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“Hidrogeles sintéticos con propiedades mecanicas controladas”

RESUMEN

ANTECEDENTES: La matriz extracelular (MEC) es una red tridimensional estructuralmente compleja,
que actua como soporte de las células, controla el desarrollo de sus funciones basicas y desempefia
un papel fundamental en la regeneracion de los tejidos. Por este motivo, ha sido objeto de estudio
durante los ultimos afios en el dmbito de la biomedicina, que trata de sintetizar andamiajes
artificiales in vitro capaces de emular las funciones de la MEC. En este contexto, los hidrogeles han
cobrado mucha importancia. Se trata de materiales constituidos por redes poliméricas
tridimensionales, que poseen la capacidad de almacenar agua en su interior. Dichas propiedades los
hace semejantes a los tejidos blandos del organismo, proporciondandoles cierta ventaja frente a otro
tipo de materiales.

OBJETIVO: En el presente trabajo se plantea la preparacién, modulacidn de las propiedades
mecanicas y caracterizaciéon de hidrogeles basados en polietilenglicol diacrilato (PEGDA), 2,2’-

(ethilenedioxi) dietanetiol (EDDET) y acido acrilico, tratando de emular la MEC de los tejidos del
organismo. Finalmente, también se han llevado a cabo ensayos preliminares con el fin de estudiar la
adhesidn celular en este tipo de materiales.

METODOLOGIA: La preparacién de los hidrogeles se ha llevado a cabo en el departamento de Fisica
de la Materia Condensada (Laboratorio de Manufacturacién Avanzada del ICMA). La modulacién de
las propiedades mecdnicas, se ha realizado mediante la variaciéon estequiométrica de PEGDA y
EDDET, y su posterior caracterizacién mecdnica a través de ensayos de compresion en el I13A. La
caracterizaciéon morfolégica de los hidrogeles, se ha realizado, en el INA, mediante Microscopia
Electrénica de Barrido (MEB). Asimismo, han sido sometidos a ensayos de hinchamiento, realizados
en el Laboratorio de Manufacturacién Avanzada del ICMA, con el fin de estudiar la cantidad de agua
que son capaces de absorber. Por ultimo, la adhesidon celular de los sistemas preparados, ha sido
estudiada, en el I3A, mediante la biofuncionalizacién y posterior cultivo celular.

RESULTADOS: A través de la variacidn de la estequiometria de los macrémeros de PEGDA y EDDET
gue constituyen el hidrogel, es posible la modulacién de las propiedades mecdanicas del material. Se
han sintetizado desde hidrogeles blandos y flexibles, con un valor de médulo de Young de 6 kPa,
hasta hidrogeles rigidos con valores de 487 kPa. Los ensayos de hinchamiento, han mostrado que la
cantidad de PBS absorbida depende, en gran medida, tanto de la relacion estequiométrica de PEGDA
y EDDET como de la proporcién de Phosphate Buffer Saline (PBS) que contengan las muestras,
llegando a absorber, algunas de ellas, un 120% respecto su peso inicial. Mediante la microscopia
electrénica se ha observado que se ha trabajado con hidrogeles con superficie porosa e interior
denso y compacto. Finalmente, a través de los ensayos de funcionalizacién y cultivo celular, se ha
podido observar que la adhesion celular no ha tenido lugar. No obstante, no es posible sacar
conclusiones firmes a partir de dicho resultado, ya que el ensayo se ha realizado Unicamente en dos
muestras de condiciones distintas. Para obtener resultados significativos seria necesario repetir el
proceso con un mayor numero de muestras.
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1.- Introduccion

La matriz extracelular (MEC) es una red tridimensional de macromoléculas que proporciona soporte
fisico y estructural a los diferentes tipos celulares. Su composicidn es especifica de cada érgano o
tejido pero mayoritariamente estd compuesta por agua, proteinas y polisacaridos. La MEC, no solo
actlia como soporte para los diferentes tejidos y células, sino que ademds, sus componentes
establecen un didlogo bioquimico y biofisico con las células con las que tiene contacto. Esta
interaccion es fundamental en el desarrollo y regulacidn de los procesos celulares: migracion,
proliferacion, diferenciacién, apoptosis® y homeostasis®™™. Es por ello que la matriz extracelular no
debe ser considerada como un elemento pasivo con funcién de soporte, sino como un sistema que
influye en el comportamiento y funcién de las células.

