de F127-SH-4 tras 72 horas de ensayo. Primera columna: Imagenes en contraste de
fases; Segunda columna: Células vivas; Tercera columna: Células muertas.

" 24 horas § 48 horas T 72:h9ras

3D/H5-F127-sH-4 [l 3D/H5-F127-sH-4 [ 3D/H5-F127-SH-4

Figura 4.18. Imagenes en contraste de fases para ensayos 3D de hidrogeles al 5 % (w/v)
de F127-SH-4 tras 24, 48 y 72 horas de ensayo.

Los buenos resultados de viabilidad celular obtenidos para hidrogeles basados en
las moléculas gelificantes F127-SH-2 y F127-SH-4, permitiran en un futuro la
utilizacion de estos hidrogeles como soportes para el cultivo de células
endoteliales en entorno 2D. Dicho estudio se realizara en colaboracién con el Dr.

Angel Luis Garcia- Otin, del Grupo de Investigacién de Progenitores Adultos del
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Sistema Cardiovascular (GIPASC), perteneciente al Instituto Aragonés de Ciencias

de la Salud (IACS).

4.2.- FORMULACIONES DE DERIVADOS F127-SH-n Y RETICULANTES CON
GRUPOS ACRILATO

Como ya se ha indicado, el objetivo principal de trabajar con derivados de tipo
tiol ha sido el de disponer de hidrogeles termosensibles reticulables con una
menor densidad de grupos acrilato, pero capaces de polimerizar mediante una

reaccion de tipo tiol-eno entre grupos tiol y grupos acrilato.

Considerando los resultados descritos en el apartado anterior, estos nuevos
compuestos F127-SH-n (n= 2, 4) que combinan el grupo carbamato y el grupo
tiol, gelifican a una menor concentracién y permiten buenas viabilidades. Asi, la
menor concentracién de polimero necesaria para producir la gelificacién y la
reduccion de concentracién de grupos acrilato permiten pensar para sus mezclas
en una mejora de la viabilidad celular, con respecto a los derivados del Capitulo

3.

Este apartado se ha dividido en dos subapartados en funcion de los distintos
tipos de mondmero acrilato utilizado. En el primero de ellos, 4.2.1., se describen
los hidrogeles basados en las mezclas de los compuestos F127-SH-n (n= 2, 4) con
los derivados F127-Ac-n (n= 2, 4, 8) del Capitulo 3 de esta Memoria. En el
segundo subapartado, 4.2.2., se recogen los resultados obtenidos sobre
formulaciones basadas en F127-SH-n (n= 2, 4) y otros agentes reticulantes de

tipo acrilato, con estructuras mas sencillas y no termosensibles.

4.2.1.- Materiales basados en mezclas de F127-SH-n (n= 2, 4) con F127-Ac-n (n=
2,4,8)

Conforme al objetivo fundamental de nuestro trabajo con estos nuevos

materiales, la investigacién se ha centrado esencialmente en la preparacién de
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las formulaciones y sus hidrogeles, el estudio de las condiciones de
polimerizacién y en la evaluacion de las propiedades de los nuevos hidrogeles

reticulados.

4.2.1.1- Preparacion de los hidrogeles precursores y estudio de su

reticulacion.
El desarrollo de esta parte del trabajo precisé analizar diferentes aspectos:

a) La seleccion de la proporcion de los componentes.
b) La metodologia de preparacion de las mezclas.

c) Establecer las condiciones mds adecuadas de reticulacion quimica.

En la Tabla 4.4 se resumen los diferentes ensayos llevados a cabo con el fin de
seleccionar las condiciones de trabajo mas adecuadas respecto a los tres
aspectos mencionados. Este estudio se limité a mezclas de F127-Ac-2 con F127-
SH-2. Ademas, con el fin de conocer el comportamiento de los polimeros de
forma individual en determinadas condiciones de trabajo, en casos indicados,

también se trabajé con hidrogeles monocomponente.

Para identificar los diferentes hidrogeles con los que se ha trabajado, se ha
utilizado una nomenclatura que se explica con la identificacion para el material
H10(1:1)-F127-Ac-2/F127-SH-2. Con H10(1:1) se hace referencia a un hidrogel, su
concentracion y su proporcion en moles entre los distintos componentes de la
mezcla, en este caso concentracidon del 10% (w/v) en total, con una proporcién
molar entre los componentes 1:1. A continuacién se indican los dos
componentes que forman la mezcla separados por una barra F127-Ac-2/F127-
SH-2. Para identificar a los hidrogeles analogos fotopolimerizados se antepone

letra “P” al nombre del hidrogel precursor, P/H10(1:1)-F127-Ac-2/F127-SH-2.

En los parrafos siguientes se comentan algunos aspectos relativos al desarrollo

de estos estudios.
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Tabla 4.4. Resumen de los ensayos realizados para la seleccion de las condiciones de trabajo.

Ne Componente Componente Relacié.n molar % Material Mezclado %;2(;;/5;/) Reticulacion Resultado*** Ne
cl 2 c1:C2 wiv M1* | M2* | 0.1 | 05 | PSL** | pL**
1 + - - + negativo 1
2 + - - + negativo 2
3 F127-Ac-2 F127-SH-2 1:1 10 H10(1:1)-F127-Ac-2/F127-SH-2 i s negat!vo 3
4 + + + negativo 4
5 + + + negativo 5
6 + + + positivo 6
7 + - - negativo 7
8 + - - + negativo 8
9 F127-Ac-2 F127-SH-2 1:1.2 10 |  H10(1:1.2)-F127-Ac-2/F127-SH-2 * s negativo 9
10 + + + negativo 10
11 + + + negativo 11
12 + + + positivo 12
13 - - - - + negativo 13
14 F127-Ac-2 5 D5-F127-Ac-2 - - + + negativo 14
15 - - + + positivo 15
16 - - - - + negativo 16
17 F127-SH-2 5 H5-F127-SH-2 - - + + negativo 17
18 - - + negativo 18
Condmlone's de trabajo 1:1 10 M2 05 PL
seleccionadas

*M1: Preparacion de las disoluciones de los componentes por separado y posterior mezclado, M2: preparacién conjunta de la disolucion de los dos

componentes **PSL. Polimerizacion sin luz, PL: polimerizacidn con luz. ***Ensayo positivo: No reversion del hidrogel al estado sol tras mantenerlo a
4 °C durante 10 minutos.

v on1iden
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a) Seleccion de la proporcion de los componentes:

El trabajo desarrollado se ha centrado en diferentes composiciones, atendiendo
a la relacién molar de los componentes y la relacién estequiométrica de los

grupos reactivos (CH,=CHCOO-/-SH).
b) Metodologia de preparacion de las mezclas:

Una de las caracteristicas de nuestros materiales y de sus propiedades es la
formacion de micelas. Dado que los ensayos se realizan en condiciones que
superan la CMC, trabajar con mezclas de diferentes compuestos derivados del
Pluronic supone que el método de mezclado claramente puede influir en la
composicion de estas micelas, con la particularidad de que éstas deben
reaccionar en el proceso de reticulacién. Por ello se plantearon y analizaron dos

metodologias de mezclado diferentes.

El procedimiento de mezclado que denominaremos M1, supone la disolucion de
cada uno de los dos polimeros que forman la mezcla por separado y su posterior
mezclado. Este procedimiento probablemente favoreceria una organizacion en

micelas “monocomponente” en la mezcla (Figura 4.19 (a)).

El segundo procedimiento de mezclado, M2, consiste en la disolucidn conjunta
de los polimeros. Ello puede favorecer la formacion de micelas “bicomponente”

compuestas por los dos polimeros de la mezcla (Figura 4.19 (b)).

Independientemente del procedimiento de mezcla utilizado, en todos los casos
la concentracidn final de las mezclas de polimeros ha sido del 10 % (w/v) en PBS

10 mM pH 7.4.
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a)

b)

Grupo terminal acrilato/Grupo terminal tiol

Cadena PEG hidrdfila

Cadena PPG hidrofoba

Figura 4.19. Representacidn esquematica de las micelas que forman los hidrogeles
preparados por los distintos procedimientos de mezclado, M1y M2. a) Organizacion en
micelas puras favorecidas en el procedimiento de mezclado M1, b) organizacién en

micelas mixtas favorecidas en el procedimiento de mezclado M2.

Los procedimientos de trabajo han sido:
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- Método M1: Se prepararon dos disoluciones, una disolucion al 10%
(w/v) de F127-Ac-2 en PBS 10 mM PH 7.4 y otra de F127-SH-2 al 10%
(w/v) en PBS 10 mM PH 7.4. Los polimeros se dejaron disolver a 4 °C
durante toda la noche. Para la preparacién de las mezclas bicomponente
se mezclaron volumenes idénticos de cada una de las disoluciones

durante 30 segundos a 4 °C.

- Método M2: En un recipiente se introdujo la cantidad correspondiente

al 5 % (w/v) de cada uno de los polimeros y se afiadié el volumen
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correspondiente de PBS 10 mM pH 7.4. Los polimeros se dejaron disolver

a 4 °C durante una noche y en oscuridad.

¢) Condiciones optimas de reticulacion:

En el proceso de reticulaciéon quimica, a través de la adicién del grupo tiol a un
doble enlace, existen numerosas variables experimentales que se pueden
modificar, y en particular, una esencial es el uso o no de fotoiniciador para que
se produzca la reaccidn de adicion, lo que condiciona un mecanismo de

fotopolimerizacion radicalaria o un mecanismo iénico, respectivamente.®®

Respondiendo al objetivo inicial de esta tesis, la investigacién se ha centrado en
el proceso de fotopolimerizacidon con luz (reticulacién identificada como PL). No
obstante, dada la alternativa idnica, también se ha estudiado la polimerizacion

sin luz (reticulacién identificada como PSL).

- Reticulacion quimica con luz (PL): Una vez preparadas las muestras de
los materiales a estudio en PBS 10 mM pH 7.4, que contenia un 0.1 6 0.5
% en peso del fotoiniciador 12959 previamente disuelto, por los distintos
métodos de mezclado, se llevd a cabo la fotopolimerizacidon del hidrogel
siguiendo el protocolo de trabajo 6.2.c., descrito en la Parte Experimental.
Tras la fotopolimerizacion, los hidrogeles obtenidos se mantuvieron a 4 °C
durante 10 minutos para observar si la reticulacion quimica habia tenido
lugar.

- Reticulacién quimica sin luz (PSL): Una vez preparadas las muestras de
los materiales a estudio en PBS 10 mM pH 7.4, por los distintos métodos
de mezclado, se introdujeron en una estufa a 37 °C con el fin de provocar
la reaccidn entre los grupos acrilato y grupos tiol, manteniendo el
material en estas condiciones durante 7 dias. A determinados intervalos
de tiempo, la muestra se extrajo de la estufa, se enfri6 y se mantuvo
durante 10 minutos a 4 °C para comprobar si el hidrogel revertia a su
estado sol, lo que seria indicativo de que el proceso sol-gel es reversible y

por tanto, indicaba que no se habia producido reticulacién.
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Los resultados obtenidos en los ensayos realizados que se muestran en la Tabla

4.4 permiten concluir que:

160

- En las mezclas bicomponente y a diferencia de lo descrito por otros
autores,™ no se observé la reticulacién quimica sin luz en ninguno de los
casos (experimentos n2 1, 2, 7 y 8). No se observa reticulacién térmica ni
con el aumento de la proporcién de grupos tiol con respecto de los
acrilatos (experimentos n2 1y 2 (proporcion 1:1 en moles) frentean2 7y
8 (proporcion 1:1.2 en moles)), ni con el cambio de método de
preparacidon de las mezclas (experimentos n? 1y 7 (procedimiento de

mezclado M1) frente a n2 2 y 8 (procedimiento de mezclado M2)).

- La reticulacién quimica con luz de los materiales bicomponente requiere
un aumento de la concentraciéon de fotoiniciador hasta el 0.5 % en peso
(experimentos n? 6 y 12) y sélo se produce en el caso de que los

polimeros se disuelven conjuntamente (M2).

- La reticulacién quimica para los materiales monocomponente
(experimentos n? 13 a 18) sdélo se produjo para el material acrilado con

una concentracion de fotoiniciador del 0.5% en peso (experimento n2 15).

- Las condiciones de reticulaciéon quimica mas idéneas de los materiales
“bicomponente” son:
1. Disolucidon conjunta de los componentes de la mezcla en una
relacién molar 1:1.
2. Utilizacion de PBS 10 mM pH 7.4 como medio acuoso y un
0.5 % en peso de fotoiniciador 12959.
3. Estabilizacién de la disolucion de los materiales a 4 °C durante
una noche.
4. Formacion del hidrogel fisico a 37 °C.
5. Fotopolimerizacién con luz UV durante 10 min con una

distancia de la ldmpara a la muestra de 8 cm.
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En la Figura 4.20 se muestra el aspecto del hidrogel P/H10(1:1)-F127-Ac-2/F127-

SH-2 obtenido mediante la aplicacion de estas condiciones de trabajo.

Figura 4.20. Aspecto del hidrogel P/H10(1:1)-F127-Ac-2/F127-SH-2, obtenido en las
condiciones experimentales establecidas como mds idéneas.

Establecidas las condiciones de preparacidon de los hidrogeles bicomponente
polimerizados, el estudio se amplié a diferentes formulaciones con los derivados
lineales y dendritico-lineal-dendritico de primera y segunda generacion, tanto

acrilados (F127-Ac-n (n= 2, 4, 8) como tiolados (F127-SH-n (n=2, 4).

En las formulaciones basadas en el derivado lineal con grupos tiol, F127-SH-2 y
copolimeros dendritico-lineal-dendritico de primera y segunda generacion con
grupos acrilato (F127-Ac-4 y F127-Ac-8), se probaron dos relaciones en moles, la
relacion 1:1 molar (H10(1:1)-F127-Ac-4/F127-SH-2 y H10(1:1)-F127-Ac-8/F127-
SH-2) que supone un exceso de grupos acrilato con respecto a los grupos tiol; y la
relacion 1:2 molar (H10(1:2)-F127-Ac-4/F127-SH-2) y 1:4 (H10(1:4)-F127-Ac-
8/F127-SH-2), que supone una relacion estequiométrica entre grupos funcionales
acrilato vy tiol. Las concentraciones finales de las mezclas se mantuvieron al 10 %
(w/v), utilizando el método M2 como procedimiento de mezclado y disolucion de
los componentes en PBS 10 mM pH 7.4 y presencia de 0.5 % en peso de

fotoiniciador 12959.

En la Tabla 4.5 se recogen los experimentos realizados y los resultados

obtenidos.
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Tabla 4.5. Resumen de los experimentos realizados para mezclas F127-Ac-n (n=2, 4, 8) y F127-SH-n (n= 2, 4).

Ne Componente | Componente Rfrl]i;:;n Pro_po.rci()n % Material Mezclado %I)Z(gvS/E\a/) Reticulacion Resultado*** | Ne
cl c2 ciicp | CCSH | wh M2* 0.5 pL**
6 F127-Ac-2 F127-SH-2 1:1 1:1 10 | H10(1:1)-F127-Ac-2/F127-SH-2 + + + positivo 6
19 F127-Ac-4 F127-SH-2 1:1 2:1 10 | H10(1:1)-F127-Ac-4/F127-SH-2 + + + positivo 19
20 F127-Ac-4 F127-SH-2 1:2 1:1 10 | H10(1:2)-F127-Ac-4/F127-SH-2 + + + negativo 20
21 F127-Ac-8 F127-SH-2 1:1 4:1 10 | H10(1:1)-F127-Ac-8/F127-SH-2 + + + positivo 21
22 F127-Ac-8 F127-SH-2 1:4 1:1 10 | H10(1:4)-F127-Ac-4/F127-SH-2 + + + negativo 22
23 F127-Ac-2 F127-SH-4 1:1 1:2 10 | H10(1:1)-F127-Ac-2/F127-SH-4 + + + positivo 23
24 F127-Ac-2 F127-SH-4 2:1 1:1 10 | H10(1:1)-F127-Ac-2/F127-SH-4 + + + negativo 24
25 F127-Ac-4 F127-SH-4 1:1 1:1 10 | H10(1:1)-F127-Ac-4/F127-SH-4 + + + positivo 25
26 F127-Ac-8 F127-SH-4 1:1 2:1 10 H10(1:1)-F127-Ac-8/F127-SH-4 + + + positivo 26
27 F127-Ac-8 F127-SH-4 1:2 1:1 10 | H10(1:1)-F127-Ac-8/F127-SH-4 + + + negativo 27
Relacion molar 6ptima 1:1 + + +

*M2: preparacién conjunta de la disolucién de los dos componentes **PL: polimerizacién con luz. ***Ensayo positivo: No reversion del hidrogel al

estado sol tras mantenerlo a 4 °C durante 10 minutos.
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Independientemente de los componentes utilizados, Unicamente se detecté
reticulacién quimica adecuada en el caso de las mezclas en las que los polimeros
se encuentran en proporciones molares 1:1 (experimentos n2 6, 19, 21, 23, 25y

26)

En la Figura 4.21 se muestra el aspecto de los hidrogeles obtenidos por
fotopolimerizacién de materiales estudiados a partir del derivado lineal, F127-
SH-2 (imagen superior) y del derivado dendritico-lineal-dendritico F127-SH-4
(imagen inferior), con F127-Ac-n (n=2, 4, 8). Las imagenes reflejan que la
consistencia de los distintos materiales no es similar y que el uso de moléculas
con mayor numero de grupos acrilato confiere a los hidrogeles una mayor

estabilidad mecdnica (experimentos n2 21y 26).

Exp. n2 19

Figura 4.21. Aspecto de los hidrogeles P/H10(1:1)-F127-Ac-2/F127-SH-2 (exp. n2 6),
P/H10(1:1)-F127-Ac-4/F127-SH-2 (exp. n2 19), P/H10(1:1)-F127-Ac-8/F127-SH-2
(exp. n221), P/H10(1:1)-F127-Ac-2/F127-SH-4 (exp. n2 23),
P/H10(1:1)-F127-Ac-4/F127-SH-4 (exp. n® 25), P/H10(1:1)-F127-Ac-8/F127-SH-4
(exp. n2 26).
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4.2.1.2.- Determinacion de las propiedades sol-gel de hidrogeles

polimerizables

Seleccionadas las formulaciones que permitian obtener hidrogeles
fotopolimerizados adecuados, se llevd a cabo la caracterizacion sol-gel de los

materiales precursores fotopolimerizables.

Para la determinacidn de las propiedades sol-gel se prepararon muestras de las
mezclas H10(1:1)-F127-Ac-2/F127-SH-2, H10(1:1)-F127-Ac-4/F127-SH-2,
H10(1:1)-F127-Ac-8/F127-SH-2 asi como de H10(1:1)-F127-Ac-2/F127-SH-4
H10 (1:1)-F127-Ac-4/F127-SH-4 y H10(1:1)-F127-Ac-8/F127-SH-4, disueltas en
PBS 10 mM pH 7.4, preparadas mediante el procedimiento M2, y manteniendo

las muestras durante una noche a 4 °C para su disolucion.

Sus comportamientos sol-gel se estudiaron utilizando el método de inversion del
vial y la calorimetria diferencial de barrido (DSC), siguiendo los protocolos de

trabajo 6.2.a. y 6.2.b., descritos en la Parte Experimental.

En la Figura 4.22 y 4.23 se muestran los termogramas obtenidos para las mezclas

de derivados F127-Ac-n (n=2, 4, 8) con F127-SH-2 y F127-SH-4, respectivamente.
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a)

b)

c)
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Figura 4.22. DSC de las mezclas: a) H10(1:1)-F127-Ac-2/F127-SH-2, b) H10(1:1)-F127-Ac-
4/F127-SH-2 y ¢) H10(1:1)-F127-Ac-8/F127-SH-2 en PBS 10 mM pH 7.4 correspondientes
a la representacion de la derivada del flujo de calor con respecto al tiempo (mW/min)
frente a la temperatura en el ciclo de calentamiento; en morado, T2 de micelizacién
(CMT), en azul, T2 de gelificacién (LCST por DSC), en verde, LCST obtenida por el método

de inversion del vial.
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Figura 4.23. DSC de las mezclas: a) H10 (1:1)-F127-Ac-2/F127-SH-4, b) H10 (1:1)-F127-
Ac-4/F127-SH-4 y c) H10 (1:1)-F127-Ac-8/F127-SH-4 en PBS 10 mM pH 7.4,
correspondientes a la representacion de la derivada del flujo de calor con respecto al
tiempo (mMW/min) frente a la temperatura en el ciclo de calentamiento; en morado, T2
de micelizacién (CMT), en azul, T2 de gelificacion (LCST por DSC), en verde, LCST
obtenida por el método de inversion del vial.
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En la Tabla 4.6 se recogen los resultados de las temperaturas de transicidon sol-
gel (LCST) para todas las mezclas estudiadas, obtenidas por ambos métodos.
Ademas, se muestran las transiciones gel-sol determinadas por el método de

inversion del vial y las CMT establecidas por DSC.

Tabla 4.6. Temperaturas de transicion de fases de las mezclas obtenidas por el
meétodo de inversidn del vial y por DSC.

LCST Temperatura
] .. gel-sol LCST por e e e
inversion ., ., Micelizacion
. inversion del DSC o
del vial . o (°c)
Q) vial (°C)
(°C)
H10 (1:1)-F127-Ac-2/ F127-SH-2 23 86 25 17
H10 (1:1)-F127-Ac-4/ F127-SH-2 23 80 25.7 17
H10 (1:1)-F127-Ac-8/ F127-SH-2 23 70 25.5 16.9
H10 (1:1)-F127-Ac-2/ F127-SH-4 25 88 24 16.9
H10 (1:1)-F127-Ac-4/ F127-SH-4 25 84 25 16.7
H10 (1:1)-F127-Ac-8/ F127-SH-4 25 77 24.2 16.5

Las LCST obtenidas por el método de inversion del vial concuerdan bastante bien
con las LCST obtenidas por DSC. Las LCST y la temperatura de micelizacién
obtenidas por DSC son muy similares entre las mezclas, sin apreciarse diferencias

en funcién del tipo de derivado acrilado utilizado.

4.2.1.3.- Caracterizacion de la morfologia interna por SEM

Utilizando las condiciones de polimerizacién seleccionadas se prepararon 6
hidrogeles fotopolimerizados: P/H10(1:1)-F127-Ac-2/F127-SH-2, P/H10(1:1)-
F127-Ac-4/F127-SH-2, P/H10(1:1)-F127-Ac8/F127-SH-2, P/H10(1:1)-F127-Ac-
2/F127-SH-4, P/H10(1:1)-F127-Ac-4/F127-SH-4 y P/H10(1:1)-F127-Ac-8/F127-SH-
4, cuya morfologia se estudid mediante SEM, siguiendo el protocolo 6.2.d.

descrito en la Parte Experimental.
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En las Figuras 4.24, 4.25 y 4.26 se pueden observar las estructuras internas
porosas de los tres hidrogeles fotopolimerizados basados en F127-SH-2 con
F127-Ac-2, F127-Ac-4 y F127-Ac-8, respectivamente. En las Figuras 4.27 y 4.28 se
muestran las estructuras internas porosas de dos de los hidrogeles
fotopolimerizados basados en F127-SH-4 con F127-Ac-4 y F127-Ac-8,
respectivamente. El hidrogel P/H10(1:1)-F127-Ac-2/F127-SH-4 se degradd
completamente antes de transcurrir los tres dias de incubacién en PBS,

necesarios para la preparacion de las muestras para su estudio con SEM.

El anadlisis de las fotografias permite observar que los hidrogeles
fotopolimerizados preparados a partir de mezclas F127-Ac-n (n=2, 4, 8)/F127-SH-
2, muestran estructuras internas porosas, siendo muy similares en cuanto a
rango de tamafos de poro (Tabla 4.7), pero muy diferentes en cuanto a cantidad

y conectividad de los poros.

Los materiales basados en F127-SH-2, como el hidrogel P/H10(1:1)-F127-Ac-
2/F127-SH-2 (Figura 4.24) presenta una estructura con elevada densidad de
poros interconectados entre si, como se deduce de la presencia de poros huecos
en las imagenes de SEM (Figura 4.24 (b)). Sin embargo, el aumento de la
densidad de grupos acrilato por molécula como es el caso de los hidrogeles
P/H10(1:1)-F127-Ac-4/F127-SH-2 (Figura 4.25) y P/H10(1:1)-F127-Ac-8/F127-SH-2
(Figura 4.26) dio lugar a estructuras con menor densidad de poros y con menor
interconexién entre ellos, hecho que es mas notable para el material basado en
el derivado con mayor niumero de grupos acrilato (Figura 4.26 (b), comparacién

con imagenes (b) en las Figuras 4.24 y 4.25).
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b) P/H10(1:1)-F127-Ac-2/FI27:5H-2

c) P/H16(2-a} F12 -Ac-2/F1277$H;i' d) P/H10(1:1)-F127-Ac-2/F127-SH-2

Figura 4.24. Imagenes SEM de la estructura interna de hidrogeles fotopolimerizados de
mezclas de F127-Ac-2/F127-SH-2, a concentraciones del 10 % en peso (1:1 en moles).

a) P/H10(1:1)-F127-Ac-4/F127-SH-2

Figura 4.25. Imagenes SEM de la estructura interna de hidrogeles fotopolimerizados de
mezclasde F127-Ac-4/F127-SH-2, a concentraciones del 10 % en peso (1:1 en moles).

b) P/H10(1:1)-F127-Ac-8/F127-SH-2

Figura 4.26. Imagenes SEM de la estructura interna de hidrogeles fotopolimerizados de
mezclas de F127-Ac-8/F127-SH-2, a concentraciones del 10 % en peso (1:1 en moles).
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Con el componente tiolado F127-SH-4, el hidrogel P/H10(1:1)-F127-Ac-4/F127-
SH-4 (Figura 4.27) proporciona un material con elevada densidad de poros,
interconectados entre si. Por el contrario, el aumento de grupos acrilato por
molécula en los hidrogeles P/H10(1:1)-F127-Ac-8/F127-SH-4 (Figura 4.28),
supone la obtencidon de una estructura interna menos porosa, de poros mas
grandes pero poco interconectados entre si, tal y como se deduce de la presencia
de poros compactos en la estructura (detalle de poros compactos en la imagen

(b), Figura 4.28).

b) P/H10(1:1)-F127-Ac-4/F127-

Figura 4.27. Imagenes SEM de la estructura interna de hidrogeles fotopolimerizados de
mezclas de F127-Ac-4/F127-SH-4, a concentraciones del 10 % en peso (1:1 en moles).