Durante los ultimos afios el estudio de la MEC ha cobrado especial relevancia en el campo de la
biomedicina. Se intenta reproducir en modelos in vitro las propiedades fisico-quimicas observadas
in vivo para la MEC de distintos tejidos. Tradicionalmente, los modelos de cultivo celular in vitro, han
consistido en modelos bidimensionales (2D), basados en una monocapa celular sobre una placa Petri.
No obstante, se trata de modelos que no favorecen el desarrollo celular, al no propiciar un entorno
adecuado en el que estas puedan llevar a cabo sus funciones especificas. Este hecho, ha sugerido |a
preparacion de modelos tridimensionales (3D) mediante la sintesis de andamiajes artificiales capaces
de emular, en mayor medida, la complejidad de la matriz extracelular™®!, Es evidente que la sintesis
de un andamiaje artificial es una tarea compleja y son muchas las caracteristicas que han de tenerse
en cuenta. En primer lugar, ha de tener unas propiedades bioquimicas determinadas, de modo que
se simule el entorno bioldgico y se posibilite la proliferacion, diferenciacion celular y, finalmente, la
produccidn de una nueva matriz extracelular™ ™). M3s all4 de las propiedades quimicas, es de suma
relevancia que las células encuentren un entorno con unas propiedades mecdnicas adecuadas’®.
Cada tejido tienes sus propias particularidades en este respecto, con lo cual, el andamiaje ha de
disefiarse teniendo como objetivo el tejido en cuestion. Este ha de ser capaz de soportar los
esfuerzos correspondientes al movimiento del organismo, por lo que tiene que ofrecer unas
propiedades mecanicas similares a las del tejido que va a tratar de emularse. La rigidez de un tejido
puede caracterizarse mecdnicamente mediante el mdédulo de Young o mdédulo elastico. Se trata de
un parametro que mide la resistencia de un material frente a la deformacién elastica. Valores
elevados del médulo de Young, indican que se trata de tejidos rigidos que ofrecen poca deformacion
eldstica, mientras que valores bajos corresponden a tejidos mas eldsticos.

En la figura 1 se representan los valores de médulo de Young para diferentes tejidos del organismo.

1 . . ) -
Apoptosis: tipo de muerte celular provocada por el propio organismo con el fin de controlar su desarrollo y crecimiento.

Homeostasis: conjunto de fenémenos de autorregulacién para mantener estables las condiciones internas del organismo.
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Figura 1: Modulos de Young en distintos tejidos del cuerpo humano.

Otro aspecto crucial a la hora de tratar de emular la MEC, es la biodegradabilidad del material. Esto
es de gran importancia en aplicaciones de ingenieria de tejidos, donde se hace uso de un andamiaje
artificial para restaurar las funciones de un tejido dafiado. A medida que la actividad celular tiene
lugar, éste deberd disminuir su masa para ser reemplazado por el tejido nuevo. Por lo que es
conveniente que los materiales empleados para emular la MEC sean sensibles a mecanismos fisico-

’ . . sy . . sy .. 7
guimicos como la hidrélisis o la accién enzimatica producto de la actividad celular ).