S - ; ) ax § ‘ '.: . N\

a) Praa() Fia7-acYEiaT i

Figura 4.28. Imagenes SEM de la estructura interna de hidrogeles fotopolimerizados de
mezclas de F127-Ac-8/F127-SH-4 a concentraciones del 10 % en peso (1:1 en moles).
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Tabla 4.7. Tamafio de poro de los hidrogeles de mezclas de derivados tiolados y
acrilados observado por SEM.

HIDROGEL Tamaiios de poro® (um)
P/H10(1:1)-F127-Ac-2/F127-SH-2 5-35
P/H10(1:1)-F127-Ac-4/F127-SH-2 4-40
P/H10(1:1)-F127-Ac-8/F127-SH-2 8-30
P/H10(1:1)-F127-Ac-4/F127-SH-4 5-20
P/H10(1:1)-F127-Ac-8/F127-SH-4 25-60

% Intervalos correspondientes a los valores minimo y maximo de tamafio de
poro observados por SEM (estudio no estadistico).

4.2.1.4.- Degradacion de hidrogeles fotopolimerizados

El proceso de degradacion de los seis hidrogeles fotopolimerizados preparados,
se realiz6 siguiendo el protocolo de trabajo que se describe en al apartado 6.2.e.,
de la Parte Experimental. Los resultados obtenidos se muestran en las Figuras

4.29vy 4.30, respectivamente.

Los perfiles de degradacion de los materiales P/H10(1:1)-F127-Ac-n (n= 2, 4,
8)/F127-SH-2 mostraron un pequefio hinchamiento inicial (Figura 4.29), que es
mayor cuanto menor es el numero de grupos acrilato por molécula,
probablemente debido a una menor densidad de entrecruzamiento. El tiempo de
degradacion aumenta con el incremento de grupos acrilato por molécula

presente en las formulaciones “bicomponente”.

Los perfiles de degradacién de los geles P/H10(1:1)-F127-Ac-n (n= 4, 8)/F127-SH-
4 no mostraron hinchamiento inicial (Figura 4.30), produciendo una degradacién
de forma gradual y continua en el tiempo. El tiempo de degradacién de estos
hidrogeles es superior a 150 dias, siendo un ensayo que en la actualidad no se ha

concluido.

En la Tabla 4.8 se resumen los tiempos de degradacién de los hidrogeles

fotopolimerizados.
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1,4 ——P/H10(1:1)-F127-Ac-2/F127-SH-2
12 - ——P/H10(1:1)-F127-Ac-4/F127-SH-2
——P/H10(1:1)-F127-Ac-8/F127-SH-2
1 +
2] 35 dias 63 dias 92 dias
.§018 7
£
©
Eo,e .
= \
0,4 -
0,2 -
0 T T 1
0 50 100 150

Tiempo (dias)

Figura 4.29. Hinchamiento de los hidrogeles P/ H10 (1:1)-F127-Ac-n (n= 2, 4, 8)/F127-SH-
2 en funcion del tiempo.

14 - ——P/H10(1:1)-F127-Ac-4/F127-SH-4
——P/H10(1:1)-F127-Ac-8/F127-SH-4

63 dias 92 dias

o
(o))
1

Hinchamiento

0 T T T 1
0 50 100 150 200

Tiempo (dias)

Figura 4.30. Hinchamiento de los hidrogeles P/ H10 (1:1)-F127-Ac-n (n= 4, 8)/F127-SH-4
en funcién del tiempo.
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Tabla 4.8. Tiempo de degradacion de hidrogeles fotopolimerizados de mezclas
F127-Ac-n (n=2, 4, 8)/F127-SH-n (n=2, 4).

HIDROGEL Tiempo de degracién

(dias)
P/H10(1:1)-F127-Ac-2/F127-SH-2 42
P/H10(1:1)-F127-Ac-4/F127-SH-2 107
P/H10(1:1)-F127-Ac-8/F127-SH-2 135
P/H10(1:1)-F127-Ac-2/F127-SH-4 3
P/H10(1:1)-F127-Ac-4/F127-SH-4 >150°
P/H10(1:1)-F127-Ac-8/F127-SH-4 >150°

? Ensayos en proceso.

4.2.1.5.- Ensayos de viabilidad celular

Se han llevado a cabo estudios de viabilidad celular, tanto en ensayos 2D como
3D, sobre diferentes tipos de materiales: mezclas de componentes en disolucion,
hidrogeles sin polimerizar e hidrogeles polimerizados. Estos estudios in vitro se
realizaron con células MSC humanas, utilizando el protocolo de preparacién de
células y preparacion de las disoluciones de polimero descrito en el apartado

6.2.f., de la Parte Experimental.

Para estos ensayos se utiliz6 DMEM como disolvente en el caso de las mezclas en
disolucién y en el caso de los ensayos sin fotopolimerizar, y DMEM con 0.5% de
fotoiniciador 12959 en los ensayos sujetos a fotopolimerizacidon, utilizando en
todos los casos para la preparaciéon de las mezclas el procedimiento M2 descrito

en este capitulo.

Las viabilidades celulares se han determinado sobre disoluciones e hidrogeles
basados en mezclas F127-Ac-n (n=2, 4, 8) y F127-SH-n (n=2, 4), a concentraciones
del 5y 10% (w/v) para ensayos 2D, y 10% (w/v) para los ensayos 3D. Con el fin de
estimar la viabilidad de las mezclas de polimeros en disolucidon se realizaron
ensayos 2D al 5% (w/v), mientras que con las mezclas al 10% (w/v) se analizo la
viabilidad celular de los materiales en el estado hidrogel sin fotopolimerizar y

una vez fotopolimerizados en los ensayos 2D y 3D.
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Para diferenciar los distintos estudios y materiales se ha utilizado Ia
nomenclatura ya descrita, que antepone 2D 6 3D para indicar el tipo de ensayo.
Asi la nomenclatura 2D/H10(1:1)-F127-Ac-2/F127-SH-2 identifica un ensayo
celular en un entorno 2D, realizado con el hidrogel formado sdlo por efecto de la
temperatura (sin fotopolimerizar), a partir de una disolucion al 10 % (w/v) de una
mezcla 1:1 molar de F127-Ac-2 y F127-SH-2, disuelta en DMEM. La nomenclatura
2D/P/H10(1:1)-F127-Ac-2/F127-SH-2 corresponde al ensayo celular realizado
sobre el material anterior una vez fotopolimerizado en presencia de 0.5 % de
fotoiniciador 12959. Los ensayos celulares con el material en disolucién utilizan la
misma nomenclatura descrita con la sustitucién de la letra H por la letra D

(Disolucion).

En las Figuras 4.31 y 4.32 se representan los resultados de viabilidad celular
realizados sobre los diferentes materiales, en ensayos en entorno 2D y en
entorno 3D, respectivamente. En tonos verdes, se representan los resultados
que corresponden a las mezclas de hidrogeles tipo F127-Ac-n(n=2, 4)/F127-SH-2
y en tonos rojos, los correspondientes a los de tipo F127-Ac-n(n=2, 4)/F127-SH-4.
Los resultados correspondientes a los materiales basados en F127-Ac-8 no se
incluyen en estas graficas debido a la total mortalidad celular observada tras 24
horas de ensayo, tanto en disolucion como en estado gel sin fotopolimerizar y

una vez fotopolimerizado.

En ensayos 2D en disolucion, Figura 4.31 (a), las mezclas 2D/D5(1:1)-F127-Ac-
2/F127-SH-2 'y 2D/D5(1:1)-F127-Ac-2/F127-SH-4 presentaron valores de
viabilidad del 46 % y 76 %, respectivamente, tras 72 horas de ensayo, siendo la
viabilidad de 2D/D5(1:1)-F127-Ac-4/F127-SH-2 y 2D/D5(1:1)-F127-Ac-4/F127-SH-

4, que presentan mayor densidad de grupos acrilato, igual o muy préxima a cero.
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E F127-Ac-4/F127-SH-4

Figura 4.31. Viabilidad celular de mezclas F127-Ac-2/F127-SH-2, F127-Ac-4/F127-SH-2,

F127-Ac-2/F127-SH-4 y F127-Ac-4/F127-SH-4, en entorno 2D: a) al 5 % (w/v) en

disolucion b) al 10 % (w/v) en estado gel sin fotopolimerizar y c) al 10% (w/v).en estado
gel fotopolimerizado.

El aumento de concentracion de gelificante, y por tanto el paso a estado gel por

efecto de la temperatura (Figura 4.31 (b)), proporciona resultados diferentes en

funcién de los materiales estudiados. Asi, supone un ligero aumento de la
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viabilidad celular para las mezclas 2D/H10(1:1)-F127-Ac-2/F127-SH-2 y
2D/H10(1:1)-F127-Ac-2/F127-SH-4 con respecto a las mezclas en disolucidn,
mostrando viabilidades superiores al 60% tras 72 horas de ensayo. Sin embargo,
en los materiales 2D/H10(1:1)-F127-Ac-4/F127-SH-2 y 2D/H10(1:1)-F127-Ac-

4/F127-SH-4 se observaron viabilidades nulas tras 48 horas de ensayo.

En todos estos ensayos, el mayor numero de grupos acrilato libre que confiere la
presencia del derivado F127-Ac-4 puede explicar la mayor toxicidad observada

en los materiales que lo incluyen en su composicion.

Para los ensayos 2D sobre mezclas de hidrogeles fotopolimerizados (Figura 4.31
(c)) se obtuvieron viabilidades celulares superiores al 75%, para tres de los
materiales, destacando particularmente el material 2D/P/H10(1:1)-F127-Ac-
4/F127-SH-4 que hace posible la viabilidad celular Unicamente en el gel
fotopolimerizado. Al igual que se observa en los materiales sin fotopolimerizar, el

hidrogel 2D/P/H10(1:1)-F127-Ac-4/F127-SH-2 muestra una alta toxicidad.

La gran diferencia de viabilidad celular existente entre los hidrogeles
2D/P/H10(1:1)-F127-Ac-4/F127-SH-2 'y 2D/P/H10(1:1)-F127-Ac-4/F127-SH-4,
cuya Unica diferencia radica en su composicién del componente tiolado, F127-
SH-2 6 F127-SH-4, podria explicarse por el exceso de grupos acrilato con respecto
a los grupos tiol presentes en el material precursor que parece persistir tras el

proceso de fotopolimerizacidn

Por otra parte, la morfologia interna observada por SEM para P/H10(1:1)-F127-
Ac-4/F127-SH-4 (Figura 4.27) sugiere una mayor densidad de poros e
interconexién entre ellos que podria ser determinante a la hora de facilitar el
transporte de nutrientes y sustancias de desecho a través del hidrogel poroso
hasta las células, aumentando su supervivencia con respecto a P/H10(1:1)-F127-

Ac-4/F127-SH-2 que presentaba una estructura menos porosa (Figura 4.25).

Los hidrogeles sin fotopolimerizar mostraron en ensayos 3D (Figura 4.32 (a))

peores viabilidades que en ensayos 2D, siendo 3D/H10(1:1)-F127-Ac-2/F127-SH-
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4 practicamente el Unico material con supervivencia celular tras 72 horas

superior al 50%.

a) 3D/H10 (1:1)-F127-Ac-n/F127-SH-n (n=2, 4)

100 85.8

S 82.4

T 80

)

360

] 38.7

T 40

el

5 20

0

> 0 T N 1

24 horas 48 horas 72 horas

b) 3D/P/H10 (1:1)-F127-Ac-n/F127-SH-n (n=2, 4)

__100 -

S

&

S

[ 36.5

©

© -

B ‘ ‘

E 0 0 O

> T — 1

24 horas 48 horas 72 horas

@ F127-Ac-2/F127-SH-2 [ F127-Ac-4/F127-SH-2
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Figura 4.32. Viabilidad celular de mezclas F127-Ac-2/F127-SH-2, F127-Ac-4/F127-SH-2,
F127-Ac-2/F127-SH-4 y F127-Ac-4/F127-SH-4, en entorno 3D: a) al 10 % (w/v) en estado
gel sin fotopolimerizar y b) al 10% (w/v) en estado gel fotopolimerizado.

En lo que respecta a los ensayos 3D con hidrogeles fotopolimerizados (Figura
4.32 (b)) se ha de concluir que la viabilidad tras 72 horas es practicamente nula o

muy baja como en el caso de 3D/P/H10(1:1)-F127-Ac-2/F127-SH-2.

La elevada mortalidad celular en disolucion o en hidrogeles sin fotopolimerizar se
ha atribuido a la presencia de grupos acrilato libres. Sin embargo, en hidrogeles
fotopolimerizados se puede atribuir a la formacidn de estructuras internas mas

compactas para P/H10(1:1)-F127-Ac-8/F127-SH-2 y P/H10(1:1)-F127-Ac-8/F127-
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SH-4, con menor interconexidn entre poros, tal y como se puede deducir de las
imagenes de SEM en el apartado 4.2.1.3 de este capitulo, en las Figuras 4.26 y

4.28, respectivamente.

Si se establece una comparativa con los resultados descritos en el capitulo
anterior centrado en los derivados acrilados, la disminucién de la concentracidn
del gelificante y el cambio del tipo de reaccion quimica que permiten los
materiales “bicomponente” supone, para ensayos 2D de todas las mezclas
estudiadas con excepcidn de las mezclas F127-Ac-4/F127-Ac-2, la obtencién de
valores de viabilidad celular similares a los maximos valores de viabilidad

alcanzados en el Capitulo 3 para hidrogeles fotopolimerizados de F127-Ac-4.

Por otra parte, en el caso de los hidrogeles “bicomponente” tanto en disolucion,
como en estado gel no fotopolimerizado y fotopolimerizado en un entorno 2D,
se ha observado que la morfologia celular es la tipica alargada de las células
adheridas al fondo del pocillo, mientras que para el entorno 3D la morfologia de
las células es redondeada, lo que sugiere la baja adhesién de las células al

material.

En la Figura 4.33 se muestran imagenes, en contraste de fases y fluorescencia, en
las que se aprecian las células con morfologia alargada, para los ensayos con
diferentes hidrogeles fotopolimerizados basados en F127-Ac-n (n=2, 4)/F127-SH-

n (n=2, 4), tras 72 horas de ensayo en un entorno 2D.

Las células de los ensayos 2D/P/H10(1:1)-F127-Ac-4/F127-SH-2 presentan
morfologia redondeada como consecuencia de la elevada mortalidad celular tras

72 horas de ensayo.
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2D/P/H10(1:1)

F127-Ac-2/F127-SH-2

F127-Ac-4/F127-SH-2 F127-Ac-4/F127-SH-2

F127-Ac-2/F127-SH-4

‘F127-Ac-4/F127-SH-4

F127-Ac-2/F127-SH-2

F127-Ac-4/F127-SH-2

F127-Ac-2/F127-SH-4

F127-Ac-4/F127-SH-4

Figura 4.33. Imagenes de microscopia de fluorescencia de ensayos 2D sobre hidrogeles
fotopolimerizados 2D/P/H10(1:1)F127-Ac-n/F127-SH-n (n= 2, 4), tras 72 horas de
ensayo. Primera columna: Imagenes en contraste de fases; Segunda columna: Células
vivas; Tercera columna: Células muertas.

En la Figura 4.34 se muestra la morfologia redondeada de las células

correspondiente al material 3D/P/H10(1:1)-F127-Ac-2/F127-SH-2, Unicos ensayos

en los que se observd una viabilidad celular significativa. La viabilidad celular

nula obtenida para el resto de las mezclas en ensayos 3D polimerizados hace que

solo se observen células muertas, con su morfologia redondeada caracteristica.
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3D/P/H10(1:1)

F127-Ac-2/F127-SH-2

F12‘7-Ac;_2/fi=127;sH-2 F127-Ac-2/F127-SH-2

Figura 4.34. Imagenes de microscopia de fluorescencia para ensayos 3D sobre
hidrogeles fotopolimerizados 3D/P/H10(1:1)F127-Ac-2/F127-SH-2, tras 72 horas de
ensayo. Primera columna: Imagenes en contraste de fases; Segunda columna: Células
vivas; Tercera columna: Células muertas.

4.2.2.- Materiales basados en mezclas de F127-SH-n (n=2, 4) con otros

reticulantes acrilados

Con el fin de investigar la posibilidad de reticular los geles basados en polimeros
tiolados con otros reticulantes tipo acrilato, se seleccionaron 4 reticulantes de
caracteristicas muy diferentes (Figura 4.35): a) un derivado comercial con 4
grupos acrilato reactivos, el pentaeritriol tetracrilato (PET), b) y c¢) dos diacrilatos
lineales de PEG de diferente longitud, un compuesto comercial con 4 unidades
de etilengligol (TEG-Ac-2) y otro con 45 unidades de etilenglicol (PEG-Ac-2)
sintetizado para este estudio (compuesto [19]), y d) un derivado lineal de
Pluronic F127®, con enlaces carbamato y dos grupos acrilato terminales también

preparado para este estudio (F127-NHAc-2 [21]).

Ninguno de estos reticulantes por si mismos dio lugar a la formacién de
hidrogeles por efecto de la temperatura, siendo por tanto el polimero con grupos

tiol el Unico responsable a priori de la gelificacién del material.
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Figura 4.35. Estructura quimica de los reticulantes acrilados utilizados.

4.2.2.1. Preparacion de los hidrogeles polimerizables e hidrogeles

fotopolimerizados

Para garantizar la gelificacion de las muestra se selecciond una concentracion de
los polimeros F127-SH-n (n=2, 4) al 5 % (w/v), en proporcién 1:1 en moles con los
reticulantes, mezclandolos por el método M2 en PBS 10 mM pH 7.4 que contenia

un 0.5 % de fotoiniciador 12959.

La fotopolimerizacién de los diferentes hidrogeles se realizdé siguiendo el

protocolo de trabajo descrito en el apartado 6.2.c., de la Parte Experimental.

Tras la fotopolimerizacion los hidrogeles se mantuvieron a 4 °C para comprobar

la reticulacién quimica.

El Unico reticulante que produjo la reticulacidon quimica de F127-SH-2 y F127-SH-
4 fue F127-NHAc-2, formando hidrogeles fotopolimerizados con el aspecto que

se muestra en la Figura 4.36.
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Figura 4.36. Aspecto de los hidrogeles a) P/H10 (1:1)-F127-NHAc-2/F127-SH-2 y b) P/H10
(1:1)-F127-NHAc-2/F127-SH-4.

4.2.2.2. Caracterizacion de la morfologia interna por SEM de hidrogeles

polimerizados basados en F127-NHAc-2

Las estructuras internas porosas de los hidrogeles P/H10(1:1)-F127-NHAc-
2/F127-SH-2 y P/H10(1:1)-F127-NHAc-2/F127-SH-4 se muestran en la Figura 4.37.

L W
4 - "2

a) P/H10(1:1)-F127-NHAc-2/F127-SH-2 b) P/H10(1:1)-F127-NHAc-2/F127-SH-4

Figura 4.37. Imagenes SEM de la estructura interna de hidrogeles fotopolimerizados: a)
F127-NHAc-2/F127-SH-2; b) F127-NHAc-2/F127-SH-4 a concentraciones del 10 % en
peso (1:1 en moles).

Ambos materiales presentan una estructura porosa con tamafios de poro de
17-45 um para P/H10(1:1)-F127-NHAc-2/F127-SH-2 y de 35-75 um para
P/H10(1:1)-F127-NHAc-2/F127-SH-4, aunque en estos Ultimos se observa un

predomio de poros con estructura alargada.
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4.2.2.3. Degradacion de hidrogeles fotopolimerizados

Las curvas de degradacién de estos hidrogeles P/H10(1:1)-F127-NHAc-2/F127-
SH-2 y P/H10(1:1)-F127-NHAc-2/F127-SH-4 se muestran en la Figura 4.38.

P/H10(1:1)-F127-NHAc-2/F127-SH-n (n= 2, 4)

N
)

——P/H10(1:1)-F127-NHAc-2/F127-SH-2

==
a0
1 1

—=—P/H10(1:1)-F127-NHAc-2/F127-SH-4
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o o o o Ll
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1 1 1 ] & ] ]
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Figura 4.38. Hinchamiento de los hidrogeles
P/H10(1:1)-F127-NHAc-2/F127-SH-n (n=2, 4) en funcidn del tiempo.

El comportamiento de los dos materiales fue completamente diferente. El
hidrogel P/H10(1:1)-F127-NHAc-2/F127-SH-2 mostré un pequefio hinchamiento
inicial, mientras que el hidrogel P/H10(1:1)-F127-NHAc-2/F127-SH-4 no mostrd
hinchamiento antes de empezar a degradarse. Esta diferencia puede deberse al
exceso de grupos tiol con respecto al de grupos acrilato, lo que puede dar lugar a
la rapida liberacidn al medio de degradacién de las moléculas con grupos tiol no
reticuladas quimicamente. Posteriormente, ambos hidrogeles pierden masa de
manera gradual, completandose la degradacién en 87 dias para P/H10(1:1)-F127-

NHAc-2/F127-SH-2 y en 100 dias para P/H10(1:1)-F127-NHAc-2/F127-SH-4.
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4.2.2.4. Ensayos de viabilidad celular

Los estudios de viabilidad celular en estos hidrogeles fotopolimerizados se
llevaron a cabo con células MSC humanas, utilizando condiciones de preparacion
y de trabajo similares a las descritas para el resto de los hidrogeles
“bicomponente” descritos en el apartado 4.2.1., tanto en ensayos 2D como 3D.

Los resultados se muestran en la Figura 4.39.

Al igual que lo observado en los estudios anteriores, estos materiales muestran
una buena viabilidad celular en un entorno 2D, con un 44% de supervivencia en
P/H10(1:1)-F127-NHAc-2/F127-SH-2 y 70% de viabilidad celular para P/H10(1:1)-
F127-NHAc-2/F127-SH-4, tras 72 horas de ensayo. El mayor valor de viabilidad
celular observado para P/H10(1:1)-F127-NHAc-2/F127-SH-4 podria estar
relacionado con el mayor tamafio de poro observado por SEM, que permite una
mejor difusidon de nutrientes y sustancias de desecho de las células. Sin embargo

los resultados en sistemas 3D de nuevo indican la practica mortalidad celular.
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a) 2D/P/H10(1:1)-F127-NHAc-2/F127-SH-n (n=2,4)
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Figura 4.39. Viabilidad celular de mezclas F127-NHAc-2/F127-SH-2, F127-NHAc-2/F127-
SH-4, hidrogeles al 10 % (w/v) en relacién molar (1:1) fotopolimerizados:
a) en entorno 2D b) en entorno 3D.
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4.3. ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE HIDROGELES FOTOPOLIMERIZADOS DEL

CAPITULO 3 Y DEL CAPITULO 4

En la Tabla 4.9 se recogen con fines comparativos los datos obtenidos de rango

de tamafio de poros observados por SEM, tiempo de degradacién y porcentajes

de viabilidad celular de ensayos 2D y 3D tras 72 horas, de los distintos hidrogeles

fotopolimerizados descritos tanto en el Capitulo 3 como en este capitulo.

Tabla 4.9. Resumen de propiedades de los hidrogeles fotopolimerizados descritos en el

Capitulo 3 y en el Capitulo 4.

Viabilidad
MATERIAL % Porosidad (um) Tiempo celular (%) a
HIDROGEL POLIMERIZADO (SEM) degradacion 72 h
(P/H)* (w/v) (dias) :
2D | 3D
18 2-25 57 47 3
F127-Ac-2
23 2-15 57 58 2
o
9 18 2-25 93 85 | 31
2 F127-Ac-4
5 23 2-40 98 76 | 19
© 18 16 276 0 0
F127-Ac-8
23 1-4 286 0 0
F127-Ac-2/F127-SH-2 10 5-35 42 75 | 37
F127-Ac-4/F127-SH-2 10 4-40 107 2 0
«| F127-Ac-8/F127-5H-2 10 8-30 135 0 0
g F127-Ac-2/F127-SH-4 10 - 3 77 0
-
S| F127-Ac4/F127-5H-4 10 5-20 >150%* 83 0
“| F127-Ac-8/F127-SH-4 10 25-60 >150%* 0 0
F127-NHAc-2/F127-SH-2 | 10 15-45 87 44 5
F127-NHAC-2/F127-SH-4 | 10 35.75 100 70 4

*Mezclas “bicomponente” en relacion 1 : 1 molar; ** Ensayos en proceso.
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Se han preparado con éxito hidrogeles fotopolimerizados basados en mezclas
“bicomponente” con una menor concentracidon requerida para la formacion del
hidrogel (10% (w/v)) frente a la concentracién requerida para los materiales

descritos en el Capitulo 3 (18% (w/V)).

Los materiales estudiados han presentado tamafios de poro que oscilan entre las
2 um y las 75 um, y tiempos de degradacion que oscilan entre los 2 y los 10

meses.

Las viabilidades celulares obtenidas en entorno 2D han sido superiores a las
obtenidas en entorno 3D. La mayoria de materiales en entorno 2D con los
hidrogeles fotopolimerizados han presentado buenas viabilidades celulares, que

oscilan entre el 44% y el 85%.
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Con el término “nanogeles” se identifica a hidrogeles estructurados en forma de
nanoparticulas dispersas en disolucion acuosa. Desde el punto de vista de su
aplicacion, los nanogeles deben cumplir algunas de las especificaciones en

cuanto a estabilizacién y tamafio que se comentan a continuacion.

Ante una posible aplicacién de los nanogeles como transportadores de farmacos,
y con la finalidad de inyectarlos en organismos vivos donde los nanogeles
alcanzan un alto grado de dilucién, resulta importante asegurar la estabilidad de
los nanogeles. La fijacion de estructuras micelares con la luz permite evitar la
conversion de las micelas en copolimeros bloque en disolucién, cuando éstos se

encuentran en condiciones de alta diluciéon, por debajo de su CMC.

Con este mismo fin, otro aspecto a tener en cuenta es el tamano del nanogel,
que debe ser optimizado para su utilizacion como sistemas de transporte y
liberacion controlada de farmacos. El diferente tamafio de los nanogeles afecta a
su tiempo de permanencia en el torrente sanguineo, asi como a su
internalizacién en la célula y a la biodisponibilidad de las nanoparticulas que

contienen el firmaco.*®

El tamafio ideal de los nanogeles para garantizar su
internalizacién por endocitosis en las posibles células diana debe ser inferior a
100 nm. Nanogeles con tamafios entre los 5 y los 10 nm son eliminados por
excrecion renal. Las particulas entre 10 y 70 nm permiten un mayor tiempo de
permanencia en el torrente sanguineo, y su pequefio tamafo permite llegar a los
capilares de pequefio tamafio que presentan algunos tejidos. Las particulas entre
70 y 200 nm presentan los tiempos de permanencia en el torrente sanguineo

. 126, 127
mas prolongados.**®

Las particulas con tamanos mayores de 200 nm son
eliminadas directamente por el bazo o por fagocitosis en las células, lo que se

traduce en un menor tiempo de permanencia en el torrente sanguineo. Por

1266tolnik, S.; lllum, L.; Davis, S. S., Advanced Drug Delivery Reviews 1995, 16 (2—-3), 195-
214.

27 |shida, O.; Maruyama, K.; Sasaki, K.; Iwatsuru, M., International Journal of

Pharmaceutics 1999, 190 (1), 49-56.
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tanto, el tamafio dptimo para la aplicacién de nanogeles en el transporte vy

. .y , .y s 12
liberacién controlada de farmacos se sitta entre 10-100 nm.**®

Este tamaiio permite, ademas, aprovechar el fenémeno de vectorizacién pasiva
conocido como efecto “EPR” (Enhanced Permeation Retention Effect),*”® que se
produce en tejidos tumorales debido a la hiperpermeabilidad de los vasos
sanguineos que los rodean. Este fendmeno, junto con la escasa eliminacion de

los nanogeles por parte del sistema linfatico, permite la acumulacidn selectiva de

los nanogeles en el tumor.

Otro de los aspectos importantes de cara a la aplicacion de nanogeles como
sistemas versatiles de encapsulacidon de fdrmacos es la posibilidad de eliminacion
del agua contenida en los nanogeles, por ejemplo, por liofilizacién, y la obtencién
de éstos como un sélido que se pueda redisolver. De esta forma se facilita el
almacenaje y manipulacion de los nanogeles, asi como realizar la encapsulacién
del farmaco o producto de interés en las proporciones necesarias y en el
momento de la administracién. En esta linea de trabajo, un aspecto importante a
tener en cuenta es la estabilidad de los nanogeles tras la liofilizacidn, ya que los
nanogeles pueden resultar inestables ante la exposicion a las condiciones de baja

.y . 1
presion y temperatura requeridas en este proceso."*

En este nuevo capitulo se describe la preparacion de nanogeles
fotopolimerizados, obtenidos a partir de disoluciones acuosas a bajas
concentraciones de los copolimeros bloque con grupos acrilato. Como se ha
expuesto en el Capitulo 3, los copolimeros bloque estudiados mantienen la
posibilidad de organizacion en micelas y la termosensibilidad que confiere el

nucleo de Pluronic F127®. Esta organizacién en micelas, junto con la presencia de

128 Vinogradov, S. V.; Bronich, T. K.; Kabanov, A. V., Advanced Drug Delivery Reviews
2002, 54 (1), 135-147.

' Khandare, J.; Calderon, M.; Dagia, N. M.; Haag, R., Chemical Society Reviews 2012, 41
(7), 2824-2848.

130 Han, J.; Zhou, C.; Wu, Y; Liu, F.; Wu, Q., Biomacromolecules 2013, 14 (5), 1529-1540.
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grupos funcionales reactivos, permite el entrecruzamiento intra e intermicelar

fotoinducido y la formacidn de nanogeles fotopolimerizados.

Por lo que se refiere al caso concreto de los hidrogeles nanoestructurados
basados en Pluronic F127®, merece la pena destacar la presencia de entornos
hidrofébos formados por los bloques de PPG, en los nucleos de las micelas,
rodeados de su correspondiente corona hidréfila formada por los blogues de
PEG. Esta doble naturaleza permite la utilizacidn de los nanogeles como sistemas

de encapsulacién de moléculas hidréfobas e hidrofilas.

En este trabajo de tesis se han preparado nanogeles a partir tanto del
copolimero blogue lineal como de los nuevos derivados dendritico-lineal-
dendritico estudiados en el Capitulo 3, lo que ha permitido establecer un estudio

comparativo entre distintos nanogeles, en base a su estructura quimica.

En los siguientes apartados se incluyen los aspectos mas relevantes relativos
tanto a la preparacion y caracterizacion estructural de estos nanogeles, como a

su comportamiento en entornos celulares.
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5.1.- PREPARACION DE NANOGELES

Para la preparacién de los hidrogeles nanoestructurados se ha seguido el método
descrito por Tae et al. utilizado para la preparacién de nanogeles de F127-Ac-
2,760 102,103, 131 o) cyal se ha adaptado con pequefias modificaciones. Este
método consiste en la preparacion de una disolucion del correspondiente
copolimero bloque a concentracién superior a su CMC, con la consiguiente
formacion de micelas, y la posterior fijacion de las estructuras micelares por

fotopolimerizacion en la disolucién precursora. La utilizacion de este método

supone la preparacién de los nanogeles en un solo paso y de forma sencilla.

La aplicacion y validacidon de este método para la preparaciéon de nanogeles a
partir de los derivados F127-Ac-2, F127-Ac-4 y F127-Ac-8 descritos en el Capitulo

3 se discute en los siguientes apartados.

5.1.1. - Determinacion de la CMC

Con el cdlculo de la CMC se establece la concentracidon a partir de la cual, el
polimero en disolucion acuosa, es capaz de agregarse formando organizaciones
micelares termodindmicamente estables. Estas organizaciones micelares, a su
vez, poseen los grupos acrilato terminales que confieren a las micelas Ila
posibilidad de formar agregados de mayor tamafio, estabilizados por

fotopolimerizacién, que constituirdn los nanogeles.

Para la determinacién de la CMC en copolimeros bloque de Pluronic® se han

132

descrito varios métodos experimentales.”” Los métodos que utilizan una sonda

fluorescente son los mas frecuentes, por lo que se decidié utilizar el método del

132a

pireno. Estudios previos han demostrado la disminucion de la CMC con el

131 Choi, W. I.; Kim, Y. H.; Tae, G., Macromolecular Research 2011, 19 (6), 639-642

(a) Ashjari, M.; Khoee, S.; Mahdavian, A. R.; Rahmatolahzadeh, R., S, Journal of Materials
Science-Materials in Medicine 2012, 23 (4), 943-953; (b) Kulthe, S. S.; Inamdar, N. N.; Choudhari,
Y. M.; Shirolikar, S. M.; Borde, L. C.; Mourya, V. K., Colloids and Surfaces b: Biointerfaces 2011, 88
(2), 691-696; (c) Sharma, P. K.; Bhatia, S. R., International Journal of Pharmaceutics 2004, 278 (2),
361-377; (d) Kabanov, A. V.; Nazarova, |. R.; Astafieva, I. V.; Batrakova, E. V.; Alakhov, V. Y;
Yaroslavov, A. A.; Kabanov, V. A., Macromolecules 1995, 28 (7), 2303-2314.

132
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aumento de temperatura,®® por lo que todas las medidas fueron realizadas a

25 °C.

El método del pireno se fundamenta en la diferencia del espectro de excitacion
del pireno segun se encuentre en un entorno hidréfilo (Aexe max = 332 nm) o
hidréfobo (Aexc max = 335 nm). En disoluciones diluidas de copolimero bloque
lineal o dendritico-lineal-dendritico (por debajo de la CMC), el pireno se
encuentra en un entorno hidrdéfilo, mientras que en disoluciones por encima de
la CMC, el pireno se localizara preferentemente en la parte hidréfoba de las
micelas, dada la naturaleza hidrofoba de éste, lo que produce el desplazamiento
de su maximo de excitacion de 332 nm a 335 nm. El grafico para la
determinacién de la CMC se obtiene con la representacién de la relacion de las
intensidades ls3s/ls3,, frente al logaritmo de la concentracion (Log C). Cuando la
concentracién del polimero anfifilo supera la CMC, la relacidn ls3s/l33, aumenta
considerablemente y alcanza un mdaximo que indica que se ha encapsulado la
mayor concentracidon posible de pireno. La CMC del polimero se determina

calculando la interseccion de las dos zonas rectas en dicha grafica.

Para la obtencidn de las graficas se prepararon disoluciones de nuestros
materiales a concentraciones 0.0001, 0.001, 0.01, 0.05, 0.1, 0.3, 0.5y 1 % (w/v)
de cada uno de los compuestos acrilados, F127-Ac-2, F127-Ac-4 y F127-Ac-8, a las
que se adiciond pireno, en una concentracion de 6x10® M. A continuacion se

midié la intensidad de los maximos de excitacién a 332 y 335 nm.

La preparacién de las muestras asi como las condiciones de medida se describen

con detalle en el apartado 6.2.h., de la Parte Experimental.

En la Figura 5.1 se muestran las graficas obtenidas tras la representacion de
lz35/1332 frente a log C, asi como la representacion de las rectas cuya interseccion

permite calcular el valor de CMC.
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Figura 5.1. Representacidn grafica de la relacidn de intensidades l335/133; frente al
logaritmo de la concentracion (log C), a) F127-Ac-2, b) F127-Ac-4 y c) F127-Ac-8.

En la Tabla 5.1 se recogen los valores de CMC obtenidos por el método del pireno

para los tres copolimeros estudiados.

197



Capitulo 5

Tabla 5.1. CMCs obtenidas por el método del pireno para los compuestos acrilados,
F127-Ac-2, F127-Ac-4 y F127-Ac-8.

DERIVADO CMC (% (w/v)) a 25°C

F127-Ac-2 0.032
F127-Ac-4 0.014
F127-Ac-8 0.011

La CMC de los derivados acrilados sintetizados es considerablemente inferior a la
descrita para Pluronic F127® (0.25 % (w/v)).**? La introduccién de grupos acrilato
en Pluronic F127® supone una importante disminucién de la CMC. Ademas, la
funcionalizacién de la estructura de Pluronic F127® con dendrones es efectiva
para la reduccion de la CMC, tal y como se observa al pasar del copolimero
bloque lineal, F127-Ac-2, a los copolimeros bloque dendritico-lineal, F127-Ac-4 y

F127-Ac-8.

5.1.2.- Fotopolimerizacion de los nanogeles

Para la obtencién de los nanogeles fotopolimerizados se prepararon disoluciones
precursoras de F127-Ac-2, F127-Ac-4 y F127-Ac-8 en concentracién del 0.77 %
(w/v), utilizando para su disolucidn agua destilada con un 0.1% de fotoiniciador
12959. Esta concentracidn se eligié de acuerdo a los estudios previos realizados
por Tae et al,’® en los gue se obtuvieron nanogeles de F127-Ac-2 con diamétros
de alrededor de 60 nm. A su vez, esta concentracion es superior a la CMC de los
tres compuestos estudiados, lo que garantiza la autoorganizacion en micelas

necesaria para la posterior formacién de los nanoagregados.

Los agregados formados fueron estabilizados por fotopolimerizacién mediante
irradiacion de estas disoluciones con luz UV. Posteriormente, las disoluciones se

dializaron. La dialisis se realizé a 4 °C con el propdsito de revertir las posibles

133 (a) Perry, C. C.; Sabir, T. S.; Livingston, W. J.; Milligan, J. R.; Chen, Q.; Maskiewicz, V.;
Boskovic, D. S., Journal of Colloid and Interface Science 2011, 354 (2), 662-669; (b) Gao,
Q.; Liang, Q.; Yu, F.; Xu, J.; Zhao, Q.; Sun, B., Colloids and Surfaces b: Biointerfaces 2011,
88 (2), 741-748.
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micelas no fotopolimerizadas presentes en el sistema y eliminarlas en forma de
mondmero libre en disolucién. Ademas, tras este proceso, se eliminan agregados
de tamano menor a 30 nm, debido a las caracteristicas de la membrana de
dialisis. Finalmente, las disoluciones sometidas a dialisis se filtraron con filtros de
0.2 um para la eliminaciéon de agregados de tamafio superior a los 200 nm. La
preparacion detallada de los nanogeles se describe en el apartado 6.2.i., de la

Parte Experimental.

En la Figura 5.2 se muestra de forma esquematica el proceso de formacion de los
nanogeles. Las micelas en disolucién (Figura 5.2 (a)), una vez fotopolimerizadas
(Figura 5.2 (b)), proporcionan nanogeles con dominios hidréfobos formados por
los bloques de PPG y dominios hidroéfilos formados por los bloques de PEG en

contacto con el agua.

@49 <

UV 365 nm

° ° ° 10 min
—» Grupos acrilato
° *:Corona de PEG

Nucleo de PPG
a) C>CMC b) Nanogel fotopolimerizado

Figura 5.2. Representacion esquemadtica del procesu ue 1ormacion meuidnie
fotopolimerizacion de los nanogeles, a) micelas formadas a concentracion superior a la
CMC (Concentracion Micelar Critica); b) Nanogel fotopolimerizado.

Con el fin de identificar los diferentes nanogeles se ha utilizado la nomenclatura
que se explica con el siguiente ejemplo. PDF/N-F127-Ac-2 identifica un nanogel
en el que las letras “PDF/N” indican que se trata de un nanogel (N) obtenido
mediante fotopolimerizacién (P), dializado (D) y filtrado con filtro de 0.2 um (F),

preparado a partir del copolimero F127-Ac-2.
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Teniendo en cuenta que la temperatura a la que se lleva a cabo Ia
fotopolimerizacién tiene influencia en el tamafio de los agregados,® se
realizaron experimentos de reticulacion a dos temperaturas distintas, 25 °C y

37 °C.

Mientras que los nanogeles formados a 25 °C permitieron un tratamiento
posterior de dializacién y filtracidon, este no fue posible con los nanogeles
obtenidos a 37 °C. Tras someter al proceso de fotopolimerizacién a las micelas
de nuestros materiales a 37 °C, las disoluciones correspondientes a los nanogeles
formados P/N-F127-Ac-2, P/N-F127-Ac-4 y P/N-F127-Ac-8, se mostraron turbias,
y una vez dializadas, no fue posible su filtracion a través de filtros de 0.2 um
debido a la saturacién del filtro. La turbidez y la imposibilidad de la filtracién de
las muestras sugerian la presencia de agregados de gran tamafo. Para confirmar
este hecho, se estudiaron por TEM los nanogeles PD/N-F127-Ac-2
fotopolimerizados a 37 °C y dializados (sin filtrar), y los nanogeles PDF/N-F127-

Ac-2 fotopolimerizados a 25 °C, dializados y filtrados.

Tras la fotopolimerizacion a 37 °C, los nanogeles presentaron morfologia esférica
con tamanos del orden de las micras, como se puede observar en la Figura 5.3
(a). Sin embargo los agregados obtenidos tras la fotopolimerizacion a 25 °C
presentaron tamanos nanométricos manteniendo la forma esférica (Figura 5.3
(b)). EI mayor tamafio obtenido al realizar la fotopolimerizacion a 37 °C se puede
explicar por la mayor movilidad que adquieren las micelas a esta temperatura, lo
que favorece el contacto micelar y con ello la formacion de agregados de mayor
tamafio. Por otra parte, también se ha descrito que en los copolimeros bloque
que poseen LCST, el aumento de temperatura favorece el aumento del nimero

, . . ~ 4
de moléculas que forman las micelas, formando micelas de mayor tamafio.®
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Figura 5.3. Imagenes TEM de nanogeles de F127-Ac-2, a) nanogeles obtenidos mediante
polimerizacién a 37 °C y dializados, b) nanogeles obtenidos mediante polimerizacion a
25 °C, dializados vy filtrados.

Basandonos en estos resultados, y con el fin de asegurar la obtencion de
nanogeles de tamafio nanométrico, se seleccioné temperatura de 25 °C como

temperatura para llevar a cabo los experimentos de fotopolimerizacién.

No obstante, para la validaciéon del método de obtencidn por fotopolimerizacion
establecido para los nanogeles y aplicado a los materiales F127-Ac-4 y F127-Ac-8,
tras la fotopolimerizacién de las muestras a 25 °C, y como paso previo al
tratamiento de didlisis y filtracién, se comprobd la correcta formacién de

nanogeles mediante TEM y SEM.

En la Figura 5.4 y 5.5 se muestran las imagenes de TEM y SEM respectivamente
de todos los materiales estudiados, antes de ser sometidos a procesos de dialisis
y filtracion. En todas las muestras, tanto por TEM como por SEM, se observé la
presencia de nanogeles de forma esférica y tamafio nanométrico tras la
fotopolimerizaciéon a 25 °C, lo que confirma también la viabilidad del método
descrito por Tae et al. y adaptado para la preparacidon de nanogeles a partir de

los derivados F127-Ac-4 y F127-Ac-8.

201



Capitulo 5

‘& e V : ‘
a) P/N-Fﬁ7-Ac-z

Figura 5.4. Imagenes TEM de nanogeles preparados por polimerizacién a 25°C, a) y b)
P/N-F127-Ac-2, c) y d) P/N-F127-Ac-4, d) y f) P/N-F127-Ac-8.
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a) P/N-F127-Ac-2 b) P/N-F127-Ac-2

c) P/N-F127-Ac-4 _ d) P/N-F127-Ac-4

e) P/N-F127-Ac-8 f) P/N-F127-Ac-8

Figura 5.5. Imagenes SEM de nanogeles preparados por polimerizacién a 25 °C, a) y b)
P/N-F127-Ac-2, c) y d) P/N-F127-Ac-4, d) y f) P/N-F127-Ac-8.

5.1.3.- Liofilizacion de los nanogeles fotopolimerizados

Una vez demostrada la formacién de nanogeles tras la fotopolimerizacion, y tras
su purificacidon por didlisis y filtracién, se procedié a la eliminaciéon del agua
mediante liofilizacion. De esta forma se pudo estimar el rendimiento del proceso

de preparacion de los nanogeles llevado a cabo.
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Para ello se tomaron 3 alicuotas de 5 mL cada una, de las disoluciones
correspondientes a PDF/N-F127-Ac-2, PDF/N-F127-Ac-4 y PDF/N-F127-Ac-8. La
eliminacion del agua por liofilizacion y posterior pesada del residuo solido
permitio estimar la concentracién media de nanogeles en las disoluciones (Tabla

5.2).

Tabla 5.2. Miligramos de nanogel obtenidos tras el tratamiento de dialisis y filtracion de
los nanogeles fotopolimerizados.

NANOGEL mg de nanogel® Concentracion
1S.D. (mg/mL)
PDF/N-F127-Ac-2 2.5+0.5 0.50
PDF/N-F127-Ac-4 3.310.6 0.54
PDF/N-F127-Ac-8 11.5+0.1 1.90

? Obtenidos tras la liofilizacidon de alicuotas de 5 mL.
S.D. Desviacion Estandar

Como se ha comentado en la introduccién de este capitulo, de cara a sus
aplicaciones y manipulacién, es importante comprobar la posibilidad de
redisolucion de los nanogeles tras su liofilizacion. Sélo en el caso de PDF/N-F127-
Ac-2 se consiguid la redisolucién de los nanogeles en agua, mientras que no se
consiguiod la redisolucion en agua o en disolventes orgdanicos de los nanogeles

PDF-N-F127-Ac-4 y PDF-N-F127-Ac-8.

Estos resultados tienen implicaciones en estudios posteriores, como por ejemplo
los estudios de encapsulacion de moléculas en el interior de los nanogeles y la
determinacién de la viabilidad celular, ya que es fundamental conocer la
concentracién de las disoluciones con las que se trabaja. Para el caso de los dos
materiales que no permiten su redisolucion, PDF-N-F127-Ac-4 y PDF-N-F127-Ac-
8, las concentraciones de trabajo utilizadas son las que se recogen en la Tabla

5.2.
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5.2.- ENCAPSULACION EN NANOGELES PDF/N-F127-Ac-n (n=2, 4 y 8)

La naturaleza anfifila de los nanogeles preparados permite la encapsulacién en

su interior de moléculas tanto hidroéfilas como hidréofobas.

Para demostrar la posibilidad de encapsulacién ambos tipos de moléculas se han
realizado estudios eligiendo como molécula hidroéfila la rodamina B y como

molécula hidrofoba el pireno, cuyas estructuras se muestran en la Figura 5.6.

I COOH

N
PN \+9_\
HyC™ N o} Nk CH, Q
) CH;

Rodamina B - molécula hidréfila Pireno - molécula hidrofoba

H;C

Figura 5.6. Estructura quimica de Rodamina B y Pireno utilizados para la encapsulacién
en los nanogeles.

La encapsulacién de ambas moléculas se realizé utilizando el método de

7% Este método consiste en la disolucién de las

evaporacion de disolvente.
moléculas hidréfilas o hidréfobas en un disolvente organico de bajo punto de
ebullicién y miscible con el agua, y la adicién de esta disolucién sobre la
disolucion acuosa de los nanogeles fotopolimerizados. Tras la evaporaciéon del
disolvente organico, las moléculas hidréfilas quedan retenidas en los dominios
hidrofilos del nanogel y las moléculas hidrofobas se localizan en los nucleos
hidréfobos del mismo. La posterior eliminacion de las moléculas no
encapsuladas, por distintas técnicas en funcidn de la naturaleza de la molécula a
encapsular, proporciona disoluciones acuosas de nanogeles cargados. El método

de preparacion de los nanogeles cargados con rodamina B y pireno se detalla en

el apartado 6.2.k., de la Parte Experimental.
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En la Tabla 5.3 se muestran los resultados obtenidos para la encapsulaciéon de
rodamina B y pireno, en los nanogeles preparados con los tres derivados
acrilados, y que identificaremos con la nomenclatura PDF-N-F127-Ac-n-ROD y
PDF-N-F127-Ac-n-PIR, respectivamente. Los valores de encapsulaciéon estan
expresados mediante tres parametros distintos: como pg de molécula
encapsulada por miligramo de nanogel, Eficiencia de Encapsulacién, EE (%), vy
porcentaje en peso de molécula encapsulada con respecto a la cantidad de

fluoréforo (rodamina B o pireno) inicial anadida, siempre en exceso.

Tabla 5.3. Resultados de encapsulacién de rodamina B y pireno en los nanogeles.

Mg encap./mg

NANOGEL EE (%) % encap.’
nanogel
PDF/N-F127-Ac-2-ROD 56.9 40.6 37.2
PDF/N-F127-Ac-4-ROD 68.9 48.8 45.3
PDF/N-F127-Ac-8-ROD 71.1 50.6 47.1
PDF/N-F127-Ac-2-PIR 67.8 46.3 42.6
PDF/N-F127-Ac-4-PIR 54.7 37.8 344
PDF/N-F127-Ac-8-PIR 594 40.9 374

® % en peso de molécula encapsulada con respecto al peso de fluoréforo (rodamina B
o pireno) afiadido (0.15 mg de fluoréforo/mg de nanogel).

La cantidad de rodamina B y pireno encapsulado expresada como la Eficiencia de

Encapsulacion (EE%), se calcula a partir de las siguientes ecuaciones:”®

Peso de fluordforo inicial anadido 100

C tebrica (%) =
arga tesrica (%) Peso de fluoréforo inicial + Peso de nanogel *

Peso de fluordforo encapsulado

Cargareal (%) = 100

X
Peso fluoréforo encapsulado + Peso de nanogel
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o . Cargareal
Eficiencia de encapsulacion (EE) (%) = Carga tebrica x100

En general, los tres nanogeles preparados presentan EE alrededor de 40-50 %
tanto para la molécula hidréfila, rodamina B, como la hidréfoba, pireno. En el
caso de la rodamina B se observa un aumento de la EE con el aumento del
numero de grupos reactivos del copolimero utilizado en la preparacion de los
nanogeles. Asi, los nanogeles PDF/N-F127-Ac-8-ROD presentan un aumento de
EE de un 10% con respecto a los nanogeles del derivado lineal, PDF/N-F127-Ac-2-
ROD. Sin embargo, para el pireno no se observa una tendencia clara en la
variacion de la EE, siendo los nanogeles PDF/N-F127-Ac-2-PIR los que ofrecen

una EE mas alta.