Atendiendo a las propiedades bioquimicas y mecdnicas que ha de tener un andamiaje capaz de
emular la matriz extracelular, es evidente que el biomaterial que la constituya contard con un alto
grado de sofisticacidon. El término biomaterial hace referencia a aquellas sustancias capaces de
interactuar con los sistemas bioldgicos del organismo. Los hidrogeles son materiales formados
generalmente a partir de un polimero hidréfilo entrecruzado. La estructura polimérica de estos
materiales, junto con la capacidad que poseen para albergar agua en su interior[3][4], propician la
creacién de un entorno tridimensional similar al de los tejidos blandos, que permite tanto la difusién
de los nutrientes, como de los desechos celulares a través de la red tridimensional. Estas
caracteristicas han hecho que los hidrogeles hayan sido estudiados de forma intensiva, y utilizados
para la fabricacién de andamiajes capaces de sustentar cultivos celulares, logrando la reparacién y
regeneracién, en muchos casos, de una gran variedad de tejidos como el cartilaginoso y el vascular®®.

Segun su origen polimérico, los hidrogeles pueden clasificarse en dos grupos, naturales o sintéticos.
Los hidrogeles naturales estan constituidos por materiales basados en polimeros naturales presentes
en la MEC, como colageno, fibrina o acido hialurénico. Mientras que los sintéticos, son aquellos
basados en polimeros que no se encuentran en el medio de forma natural, como el polidcido acrilico
(PAA) o el polietilenglicol (PEG)[S].

Los hidrogeles, pueden ser sintetizados mediante el entrecruzamiento fisico o quimico. En el
entrecruzamiento fisico la unién se realiza mediante enlaces idnicos, cristalizaciéon o puentes de
hidrégeno. El entrecruzamiento quimico, tiene lugar cuando se establecen enlaces covalentes entre
las cadenas poliméricas. Una de las técnicas mas empleadas en la sintesis de polimeros sintéticos es
el foto-entrecruzamiento (figura 2). Se trata de un tipo de entrecruzamiento quimico de monémeros
gue se realiza en presencia de radiacion luminica, agentes de entrecruzamiento y fotoiniciadores™.
Los fotoiniciadores son sustancias capaces de generar radicales libres al ser irradiados con una
longitud de onda determinada, transformando la energia luminosa en energia quimica. Los radicales
libres, tienen la capacidad de transferirse a mondmeros, de modo que pueden unirse a su vez, a otros
mondmeros, pasando el radical al ultimo monémero afiadido.



I (initiator) + UV — R*(radical)
1. R' + CH, = CHCOOR — RCH,C"HCOOR

(acrylate monomer) (monomer radical RM*)

RCH,CHCOOR + CH,=CHCOOR RCH,CH—[CH,CH] , — CH,CH etc.
| | |

2. monomer radical RM ©  acrylate monomer M COOR COOR COOR
or oligomer O

RM[M] M-
3. RM, +DH - RM,H + D* D' +M — DM etc.
4 RMM* + RMM® - RMM-MMR RMM' + R* - RMM-R etc.

Figura 2:Esquema del proceso de fotopolimerizacion radicalaria”.

Una de las ventajas principales de la fotopolimerizacidn radicalaria es la posibilidad de controlar la
. .. . 8 .

estructura final del andamiaje del material®. En la figura 3 se representa, por una parte, la estructura

de cadenas poliméricas sueltas, y por otra, la estructura de cadenas poliméricas entrecruzadas.

a) b)

Figura 3: a) Cadenas poliméricas libres. b) Estructura de cadenas poliméricas libres entrecruzadas.

El gran potencial que presentan los hidrogeles como biomateriales, se debe en mayor parte, a sus
propiedades, las cuales merecen ser explicadas con mayor detalle.

Las propiedades mecdanicas de estos materiales son facilmente modulables. Las caracteristicas de los
mondmeros, es decir, el tipo de unidades que los forman, y el grado de entrecruzamiento, serdn
factores importantes en las propiedades mecanicas finales del hidrogel. Asimismo, pueden ser
controladas variando el peso molecular o la concentracién de los polimeros, o introduciendo
diferentes tipos de mondmeros en la cadena (0L Ecte Gltimo proceso, recibe el nombre de co-
polimerizacidn.