Junto a estos valores experimentales, también se ha podido comprobar la
encapsulacién de ambas moléculas en estos nanogeles utilizando otros métodos.
Asi, mientras que la carga de rodamina B se ha podido visualizar mediante
difraccidon de electrones-TEM (ver apartado 5.3), la correcta encapsulacion de

pireno se demostré mediante estudios de excitacion con luz.

Como se ha comentado anteriormente, el pireno experimenta un
desplazamiento de su maximo de excitacion cuando pasa de un entorno
hidréfilo, 332 nm, a uno hidréfobo, 335 nm. El pireno en el interior de los
nanogeles se situard previsiblemente en los dominios hidréfobos, observandose
por tanto el maximo de excitacidon de los nanogeles cargados a 335 nm. En
efecto, en la Figura 5.7 se muestran los espectros de excitacion para PDF/N-
F127-Ac-2, PDF/N-F127-Ac-4 y PDF/N-F127-Ac-8 dénde se observa el maximo en
el espectro de excitacion a 335 nm, debido al pireno en un entorno hidréfobo,

demostrando la correcta encapsulacion de éste en el interior de los nanogeles.
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Figura 5.7. Espectros de excitacion de los nanogeles cargados con pireno.
Desplazamiento del maximo de excitacién a 335 nm debido al pireno situado en un
entorno hidréfobo.

5.3.- CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE NANOGELES PDF/N-F127-Ac-n (n=2,
4y38)

La morfologia y tamaio de los distintos nanogeles preparados fue estudiada por

TEM, SEM y DLS.
Morfologia

En la Figura 5.8 y Figura 5.9 se muestran las imagenes de TEM y SEM
respectivamente para los nanogeles PDF/N-F127-Ac-n (n=2, 4 y 8). En el apartado
5.1.2. se recogen las imagenes de TEM correspondientes a los nanogeles tras su
fotopolimerizacion. Tras la didlisis y filtracién todos los nanogeles preparados a
partir de los 3 derivados acrilados mantuvieron su forma esférica sin producirse

agregacion entre ellos.
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Figura 5.8. Imagenes TEM de nanogeles fotopolimerizados a 25 °C, dializados y filtados
a)y b) PDF/N-F127-Ac-2, c) y d) PDF/N-F127-Ac-4, d) y f) PDF/N-F127-Ac-8.
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a) PDF/N-F127-Ac-2 b) PDF/N-F127-Ac-4

c) PDF/N-F127-Ac-4° d) PDF/N-F127-Ac-8

Figura 5.9. Imagenes SEM de nanogeles fotopolimerizados a 25 °C, dializados y filtrados
a) PDF/N-F127-Ac-2, b) y c) PDF/N-F127-Ac-4 y d) PDF/N-F127-Ac-8.

En cuanto a los nanogeles PDF/N-F127-Ac-2-red (nanogeles tras su liofilizacion
redisueltos en agua), se comprueba la recuperacién de la morfologia inicial,
como demuestran las imagenes de TEM vy SEM, Figuras 5.10 y 5.11,

respectivamente.
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Figura 5.10. Imagenes TEM de nanogeles PDF/N-F127-Ac-2 redisueltos en agua destilada
tras ser sometidos a liofilizacion.

a) PDF/N-F127-Ac-2 REDISUELTO b) PDF/N-F127-Ac-2 REDISUELTO

Figura 5.11. Imagenes SEM de nanogeles PDF/N-F127-Ac-2 redisueltos en agua destilada
tras ser sometidos a liofilizacion.

Por lo que respecta a los nanogeles cargados, mediante TEM (Figura 5.12) se

observé la morfologia redondeada de los nanogeles tras la carga de rodamina B.

Asi mismo, mediante TEM en campo oscuro, que permite la deteccion de los
electrones difractados debido a estructuras cristalinas, se detectd la difraccion
debida a la rodamina B (Figura 5.12 (b), (d) y (f), en color blanco) coincidente con
los nanogeles observados por TEM (Figura 5.12 (b), (c) y e), en color negro), lo

que indica su encapsulacién.
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100 nm

b) PDF/N-F127-Ac-2-ROD

d) PDF/N-F127-Ac-4-ROD

f) PDF/N-F127-Ac-8-ROD

Figura 5.12. Imagenes TEM de nanogeles fotopolimerizados a 25 °C, dializados, filtrados
y cargados con rodamina B: a) PDF/N-F127-Ac-2-ROD en campo claro, b) PDF/N-F127-
Ac-2-ROD en campo oscuro c) PDF/N-F127-Ac-4-ROD en campo claro, d) PDF/N-F127-Ac-
4-ROD en campo oscuro d) PDF/N-F127-Ac-8-ROD en campo claro, f) PDF/N-F127-Ac-8-
ROD en campo oscuro.
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Cabe destacar, que ninguno de los nanogeles sin cargar presentd difraccion de
electrones, confirmando que la difraccion es debida a la rodamina B cargada en
el interior de los nanogeles. En la Figura 5.13 (a) se muestran los puntos de
difraccion obtenidos para los nanogeles PDF/N-F127-Ac-2-ROD, donde se
observa la difraccién atribuida a la rodamina B en el interior de los nanogeles y
para los nanogeles PDF/N-F127-Ac-2 sin cargar (Figura 5.13 (b)), donde no se

observa ninguna sefial de difraccion.

Figura 5.13. Patrones de difraccidn de los nanogeles PDF/N-F127-Ac-2 a) nanogeles
cargados con rodamina B y b) nanogeles sin cargar. Los puntos blancos corresponden a
distintos puntos de difraccion, algunos de los cuales se sefialan con flechas.

Por SEM se observd también la morfologia redondeada de los nanogeles

cargados con rodamina B (Figura 5.14).
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b) PDF/N-F127-Ac-2-ROD

d) PDF/N-F127-Ac-4-ROD

3 :
€]
e) PDF/N-F127-Ac-8-ROD f) PDF/N-F@27-Ac-8-ROD

Figura 5.14. Imagenes SEM de nanogeles fotopolimerizados a 25 °C, dializados, filtrados
y cargados con rodamina B a) y b) nanogeles de F127-Ac-2, c) y d) nanogeles de F127-Ac-
4, d) y f) nanogeles de F127-Ac-8.
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Por TEM (Figura 5.15) y por SEM (Figura 5.16) se observaron morfologias
redondeadas para los nanogeles PDF/N-F127-Ac-2-PIR y PDF/N-F127-Ac-4-PIR.

c) PDF/N-F127-Ac-4-PIR _ d) PDF/N-F127-Ac-4-PIR

Figura 5.15. Imagenes TEM de nanogeles fotopolimerizados a 25 °C, dializados, filtrados
y cargados con Pireno a) y b) PDF/N-F127-Ac-2-PIR, c) y d) PDF/N-F127-Ac-4-PIR.
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a) PDF/N-F127-Ac-2-PIR

-

c) PDF/N-F127-Ac-4-PIR : -:d)‘PDF/N-E127_-Ac-4-P.IR :

Figura 5.16. Imagenes SEM de nanogeles fotopolimerizados a 25 °C, dializados, filtrados
y cargados con Pireno a) y b) PDF/N-F127-Ac-2-PIR, c) y d) PDF/N-F127-Ac-4-PIR.

Tamano

El tamafio de los nanogeles obtenidos en disolucién se midié mediante DLS. No
obstante, se midieron también los diametros medios de los nanoobjetos
observados en las imagenes de TEM y SEM. En la Tabla 5.4 se recogen los
diametros estimados mediante TEM, SEM y DLS para diferentes nanogeles,
PDF/N-F127-Ac-n (n= 2, 4, 8) sin cargar, PDF/N-F127-Ac-2-red, nanogel redisuelto
después de ser liofilizado y los nanogeles cargados con rodamina B y pireno,

PDF/N-F127-Ac-n-ROD (n= 2, 4, 8) y PDF/N-F127-Ac-n-PIR (n= 2, 4, 8).
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Tabla 5.4. Diametros de diferentes nanogeles estudiados, estimados por TEM y SEM y
por DLS a 25°Cy 37 °C.

TEM? SEM?® DLS 25°C DLS 37°C
NANOGEL (nm) (nm) (nm) %S.D. (nm) £S.D.
S.D. +S.D. Polidispersidad+S.D. Polidispersidad+S.D.

b 61.9+1 5210.3

PDF/N-F127-Ac-2 95142 138+22
0.195+0.006 0.179+0.009
74.9+0.7 56.51£0.9

PDF/N-F127-Ac-4 52+16 41110
0.439+0.009 0.391+0.011
126.519.2 10210.9

PDF/N-F127-Ac-8 63131 119.8+38
0.559+0.071 0.358+0.021
62.4+t11.4 31.5+3.4

PDF/N-F127-Ac-2-redis 81.3%#36.8 69.2+28
0.543+0.069 0.197+0.051
130.2+1.5 123.3+1.8

PDF/N-F127-Ac-2-ROD 82.5+44 68.2+27
0.473+0.012 0.379+0.050
89+1 72.1+8.1

PDF/N-F127-Ac-4-ROD 89.8140 59.1+30
0.423+0.012 0.439+0.117
b b 146.9+1.6 124.4+4.1

PDF/N-F127-Ac-8-ROD  145.5%31° 135.7+31
0.294+0.009 0.303+0.008
55.8+0.5 49.910.4

PDF/N-F127-Ac-2-PIR 61.2+25 64.4+13
0.182+0.005 0.188+0.02
76.1+3 63.2+1.1

PDF/N-F127-Ac-4-PIR  46.6%14.4 58.8+13.5
0.518+0.078 0.570+0.03
95.7+2.6 85.0+1.2

PDF/N-F127-Ac-8-PIR - =
0.377+0.002 0.282+0.008

® Tamafios calculados como la media de la medida de, al menos, 20 nanogeles.
® Tamafios calculados como la media de la medida de menos de 10 nanogeles.

S.D. Desviacién Estandar.

Antes de pasar a comentar los resultados encontrados es preciso tener en cuenta

que la técnica de DLS mide el didametro hidrodindamico, mientras que por SEM vy

TEM las medidas se realizan sobre muestras deshidratadas, lo que puede dar

lugar a una discordancia en los tamafos estimados del didmetro con respecto a
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los nanogeles en disolucidn, tal y como se ha observado. Ademas, en algunos de
los casos se obtienen diferencias significativas de tamafio entre lo medio por
TEM y lo medido por SEM, que pueden ser debidas a la presencia de un
recubrimiento de oro como parte de la preparacion de la muestra para SEM. Este
recubrimiento puede alcanzar un espesor suficiente que enmascara los
nanoobjetos de menor tamafio, dando lugar a medidas que pueden ser erréneas.
Finalmente, en algunas muestras de TEM y/o SEM el muestreo fue inferior a 20
nanogeles o incluso en PDF/N-F127-Ac-8-PIR no se visualizaron los nanogeles, lo

que se atribuyd al deterioro de la muestra.

Por lo anterior expuesto, y dado que el medio de aplicacion de los nanogeles es
en disolucidn, la discusidén se va a centrar en los resultados obtenidos por DLS.
Con el fin de observar la posible termosensibilidad de los nanogeles, las medidas

se realizaron a dos temperaturas, 25 °C y 37 °C.

Tal y como se observa en los datos obtenidos por DLS a 37 °C, los nanogeles
estudiados tienen didametros entre 50-100 nm, por lo que se puede decir que, en
general, su tamafio es el adecuado para su aplicacidon en transporte y liberacion

controlada de farmacos.

Del analisis de estos datos experimentales se puede comentar que mediante DLS
a 25 °C los nanogeles fotopolimerizados PDF/N-F127-Ac-n (n=2, 4, 8) muestran
un incremento del tamafio con el aumento de generacién del derivado utilizado,
lo que resulta coherente con el mayor tamafio de las moléculas al incrementar la

generacion de la estructura dendritica.

Esta técnica, ademas, corrobora que estos nanogeles PDF/N-F127-Ac-n (n=2, 4,
8) son termosensibles, observandose una disminucidn de tamano, de 10 nm para
PDF/N-F127-Ac-2, 18.4 nm para PDF/N-F127-Ac-4 y 24.5 nm para PDF/N-F127-

Ac-8, con el aumento de la temperatura, de 25 °C a 37 °C.

En cuanto a los nanogeles PDF/F127-Ac-2-redisuelto (nanogeles redisueltos en

agua tras su liofilizacion), se comprueba la recuperacién del tamano inicial, como
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demuestran los valores de DLS a 25 °C. Asi mismo, se comprobd que la
termosensibilidad se mantiene tras el proceso de liofilizacion y redisolucién, si
bien varia en mayor medida tras la redisoluciéon, mostrando menor tamafio las

particulas a 37 °C

Del analisis de los resultados obtenidos con los nanogeles cargados, se puede
comentar que en el caso de los nanogeles cargados con rodamina B se produjo
un aumento del tamafio con respecto a los nanogeles no cargados, siendo la
variacion de tamano de 68.3 nm para PDF/N-F127-Ac-2-ROD, de 14 nm para
PDF/N-F127-Ac-4-ROD y de 20.4 nm para PDF/N-F127-Ac-8 (medidas a 25 °C). El
incremento mas significativo de tamafio, que se produce para los nanogeles
PDF/N-F127-Ac-2-ROD, puede atribuirse a una estructura externa del nanogel
menos rigida debido a la menor cantidad de grupos acrilato presentes, lo que

permite una mayor deformacién del nanogel para alojar la rodamina B.

A diferencia de lo observado en la encapsulacion de la molécula hidréfila, la
encapsulacién de pireno no produjo aumento de tamafio con respecto a los

nanogeles sin cargar.

Al igual que en los otros casos estudiados, los nanogeles cargados mantienen su
comportamiento termosensible como se deduce de los tamafios determinados
por DLS, a las dos temperaturas (Tabla 5.4). Las variaciones de tamafio coinciden

con las observadas en los nanogeles sin cargar.
5.4.- ENSAYOS CELULARES

Los ensayos celulares con estos materiales han consistido en el estudio de su
toxicidad, evaluando la viabilidad celular, asi como ensayos preliminares de
internalizacién celular. Ambos tipos de estudios han sido realizados en
colaboracién con la Dra. Pilar Martin Duque, investigadora ARAID, y Rebeca

Gonzdlez, en el CIBA (Centro de Investigaciones Biomédicas de Aragdn, IACS).
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5.4.1.- Viabilidad celular

La citotoxicidad de los nanogeles se determiné mediante ensayos de viabilidad
celular, utilizando dos lineas celulares: MSC (células mesenquimales de ratén) y

Hela (células cancerigenas, Homo Sapiens Cervix Adenocarcinoma).

Con el material PDF/N-F127-Ac-2 se ensayaron tres concentraciones, 0.25, 0.5 y
1 mg/mL, preparando estas muestras por disolucién directa del material
liofilizado en medio de cultivo DMEM F12 para células MSC y DMEM high glucose

para células Hela, a la concentracién deseada.

Debido a la imposibilidad de redisolucién tras la liofilizacién, los ensayos
celulares con PDF/N-F127-Ac-4 y PDF/N-F127-Ac-8 se realizaron con las
disoluciones que se obtienen tras el proceso de fotopolimerizacién, didlisis y
filtracion tal y como se ha explicado en el apartado 5.1.3. (ver Tabla 5.2). Esto
implica que las muestras se obtienen disueltas en agua destilada. Para los
ensayos de toxicidad, se ajusté la concentracidn por adicién de medio de cultivo

DMEM F12 para células MSC y DMEM high glucose para células Hela.

En el caso de PDF/N-F127-Ac-4 (con una concentracion en agua destilada de 0.54
mg/ml) los ensayos de viabilidad celular sélo se realizaron a una concentracién
de 0.25 mg/ml. Por el contrario, con PDF/N-F127-Ac-8 (con una concentracion en
agua destilada de 1.9 mg/ml) se ensayaron a las tres concentraciones, 0.25, 0.5y

1 mg/ml.

Los protocolos de trabajo seguidos para la preparacion de las células,
preparacion de las disoluciones de nanogeles y preparaciéon de los ensayos de
viabilidad celular se describen con detalle en el apartado 6.2./., de la Parte
Experimental. Los estudios de viabilidad celular se realizaron utilizando el

método Alamar Blue, que se describe en el Anexo Ill.

En la Figura 5.17 se muestran los resultados de viabilidad celular obtenidos para

los tres tipos de nanogeles estudiados con las dos lineas celulares.
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Figura 5.17. Viabilidad celular de los nanogeles PDF/N-F127-Ac-2, PDF/N-F127-Ac-4 y
PDF/N-F127-Ac-8, a concentraciones 0.25 mg/mL (ay b), 0.5 mg/mL (cy d) y 1 mg/mL
(e y f), en cultivos con células Hela (columna de la izquierda) y con células MSC

(columna de la derecha).

Para células Hela, los nanogeles PDF/N-F127-Ac-4 y PDF/N-F127-Ac-8 son menos

citotéxicos a concentracion 0.25 mg/ml tras 72 horas de ensayo que los

nanogeles PDF/N-F127-Ac-2. Cabe destacar, que los nanogeles PDF/N-F127-Ac-8
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presentan tras 72 horas a concentracion 1 mg/ml, los mejores niveles de

viabilidad celular (superior al 50%) para este tipo de células.

De forma general, los nanogeles resultaron significativamente mds téxicos con
MSC. Los porcentajes de supervivencia celular disminuyen a niveles inferiores al
30% con el paso del tiempo y el incremento de la concentracion. Si bien, se
repite el hecho de que PDF/N-F127-Ac-8 es, en general, menos téxico que

PDF/N-F127-Ac-2, especialmente a concentraciones inferiores a 1 mg/mL.

Por otra parte, con el fin de poder comparar nuestros resultados con analogos
descritos en la literatura, decir que los Unicos valores de viabilidad celular
comparables, han sido descritos para PDF/N-F127-Ac-2. Estos nanogeles a una
concentracién de 1 mg/mL, tras 24 horas de ensayo, con cultivos con células

7
% Estos resultados

tumorales SCC7, mostraron viabilidades préximas al 100%.
reflejan la clara influencia del tipo de célula utilizada para la realizacion de los

ensayos en el valor de la viabilidad celular.

5.4.2.- Ensayos de internalizacion

Con el fin de analizar la capacidad de estos nanogeles de acceder al interior de
las células, se han realizado también ensayos de internalizacion celular,
utilizando para el marcaje de los nanogeles rodamina B y una molécula derivada

de la misma, tal y como se discute en los siguientes subapartados.
Estudios de internalizacion de nanogeles cargados con rodamina B

Este tipo de ensayo consiste en el estudio del proceso de entrada de los
nanogeles en el interior de células. Para la realizacion de estos estudios se
utilizaron células tumorales Hela, que se incubaron durante 4 horas junto con
disoluciones en agua destilada de los nanogeles cargados con rodamina B, a las
gue previamente se ajusto la concentracion por adicion de medio de cultivo high

glucose. Se han utilizado nanogeles cargados con rodamina B con el fin de
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visualizar la localizacion de los nanogeles con respecto de las células mediante

microscopia confocal de fluorescencia.

Para estos estudios, los filamentos de actina del citoesqueleto de las células se
marcaron utilizando el fluoréforo verde Alexa fluor 488, y el nucleo se tifid
utilizando el fluoréforo azul DAPI. Esta tincidn permite distinguirlos de los
nanogeles cargados que se observaron de color rosa, caracteristico de la
rodamina B. El procedimiento de preparacién, incubacién de las células con la
disolucion de nanogel cargado con rodamina B y marcaje de las células se

describe en el apartado 6.2./., de la Parte Experimental.

En la Tabla 5.5 se recogen las caracteristicas generales relativas a los ensayos de
internalizacién realizados. En la primera y la segunda columna se incluyen la
concentracion de nanogel y la cantidad de rodamina B encapsulada por
miligramo de nanogel en la disolucién inicial de nanogeles, respectivamente. La
tercera columna recoge la concentracion final de nanogel utilizada en los
ensayos de internalizacion tras ajustar la concentracion por adicion de DMEM
high glucose, hasta un volumen total de 500 pL. La cuarta columna corresponde

a la cantidad total de rodamina B encapsulada presente en el ensayo.

Tabla 5.5. Concentracion de nanogeles y cantidad de rodamina B utilizada en los
ensayos de internalizacion.

ug ROD
C.dis? C.Int" ug ROD ©
NANOGEL encap./mg
(mg/mL) .(mg/mL) encap.

nanogel
PDF/N-F127-Ac-2-ROD 1.0%* 56.9 0.8 23
PDF/N-F127-Ac-4-ROD 0.54 68.9 0.5 17
0.675 23

PDF/N-F127-Ac-8-ROD 1.90 71.1

1.35 48

® Concentracidn de nanogel en la disolucidn inicial, en agua destilada

® Concentracion de nanogel en el ensayo de internalizacion.

° ug de rodamina B encapsulados presentes en un volumen de 500 pL utilizados en el
ensayo de internalizacion.

*Concentracion obtenida por redisolucion de nanogeles liofilizados en agua destilada.
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La concentracién final de rodamina B del nanogel PDF/N-F127-Ac-4-ROD estuvo
limitada por la baja concentracion de nanogel obtenida tras la preparacién y
tratamiento de los nanogeles, proporcionando disoluciones con menor

contenido de nanogeles y rodamina B encapsulada.

En la Figura 5.18 se recogen las imagenes de microscopia confocal de
fluorescencia de los diferentes nanogeles estudiados: PDF/N-F127-Ac-2-ROD (23
ug), PDF/N-F127-Ac-4-ROD (17 pg) y PDF/N-F127-Ac-8-ROD (23 pg). En la parte
superior de dicha figura se muestran los controles realizados incubando células
Hela con rodamina B en forma libre, en la misma cantidad de rodamina B que la
encapsulada en los nanogeles (17 y 23 ug). Como control, las imagenes (a) y (b)
muestran la internalizaciéon de rodamina B, la cual entra en las células
localizdndose en el citoesqueleto de estas. Es sabido que la internalizacion de
moléculas de pequefio tamafio se produce por mecanismos de difusion no
energéticos, producidos por la simple presencia de un gradiente de

concentracion.™®*

En el caso de la rodamina B encapsulada en los nanogeles PDF/N-F127-Ac-2-ROD
y PDF/N-F127-Ac-8-ROD (Figura 5.18 (c) y (e) respectivamente) también se
observé internalizacién de rodamina B en las células. En este caso, y debido al
tamafio que presentan los nanogeles cargados con rodamina B, cabe esperar un

3% Un caso particular es el observado

proceso de internalizacidn por endocitosis.
con PDF/N-F127-Ac-4-ROD (Figura 5.18 (d)), detectandose la ruptura del
citoesqueleto, probablemente debido a la baja concentracién de medio de
cultivo presente en el ensayo, que da lugar a una disolucion hipotdnica y la
consiguiente explosién de las paredes celulares. Con estos ensayos cualitativos
realizados es dificil percibir el grado de internalizacion de los nanogeles con

rodamina B con respecto a los controles asi como diferenciar si la rodamina B se

libera antes de entrar en la célula, a la que entra por difusién.

134 Alberts, B., Johnson, A., Lewis, J., Raff, M., Roberts, K., Walter, P., Molecular Biology

of the Cell, 4th edition, Garland Science, New York. 2002.
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CONTROL 37°C ROD (23 pg) CONTROL 37°C ROD (17 pg)

S\

PDF/N-F127-Ac-8-ROD 37°C (23 pg)

Figura 5.18. Imagenes de microscopia confocal de los ensayos de internalizacion celular,
tras 4 horas de incubacion. Ensayos de control con rodamina B libre a 37 °C: a)23 pgy b)
17 pg. Ensayos con rodamina B encapsulada: ¢) PDF/N-F127-Ac-2-ROD, d) PDF/N-F127-
Ac-4-ROD y e) PDF/N-F127-Ac-8-ROD. En azul: nucleo celular, en verde: actina del
citoesqueleto, en rojo: rodamina B. La escala corresponde a 20 um.
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Para intentar dilucidar el grado de internalizaciéon de los nanogeles, se
plantearon ensayos a dos temperaturas, 4 °C y 37 °C, con nanogeles PDF/N-
F127-Ac-8-ROD. Para estos ensayos se utilizd una mayor concentracion de
nanogel y por tanto una mayor cantidad de rodamina B cargada, 48 ug, con el
objetivo de conseguir una mayor intensidad de fluorescencia que la observada
para ensayos realizados a menor concentracion. La seleccion de la temperatura
de 4 °C responde a que los procesos de internalizacion que requieren gasto
energético, como es la endocitosis, se encuentran inhibidos a esta temperatura,
lo que deberia impedir por tanto la internalizacion de nanogeles cargados con
rodamina B, que se internaliza por este mecanismo. Sin embargo, la difusion de
rodamina B libre no se veria inhibida al tratarse de un proceso sin coste

energético para la célula.

En la Figura 5.19 se muestran los ensayos de controles y los de internalizacién

realizados a las dos temperaturas de trabajo.

En ambos controles se detecta la internalizacién de rodamina B en su forma libre
debida a procesos de difusion (imagenes (a) y (b)). Como se ha observado y
comentado anteriormente, a 37 °C de nuevo se produce la internalizacion de los
nanogeles (imagen (c)), siendo dificil percibir el grado de internalizacion con
respecto al control. A 4 °C se observa un aumento de la fluorescencia en el
interior de las células (imagen (d)) con respecto al ensayo andlogo realizado a 37
oC (imagen (c)). Considerando que la rodamina B encapsulada en los nanogeles
no puede internalizarse porque a 4 °C se produce la inhibicion de la endocitosis,
el aumento de fluorescencia debe corresponder a rodamina B libre internalizada
por un proceso de difusion. Por ello, estos resultados parecen indicar que debido
a la termosensibilidad que presentan los nanogeles, éstos experimentan un
aumento de tamaiio con la disminucidn de la temperatura, lo que produce la
liberacion al medio de la rodamina B encapsulada, creando asi un gradiente de
concentracion responsable de la internalizacion de la rodamina B en su forma

libre por un proceso de difusién. Esta circunstancia hace que este experimento
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no sea el mas adecuado para estudiar el grado de internalizacion de los

nanogeles.

CONTROL 37°C ROD (48 pg) CONTROL 4°C ROD (48 pug)

PDF/N-F127-Ac-8-ROD 37°C (48 pug) PDF/N-F127-Ac-8-ROD 4°C (48 ug)

Figura 5.19. Imagenes de microscopia confocal de los ensayos de internalizacién celular,
tras 4 horas de incubacién. Ensayos de control con rodamina B libre: a) 48 pg, 37 °Cy b)
48 ug, 4 °C. Ensayos con rodamina B encapsulada: ¢) PDF/N-F127-Ac-8-ROD a 37 °C, d)
PDF/N-F127-Ac-8-ROD a 4 °C. En azul: nucleo celular, en verde: actina del citoesqueleto,
en rojo: rodamina B. La escala corresponde a 20 pum.

Con el fin de modificar la rapida liberacién de la rodamina B a 4 °C al medio de
ensayo, debido fundamentalmente a su elevada solubilidad en agua, se pensd en
un modelo mas adecuado que permitiera comprobar la encapsulacién y los
procesos de internalizaciéon por endocitosis de los nanogeles cargados, modelo

que se explica a continuacion.
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Estudios de internalizacion de nanogeles cargados con Rodamina-EST

(rodamina- acido estearico)

Para asegurar una mayor retencion de la rodamina en el interior del nanogel y
disminuir su rapida liberacion se planted la sintesis de una molécula fluorescente
derivada de rodamina B de caracter anfifilo, que permita inducir interacciones no

covalentes hidréfobas con el nanogel asi como modificar su solubilidad en agua.

Con este fin se disefié una molécula funcionalizada con un dendrén de bis-MPA
de primera generacidn con cadenas terminales de acido estearico (Rodamina-
EST), cuya estructura se muestra en la Figura 5.20. Esta molécula, que ha sido
sintetizada y utilizada en el grupo de investigacién, ha demostrado una mayor
capacidad de internalizacion en las células por difusién en su forma libre que la

rodamina B, lo que puede facilitar estudios comparativos cualitativos.

@)
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Figura 5.20. Estructura quimica de la rodamina-EST que se caracteriza por su caracter
anfifilo.

El procedimiento de encapsulacion de la rodamina-EST en el interior de los
nanogeles fue similar al utilizado para la encapsulacion de rodamina B, descrito
en el apartado 6.2.k., de la Parte Experimental, aunque eliminando la etapa de
purificacion por dialisis, dado que la molécula es poco soluble en agua. De esta
forma se considerd que toda la molécula adicionada queda encapsulada en el

interior de los nanogeles.

228



Capitulo 5

Para la incubacién de las células Hela con los nanogeles cargados con rodamina-
EST y la tincidn de las células con Alexa fluor 488 y DAPI se procedié conforme al

procedimiento descrito en el apartado 6.2./., de la Parte Experimental.

En la Tabla 5.6 se muestra la concentracién de nanogel y rodamina-EST
encapsulada en la disolucién inicial, asi como la concentracidon final de nanogel
utilizada en los ensayos de internalizacién, obtenida tras el ajuste de la
concentacién por adicion de DMEM high glucose, asi como la cantidad de
rodamina-EST presente. De nuevo, los ensayos con los nanogeles de F127-Ac-4
estuvieron limitados por la baja concentracion de estos en disolucidn,

ensayandose a una concentracion mas baja que el resto de nanogeles.

Tabla 5.6. Concentracidn de nanogeles y cantidad de rodamina-EST utilizada en los
ensayos de internalizacidn.

ug ROD-EST }
C. dis.? C.int png ROD-EST
NANOGEL encap./mg
(mg/mL) (mg/mL) encap.
nanogel
PDF/N-F127-Ac-2- ROD-EST 1.0%* 150 0.64 50
PDF/N-F127-Ac-4- ROD-EST 0.54 150 0.32 25
PDF/N-F127-Ac-8- ROD-EST 1.90 150 0.64 50

® Concentracidn de nanogel en la disolucion inicial, en agua destilada.

® Concentracién de nanogel en el ensayo de internalizacion.

° ug de rodamina-EST encapsulados presentes en un volumen de 500 plL utilizados en el
ensayo de internalizacion.

*Concentracion obtenida por redisolucion de nanogeles liofilizados en agua destilada.

Los resultados de estos estudios se muestran en dos secuencias de imagenes
(Figuras 5.21 y 5.22), correspondientes a dos cantidades diferentes de rodamina-
EST encapsulada, 50 pg en el caso de los ensayos con PDF/N-F127-Ac-2-ROD-EST
y PDF/N-F127-Ac-8-ROD-EST y 25 pg para PDF/N-F127-Ac-4-ROD-EST. Para
facilitar la comparacion de los resultados se incluyen también los

correspondientes ensayos de control. Con el fin de analizar el efecto de la
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temperatura en el proceso de internalizacidn, de nuevo se ha trabajado a 37 °Cy

4 °C.

En la Figura 5.21 (a) y (b) se muestras las imagenes de control obtenidas con una
cantidad de rodamina-EST de 50 pg, a las dos temperaturas, 4 °C y 37 °C
respectivamente. Como se puede observar, la internalizacién de rodamina-EST

libre es independiente de la temperatura.

Sin embargo, no ocurre lo mismo cuando esta molécula estd encapsulada en
nanogeles. La internalizacion de los nanogeles PDF/N-F127-Ac-2-ROD-EST se
produce a 37 °C (Figura 5.21 (c)) de forma mas lenta que la internalizacion de la
molécula libre (Figura 5.21 (a)), como se deduce de la menor intensidad de la
fluorescencia debida a la internalizacion de nanogeles cargados con rodamina-
EST. En cambio, a 4 °C (Figura 5.21 (d)), con los procesos de endocitosis
inhibidos, no se observa fluorescencia en el interior de las células, confirmando
gue los nanogeles entran a la célula por endocitosis y que la rodamina-EST no se
libera al medio de ensayo, encontrandose efectivamente encapsulada en el

interior de los nanogeles.

La internalizacion de los nanogeles PDF/N-F127-Ac-8-ROD-EST a 37 °C (Figura
5.21 (e)) y a 4 °C (Figura 5.21 (f)) present6 el mismo comportamiento que los
nanogeles PDF/N-F127-Ac-2-ROD-EST, siendo la diferencia de fluorescencia a las
dos temperaturas de trabajo menos significativas que en este caso. La menor
intensidad de fluorescencia observada en la imagen (e) con respecto a la imagen
(c) se puede atribuir a que la internalizacion de PDF/N-F127-Ac-8-ROD-EST a
37 °C se produce de forma mas lenta que los PDF/N-F127-Ac-2-ROD-EST a la

misma temperatura.

Ademds el uso de rodamina-EST hace que el cambio de tamafio que
experimentan los nanogeles al disminuir la temperatura a 4 °C no produzca la
liberacion de esta al medio (Figura 5.21, imagenes (d) y (f)), a diferencia de lo

ocurrido con la rodamina B (Figura 5.19, imagen (d)).
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PDF/N-F127-Ac-2-ROD-EST 37 °C (50 pg)

PDF/N-F127-Ac-8-ROD-EST 37 °C (50 pg) PDF/N-F127-Ac-8-ROD-EST 4 °C (50 pg)

Figura 5.21. Imagenes de microscopia confocal de los ensayos de internalizacion celular,
tras 4 horas de incubacion. Ensayos de control con rodamina-EST libre: a)50 pg, 37 °C, b)
50 ug, 4 °C; Ensayos con rodamina-EST encapsulada: c) PDF/N-F127-Ac-2-ROD-EST a
37 °C, d) PDF/N-F127-Ac-2-ROD-EST a 4 °C. c) PDF/N-F127-Ac-8-ROD-EST a 37 °C, d)
PDF/N-F127-Ac-8-ROD-EST a 4 °C. En azul: nucleo celular, en verde: actina del
citoesqueleto, en rojo: rodamina-EST. La escala corresponde a 20 um.
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En la Figura 5.22 se muestran los resultados de internalizacion observados para
los ensayos con nanogeles PDF/N-F127-Ac-4-ROD-EST, con sus correspondientes
controles. A diferencia de lo observado con los otros dos tipos de nanogeles
ensayados se visualiza un aumento de la intensidad de fluorescencia a baja
temperatura, con respecto a los mismos ensayos realizados a 37 °C. Estos
nanogeles, a 4 °C, producen la liberacion de la rodamina-EST encapsulada lo que
permite la internalizacion de la molécula por procesos de difusién. Todavia
qgueda por resolver la diferencia de comportamiento de estos nanogeles con

respecto a los otros dos.

CONTROL 37 °C ROD-EST (25 pg) CONTROL 4 °C ROD-EST (25 pg)

PDF/N-F127-Ac-4-ROD-EST 37 °C (25 pg) PDF/N-F127-Ac-4-ROD-EST 4 °C (25 pg)

Figura 5.22. Imagenes de microscopia confocal de los ensayos de internalizacién celular,
tras 4 horas de incubacidn. Ensayos de control con rodamina-EST libre: a) 25 pg, 37 °C, b)
25 ug 4 °C. Ensayos con rodamina-EST encapsulada: c) PDF/N-F127-Ac-4-ROD-EST a
37 °C, d) PDF/N-F127-Ac-4-ROD-EST a 4 °C. En azul: nucleo celular, en verde: actina del
citoesqueleto, en rojo: rodamina-EST. La escala corresponde a 20 pum.
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A modo de resumen, en la Tabla 5.7 se recogen los ensayos de internalizacion

celular realizados y sus resultados.

Tabla 5.7. Resumen de ensayos de internalizacidn realizados en células Hela.

Nanogel Carga 37°C| 4°C Internalizacion

- ROD (17 y 23 ug) + + (por difusién)

- ROD (48 pg) + + (por difusién)

- ROD (48 pg) + + (por difusién)
PDF/N-F127-Ac-2- ROD ROD (23 pg) + +
PDF/N-F127-Ac-4- ROD ROD (17 pg) + Rotura de células
PDF/N-F127-Ac-8- ROD ROD (23 pg) + +
PDF/N-F127-Ac-8- ROD ROD (48 pg) + +
PDF/N-F127-Ac-8- ROD ROD (48 pg) + + (por difusion)

- ROD-EST (50 pg) + + (por difusion)

- ROD-EST (50 pg) + + (por difusion)

- ROD-EST (25 pg) + + (por difusion)

- ROD-EST (25 pg) + + (por difusion)
PDF/N-F127-Ac-2- ROD-EST ROD-EST (50 pg) + + (mas lenta que libre)
PDF/N-F127-Ac-2- ROD-EST ROD-EST (50 pg) + - (endocitosis inhibida)
PDF/N-F127-Ac-8- ROD-EST ROD-EST (50 pg) + + (mas lenta que libre)
PDF/N-F127-Ac-8- ROD-EST ROD-EST (50 pg) + - (endocitosis inhibida)
PDF/N-F127-Ac-4- ROD-EST | ROD-EST (25 pg) + +
PDF/N-F127-Ac-4- ROD-EST | ROD-EST (25 pg) + + (por difusion)

Ensayo de internalizacidn positivo: ensayo que presenta fluorescencia en el interior de
la célula debida a la presencia de fluoréforo (rodamina B o rodamina-EST), en su forma
libre o encapsulada en el nanogel.

Ensayos cualitativos preliminares han demostrado que estos nanogeles se

internalizan de forma efectiva en el interior de la célula. Sin embargo, son

necesarios mas ensayos de

internalizacion,

incluyendo ensayos de tipo

cuantitativo y ensayos en funcidn del tiempo se incubacién de las células con los

nanogeles. Estos estudios permitiran confirmar la viabilidad de estos materiales
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como transportadores de farmacos y explicar el distinto comportamiento
observado para cada uno de los nanogeles estudiados, investigacion que se

plantea como un objetivo futuro.

Los resultados de internalizacidon y de encapsulacién de moléculas permitiran el
uso de los nanogeles como sistemas de encapsulaciéon de farmacos hidréfobos,
como la Camptotecina, farmaco con baja solubilidad en agua y elevada
citotoxicidad en su forma libre, activo contra la hepatitis. Asi mismo, se
comprobard la efectividad y toxicidad de los nanogeles cargados con
Camptotecina al producirse la internalizacidon celular, en comparacién con el
farmaco libre. Dichos experimentos se realizaran en colaboracion con Olga Abian
del Instituto Universitario de Investigacion de Biocomputacidon y Fisica de

Sistemas Complejos (BIFI), perteneciente al IACS.
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Capitulo 6

En este capitulo se incluyen todos aquellos aspectos relacionados con el trabajo

experimental desarrollado para esta tesis doctoral.
Para ello se han considerado los siguientes apartados:

- Sintesis y caracterizacion de los compuestos:

Apartado en el que se describen los procedimientos experimentales que han
permitido obtener los diferentes compuestos, asi como los datos relativos a su
caracterizacion quimica.

La nomenclatura y numeracidon que identifica cada compuesto es la utilizada en

los esquemas sintéticos y texto incluidos en los Capitulos 3 y 4.

- Protocolos de trabajo:
Apartado en el que se recogen los diferentes procedimientos experimentales
puestos a punto, estandarizados y desarrollados para la preparacién o

caracterizacién de los diferentes materiales.

- Materiales y técnicas experimentales.
Apartado en el que se incluyen los materiales, técnicas y equipos utilizados en la

preparacion y caracterizacion de los distintos materiales.
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6.1.- SINTESIS Y CARACTERIZACION DE LOS COMPUESTOS

Compuesto F127-Ac-2 [1]

Descrito por Tirelli et al., Macromolecular Chemistry and Physics 2002, 203 (10-
11), 1466-1472. (Referencia 101c).

0]

) ) G D C
NN (0] B O 0
A

En un matraz se pesa Pluronic F127® (10 g, 0.79 mmol) secado previamente a
vacio y se disuelve en 20 mL de diclorometano seco. Una vez disuelto el polimero
se anade trietilamina (0.97 mL, 6.99 mmol) gota a gota bajo atmdsfera de argén.
El matraz de reaccidon de introduce en un bafio de hielo y se afiade muy
lentamente, gota o gota cloruro de acriloilo (0.54 mL, 6.35 mmol). La mezcla de
reacciéon se mantiene a temperatura ambiente, bajo atmdsfera de argén y en
oscuridad durante toda la noche. Transcurrido este tiempo se filtra el crudo de
reaccion sobre alimina neutra para la eliminacion del subproducto hidrocloruro
de trietilamonio. Al filtrado se le afiade Na,COs; anhidro y se mantiene con
agitacion en oscuridad durante 2 horas. El sélido se filtra por gravedad vy el
filtrado se concentra en el rotavapor. A continuacién la mezcla se vierte sobre un
litro de dietil éter frio. El sélido que precipita se deja decantar durante una noche
en el frigorifico, y el precipitado se filtra y se lava con dietil éter frio,

obteniéndose un sdlido blanco. Rto: 67-78 %.

"H-RMN (400 MHz, CDCl3): & (ppm): 1.13 (m, 201H, A), 3.37-3.82 (m, ~1100H, B,
C, D, E, F), 431 (m, 4H, G), 5.83 (dd, J;s=10.4 Hz, Jeem=1.6 Hz, 2H, J), 6.15 (dd,
Jtrans=17.2 Hz, J;;s=10.4 Hz, 2H, 1), 6.42 (dd, Jirans=17.2 Hz, J4em=1.6 Hz, 2H, J).
3C-RMN (125 MHz, CDCls): & (ppm): 17.3-17.4 (A), 63.6 (G), 68.4-69.1 (F), 70.5
(D, E), 72.9- 73.3 (C), 75.1- 75.3- 75.5 (B), 128.2 (1), 130.9 (J), 166.1 (H).

FT-IR (cm™, neto, pelicula delgada sobre NaCl): 2882 (C-H st), 1724 (C=0), 1114
(C-0-C).

MS (MALDI+): maximos a m/z 5201.1y 13449.6.
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ANALISIS ELEMENTAL para Cgos Hizoo Oaz6s, calculado: C, 56.94; H, 9.44.,
experimental: C, 56.44; H, 9.47.

Compuesto [2]

Descrito por Hult et al., Macromolecules 1998, 31 (13), 4061-4068. (Referencia
63).

A 0 (0]
o ¢C

En un matraz se disuelve acido 2,2-bis(hidroximetil)propidnico (10 g, 74.5 mmol),
2,2-dimetoxipropano (13.8 mlL, 112 mmol) y 4cido p-toluensulfénico
monohidrato (0.7 g, 3.7 mmol) en 50 mL de acetona seca. La mezcla de reaccién
se agita durante 2 horas en atmosfera de argén a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo se adiciona a la mezcla de reaccién 1 mL de una mezcla
amoniaco/etanol 1.1 (v/v). A continuacién se elimina el disolvente en rotavapor y
el residuo blanco se redisuelve en 250 mL de diclorometano. La fase orgdnica se
extrae con 20 mL de agua (x2), se seca con MgSQO,, se filtra y evapora a

sequedad. El producto se obtiene como un sdlido blanco. 10.3 g. Rto.: 79 %.

"H-RMN (400 MHz, CDCl3): & (ppm): 1.21 (s, 3H, D), 1.42 (s, 3H, A), 1.45 (s, 3H,
A’), 3.68 (d, J=12 Hz, 2H, C), 4.18 (d, J=12 Hz, 2H, C').

13C.RMN (100 MHz, CDCl5): & (ppm): 18.4 (D), 21.8 (A), 25.3 (A"), 41.7 (E), 65.9 (C,
C’), 98.3 (B), 180.0 (F).

FT-IR (cm™, KBr): 3142 (COO-H st), 2995-2891 (C-H st), 1723 (C=0).

MS (ESI+) para CgH140., calculado: 174.09, experimental: (M+Na®) 196.9.

240



Capitulo 6

Compuesto [3]
Descrito por Hult et al., Macromolecules 1998, 31 (13), 4061-4068. (Referencia

63).

I‘AO Q E . G

HO ¢, C’ |
En un matraz se disuelve acido 2,2-bis(hidroximetil)propionico (18 g, 134 mmol)
y KOH (8.6 g, 154 mmol) en 100 mL de dimetilformamida seca. La reaccion se
mantiene a 100 °C durante una hora. Transcurrido este tiempo se adiciona
bromuro de bencilo (19 mL, 162 mmol). La mezcla de reaccion se mantiene
durante 15 horas a 100 °C. El crudo de reaccion se evapora en el rotavapor y se
redisuelve en 300 mL de diclorometano. A continuacidn se extrae con 50 mL de
agua (x2), se seca la fase organica con MgSQ,, se filtra y el disolvente se evapora
en el rotavapor. El aceite amarillo obtenido se cristaliza en una mezcla
diclorometano/hexano 1:1 (v/v). El producto se obtiene como un sdlido blanco.

Rto.: 43-54 %.

'H-RMN (400 MHz, CDCls): & (ppm): 1.08 (s, 3H, A), 3.74 (d, J=12 Hz, 2H, C), 3.94
(d, J=12 Hz, 2H, C’), 5.21 (S, 2H, E), 7.36 (M, 5H, G, H, 1).

3C-.RMN (100 MHz, CDCl3): & (ppm): 17.2 (A), 49.3 (B), 66.7 (C, C’), 68.4 (E), 127.9
(G), 128.4 (1), 128.7 (H), 175.8 (D).

IR (cm™, nujol): 3351.6 (OH), 2923.2-2853.2 (C-H st), 1701.3 (C=0 st).

MS (MALDI+) para C;;H1604, calculado: 224.2, experimental: (M+Na®) 246.8.
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Compuesto [4]

Descrito por Hult et al., Macromolecules 1998, 31 (13), 4061-4068. (Referencia
63).

En un matraz se disuelven [2] (10 g, 57.4 mmol), [3] (6.1 g, 27.4 mmol) y DPTS
(3.2 g, 10.9 mmol) en 90 mL de diclorometano seco. La mezcla de reaccién se
enfra a 0 °C y se purga con argdén. A continuacion se afiade
N,N’-dicicliohexilcarbodimida (DCC) (14.3 g, 69.1 mmol) previamente disuelta en
diclorometano. La mezcla de reaccién se mantiene a temperatura ambiente y en
atmdsfera de argdn durante una noche. El precipitado de N,N’-diciclohexilurea
(DCU) formado se filtra y el filtrado se evapora en el rotavapor para obtener un
aceite amarillo. El crudo se purifica por cromatografia en columna eluyendo
inicialmente con hexano e incrementando gradualmente la polaridad del
disolvente de elucidn hasta hexano/acetato de etilo 60:40. El producto se

obtiene en forma de aceite amarillento viscoso. 10.2 g. Rto.: 70 %.

'H-RMN (300 MHz, CDCl3): 6 (ppm): 1.09 (s, 3H, D), 1.30 (s, 3H, H), 1.34 (s, 3H, A),
1.41 (s, 3H, A’), 3.58 (d, /=12 Hz, 4H, C), 4.11 (d, J=12 Hz, 4H, C’), 4.34 (s, 4H, G),
5.16 (s, 2H, K), 7.34 (m, 5H, M, N, O).

3C-RMN (100 MHz, CDCl3): & (ppm): 17.6 (H), 18.4 (D), 22.2 (A), 24.9 (A’), 42.0
(E), 46.8 (), 65.3 (C, C'), 65.9 (G), 66.9 (K), 98.0 (B), 128.1 (M), 128.3 (0), 128.5
(N), 135.4 (L), 172.3 (J), 173.4 (F).

FT-IR (cm™, puro): 2991.4-2876.7 (C-H st), 1737 (C=0 st).

MS (MALDI+) para C9H4301, calculado: 536.6, experimental: (M+Na®) 559.2.
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Compuesto [5]
Descrito por Hult et al., Macromolecules 1998, 31 (13), 4061-4068. (Referencia

63).

o” CC

En un matraz se disuelve [4] (4 g, 7.5 mmol) en 40 mL de acetato de etilo y se
afiade un 10 % en peso de Pd/C. Se realizan 3 ciclos vacio-argén y la mezcla de
reaccion se deja en atmédsfera de hidrégeno durante 4 horas a temperatura
ambiente. El crudo se filtra sobre Celite® para eliminar el Pd/C. El producto se
obtiene como un sélido blanco tras la evaporacion del disolvente. 2.8 g. Rto.: 83

%.

'H-RMN (300 MHz, CDCl5): & (ppm): 1.15 (s, 3H, D), 1.31 (s, 3H, H), 1.35 (s, 3H, A),
1.41 (s, 3H, A"), 3.62 (d, /=12 Hz, 4H, C), 4.16 (d, J=12 Hz, 4H, C’), 4.33 (s, 4H, G).
FT-IR (cm™, neto, pelicula delgada sobre NaCl): 3180 (COO-H st), 2988-2884 (C-H
st), 1731 (C=0).

Compuesto [6]
Descrito por Fréchet et al., JACS 2001, 123 (25), 5908-5917. (Referencia 62).

B
A c
o_ O
D
O FF

En un matraz se adiciona acido 2,2-bis(hidroximetil)propionico (15 g, 111.8
mmol), a,a- dimetoxitolueno (25.5 mL, 166.6 mmol) y acido p-toluensulfénico
(1.05 g, 5.5 mmol) en 120 mL de acetona seca. La mezcla de reaccion se agita

durante 4 horas. Transcurrido este tiempo, se mantiene el matraz de reaccién en
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el frigorifico durante toda la noche. El sélido blanco formado se filtra y se lava

con acetona fria. Rto: 31-64 %.

'H-RMN (300 MHz, CDCl3): & (ppm): 1.11 (s, 3H, G), 3.70 (d, J=11.7 Hz, 2H, F),
4.64 (d, J=11.4 Hz, 2H, F’), 5.49 (s, 1H, E), 7.37 (m, 3H, A, B), 7.47 (m, 2H, C).
3C-RMN (75 MHz, CDCls): & (ppm): 17.7 (G), 42.1 (H), 73.4 (F), 101.9 (E), 126.2
(C), 128.3 (B), 129.0 (A), 137.5 (D), 178.8 (I).

FT-IR (cm™, KBr): 3005 (OH), 2865 (C-H st), 1702 (C=0).

MS (ESI+) para Ci,H140,, calculado: 222.24, experimental: (M+Na®) 245.
ANALISIS ELEMENTAL para Cy;H140,, calculado: C, 64.85; H, 6.35., experimental:
C, 64.39; H, 6.37.