Las redes poliméricas de los hidrogeles tienen tanto grupos hidréfilos como hidréfobos. La naturaleza
hidrofila de los hidrogeles se debe a la compatibilidad entre el medio acuoso y los grupos hidréfilos
de la red entrecruzada, como podrian ser los grupos hidroxilo (-OH), carboxilo (-COOH), amida (-
CONH,) o sulfénico (SO3H) 1 Esto explica la capacidad de los hidrogeles para absorber grandes



cantidades de agua, proceso que recibe el nombre de hinchamiento. Este proceso finaliza cuando se
llega a un estado de equilibrio. El estado de equilibrio resulta de un balance entre las fuerzas
osmaticas que causan que el medio acuoso penetre entre las cadenas del polimero hidréfilo y las
fuerzas cohesivas existentes entre estas cadenas que oponen resistencia a la expansion (121,

De entre la gran variedad de mondmeros existentes para la sintesis de hidrogeles, en este proyecto
se ha escogido el polietilenglicol diacrilato (PEGDA)(figura 4). Se trata de un compuesto reportado y
utilizado en numerosos estudios’®. EI PEGDA presenta un grupo acrilato en cada extremo, es
altamente hidrofilico, biocompatible y no tdxico a partir de pesos moleculares por encima de 400
Da. Ademas es facilmente eliminado por el organismo[m]. Al ser irradiado con luz UV en presencia de
agua y un fotoiniciador, el PEGDA polimeriza dando lugar a hidrogeles (figura 5). Debido a estas
propiedades, el PEGDA es ampliamente investigado y reconocido como uno de los materiales mas
exitosos para aplicaciones de ingenieria de tejidos .

0
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Figura 4: Molécula de PEGDA.
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Figura 5: Formacion de hidrogeles de PEGDA por fotopolimerizacion.

Sin embargo, una de las desventajas del PEGDA, es su resistencia inherente a la adhesién de
proteinas[4]. Al no tener grupos que establezcan unién de manera natural con proteinas de adhesién
celular, presenta una actividad bioldgica intrinseca nula y no proporciona un ambiente idéneo para
las células. Para proporcionar sitios reactivos en la superficie del hidrogel, la adicién de acido acrilico
a la reaccion de polimerizacidn proporciona grupos carboxilo que pueden conjugarse, mediante
enlaces peptidicos, con proteinas de matriz extracelular.

Otra de las desventajas de los hidrogeles basados en moléculas de PEGDA, es su degradacion.
Requiere largos periodos de tiempo, como podrian ser meses e incluso afios™. Esto supone un
inconveniente. No obstante, el PEGDA, puede ser alterado con el fin de favorecer la degradacion
mediante la incorporacién de segmentos degradables como el poliéster, el poli (fumarato de
propileno) (PPF) o disulfuro®®. De manera analoga, la biodegradacién también puede favorecerse
haciendo uso de la reaccidn tiol:acrilato (T:A) mediante adicion de Michael para la sintetizar
macrémeros con enlaces tioéter (sulfuro)(figura 5)[8].
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Figura 6: Esquema de la reaccion tiol:acrilato mediante adicion de Michael.

En este trabajo de fin de grado, se persigue la sintesis de hidrogeles basados en macrémeros de
tiol:acrilato en diferentes proporciones tratando de modular las propiedades mecdanicas del
material. Para ello, se introduce una molécula denominada 2,2’-(Ethilenedioxi) dietanetiol (EDDET)
con el fin de favorecer la reaccion tiol:acrilato, y acido acrilico para la posterior biofuncionalizacion
de los hidrogeles. La preparacion de estos materiales se plantea mediante un proceso que tiene lugar
en dos etapas (two-stage). Para ello, se emplea PEGDA, EDDET y 4cido acrilico, con un exceso
estequiométrico de acrilato frente al tiol. El PEGDA, al presentar un grupo acrilato en cada extremo,
se puede incorporar al polimero por dos puntos. Sus grupos acrilato pueden reaccionar, bien por la
adicidn de Michael de la primera etapa, donde se forman los macrémeros, o en la fotopolimerizacion
radicalaria de la segunda etapa, donde fotopolimerizan los grupos acrilato y se forma la red
polimérica entrecruzada. Debido al exceso estequiométrico de acrilato, el tiol se incorpora al
polimero mediante adicién de Michael formando enlaces tioéter que pueden favorecer la
degradacion. Si la segunda etapa se lleva a cabo en presencia de agua, ésta queda retenida en la red
tridimensional.