Compuesto [7]

Descrito por Fréchet et al., JACS 2001, 123 (25), 5908-5917. (Referencia 62).

0 o)
H \ o o
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En un matraz se disuelve [6] (15.5 g., 69.7 mmol) en 100 mL de diclorometano
seco. En otro matraz se disuelve DCC (8.05 g, 39 mmol) en 40 mL de
diclorometano seco. La disolucion de DCC se afiade sobre la disolucion del
compuesto [6] y la mezcla de ambos se deja con agitacién a temperatura
ambiente durante toda la noche. El subproducto DCU formado se filtra y se lava
con un pequeno volumen de diclorometano. El filtradoo se concentra en
rotavapor y se precipita en 1 L de hexano. Tras la filtracién se obtiene [7] como
un sélido blanco. Rto.: 88-96 %.

'H-RMN (300 MHz, CDCls): & (ppm): 1.12 (s, 6H, G), 3.69 (d, J=11.6 Hz, 4H, F),
4.66 (d, J=11.7 Hz, 4H, F’), 5.47 (s, 2H, E), 7.34 (m, 6H, A, B), 7.45 (m, 4H, C).®
3C-RMN (75 MHz, CDCl3): 6 (ppm): 16.9 (G), 44.2 (H), 73.2 (F, F’), 102.1 (E), 126.3
(C), 128.2 (B), 129.1 (A), 137.6 (D), 169.1 (1).

FT-IR (cm™®, KBr): 2865 (C-H st), 1816 (C=0O st sim), 1746 (C=0 st as).

MS (MALDI+) para Cy,H,607, calculado: 426.46, experimental: 465.1 (M+K")
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ANALISIS ELEMENTAL para C24H140,4, calculado: C, 67.59; H, 6.15., experimental:
C, 66.93; H, 6.07.

Compuesto F127-Bn-2 [8]

Q 0 0 G D c (0]
M
J 0 B_o 0
P » o> (\/\Oh/ X\/\cﬁ/\/ H
N OHL FE g
67 98 5 g
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En un matraz se disuelve Pluronic F127® previamente seco (10.0 g, 0.79 mmol),

en 20 mL de diclorometano seco. Se afiade DMAP (0.12 g, 0.95 mmol) sobre la
disolucién anterior y una vez disuelto este producto se afiade [7] (2.0 g, 4.76
mmol). La mezcla de reaccién se mantiene a temperatura ambiente, bajo
atmodsfera de argdén durante 48 horas horas. Transcurrido ese tiempo se afiaden
6 mL de metanol, para la destruccién del anhidrido en exceso, y la mezcla se
mantiene bajo agitacion durante 6 horas. El crudo de reaccion se vierte sobre 1 L
de dietil éter frio. El sélido que precipita se deja decantar durante una noche en

el frigorifico, se filtra y se lava con dietil éter frio. Sélido blanco. Rto.: 88-99 %

'H-RMN (400 MHz, CDCls): & (ppm): 1.04 (s, 6H, J), 1.13 (m, 201H, A), 3.37-3.82
(m, ~1100H, B, C, D, E, F, I'), 4.35 (m, 4H, G), 4.66 (d, J=11.6 Hz, 4H, 1), 5.44 (s, 2H,
L), 7.32 (m, 6H, P, Q), 7.42 (m, 4H, N).

3C.RMN (100 MHz, CDCl3): 6 (ppm): 17.3, 17.4 (A), 17.9 (J), 42.4 (K), 64.2 (G),
68.5- 68.6-69.1 (F), 70.5 (D, E), 72.9- 73.3 (C, I, I'), 75.1- 75.3- 75.5 (B), 101.7 (L),
126.2 (N), 128.2 (Q), 128.9 (P), 137.9 (M), 173.9 (H).

FT-IR (cm™, neto, pelicula delgada sobre NaCl): 2883 (C-H st), 1737 (C=0), 1114
(C-0-C).

MS (MALDI+): maximos a m/z 5050.2 y 13297.2

ANALISIS ELEMENTAL para Cg1H12200272, calculado: C, 57.29; H, 9.38.,
experimental: C, 56.68; H, 9.55.
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Compuesto F127-OH-4 [9]

HO1 0 D ¢ OH
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En un matraz se disuelven 9.5 g (0.73 mmol) de [8] en 200 mL de acetato de
etilo. Una vez disuelto se afiade un 10 % en peso de Pd/C. A continuacion se
realizan 3 ciclos vacio-argén y se deja la mezcla de reaccidn bajo atmdsfera de
hidrogeno durante toda la noche. El Pd se filtra sobre Celite® y el filtrado se

evapora a sequedad para obtener un sélido blanco. Rto.: 96%.

'H-RMN (300 MHz, CDCls): & (ppm): 1.11 (s, 6H, J), 1.13 (m, 201H, A), 3.37-3.82
(m, ~1100H, B, C, D, E, F, 1), 4.34 (m, 4H, G).

3C-RMN (75 MHz, CDCl): 6 (ppm): 17.1 (J), 17.3- 17.4 (A), 49.5 (K), 63.2 (G), 67.3
(1), 68.7 (F), 70.5 (D, E), 72.9- 73.3 (C), 75.1- 75.3- 75.5 (B), 175.6 (H).

FT-IR (cm™, neto, pelicula delgada sobre NaCl): 3482 (OH), 2884 (C-H st), 1728
(C=0), 1112 (C-0-C).

MS (MALDI+): maximos a m/z 5213.9 y 13780.1.

ANALISIS ELEMENTAL para Ceo7H12120272, calculado: C, 56.42; H, 9.44,,
experimental: C, 56.04; H, 9.98.

Compuesto F127-Bn-4 [10]

%* e o P

En un matraz se disuelven 4 g (0.31 mmol) de [9] en 15 mL de diclorometano
seco. Una vez disuelto se afiade [7] (2.13 g, 4.99 mmol) y DMAP (122 mg, 1
mmol). La mezcla de reaccién se deja bajo atmdsfera de argdn, a temperatura

ambiente durante 3 dias. Transcurrido este tiempo se afiaden 6 mL de metanal,
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para la destruccidn del anhidrido en exceso, y la mezcla se agita durante 7 horas.
El crudo de reaccién se vierte sobre 500 mL de dietil éter frio. El precipitado
formado se filtra y lava con dietil éter frio para obtener [10]. Sdélido blanco. Rto.:

71-94 %

'H-RMN (300 MHz, CDCls): & (ppm): 0.93 (s, 12H, N), 1.13 (m, 201H, A), 1.24 (s,
6H, J), 3.37-3.82 (m, ~1100H, B, C, D, E, F, L), 4.11 (m, 4H, G), 4.37 (s, 8H, 1), 4.56
(d, J=11.5 Hz, 8H, L), 5.40 (s, 4H, P), 7.28 (m, 12H, S, T), 7.38 (m, 8H, R).

3C-RMN (75 MHz, CDCls): & (ppm): 17.3- 17.4 (A), 17.6 (N), 17.7 (J), 42.5 (K), 46.7
(M), 64.1 (G), 65.4 (1), 68.4-68.6 (F), 70.5 (D, E), 72.9- 73.3 (C, L, L'), 75.1- 75.3-
75.5 (B), 101.6 (P), 126.1 (R), 128.0 (T), 128.8 (S), 137.7 (Q), 173.1 (H).

FT-IR (cm™, neto, pelicula delgada sobre NaCl): 2883 (C-H st), 1741 (C=0), 1113
(C-0-C).

MS (MALDI+): maximos a m/z 5615.9 y 13844.4.

ANALISIS ELEMENTAL para CessH12600284, calculado: C, 57.59; H, 9.23,
experimental: C, 56.89; H, 9.74.

Compuesto F127-OH-8 [11]
Ho— © O _oH
I-Il-lé) ] ONOV\OMOMOWO OH
KJ H FE o A 6 98 o
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En un matraz se disuelve [10] (2.8 g, 0.21 mmol) en 100 mL de acetato de etilo.
Una vez disuelto se afiade un 10 % en peso de Pd/C. A continuacidn se realizan 3
ciclos vacio-argén y se deja la reaccidon bajo atmdsfera de hidréogeno durante
toda la noche. El Pd se filtra sobre Celite® y el filtrado se evapora a sequedad

para obtener un sdélido blanco. Rto.: 96% - Cuantitativo.
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'H-RMN (400 MHz, CDCl): & (ppm): 1.05 (s, 12H, N), 1.13 (m, 201H, A), 1.28 (s,
6H, J), 3.37-3.79 (m, ~1100H, B, C, D, E, F, L), 4.26-4.38 (I'q, 8H, Avy=35 Hz, J;=
11.2 Hz, I, 1), 4.26 (m, 4H, G).

3C.RMN (100 MHz, CDCls): & (ppm): 17.1 (N), 17.3- 17.4 (A), 17.9 (J), 46.4 (K),
49.7 (M), 64.3 (1), 64.9 (G), 67.3-67.4 (L), 68.5-68.8 (F), 70.5 (D, E), 72.9- 73.3 (C),
75.1- 75.3- 75.5 (B), 172.9 (H), 174.9 (H').

FT-IR (cm™, neto, pelicula delgada sobre NaCl): 3457 (OH), 2884 (C-H st), 1733
(C=0), 1113 (C-0-C).

MS (MALDI+): maximos a m/z 5286.1y 13693.8.

ANALISIS ELEMENTAL para Ce7H1244028s, calculado: C, 56.59; H, 9.36.,
experimental: C, 56.17; H, 9.98.

Compuesto F127-Ac-4 [12]
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En un matraz se disuelve [9] (2.0 g, 0.16 mmol) en 20 mL de diclorometano seco.
Se afade trietilamina (0.39 mL, 2.76 mmol) y 4-metoxifenol (200 mg) como
inhibidor de la polimerizacién. Se realizan en la mezcla de reaccion tres ciclos
vacio-argén y a continuacion la mezcla se enfria con hielo. Trancurridos 10
minutos se afiade cloruro de acriloilo (0.22 mL, 2.66 mmol), gota a gota, con
agitacidon y la mezcla de reaccidn se deja bajo atmdsfera de argdn y en oscuridad
durante 48 horas. El crudo de reaccion se filtra a través de una columna de
alimina neutra para eliminar el subproducto formado, vy el filtrado se seca con
Na,COs anhidro durante 2 horas. Transcurrido este tiempo se filtra y el filtrado se
concentra en rotavapor. A continuacion, el concentrado se precipita en 300 mL
de dietil éter frio. El producto se obtiene como un sdlido blanco tras la filtracién.

Rto.: 45-78%
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'H-RMN (300 MHz, CDCl3): & (ppm): 1.13 (m, 201H, A), 1.30 (s, 6H, J), 3.37-3.82
(m, ~1100H, B, C, D, E, F), 4.34 (I'q, 8H, v;v=7.6 Hz, J;= 11.2 Hz, |, I), 4.27 (m, 4H,
G), 5.85 (dd, J;s=10.4 Hz, J4em=1.3 Hz, 4H, N), 6.10 (dd, Jtrans=17.2 Hz, J;s=10.4 Hz,
4H, M), 6.39 (dd, Jirans=17.2 Hz, Jgem=1.3 Hz, 4H, N').

3C-RMN (75 MHz, CDCl3): & (ppm): 17.3- 17.4 (A), 17.7 (J), 46.3 (K), 65.4 (1), 68.7
(G), 70.5 (D, E, F), 72.9- 73.3 (C), 75.1- 75.3- 75.5 (B), 127.8 (M), 131.2 (N, N’),
165.4 (L), 172.5 (H).

FT-IR (cm™, neto, pelicula delgada sobre NaCl): 2869 (C-H st), 1733 (C=0), 1110
(C-0-C).

MS (MALDI+): maximos a m/z 5920.3 y 13255.4.

ANALISIS ELEMENTAL para CggH12200276, calculado: C, 56.93; H, 9.35.
experimental: C, 56.52; H, 9.73.

Compuesto F127-Ac-8 [13]
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En un matraz se disuelve [11] (1.5 g, 0.11 mmol) en 20 mL de diclorometano
seco. Se afade trietilamina (0.55 mL, 3.98 mmol) y 4-metoxifenol (200 mg) como
inhibidor de polimerizacidn. Se realizan en el medio de reaccidn tres ciclos vacio-
argon y a continuacién se enfria la mezcla con hielo. Tras 10 minutos se afade
cloruro de acriloilo (0.29 mL, 3.61 mmol), gota a gota, y con agitacion y la mezcla
de reaccién se deja bajo atmdsfera de argdn y en oscuridad durante 72 horas. El
crudo de reaccién se filtra a través de una columna de alimina neutra y el

filtrado se seca con Na,COs anhidro durante 2 horas. El filtrado se concentra en
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rotavapor y se purifica por precipitacion en 250 mL de dietil éter frio. El producto

se obtiene tras filtracion como un sdlido blanco. Rto.: 47-82 %.

'H-RMN (300 MHz, CDCls): & (ppm): 1.13 (m, 201H, A), 1.23 (s, 6H, J), 1.27 (s,
12H, N), 3.37-3.87 (m, ~1100H, B, C, D, E, F), 4.23-4.30 (m, 28H, G, |, L), 5.85 (dd,
Jeis=10.4 Hz, Jgem=1.3 Hz, 4H, Q), 6.10 (dd, Jirans=17.3 Hz, J,s=10.4 Hz, 4H, R), 6.39
(dd, Jirans=17.3 Hz, Jgem=1.3 Hz, 4H, Q).

B3C-RMN (125 MHz, CDCls): & (ppm): 17.3- 17.4 (A), 17.7 (J, N), 45.8 (K), 46.5 (M),
64.9 (G), 65.3-65.6 (I, L), 68.5-68.7 (F), 70.5 (D, E), 72.9- 73.3 (C), 75.1- 75.3- 75.5
(B), 127.7 (Q), 131.5 (R), 165.4 (P), 171.9-172.0 (H).

FT-IR (cm™, neto, pelicula delgada sobre NaCl): 2867 (C-H st), 1733 (C=0), 1109
(C-0-C).

MS (MALDI+): maximos a m/z 5761.4y 14176.6.

ANALISIS ELEMENTAL para CgsiHi2600202, calculado: C, 56.90; H, 9.18.,
experimental: C, 56.48; H, 9.66.

Compuesto F127-PN-2 [14]

Descrito por Park et al. Langmuir 2006, 22 (4), 1758-1762.

A : Y
O,N oHo 0 0
2 T@T \n/ \/\O</\/ %)B\O% 9\/\0 O_@_NOZ
0 98

67 98

Procedimiento experimental con condiciones de reaccidon B

En un matraz se pesa Pluronic F127® (5 g, 0.40 mmol), previamente seco y se
disuelve en 15 mL de diclorometano seco. A continuacidn se afiade piridina seca
(0.9 mL) y cloroformiato de p-nitrofenilo (0.65 g, 3.2 mmol) bajo atmdsfera de
argon. La mezcla de reaccidon se mantiene a temperatura ambiente, con agitacién
durante toda la noche. El crudo de reaccion se diluye con 50 mL de
diclorometano y se extrae con NaHSO; 1 M (2 x 30 mL) y disolucién de NacCl
saturada (1 x 30 mL). La fase organica se seca con MgS0Q, y se concentra en

rotavapor. La fase orgdnica concentrada se precipita en 200 mL de dietil éter frio.
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El producto se obtiene tras filtracion y lavado con dietil éter frio como un sélido

blanco. Rto.: 75-85 %.

Procedimiento experimental con condiciones de reaccion D

En un matraz se pesa Pluronic F127® (5 g, 0.40 mmol), previamente seco, y se
disuelve en 15 mL de diclorometano seco.

Por otro lado, se disuelve cloroformiato de p-nitrofenilo (1.13 g, 5.60 mmol) en 5
mL de diclorometano, y se afiade bajo atmdsfera de argdn sobre la disoluciéon
anterior.

A la disolucion resultante se le adiciona DMAP (0.68 g, 5.60 mmol), previamente
disuelta en 5 mL de diclorometano. La mezcla de reaccién se mantiene bajo
agitacion y en atmodsfera de argdn durante 4 horas. Transcurrido este tiempo, el
crudo de reaccidn se vierte sobre 350 mL de dietil éter frio. El sélido blanco que
precipita se filtra y lava con dietil éter frio y a continuacidn, se redisuelve en 100
mL de diclorometano. La fase organica se extrae con HCl 1N (2x75 mL) y con
disolucién saturada de NaCl (1x75 mL) para eliminar el cloruro de
dimetilaminopiridinio formado en la reaccidon, se seca con MgS0O, anhidro y se
evapora hasta sequedad. El producto se obtiene como un sdlido blanco. Rto: 65-

74 %.

"H-RMN (300 MHz, CDCl3) & (ppm): 1.13 (m, 201H, A), 3.37-3.85 (m, ~1000H, B,
C, D, E, F), 4.41-4.44 (m, 4H, G), 7.38 (m, 4H, J), 8.26 (m, 4H, K).

3C-RMN (75 MHz, CDCl3): & (ppm): 17.4- 17.5 (A), 68.4 (G), 68.7 (F), 70.7 (D, E),
72.9- 73.5 (C), 75.2- 75.4- 75.6 (B), 121.8 (J), 125.4 (K), 145.5 (L), 152.5 (H), 155.6
(1).

FT-IR (cm™, neto, pelicula delgada sobre NaCl): 2867 (C-H st), 1769 (C=0 st
carbonato), 1520 (NO, st as), 1200 (C-O st as carbonato), 1110 (C-O-C).

MS (MALDI+): maximos a m/z 4999.3 y 12842.8.

ANALISIS ELEMENTAL para Cg11H1202N20474, calculado: C, 56.63; N, 0.22; H, 9.28.,
experimental: C,56.12; N, 0.11; H, 8.64.
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Compuesto F127-SH-2 [15]

Descrito por Park et al., Langmuir 2006, 22 (14), 6380-6384.

A (0]
' NHo L LE 0 0 S SH
HS/\/ \[r \/\O B0 9\/\0 N/\/
| 5 G D 98C H

67 98

Método de sintesis E

En un matraz se disuelve [14] (0.5 g, 0.041 mmol) en 25 mL de agua destilada. A
continuacién se afiade dihidrocloruro de 2, 2'-diaminoetil disulfuro (cistamina) y
0.5 mL de TEA. La mezcla de reaccidon se mantiene a temperatura ambiente y
atmdsfera de argén durante toda la noche. A continuacion el crudo de reaccién
se dializa con membrana (Spectra/Por® Dyalisis membrane MWCO 3500,
Spectrum) hasta la desaparicion de la tonalidad amarillenta del subproducto de
reaccién p-nitrofenol (7 dias). Una vez eliminado el subproducto se afade al
dializado 148 mg de D,L- ditiotreitol (DTT) como agente reductor y se deja
reaccionar durante 6 horas en atmdsfera de argodn. El crudo se dializa durante 3
dias utilizando buffer de citrato a pH=4 para la eliminacion del agente reductor.

El producto se obtiene tras liofilizacion del dializado.

Método de sintesis F

En un matraz de disuelve [14] (2 g, 0.16 mmol) en 30 mL de diclorometano seco.
A continuacién se afiade cisteamina (24 mg, 0.32 mmol) bajo atmdsfera de
argoén. La mezcla de reaccién se mantiene a temperatura ambiente con agitaciéon
durante toda la noche. El crudo de reaccidn se precipita en 200 mL de dietil éter
frio, se filtra y se lava con dietil éter frio para eliminar el subproducto p-

nitrofenol. El producto se obtiene como un sélido amarillo. Rto.: 91-96%.

'H-RMN (500 MHz, CDCl3): & (ppm): 1.13 (m, 201H, A), 2.79 (t, 4H, J), 3.37-3.77
(m, ~1000H, B, C, D, E, F, 1), 4.20 (m, 4H, G).

BC.RMN (125 MHz, CDCl3): & (ppm): 17.4- 17.5 (A), 38.2 (J), 39.9 (1), 64.2 (G),
68.6-68.7-69.7 (F), 70.7 (D, E), 72.9- 73.5 (C), 75.2- 75.4- 75.6 (B).
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FT-IR (cm™, neto, pelicula delgada sobre NaCl): 2867 (C-H st), 1732 (C=0
carbamato), 1525 (NO; st as), 1108 (C-O-C).

MS (MALDI+): maximo a m/z 4849.7.

ANALISIS ELEMENTAL para Cgo3H1206N2026sS,, calculado: C, 56.50; N, 0.22; H,
9.42, S, 0.50., experimental: C, 55.83; N, 0.11; H, 8.64, S, 0.76.

Compuesto F127-PN-4 [16]
0

N

02N4®70\H/o 0 0 OQNOz
bt g

0 |,|’ I O@Noz

En un matraz se pesa [9] (2.3 g, 0.18 mmol) y se disuelve en 17 mL de
diclorometano seco. A continuacién se afiade piridina seca (0.8 mL) vy
cloroformiato de p-nitrofenilo (0.6 g, 2.9 mmol) bajo atmodsfera de argon. La
reaccion se mantiene a temperatura ambiente, con agitacion durante toda la
noche. El crudo de reaccidn se diluye con 50 mL de diclorometano y se extrae
con NaHSO; 1 M (2 x 30 mL) y disolucidon de NaCl saturada (1 x 30 mL). La fase
orgdnica se seca con MgS0O, y se concentra en rotavapor. El concentrado se
vierte sobre 200 mL de dietil éter frio. El producto que precipita se obtiene tras

filtracion y lavado con dietil éter frio como un sélido blanco. Rto.: 71-92%.

'H-RMN (300 MHz, CDCl3): & (ppm): 1.13 (m, 201H, A), 1.38 (s, 6H, J), 3.37-3.85
(m, ~1000H, B, C, D, E, F), 4.34 (m, 4H, G), 4.52 (ABq, 8H, Avag=31.8 Hz, Jas= 9 Hz,
I,1'), 7.37 (m, 8H, M), 8.26 (m, 8H, O).

BC-RMN (75 MHz, CDCl3): & (ppm): 17.4- 17.5 (A), 17.7 (J), 46.5 (K), 64.5 (G),
68.6-68.7-69.2 (F), 70.7 (D, E, I, I), 72.9- 73.5 (C), 75.2- 75.4- 75.6 (B), 121.7 (M),
125.3 (0), 145.5 (P), 152.1 (L), 155.2 (N), 171.5 (H).
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FT-IR (cm™, neto, pelicula delgada sobre NaCl): 2867 (C-H st), 1772 (C=0 st
carbonato), 1732 (C=0 ester), 1527 (NO; st as), 1212 (C-O st as carbonato), 1113
(C-0-C).

MS (MALDI+): maximos a m/z 5340.8 y 13561.3.

ANALISIS ELEMENTAL para Ce3sH1224N40;s5, calculado: C, 54.65; N, 0.40; H, 8.78.,
experimental: C, 56.10; N, 0.35; H, 9.02.

Compuesto F127-SH-4 [17]
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En un matraz se disuelve [16] (1.7 g, 0.13 mmol) en 30 mL de diclorometano
seco. A continuacidén se afiade cisteamina (50 mg, 0.65 mmol) bajo atmdsfera de
argon. La mezcla de reaccidon se deja a temperatura ambiente, con agitacién
durante toda la noche. El crudo de reaccion se precipita en 200 mL de dietil éter
frio, se filtra y se lava con dietil éter frio para eliminar el p-nitrofenol. El producto

se obtiene como un sélido amarillo. Rto.: 92%-Cuantitativo.

'H-RMN (500 MHz, CDCl): & (ppm): 1.13 (m, 201H, A), 1.23 (s, 6H, J), 2.79-2.95
(m, 8H, N), 3.37-3.76 (m, ~1000H, B, C, D, E, F, M), 4.27 (m, 12H, I, G).

B3C-RMN (125 MHz, CDCls): & (ppm): 17.4- 17.5 (A), 18.3 (J), 38.5 (N), 41.8 (M),
64.2 (1), 67.4 (G), 68.6-68.7-69.0 (F), 70.7 (D, E), 72.9- 73.5 (C), 75.2- 75.4- 75.6
(B), 156.2 (L).

FT-IR (cm™, neto, pelicula delgada sobre NaCl): 2880 (C-H st), 1733 (C=0 st
carbamato, C=0 ester), 1112 (C-O-C).

MS (MALDI+): maximos a m/z 5184.5y 13217.4.

ANALISIS ELEMENTAL para Cg19H1232N40276S4, calculado: C, 56.08; N, 0.42; H,
9.30, S, 0.97., experimental: C, 55.59; N, 0.14; H, 8.97, S, 1.29.
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Compuesto F127-PN-8 [18]
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En un matraz se pesa [11] (1.6 g, 0.12 mmol) y se disuelve en 50 mL de

@5

QQ

diclorometano seco. A continuaciéon se afade piridina seca (1.3 mlL) vy
cloroformiato de p-nitrofenilo (0.8 g, 3.9 mmol) bajo atmdsfera de argodn. La
reaccién se deja a temperatura ambiente, con agitacion durante toda la noche. El
crudo de reaccion se diluye con 50 mL de diclorometano y se extrae con NaHSO,4
1 M (2 x 30 mL) y disolucidon de NaCl saturada (1 x 30 mL). La fase orgdnica se
seca con MgSQ, y se concentra en rotavapor. El concentrado se precipita en 200
mL de dietil éter frio. El sélido blanco obtenido se filtra y se lava con dietil éter

frio. Rto.: 80-92 %.