La preparacion de un andamiaje con las propiedades mecdnicas adecuadas para que ejerza de

soporte de los cultivos celulares, es esencial. Sin embargo, la aplicacidon biomédica del material, exige

una mayor complejidad a la hora de sintetizarlo, ya que son mas las aspectos que han de

considerarse. Tal y como se ha explicado anteriormente, es importante que las células puedan
. . . . . . N . [14].

adherirse a dicho material. Para ello, es necesario la biofuncionalizacién del material

Esta consiste en la unién entre dos moléculas, generalmente, gracias a la presencia de enlaces
covalentes, mediante un agente bioconjugante (figura 7)[15]. En el trabajo como agente
bioconjugante se utilizan dos compuestos, el EDC (1-ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl] carbodiimide
hydrochloride) y el sulfo-NHS (N-hydroxysulfosuccinimide), que permiten la unién entre el hidrogel
y la fibronectina mediante la interaccién entre los grupos carboxilo del acido acrilico y los grupos
amina de la proteina, formando un enlace peptidico. Asimismo, las células, a través de receptores de
membrana especificos para secuencias de la fibronectina se unen a la proteina. Este proceso se
explica con mas detalle a continuacién.

Q-0 ]
_
Conjugation
B

Agent

A A-B Conjugate

Figura 7: Esquema del proceso de biofuncionalizacio’nﬂs].

La adhesidn celular en los sustratos y su posterior propagacion estan mediadas por los receptores de
adhesién transmembrana y las correspondientes proteinas de la matriz extracelular (MEC). Las
integrinas son las principales involucradas en las interacciones célula-matriz. Las integrinas, estdn
vinculadas al citoesqueleto de actina por proteinas asociadas, y estos complejos de proteinas
estructurales, también sirven como marco para la asociacién de moléculas de sefializacién que
regulan el comportamiento y desarrollo celular “

Ademads de sus propiedades mecanicas, también se estudiardn otras propiedades relevantes de los
hidrogeles, como su capacidad de hinchamiento y su morfologia.



Por ultimo, el trabajo también tiene como objetivos estudiar la biofuncionalizacidn de los hidrogeles
obtenidos para el cultivo celular en su superficie. Se estudiara la adhesién celular en este tipo de
materiales. El tipo de células empleadas para hacer el cultivo celular son los fibroblastos. Los
fibroblastos constituyen el principal tipo celular involucrado en la sintesis y homeostasis de la matriz
extracelular.

Dada la aplicacién biomédica del material que se desea preparar, tanto los ensayos de compresion,
como los de hinchamiento, se han llevado a cabo a una temperatura de 37°C, con el fin de reproducir
las condiciones lo mas préximas a las del organismo.



2. Materiales y técnicas experimentales
2.1. Materiales y preparacion de mezclas

2.1.1. Materiales

PEGDA

El polietilenglicol diacrilato (PEGDA) (Sigma Aldrich ref. 455008) esta constituido por una larga
cadena lineal de poliéter, con dos grupos acrilato en los extremos. En el trabajo se ha empleado
PEGDA con un peso molecular de 700 Da.

El PEGDA tiene una densidad de 1,12g/mL a 259, y su temperatura de fusion se encuentra entre 12-
179C. Es conveniente conservarlo en un refrigerador para posteriormente trabajar en condiciones
Optimas.

EDDET
El 2,2’-(Ethilenedioxi) dietanetiol (EDDET) (Sigma Aldrich ref. 465178) es una molécula de menor
tamano, 182.3 Da, con dos grupos tiol en los extremos.

TEA

La trietilamina (Sigma Aldrich ref. TO886) es una amina terciaria que se utiliza como catalizador de la
adicion de Michael. Se encuentra en estado liquido y se evapora rapidamente a temperatura
ambiente, con lo cual, al afiadirla, se recomienda que el recipiente no permanezca durante mucho
tiempo abierto.

Acido acrilico

El acido acrilico (Sigma Aldrich ref. 147230) juega un papel fundamental para que posteriormente
pueda llevarse a cabo el proceso de biofuncionalizacién. Los grupos carboxilo se unirdn a los grupos
amino de la fibronectina, que a su vez hara posible que pueda hacerse el cultivo celular. Por tanto,
el acido acrilico sirve como punto de anclaje para la fibronectina a la red tridimensional del hidrogel.

Fotoiniciador

Para que se produzca la fotopolimerizacidn se ha hecho uso de un fotoinicador Irgacure

2959 (Sigma Aldrich ref. 410896) (figura 8). Se trata de compuestos muy sensibles a las radiaciones
ultravioleta ya que, ante su exposicién, forman radicales libres, y por tanto, cumplen una funcion
critica en iniciar la polimerizacién radicalaria que tiene lugar en la segunda fase.

o Nl N1 |,

Figura 8: Molécula de Irgacure 2959.

PBS

El tampdn fosfato salino o phosphate buffered saline (PBS) (Lonza ref. BE17-516F) es una solucién
tampon muy empleada en la investigacidn bioldgica. Se trata de una disolucién que esta compuesta
por una combinacidn de sales como cloruro sédico, fosfato sédico, cloruro de potasio y fosfato de



potasio. Ademas, la osmolaridad y la concentracién de iones (Cl", Na* y K" ), asi como el pH es muy
semejante a la matriz extracelular de los mamiferos.

Dada la aplicacidon biomédica que tiene como objetivo dicho trabajo, serd necesario tratar de simular
en todo momento las condiciones biolégicas del organismo. Por ello se utilizara PBS como solucidn
acuosa de las mezclas a realizar.

2.1.2. Preparacién de mezclas

Con el objetivo de tratar de modular las propiedades mecanicas de hidrogeles de Tiol:Acrilato (T:A),
se crean diez mezclas individuales con proporciones distintas de T:A y PBS (tabla 1), tal y como se
muestra en la tabla que se encuentra a continuacion.

. . Tiol:Acrilato-PBS (%)
Tiol:Acrilato
50-50 30-70
1:1.02 1:1.02 (50-50)(%) 1:1.02 (30-70)(%)
1:1.04 1:1.04 (50-50)(%) 1:1.04 (30-70)(%)
1:1.06 1:1.06 (50-50)(%) 1:1.06 (30-70)(%)
1:1.08 1:1.08 (50-50)(%) 1:1.08 (30-70)(%)
1:1.1 1:1.1 (50-50)(%) 1:1.1 (30-70)(%)

Tabla 5: Matriz de mezclas estudiadas.

La preparacién de las mezclas se realiza en varias etapas. En primer lugar, se prepara la mezcla de
Tiol:Acrilato (T:A). Los componentes de esta primera parte seran los siguientes. PEGDA y EDDET, en
las proporciones indicadas en la tabla anterior. Ademas, cada mezcla contendrd la misma proporcion
de trietilamina, Irgacure 2959y acido acrilico, 0,8%, 0,2%y 2,5% respectivamente, sobre la cantidad
afiadida de PEGDA y EDDET. Una vez preparada la mezcla se deja mezclar en el agitador de rodillos
durante 48 horas. Pasado este tiempo, por trabajos previos en el grupo[16], se sabe con certeza que
ha finalizado por completo la adicién de Michael. Es decir, se han producido cadenas poliméricas
lineales de T:A. En segundo lugar, se procede a afiadir PBS a la mezcla en las proporciones que se
indican en la tabla, y se deja agitar la mezcla durante 24 horas mas. Finalmente se contara con diez
mezclas de distintas proporciones de T:Ay PBS.