'H-RMN (300 MHz, CDCl3): & (ppm): 1.13 (m, 201H, A), 1.34 (s, 6H, J),1.37 (s, 12H,
N), 3.37-3.85 (m, ~1000H, B, C, D, E, F), 4.27(m, 4H, G), 4.45 (m, 24H, I, L), 7.37
(m, 16H, R), 8.26 (m, 16H, S).

3C.RMN (75 MHz, CDCls): & (ppm): 17.4- 17.5 (A), 17.7 (J, M), 46.6 (K, M), 65.8
(G), 69.1 (F), 70.7 (D, E, 1), 72.9- 73.5 (C), 75.2- 75.4- 75.6 (B), 121.7 (R), 125.3 (S),
145.6 (T), 152.0 (P), 155.2 (Q), 171.05 (H, H).

FT-IR (cm™, neto, pelicula delgada sobre NaCl): 2867 (C-H st), 1771 (C=0 st
carbonato), 1736 (C=0 st ester), 1526 (NO, st as), 1212 (C-O st as carbonato),
1008 (C-0-C).

MS (MALDI+): maximos a m/z 5871.7 y 14635.1.

ANALISIS ELEMENTAL para Cgg3H126sN3Os16, calculado: C, 56.07; N, 0.77; H, 8.67.,
experimental: C, 55.62; N, 0.67; H, 7.66.
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Compuesto PEG-Ac-2 [19]

E D B A 0
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En un matraz se disuelve PEG (Pm=2000 g/mol) (1 g, 0.51 mmol) en 15 mL de

diclorometano seco. A continuacidon se afiade TEA (0.65 mL, 4.7 mmol) y 4-
metoxifenol (50 mg) como inhibidor. Se realizan al medio de reaccién tres ciclos
vacio-argén y a continuacion se enfria la mezcla de reaccion con hielo.
Trancurridos 10 minutos se afiade cloruro de acriloilo (0.34 mL, 4.2 mmol), gota a
gota, con agitacion y la mezcla de reaccidn se deja bajo atmdsfera de argdn y en
oscuridad durante 24 horas. El crudo de reaccién se filtra a través de una
columna de alumina neutra para eliminar cloruro de tretilamonio formado como
subproducto y el filtrado se seca con Na,COs; anhidro durante 2 horas.
Transcurrido este tiempo se filtra y el filtrado se concentra en rotavapor. A
continuacién el concentrado se vierte en 200 mL de dietil éter frio. El producto se

obtiene como un sélido blanco tras la filtracion. 0.9 g. Rto.: 82%

H-RMN (300 MHz, CDCl): & (ppm): 3.64 (s, 180H, A), 3.74 (t, 4H, B), 4.31 (t, 4H,
C), 5.83 (dd, Jci_;:lo.z HZ, Jgem=1.5 HZ, 2H, F), 6.15 (dd, .Itran5=17.1 HZ, ./C,'5=10.2 HZ,
2H, E), 6.42 (dd, Jtrans=17.1 Hz, Jgem=1.5 Hz, 4H, F’).

Compuesto F127-NH(CH,);OH-2 [20]

En un matraz de disuelve [14] (2.5 g, 0.2 mmol) en 15 mL de diclorometano seco.
A continuacion se aflade 6-amino-1-hexanol (50 mg, 0.43 mmol) bajo atmdsfera
de argén. La mezcla de reaccion se mantiene a temperatura ambiente con
agitaciéon durante toda la noche. El crudo de reaccidon se precipita en 200 mL de

dietil éter frio, se filtra y se lava con dietil éter frio para eliminar p-nitrofenol
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formado como subproducto. El producto se obtiene como un sélido blanco. 1.8

g. Rto.: 70%.

'H-RMN (300 MHz, CDCl5): & (ppm): 1.13 (m, 201H, A), 1.34 (m, 8H, K, L), 1.53 (m,
8H, J, M), 3.16 (q, 4H, 1), 3.37-3.77 (m, ~1000H, B, C, D, E, N), 3.87 (m, 4H, F), 4.20
(m, 4H, G).

B3C-RMN (75 MHz, CDCls): & (ppm): 17.4- 17.5 (A), 25.3 (L), 26.3 (J), 29.9 (K), 32.5
(M), 40.9 (1), 62.6 (G), 63.8 (N), 68.6 (F), 70.7 (D, E), 72.9- 73.5 (C), 75.2- 75.4-
75.6 (B), 156.4 (H).

FT-IR (cm™, neto, ATR): 2867 (C-H st), 1726 (C=0 carbamato), 1108 (C-O-C).

Compuesto F127-NHAc-2 [21]
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En un matraz se disuelve [20] (1.5 g, 0.12 mmol) en 15 mL de diclorometano
seco. A continuacion se afade TEA (0.14 mL, 1.04 mmol) y 4-metoxifenol (50 mg)
como inhibidor. Se realizan a la mezcla tres ciclos vacio-argdn y a continuacion se
enfria con hielo. Trancurridos 10 minutos se afiade cloruro de acriloilo (0.08 mL,
0.94 mmol), gota a gota con agitacion y la reaccidén se deja bajo atmadsfera de
argén y en oscuridad durante 24 horas. El crudo de reaccién se filtra a través de
una columna de aliumina neutra para eliminar el subproducto cloruro de
tretilamonio y el filtrado se seca con Na,COs; anhidro durante 2 horas.
Transcurrido este tiempo se filtra y el filtrado se concentra en rotavapor. A
continuacion se precipita en 200 mL de dietil éter frio. El producto se obtiene

como un solido blanco tras la filtraciéon. 1.2 g. Rto.: 78%

*H-RMN (400 MHz, CDCl3): & (ppm): 1.13 (m, 201H, A), 1.37 (m, 8H, K, L), 1.52 (m,
4H, J), 1.67 (m, 4H, M), 3.16 (q, 4H, 1), 3.37-3.77 (m, ~1000H, B, C, D, E), 3.81 (m,
4H, F), 4.20 (m, 4H, G), 5.81 (dd, J4s=10.4 Hz, Jyem=1.6 Hz, 2H, F), 6.10 (dd,
Jirans=17.2 Hz, J5s=10.4 Hz, 2H, E), 6.39 (dd, Jerans=17.2 Hz, Jgem=1.6 Hz, 4H, F’).
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B3C-RMN (75 MHz, CDCls): & (ppm): 17.4- 17.5 (A), 25.6 (L), 26.3 K), 28.5 (K), 29.8
(M), 40.9 (1), 64.4 (N), 66.9 (G), 68.6 (F), 70.7 (D, E), 72.9- 73.5 (C), 75.2- 75.4-
75.6 (B), 128.6 (Q), 130.5 (R), 156.4 (H), 166.2 (P).

FT-IR (cm™, ATR): 2867 (C-H st), 1728 (C=0), (1108 (C-0-C).
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6.2.- PROTOCOLOS DE TRABAJO

a. Protocolo de estudio de gelificacion mediante el método “de inversion del

I"

via
- Las disoluciones preparadas a las distintas concentraciones 16.5 %, 18 %, 20 %,
23 %y 25 % (w/v) en PBS 10 mM pH 7.4, se mantuvieron durante una noche a 4
°Cy en oscuridad para asegurar la completa disolucion del polimero.

- 100 pL de disolucidn a estudio se dispusieron en un vial de 2 mL.

- la muestra se calentd con un bloque calefactor a una velocidad de 1 °C/min con
el fin de producir la transicion sol-gel. Se consideré como temperatura de
transicion de fase (LCST) la temperatura a la cual, tras inversion del vial, no se
observa flujo de la muestra durante 10 segundos.

- una vez alcanzado el estado gel se continud calentando a la misma velocidad el

gel fisico hasta conseguir la transicién de gel a disolucion (transicién gel-sol).

b. Protocolo de estudio de gelificacion mediante DSC

- En cdpsulas herméticas de DSC se colocaron entre 15 y 20 miligramos de
muestra (disoluciones preparadas de la misma forma que en el método de
inversion del vial).

- En el horno de DSC, a una velocidad de 5 °C/min, el material se sometié a un
calentamiento de -10°C a 60°C y posterior enfriamiento de 60°C a -10°C,

permitiendo un periodo de estabilizacidon entre ambos de 5 minutos.

c. Protocolo de preparacion de los hidrogeles fotopolimerizados

- El polimero fotopolimerizable (F127-Ac-2, F127-Ac-4 o F127-Ac-8) se disolvid en
PBS 10 mM (pH 7.4) con 0.1% en peso de fotoiniciador Irgacure 2959 (12959), a
dos concentraciones diferentes del polimero: 18 % (w/v) y 23 % (w/v).

- La disolucién se mantuvo una noche a 4 °C y en oscuridad para su completa

disolucion.
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- 100 pl de la disolucién precursora fria se introdujeron en un molde cilindrico
abierto, de 6 mm de didmetro por 3 mm de altura, colocado sobre un porta de
vidrio que sirvio como base y dispuesto todo el sistema sobre una placa
calefactora.

- El sistema se calenté a 37°C comprobando la formacién del gel.

- El gel se expuso a radiacién ultravioleta (365 nm) durante 10 minutos, con una
distancia de la ldmpara a la muestra de 8 cm.

- Los hidrogeles fotopolimerizados formados se desmoldaron para su posterior

estudio.

d. Protocolo de caracterizacion de los materiales por SEM

- Para llevar a cabo el estudio por SEM de los hidrogeles fotopolimerizados, éstos
fueron incubados en 2 mL de PBS 10 mM pH 7.4 a 37 °C durante 3 dias para
conseguir el estado de equilibrio.

- Los hidrogeles equilibrados se introdujeron en nitrégeno liquido, se fracturaron
y se liofilizaron durante una noche. La congelacién con nitrégeno liquido y la
posterior fractura en frio, permite que la morfologia interna del hidrogel no se
vea alterada en el proceso de fractura.

- Las muestras se fijaron en cinta de carbono y se recubrieron con oro para su

observacién por SEM.

e. Protocolo de estudio de degradacion de los hidrogeles

- Los hidrogeles fotopolimerizados se pesaron (W, peso inicial del hidrogel) e
incubaron en 2 mL de PBS 10 mM pH 7.4 a 37 °C.

- El peso de la muestra se controld a intervalos regulares de tiempo (W) y
después de cada pesada se afiadid 2 mL de PBS nuevo para mantener las
condiciones iniciales de incubacién.

- El grado de hinchamiento se determiné mediante el cociente W¢/Wo.

- Los ensayos se realizaron por triplicado.
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f. Protocolo de ensayos de viabilidad celular en hidrogeles

- Preparacion de las células: Las células MSC humanas utilizadas en los ensayos
fueron cultivadas en medio de cultivo alfa-MEM (Minimum Essential Medium)
con FGF (Fibroblast Growth Factor) y un 10 % de FBS (Fetal Bovine Serum). El
medio se cambidé cada 3 6 4 dias vy las células fueron tripsinizadas, con el fin de

separar las células de su soporte, cuando se alcanzé un 80 % de confluencia.

- Preparacion de las disoluciones de polimero:
- el polimero en estado sdélido se esterilizé previamente exponiéndolo a
luz UV durante 1 hora.
- A continuacion los polimeros esterilizados se disolvieron en la
concentracion correspondiente, en medio de cultivo DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium), que contenia 0.1 % (w/v) de fotoiniciador
12959 o sin fotoiniciador en el caso de ensayos sin fotopolimerizar,
manteniendo la muestra durante una noche a 4 °C. El medio de cultivo
con o sin fotoiniciador se esterilizd previamente por filtracidon a través de
un filtro de 0.22 um.

- Ensayos de viabilidad:

Todos los ensayos tanto en entorno 2D como en 3D se han realizado por

triplicado.

- preparaciéon de muestras 2D: en una placa de 96 pocillos se sembraron

10000 células en cada pocillo, se cubrieron con 100 pL de la disoluciéon de
polimero y se incubaron durante 5 minutos a 37 °C hasta la formacion del
hidrogel fisico.

Una vez formado el hidrogel fisico, en el caso de los ensayos sin
fotopolimerizar, o tras la fotopolimerizacidn, en el caso de los ensayos
con geles fotopolimerizados, se afiadieron 100 pL de medio de cultivo
fresco (DMEM con 20 % de FBS) para mantener las condiciones usuales
de cultivo celular.

Para la realizacién de los ensayos celulares con el polimero en disolucién

se prepard una muestra del polimero del doble de la concentracién
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necesaria para el ensayo disuelta en DMEM. A continuacidn la disolucion
del polimero se diluyé a la mitad (concentracién del ensayo) utilizando
DMEM con 20 % de FBS, y se dejo disolver a 4 °C durante 1 hora.

200 uL de la disolucion resultante se adicionaron a los pocillos sobre una
capa de células para la determinacién de la viabilidad celular en
disolucion.

- preparacién de muestras 3D: las células se dispersaron en las

disoluciones de polimero a una densidad final de 1x10° células/mL. 100
uL de las disoluciones de polimero con células se transfirieron a una placa
de 96 pocillos (10000 células por pocillo), y se incubaron durante 5
minutos a 37 °C hasta la formacién del hidrogel fisico.

Una vez formado el hidrogel fisico, en el caso de los ensayos sin
fotopolimerizar, o tras la fotopolimerizacién en el caso de los ensayos
fotopolimerizados se anadié 100 uL de medio de cultivo fresco (DMEM
con 20 % de FBS) a cada pocillo, tras la formacion del hidrogel, para

mantener las condiciones habituales para el cultivo celular.

- Proceso de fotopolimerizacion:

- los hidrogeles con células en entorno 2D o 3D se incuban durante 5 min
a 37 °C hasta la produccion del gel fisico.
- el gel se expone a radiacion ultravioleta (365 nm) durante 10 minutos,

con una distancia de la [dmpara a la muestra de 8 cm.

- Cdlculo de viabilidad celular:
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- Los hidrogeles con células se cultivaron a 37 °C y 5% de CO, durante 24,
48 6 72 horas.

Transcurridos estos tiempos, las células se tifieron con Calcein AM y con
Ethidium homodimer. Para realizar la tincion se adicioné en cada pocillo
50 plL de una disolucién de la siguiente composicién: 1uL de Calcein AM +

1ul de Ethidium homodimer + 660 puL de DMEM.
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Las placas con agentes de tincidn se incubaron durante 30 minutos a
37 °Cy 5 % de CO,. Transcurrido este tiempo, las células vivas y muertas
se visualizaron utilizando microscopia de fluorescencia.

- Los porcentajes de viabilidad celular, frente a un control, se calcularon

utilizando la siguiente ecuacidn:

% viabilidad celular

% de viabilidad celular= % viabilidad celular control

x100

El porcentaje de células vivas y muertas se determiné por contaje del
numero de células de cada tipo, conforme al método utilizado (ver Anexo
I11), y del numero total de células. En cada uno de los 3 pocillos de cada
ensayo realizado se tomaron 2 fotografias de dos zonas diferentes del
pocillo. Los resultados mostrados son por tanto una media de 6 valores

expresados con su correspondiente desviacion estandar.

Como ensayo de control se prepararon 3 pocillos con el mismo nimero
de células utilizadas en los ensayos 2D y 3D, 10000 células por pocillo,
Unicamente con medio de cultivo.

Al cabo de 24, 48 y 72 horas se determind la viabilidad celular del control
por fluorescencia, utilizando el método live/dead. Tras 72 horas de
ensayo se obtuvo una viabilidad celular préxima al 99 % como se puede

observar en la Figura 6.1.
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Figura 6.1. Viabilidad celular del ensayo de control.
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- Marcaje de las células en hidrogeles para observacion por microscopia confocal:
- Los hidrogeles con células se cultivaron a 37 °Cy 5% de CO, durante 24
horas. A continuacidn, las células se tifieron con 50 pL de una disolucién
de Calcein AM (1uL Calcein AM en 660 uL de DMEM). Las placas con
tincion se incubaron durante 30 minutos a 37 °Cy 5 % de CO,. Una vez
transcurrido ese tiempo se adicionaron 5 pL de DAPI directamente en el
pocillo y las muestras se volvieron a incubar durante 30 minutos a 37 °Cy

5 % de CO,. Las células se visualizaron con microscopia confocal.

g. Protocolo de caracterizacion mecanica de los hidrogeles

- Los hidrogeles se fotopolimerizaron de |la forma descrita en el apartado 6.2.c.

- Una vez obtenidos los geles fotopolimerizados fueron almacenados a 37 °C en
PBS 10 mM pH=7.4 hasta su ensayo (nunca mas de 4 horas).

- Los datos experimentales obtenidos en cada ensayo se analizaron mediante el
uso de un ejecutable en el programa MatLab®, a partir del cual se generd la
curva de tensidon-deformacion (o-g), de la que se obtuvieron diferentes
pardmetros mecanicos en funcidon del método utilizado (monotdnico o carga-
relajacion) y del tipo de ensayo en condiciones NC o CC.

- Los valores de los distintos parametros mecanicos se muestran como la media
de los valores obtenidos con 6 probetas ensayadas, con su correspondiente
error.

- Para la realizacién de los ensayos de fatiga se han utilizado camaras de ensayo
(Figura 6.2) que permiten mantener los hidrogeles fotopolimerizados entre los
dos émbolos metalicos, sumergidos en PBS 10 mM pH 7.4 a 37 °C, utilizando un
bafio termostatizado externo (Figura 6.3). Para evitar la aparicion de hongos se
adicion6 al PBS un 1% v/v de wuna mezcla de antibidticos

(Penicilina/Estreptomicina) y un 0.5% v/v de Fungizona.
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Figura 6.3. Detalle de las cdAmaras de ensayo utilizadas para los ensayos de fatiga con el
bafio termostatizado externo.

h. Protocolo de determinacion de la CMC

- Las disoluciones de los copolimeros bloque lineal y dendritico-lineal-dendritico
de mayor concentracién (1, 0.5, 0.3 y 0.1 % (w/v)) se prepararon por disolucidn
directa de los materiales en agua destilada. Las disoluciones de menor
concentracién (0.05, 0.01, 0.001, 0.0001 % (w/v)) se prepararon por dilucion a
partir de una disolucién de mayor concentraciéon. Todas las disoluciones se
mantuvieron durante 4 horas a 4 °C.

- Para la preparacion de la disolucidn de pireno se disolvieron 0.485 mg de pireno
en 200 mL de agua (1.2x10” M). Para garantizar una completa disolucién de éste

y dada su baja solubilidad en agua, el pireno se disolvié previamente en acetona,
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y esta disolucion se adicion6 sobre 200 mL de agua destilada. A continuacion Ila
acetona se evapord durante 4 horas a vacio.

- Sobre las disoluciones acuosas de los diferentes copolimeros se adicionaron 10
uL de la disolucién de pireno (1.2x10° M) para conseguir una concentracién final
de pireno de 6x10® M. Las disoluciones se incubaron durante 1 hora a
temperatura ambiente y en oscuridad.

- El espectro de excitacion de las diferentes muestras con pireno se midié en el
intervalo de 300 a 350 nm con Aemisisn=390 nm. De estos espectros se trabajé con
el valor de la intensidad, a 332 nm (ls3) y @ 335 nm (ls35), para cada una de las

concentraciones de material preparadas.
i. Protocolo de preparacion de nanogeles fotopolimerizados

- Se prepard una disolucion al 10% (w/v) del copolimero en agua destilada, que
contenia un 0.1% (w/v) de fotoiniciador Irgacure 2959 previamente disuelto. Esta
disolucion se mantuvo durante una noche a 4 °C para su completa disolucién.

- Esta disolucion al 10% (w/v) se filtré utilizando un filtro de 0.2 um de acetato de
celulosa para eliminar posibles particulas en suspension.

- A partir de esta disolucién del 10% (w/v) se prepararon disoluciones de
concentracion 0.77% (w/v), utilizando para su dilucidon una disolucion acuosa con
un 0.1% (w/v) de fotoiniciador 12959 previamente filtrada con filtro de 0.2 pm.

- Las disoluciones precursoras al 0.77% (w/v) se equilibraron durante 1 hora a
temperatura ambiente, para conseguir el estado de equilibrio.

- 5 mL de las disoluciones precursoras con el copolimero reactivo se
fotopolimerizaron en un recipiente de vidrio cilindrico de 6 cm de didmetro,
irradiando con luz ultravioleta (365 nm) durante 10 minutos a una distancia de 8
cm de la ldmpara a la muestra.

- La fotopolimerizacidn se llevd a cabo a 25 °C. Para mantener la temperatura de
fotopolimerizacion constante se utilizdé una placa calefactora, sobre la cual se

colocd el molde cilindrico de vidrio.
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- Las disoluciones fotopolimerizadas se dializaron a 4 °C durante 24 horas
(nanogeles de F127-Ac-2) y durante 72 horas (nanogeles de F127-Ac-4 y F127-Ac-
8), utilizando una membrana de acetato de celulosa Spectra/Por® Biotech
MWCO 300,000 (Spectrum) con un tamano de poro de 30 nm. El mayor tiempo
de didlisis aplicado para los nanogeles de los derivados F127-Ac-4 y F127-Ac-8 se
debe al mayor peso molecular que presentan lo que disminuye la velocidad de
dialisis, tal y como se observa en las especificaciones de la membrana de dialisis
utilizada.

- A continuacion, las muestras dializadas (mas 1 mL de agua destilada utilizado
para lavar la membrana de didlisis) se filtraron de nuevo con filtros de acetato de
celulosa de 0.2 um, para la eliminacién de agregados de tamafio superior a los

200 nm.

j- Protocolo de caracterizacion por TEM y SEM de nanogeles fotopolimerizados

- Para la preparacion de muestras de TEM, se adiciona una gota de la disolucién
acuosa de los nanogeles sobre una rejilla de cobre recubierta de carbono. El
exceso de muestra se seca con papel de filtro y la rejilla se deja secar a
temperatura ambiente.

- Para la preparacion de muestras de SEM, se adiciona una gota de disolucidn
acuosa de nanogeles sobre un cubre redondo de vidrio de 12 mm de diametro.
La muestra se deja secar a temperatura ambiente y una vez seca se recubre con

oro.

k.- Protocolo de encapsulacién en nanogeles

Encapsulacion de rodamina B

- Se prepard una disolucion de rodamina B de concentraciéon 0.15 mg/ml en

etanol.
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- Esta disolucion se adicioné sobre la disolucidon de cada uno de los nanogeles,
PDF/N-F127-Ac-n (n= 2, 4 y 8). La cantidad de rodamina adicionada con respecto
a la cantidad de nanogeles fue 0.15 mg de rodamina/mg de nanogel.

- A continuacion la mezcla de ambas disoluciones se incubé a temperatura
ambiente durante 24 horas.

- El etanol se evaporé con agitacion orbital y la disolucién acuosa de nanogeles
cargados con rodamina y rodamina no encapsulada resultante se dializé (Slide-A-
Lyzes® Dyalisis Cassette G2 2,000 MWCO, Thermo Scientific) con agua destilada
durante 24 horas para eliminar la rodamina no encapsulada.

- La cuantificaciéon de la rodamina no encapsulada en las aguas de didlisis se
realizé por fluorescencia (Amax en agua=576 nm). Para la realizacion de la curva de
calibrado de la rodamina se utilizaron disoluciones acuosas en el rango de
concentraciones 2.5-38 pug/ml. La cantidad de rodamina encapsulada se calculd
de forma indirecta como la diferencia entre la cantidad de rodamina adicionada

inicialmente y la cantidad de rodamina presente en las aguas de dialisis.

Encapsulacidon de pireno

- Se prepard una disolucién de pireno de concentracion 0.15 mg/ml en acetona.
- Esta disolucion se adicioné sobre la disolucion de cada uno de los nanogeles,
PDF/N-F127-Ac-n (n= 2, 4y 8). La cantidad de pireno adicionada con respecto a la
cantidad de nanogeles fue 0.15 mg de pireno/mg de nanogel.

- A continuacion la mezcla de ambas disoluciones se incubdé a temperatura
ambiente durante 24 horas.

- La acetona se evapord con agitacion orbital, produciendo la precipitacién del
pireno no encapsulado en la disolucidn acuosa de nanogeles.

- La disolucién acuosa de nanogeles cargados con pireno y pireno no
encapsulado en forma de precipitado se filtré a través de filtros de teflén de 0.45
pum. El filtro se lavd con acetona para la recuperacion del pireno no encapsulado

y su cuantificacion.
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- El pireno no encapsulado precipitado se cuantificé por fluorescencia, utilizando
el espectro de excitacion (Amax en acetona=332.5 nm). Para la realizacién de la curva
de calibrado del pireno se utilizaron disoluciones de pireno en acetona en el
rango de concentraciones 13.4-268 ug/ml. La cantidad de pireno encapsulado se
calculé de forma indirecta como la diferencia entre la cantidad de pireno
adicionada inicialmente y la cantidad de pireno no encapsulado en forma de

precipitado.

6.3.l.- Protocolo de ensayos celulares con nanogeles

- Preparacion de las células: Las células Hela se cultivaron en DMEM high glucose
(4.5 g/1), 4 mM de L-glutamina, 10 % de FBS, 1% de Penicilina/Estreptomicina y
1% de Anfotericina B y las células MSC de ratén se cultivaron en DMEM F12 (3 g/l
de glucosa) 2mM de L-glutamina, 10 % de FBS, 1% de Penicilina/Estreptomicina y
1% de Anfotericina B. Las células se mantuvieron a 37 °C, con 21% O, y 5% CO,
para Hela y 3% O, y 5% CO, para MSC. Cuando las células alcanzaron un 80-90%
de confluencia se lavaron con DPBS (Dulbbecco’s Phosphate Buffered Saline), se
afadiod solucion de tripsina al 1 % y se incubaron durante 5 minutos a 37 °C, para
permitir la rotura de las proteinas que producen la adhesiéon de las células al
recipiente de cultivo. La accion de la tripsina se detuvo afadiendo medio de
cultivo fresco.