Todas las mezclas se realizan en un recipiente de vidrio color topacio, de esta manera, evitamos que
el fotoiniciador se descomponga, y genere radicales antes de lo deseado debido a la luz ambiental.



2.2.- Técnicas experimentales

2.2.1- Fotopolimerizacién
En el trabajo, para lograr el proceso de fotopolimerizacion, se ha utilizado la lampara ultravioleta.

La lampara ultravioleta es una lampara Exfo Omnicure S200 que emite luz ultravioleta de 320-390nm
con una potencia de 10 mW/cm? durante 300 segundos en éste caso. Gracias a la radiaciéon emitida
por la ldmpara ultravioleta, y la presencia de fotoiniciador en la mezcla, tiene lugar la segunda etapa
de la reaccidn, en la que se produce el entrecruzamiento de cadenas poliméricas de T:A, que se unen
entre si dando lugar al hidrogel en cuestion. Asimismo, al tener lugar la fotopolimerizacién, el PBS
presente en la mezcla queda retenido entre la red del polimero.

La estructura final de la muestra polimerizada serd de gran importancia para los posteriores ensayos
mecanicos. En el trabajo se polimerizan hidrogeles con forma de disco de 4 mm de altura y un
didmetro de 5 mm. Para ello se utilizan unos moldes de silicona de polydimetilsiloxano (PDMS) que
sirven exclusivamente para la sintesis de discos con estas caracteristicas. El precursor del hidrogel
se vierte en estos moldes cilindricos, se aplica la radiacion ultravioleta, y finalmente se obtiene el
hidrogel con la forma cilindrica de la cavidad del molde (figura 9).

Figura 9: Hidrogeles de T:A-PBS tras el proceso de fotopolimerizacion.

2.2.2.- Ensayos de hinchamiento

Los ensayos de hinchamiento proporcionaran informacion sobre la capacidad que tienen este tipo
de materiales para almacenar agua en su interior.

Las propiedades de un hidrogel hinchado y sin hinchar cambian en gran medida. Dada su aplicacion
bioldgica, un hidrogel capaz de emular la matriz extracelular del organismo se encontraria
sumergidos en el liquido del organismo. Por tanto, es importante estudiar el comportamiento de



estos materiales cuando estan sumergidos en exceso de PBS, con el fin de conocer la cantidad de
disolucién que pueden absorber y el tiempo transcurrido hasta que llegan al estado de equilibrio.
Como uno de los objetivos principales del trabajo es caracterizar mecanicamente las muestras de
Tiol:Acrilato y PBS en distintas proporciones, sera necesario esperar a que éstas hayan alcanzado el
estado de equilibrio para someterlas a ensayos de compresion.

En el trabajo los ensayos de hinchamiento tienen lugar a 37°C. Es importante simular las
condiciones del entorno en el que este proceso tendria lugar, ya que la temperatura es un
parametro que influye en el proceso de hinchamiento. Para ello se hace uso de una estufa que se
encuentra a temperatura constante de 37°C.

El protocolo para medir el hinchamiento de los hidrogeles es simple. Una vez preparadas las
muestras, se sumergen en exceso de PBS. Transcurrido un determinado tiempo, se extraen, se
elimina el exceso de agua de la superficie, y se pesan. Este proceso se repite a diferentes tiempos,
hasta que el peso de las muestras no varia, lo cual significa que ya no pueden absorber mas PBS.

2.2.3.- Ensayos mecanicos

La caracterizacidn mecdnica de las muestras, se lleva a cabo mediante ensayos de compresién
uniaxial realizados por una maquina Instron 5548 Micro Tester. Estos, al igual que los ensayos de
hinchamiento, tienen lugar a una temperatura de 37° C.