- Preparacion de las disoluciones de nanogeles: En el caso de los nanogeles
PDF/F127-Ac-2, tras su liofilizacidon, se redisolvieron a la concentracion deseada
directamente en DMEM high glucose para ensayos con Hela y en DMEM F12
para ensayos con MSC. Para los nanogeles PDF/N-F127-Ac-4 y PDF/N-F127-Ac-8,
disueltos en agua destilada, la concentracién se ajustd por adiciéon de medio de
cultivo DMEM high glucose para ensayos con Hela y con DMEM F12 para
ensayos con MSC. Previo al ajuste de la concentracidn, las disoluciones de
nanogeles de PDF/N-F127-Ac-4 y PDF/N-F127-Ac-8 en agua destilada una vez
fotopolimerizadas y dializadas se filtraron con filtros de 0.22 um para esterilizar.

Todas las manipulaciones de redisolucidn, filtrado o ajuste de la concentracion
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por adicidon de medio de cultivo se realizaron en campana de flujo laminar para

garantizar las condiciones de esterilidad.

- Ensayos de viabilidad: Las células HeLa o MSC se sembraron a una densidad de
10000 células por pocillo, utilizando placas de 96 pocillos. Tras 24 horas de
incubacién se retiré el medio de cultivo y se afiadieron 100 uL de disolucion de
nanogeles de la concentraciéon deseada. Todos los ensayos se realizaron por
triplicado.
El medio de cultivo con nanogeles se retird tras 24, 48 o 72 horas de incubacion y
se anadié medio de cultivo fresco. A continuacidn se afiadié una disolucion de
Alamar Blue, en una cantidad del 10% del volumen de medio presente en cada
pocillo. Tras 2 horas de incubacién a 37 °C, la fluorescencia se leyé a 530/590
(excitacién/emision) en un lector de placas. La viabilidad celular se expresé como
la viabilidad de células relativa al control (% comparado con las células control
incubadas sélo con medio de cultivo).
- Ensayos de internalizacion:
- Las células Hela se sembraron a una densidad 40000 células por pocillo,
sobre portas de 12 mm dispuestos en el fondo de los pocillos de placas de
cultivo de 24 pocillos.
- Para la incubacién con los nanogeles cargados con rodamina B o
rodamina-EST se adiciond disolucion de nanogel con rodamina B o
rodamina-EST disuelto en agua destilada, cuya concentracion se ajustd
previamente por adiciéon de medio de cultivo DMEM high glucose, siendo
el volumen final del ensayo de 500 pL. Las células se incubaron durante 4
horasa37°Coa4°C.
- Transcurrido ese tiempo, se retiré el medio de cultivo con nanogel
cargado con rodamina y las células se lavaron 3 veces con PBS.
- La fijacién de las células se realizé por adicion de 300 uL de
formaldehido al 4% e incubacidon durante 20 minutos a temperatura
ambiente.

- A continuacién las células se lavaron durante 5 minutos con PBS (x2).
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- Para realizar el marcaje de la actina de las células se utilizo el fluoréforo
verde Alexa fluor 488. El porta con las células se dispuso sobre una gota
de 40 pL de Alexa fluor y se incubd durante 1 hora a temperatura
ambiente. Las células se lavaron durante 5 minutos con PBS-BS (PBS+1%
BSA (Bovine Serum Albumin)+0.1% Saponina), PBS-B (PBS+1% BSA) y agua
destilada.

- Los cubres se secaron con papel de filtro. Para realizar el marcaje del
nucleo de las células se afiadié sobre el cubre 5 pL de DAPI-Mowiol. El
cubre se tapd con un porta, se sellé con laca de ufias transparente y tras
su secado se almacend a 4 °C en oscuridad hasta observacidon por

microscopia confocal.

6.3. MATERIALES Y TECNICAS

- Los reactivos y disolventes utilizados en la sintesis de los compuestos fueron
suministrados por Sigma-Aldrich o Acros.

La membrana de acetato de celulosa Spectra/Por® Biotech de MWCO 300,000 y
la membrana Spectra/Por® de MWCO 3500 fueron suministradas por Spectrum.
La membrana Slide-A-Lyzes Dyalisis Cassette G2 de MWCO 2,000 fue
suministrada por Thermo Scientific.

El DMEM, DMEM F12, DMEM high glucose, DPBS y L-glutamina fueron
sumistrados por Gibco, Invitrogen para Life Technologies, Thermo Fisher
Scientific, Espaia.

El kit Live/dead® (Calcein AM/Ethidium homodimer), Phalloidin Alexa fluor 488 y
DAPI (dilactate) fueron suministrados por Invitrogen.

El mowiol fue sumistrado por Merck.

La Penicilina, Estreptomicina, Anfotericina B y tripsina (Trypsin-Versene 10X)
fueron suministradas por Lonza.

La BSA fue sumistrada por Sigma-Aldrich.

Las células Hela fueron suministradas por Cancer Research-UK cell bank.
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Las células MSC de ratén (bone marrow of C57BL/6 mouse at < 8 weeks after

gestation) fueron sumistradas por Gibco.

- Los espectros de H-RMN vy BC-RMN se han registrado en los siguientes
equipos: Bruker AV-400 (operando a 400 MHz para ‘H y 100 MHz para **C) o AV-
500 (operando a 500 MHz para ‘H y 125 MHz para “C), Bruker AMX300
(operando a 300 MHz para H y 75 MHz para *3C), equipos del Servicio de
Resonancia Magnética del CEQMA (Centro de Quimica y Materiales de Aragdn).
El CDCl; se ha utilizado como disolvente; los desplazamientos quimicos se
muestran en ppm relativos a TMS, utilizando el pico de disolvente como estandar

interno.

- Los espectros de FT-IR se han realizado en un espectrofotémetro Thermo
NICOLET Avatar 360 FT-IR utilizando una pastilla de NaCl como soporte o un
equipo Bruker Vertex 70 en modo ATR modelo MKII Golden Gate Single
Reflection ATR System de Specac. Equipos del Departamento de Quimica

Organica de la Universidad de Zaragoza.

- El andlisis elemental de los compuestos se ha realizado en un microanalizador
Perkin ElImer CHN 2400, equipo perteneciente al Servicio de Andlisis Elemental

del CEQMA.

- Los termogramas de DSC se han realizado en el equipo Q20 V24.10 Build 122 de
TA Instruments, utilizando cdpsulas de aluminio para la preparacién de las

muestras. Equipo del Servicio de Calorimetria del CEQMA.

- La espectrometria de masas se ha realizado en un ESI Briiker Esquire 300+,
MALDI+/TOF Briker Microflex system, utilizando NAFTA/ditranol como matriz.

Equipo del Servicio de Espetrometria de Masas del CEQMA.

- Las muestras de SEM se han observado en un equipo Inspect F50 perteneciente
al Laboratorio de Microscopias Avanzadas (LMA) del Instituto de Nanociencia de

Aragon (INA).
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- Las medidas de TEM han sido realizadas en un microscopio TECNAI G20 (FEI
COMPANY), 200 kV, perteneciente al LMA del INA. Las muestras fueron

preparadas en rejillas holley carbon film 300 Mesh Cu (50) de Agar Scientific.

- Las medidas de DLS se realizaron en un equipo Malvern Instrument Nano ZS
que utiliza un laser de He-Ne con una longitud de onda de 633 nm y un angulo de

deteccion de 173°,a 25 °Cy 37 °C.

- Las medidas de GPC se han realizado sobre muestras de concentracion 1 mg/ml
utilizando un equipo Waters e2695 Alliance equipado con un detector de
dispersion de luz, columnas Styragel® HR1 de Waters o PLgel 5um MIXED-C de
Agilent Technologies. Las medidas se han realizado con THF (grado HPLC) como
disolvente, con un flujo de 1 ml/min. Para el calibrado se han utilizado patrones

de poliestireno.

- Las medidas de fluorescencia se han realizado en un espectrometro de

fluorescencia Perkin Elmer LS 55, perteneciente al INA.

- La liofilizacién se realizé en un liofilizador Cryodos 50 de Telstar perteneciente

al INA.

- Las propiedades mecanicas se midieron en una maquina de ensayos uniaxial
Instrom 5848 y una maquina Instrom Micro Tester 5548. Los ensayos de fatiga se
realizaron en una maquina BOSE ElectroForce 5210 BioDynamic con capacidad
para 4 camaras de ensayo y una fuerza maxima aplicable de 200 N. Equipos

pertenecientes al grupo GEMM del I3A.

- Las células Hela se incubaron en un incubador de CO, Excella ECO-170 (New
Brunswich Scientific, UK). Las MSC se incubaron en un incubador de CO, Forma

series |l water jacketed, HEPA class 100 (Thermo Fisher Scientific, Spain).

- Las imdgenes en contraste de fases y de fluorescencia de las células se han
realizado en un microscopio invertido modelo Olympus IX81 en el CIBA (Centro

de Investigaciones Biomédicas de Aragon).
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- La fluorescencia en el método Alamar Blue se determind con un lector de placas
Synergy HT de Biotek perteneciente a la Unidad de Investigacion Translacional

(UIT) del Hospital Miguel Servet, IACS.

- Las imdagenes de microscopia confocal se realizaron en un equipo Fluoview
FV10i con inmersidn en aceite, perteneciente al CIBA (Centro de Investigaciones
Biomédicas de Aragdn). Las imagenes se visualizaron y trataron con el software

FV10-ASW 4.0 Viewer.
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Capitulo 7

- Se han sintetizado copolimeros bloque basados en Pluronic F127®, con
estructura lineal o dendritica-lineal-dendritica (derivados de bis-MPA), y con
diferentes grupos terminales (-COCH=CH,, -SH, -Bn y —OH), que proporcionan

hidrogeles termosensibles inyectables y moldeables.

- La presencia de grupos reactivos en estos copolimeros permite obtener, via
procesos de fotopolimerizacion, hidrogeles de mayor consistencia mecéanica que
sus precursores, utilizando tanto materiales monocomponente (-COCH=CH,)

como formulaciones bicomponente (-COCH=CH, + -SH).

- Estos hidrogeles presentan distintos tiempos de degradacion, asi como
morfologias internas porosas, con tamafio de poro microscopico. Algunos de
estos hidrogeles muestran viabilidades celulares in vitro (células MSC humanas)
superiores al 85% a las 72 horas, en ensayos 2D, lo que permite pensar en su

posible aplicacidn en Ingenieria de Tejidos.

- Los copolimeros con grupos terminales -COCH=CH; son compuestos adecuados
para la preparacion de nanogeles, via procesos de fotopolimerizacion,
obteniendo nanoparticulas con tamafios entre 50 y 100 nm a 37 °C, vy

viabilidades celulares in vitro (células Hela) superiores al 50% a las 72 horas.

- Estos nanogeles son termosensibles y pueden cargarse con moléculas hidrofilas
e hidréfobas, asi como producir su transporte e internalizacion en medios
celulares in vitro (células Hela), lo que permite pensar en su posible aplicacién

como sistemas de Transporte y Liberacién controlada de farmacos.
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En estos apartados se recogen descripciones detalladas y datos de técnicas,
procedimientos y estudios realizados y obtenidos como parte del trabajo

desarrollado en esta tesis doctoral.
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ANEXO |. CARACTERIZACION ESTRCUTURAL
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Figura I.1. Espectro de HSQC para la molécula F127-Ac-8 EN CDCls, 500 MHz.
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Figura I.3. Cromatogramas de GPC de los derivados de Pluronic F127® descritos:
a) Pluronic F127%®, b) F127-Ac-2, c) F127-Bn-2, d) F127-OH-4, e) F127-Ac-4, f)
F127-Bn-4, g) F127-OH-8 y h) F127-Ac-8. Cromatogramas a), d) y g) realizados

con columna Styrage® HR1 THF Waters, resto de cromatogramas realizados con
columna PLgel 5um MIXED-C de Agilent Technologies.
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ANEXO Il. CARACTERIZACION DE HIDROGELES POR DSC

La utilizacién de la técnica de DSC para la determinacidn de la LCST (Low Critical
Solution Temperature) de Pluronic F127® ha sido descrita por varios autores.™®
En los termogramas se muestra el flujo de calor frente a la temperatura,
observandose dos cambios de la linea base, adjudicados al proceso de

micelizacidn y de gelificacién (Figura 11.1).

El primer pico endotérmico Figura Il.1 (a) corresponde al proceso de
micelizacidn, que supone la agregacién de las cadenas de polimero en micelas.
Este pico permite obtener la CMT, que es la temperatura a la cual se produce la

micelizacidn para una disolucién de polimero de una determinada concentracion.

20 T I B e S e e e e e R

Heat flow (mW)
5
o
I

o1y N |
' S !

0.0

Temperature (°C)

Figura Il.1. Termograma de DSC de una disolucion acuosa al 30% w/v de Pluronic
F127°.1%¢

El segundo pico de la Figura 1l.1 (b), también endotérmico, y correspondiente al
proceso de gelificacion, aparece como un pequeiio pico a la derecha del pico de

micelizacidn y permite la determinacion de la LCST. En la gelificacidn por efecto

33(a) Nie, S. F.; Hsiao, W. L. W.; Pan, W. S.; Yang, Z. J., Int. J. Nanomed. 2011, 6, 151-166;
(b) Barba, A. A.; d'Amore, M.; Grassi, M.; Chirico, S.; Lamberti, G.; Titomanlio, G., Journal
of Applied Polymer Science 2009, 114 (2), 688-695; (c) Li, L.; Lim, L. H.; Wang, Q.; Jiang, S.
P., Polymer 2008, 49 (7), 1952-1960; (d) Cabana, A.; Ait-Kadi, A.; Juhasz, J., Journal of
Colloid and Interface Science 1997, 190 (2), 307-312.
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de la temperatura se produce una reorganizacion de las micelas ya formadas.
Esta transicion supone un pequefio cambio de entalpia por lo que utilizando la
representacion del flujo de calor frente a la temperatura este pico sélo es visible

. . . . 1
para disoluciones de Pluronic F127® de elevada concentracién. 35d

En la Figura 1.2 (a) se muestra el termograma correspondiente a una disoluciéon
de F127-Ac-4 al 25 % (w/v) dénde solo se aprecia el proceso reversible de
micelizacidn en el calentamiento y en el enfriamiento. Por ello, para una mejor
determinacién de la temperatura de gelificacion, se ha trabajado con la
representacion de la derivada del flujo de calor respecto al tiempo frente a la

1352 E| primer pico mas grande, debido a un mayor

temperatura (Figura 11.2 (b)).
valor de entalpia, corresponde al proceso de micelizaciéon (CMT), mientras que el
segundo pico mas pequefio, debido a un menor valor de entalpia, corresponde a

la transicién sol-gel (LCST).
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Figura 11.2. Termograma de DSC de F127-Ac-4 al 25 % w/v en PBS 10 mM pH 7.4, a) Flujo
de calor (W/g) frente a la temperatura en el proceso de calentamiento y enfriamiento,
b) Derivada del flujo de calor con respecto al tiempo (mW/min) frente a la temperatura
en el proceso de calentamiento.
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ANEXO lIl. ENSAYOS DE VIABILIDAD CELULAR
- Método de MTT para la determinacion de la viabilidad celular

El método MTT fue desarrollado por Mosmann™®® en 1983 y modificado en 1986

por Frangois Denizot y Rita Lang.118a

El ensayo con MTT se basa en la reduccion metabdlica del bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) que realiza la enzima mitocondrial
succinato-deshidrogenasa transformandolo en un compuesto coloreado de color
azul, Formazan (Figura Ill.1). La medida de la absorbancia de este compuesto a
570 nm permite determinar la funcionalidad mitocondrial de las células tratadas
y por tanto la viabilidad celular. A mayor cantidad de Formazan producido la

viabilidad celular es mayor.

MTT (color amarillo) Formazan (color azul)

Figura lll.1. Reduccion metabolica del MTT a Formazan producida por la enzima
succinato deshidrogenasa.

En nuestro caso se afadid el MTT a cada uno de los pocillos. Tras incubacion
durante 4 horas a 37 °C y 5% de CO, se procedi6 a redisolver el Formazan para su
cuantificacion. En este punto se observd que parte de los hidrogeles retenian el
Formazan en su estructura, siendo imposible su total disoluciéon y por tanto su
cuantificacion. Este hecho era mds notable en los hidrogeles fotopolimerizados.
Por tanto este método se descarté para la medida de viabilidad de nuestros

hidrogeles.
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- Método live/dead para la determinacion de la viabilidad celular

La viabilidad celular de nuestros materiales se evalud por el método live/dead
(Invitrogen). Este método consiste en la tincidn especifica de las células vivas
utilizando Calcein AM (Calcein acetoxymethyl ester) y la tincién especifica de las

células muertas con Ethidium homodimer-1.

La Calcein AM es un compuesto no fluorescente permeable a la membrana
celular que se transforma en un compuesto que presenta una gran fluorescencia
verde cuando es hidrolizado por las enzimas estearasas intracelulares. (Figura
[11.2) La actividad intracelular de las estearasas y la integridad de la membrana

plasmatica son caracteristicas de las células vivas.

ROCC COOR

ROOC. N N.._-COOR
e ° “r
0
O R: CHy0COCH,

(6]

Caloein-AM (acetoxymethyl)

Esterase

CH,00H

Calcein

Figura lll.2. Hidrdlisis de Calcein AM para dar lugar a Calcein producida por la enzima
estearasa en el interior de la células.

El Ethidium homodimer-1 (Figura 1ll.3) es un compuesto impermeable a la
membrana celular que produce fluorescencia en el rojo cuando se une a los
acidos nucleicos del ADN. Cuando la célula esta viva, con su membrana celular

intacta, este compuesto no puede penetrar en el interior de la célula y no se
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produce unién al ADN, sin proporcionar fluorescencia. En cambio, cuando la
célula estda muerta, este compuesto es capaz de interaccionar con el ADN debido
a la pérdida de integridad estructural por la muerte celular, produciendo la

fluorescencia en el rojo.

M+ + M
% + + /
(CHE}SNHECHECHENHE(CHE}S

4 Cl

Figura lll.3. Estructura quimica de la molécula Ethidium homodimer-1.

- Método Alamar Blue para la determinacidon de la viabilidad celular

La Resazurina es un fluoroféro redox comercialmente disponible como Alamar
Blue. Este fluordforo experimenta cambios colorimétricos y fluorimétricos
relacionados con la actividad metabdlica. El ensayo esta basado en la habilidad
de las células viables o metabdlicamente activas de reducir Resazurina a
Resorufina o dihidroresorufina (Figura 1ll.4). La conversiéon ocurre de forma
intracelular, cuando la forma oxidada de la Resazurina penetra en el citosol y es
convertido a su forma reducida por accidn de la enzima mitocondrial, aceptando
electrones del NADPH, FADH, FMNH, NADH asi como de numerosos citocromos.
Esta reduccidn es responsable de un cambio en la fluorescencia desde la forma

oxidada o no fluorescente, a la forma reducida que si lo es.
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Figura I11.4. Transformacion de Resaruzina a Resorufina por reacciones de reduccion en
las células viables o metabolicamente activas.

La Resarzurina es un compuesto no téxico para las células y es estable en el
medio de cultivo, lo que permite una medida continua de la proliferacién celular
in vitro. Los compuestos téxicos que afectan a la viabilidad celular y a la
proliferacién también afectan a la capacidad de reduccién de la Resarzurina, y la
velocidad de la reduccidn es directamente proporcional al nimero de células

viables presentes.
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ANEXO IV. CARACTERIZACION MECANICA DE HIDROGELES.

Dentro de los ensayos dinamicos y estaticos los mas utilizados en la
caracterizaciéon de las propiedades mecanicas del cartilago articular son ensayos
de tipo estatico, entre los que se incluyen los métodos de compresion uniaxial
monotodnica y los métodos de compresidn uniaxial de carga-relajacion. Ambos
métodos se pueden realizar en compresién no confinada (NC), compresion
confinada (CC) o de indentaciéon dependiendo del utillaje utilizado para la

aplicacion de la carga.

Las principales diferencias entre los ensayos de compresién no confinados y
confinados, se centran en la diferencia del comportamiento del material bajo
diferentes restricciones de movimiento. Para el caso de ensayos de compresién
no confinados, al hidrogel se le permite generar una deformacion lateral a
medida que actua la carga o el desplazamiento, por lo que las fibras que forman
el hidrogel se reubican progresivamente al deformarse paulatinamente,
actuando a traccion transversal. Al final del ensayo se obtendra una matriz con
mayores dimensiones con respecto al diametro inicial y de menor espesor. Por el
contrario en un ensayo de compresion confinada se impide la deformacién
lateral al ubicar al hidrogel en un habitaculo que le impide dicha deformacidn,
provocando que las fibras no puedan reacomodarse libremente, por lo que las
dimensiones del material solo cambian con respecto al espesor. Otra diferencia
importante estd en el comportamiento y limitaciones que presenta el flujo
interno dentro del hidrogel. En este sentido, para ensayos de compresidon no
confinados el flujo puede producirse libremente por las paredes laterales del
hidrogel, mientras que para un ensayo de compresidn confinada dicho flujo se ve

. . . . 119-12
forzado a salir por la parte inferior del mismo.****?°

i) Ensayos de compresion uniaxial monotodnica

En este tipo de ensayos la carga se va aplicando de forma lineal y uniforme. Con
estos ensayos se obtienen el Mddulo de Rigidez (Emedido): MAdulo de Young (Es) y

Médulo Agregado (Ha).
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Emedido S€ calcula como la pendiente en la zona de comportamiento lineal del
material en la grafica tensiéon-deformacién (o-€). Es importante destacar que de
cada tipo de ensayo realizado, NC y CC, y debido a las restricciones de
movimiento ejercidas por los utillajes utilizados, tal y como se ha descrito
anteriormente, éste Moddulo tiene connotaciones diferentes, denominandose
Médulo de Young (Emedido=Es) para NC y Mddulo Agregado (Emedidgo=Ha) para CC.
Ambos parametros proporcionan una medida de la dureza del hidrogel bajo los

efectos de una carga.'”®
ii) Ensayos de compresion uniaxial de carga-relajacion

¢ Coeficiente de Poisson (v)
v es la relacion entre la deformacion lateral y la deformacion axial en una

probeta con carga axial.

Para el cdlculo de v se representan los valores obtenidos de tensién-deformacién
por los métodos de NC y CC y se obtienen Es y Hp, de la forma descrita en el
apartado anterior. Cabe destacar que estos valores obtenidos son diferentes a
los hallados a través del método de compresion uniaxial de carga monotédnica ya
gue en los ensayos de carga-relajacion se extrae el agua del interior de los
hidrogeles por lo que se evallia Unicamente las propiedades de la matriz
polimérica. v se obtiene de forma empirica mediante la combinacién de Esy Hp
por medio de la Ecuacion (1). Esta formula sélo es aplicable dentro del limite

elastico del material.

Es(1—v)
[(1+v)(1—2v)] (1)

HA=
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e Permeabilidad (k)

El calculo de la permeabilidad, k, se realiza aplicando la Ecuacién (2), donde 1" es
el tiempo de relajacion, h es el espesor de la muestra y Hx es el Mddulo
Agregado. El calculo de T" y Hj se realizan con ensayos de compresién uniaxial de

carga-relajacion de tipo CC.

miH,k 2)

Fl

T

La Figura IV.1 (a) muestra la curva tipica de tensidon-deformacién obtenida para
los ensayos de carga-relajacion. En ella se observa el ajuste lineal por minimos
cuadrados (en rojo) de los puntos de méaxima relajaciéon que permite obtener al

valor de Ha.

a) b)

Curva tension-deformacion CC Fuerza vs. tiempo

0.06 |
0.05

0.04

o (MPa)

0.03

0.02

0.01
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0 005 01 015 0.2
£

Figura IV.1. a) Curva tipica de tensién vs. deformacién obtenida para P/H23-F127-Ac-2 en un
ensayo de compresion uniaxial de carga-relajacién confinada. En color rojo, el ajuste lineal
por minimos cuadrados en los puntos de maxima relajacién, b) Curva tipica de fuerza vs.
tiempo para una rampa de carga-relajacion, c) Seleccién (en rojo) y ajuste exponencial (en

azul) para el calculo de la permeabilidad a partir de una curva de relajacién.
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Para el calculo de t’, en un ensayo de CC de carga-relajacion se puede medir la
fuerza de reaccién en funcién del tiempo requerido para alcanzar el equilibrio en
cada ciclo de relajacion. La Ecuacién (3) es una funcién exponencial del tiempo
donde F es la fuerza aplicada, F- es la fuerza a maxima relajacion (t=infinito) y se
supone que es igual a cero, Fq es la fuerza a mdxima tension (t=0) y T° (tiempo de
relajacidn) es el parametro a calcular. En la Figura IV.1 (b) se muestra la gréfica
correspondiente a la fuerza aplicada frente al tiempo.

-t

F(t) = F, + Fe™ 3)
El ajuste exponencial por minimos cuadrados en los puntos de mdxima relajacion
en cada curva de relajacién permite obtener t'.

La Figura IV.1 (c) muestra la zona seleccionada para llevar a cabo el ajuste (en
color rojo) asi como el ajuste exponencial por minimos cuadrados (en color azul)

a partir del cual se calcula t".**°
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