La caracterizacidon mecanica de materiales también es posible mediante ensayos de tracciéon. No
obstante, al trabajarse con materiales de manipulacién complicada, es mas sencillo realizar ensayos
de compresion.

A través de la curva tension-deformacion (figura 10), podemos obtener para cada muestra ensayada
el mddulo de Young, que corresponde a la pendiente de la zona elastica.

Rotura
Limite de elasticidad

Esfuerzo (MPa)

v

Zona plastica

Zona elastica |
alad

»i
« PN

v

Deformacion (%)

Figura 10: Curva tension-deformacion.

Una vez realizados los ensayos de compresidn correspondientes, se hard una seleccion de dos de las
diez mezclas preparadas para profundizar en la caracterizacién mecdnica del material. Los hidrogeles
correspondientes a las dos mezclas, se someten a ensayos de fatiga. Cada ensayo de fatiga, consiste
en sucesivos ciclos de compresion-descompresion con el fin de estudiar la resistencia que ofrece un
material ante cargas ciclicas.

10



2.2.4. Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

El Microscopio Electrénico de Barrido (MEB), es una técnica de microscopia electrdnica en la que se
hace uso de un haz de electrones de alta energia para formar una imagen. La interaccion electrén-
materia, genera la emisién de electrones secundarios, captados por un detector, que mide la
intensidad de estos electrones construyendo imagenes de alta resolucién, hasta 100 A. EI MEB
permitira la observacion y caracterizacion morfolégica del hidrogel.

Con el fin de poder observar el andamiaje de los hidrogeles, es necesario extraer el PBS del interior
sin deformar la estructura original de las muestras. Para ello, se empleard una técnica de separacion
basada en la liofilizacidn. La liofilizacion tiene como objetivo separar el agua del hidrogel mediante
la congelacion, y la posterior sublimacién del hielo a presidn reducida. En el trabajo, las muestras se
han congelado mediante su inmersidn en nitrégeno liquido, y a continuacion se han colocado en el
liofilizador durante 24 horas. Con el objetivo de analizar la técnica de corte y las diferentes secciones
de los hidrogeles, se han llevado a cabo tres cortes distintos: un corte transversal, un corte
longitudinal radial con una cuchilla y un corte longitudinal radial mediante un desgarramiento.
Posteriormente, las muestras se recubren metalicamente con una capa de paladio. Este proceso es
de gran relevancia para las pruebas MEB, ya que hard que los electrones secundarios que inciden en
las muestras sean reflejados, lo que permite la construccién la imagen. En caso contrario, las
muestras absorberian los electrones y se observarian destellos de luz. Una vez realizados todos estos
pasos, las muestras se encuentran listas para observarse en el microscopio.

2.2.5.- Biofuncionalizacion

La biofuncionalizacidn es un paso esencial en la sintesis de materiales con aplicacidn biolégica. Se
trata del paso previo al cultivo celular, sin el cual no podria llevarse a cabo. La presencia de acido
acrilico, hara posible que el hidrogel sintetizado pueda biofuncionalizarse.

La biofuncionalizacidén consiste en la adicion de fibronectina, mediante la reaccidn entre los grupos
amino de ésta y los grupos carboxilo del acido acrilico. El procedimiento experimental consta de
varios pasos.

El protocolo a seguir para desarrollar el proceso de biofuncionalizacion es el siguiente. En primer
lugar, el hidrogel a biofuncionalizar sera esterilizado con etanol al 70% durante 20 minutos.
Paralelamente se prepararan por separado dos disoluciones de EDC (1-ethyl-3-[3-
dimethylaminopropyl] carbodiimide hydrochloride) (Sigma Aldrich ref. 03449) 0,15M y sulfo-NHS
(N-hydroxysulfosuccinimide) (Sigma Aldrich ref. 56485) 0,12M ambas diluidas en una disolucion
tampodn, 2[morpholinolethanesulfonic acid] (MES) (Sigma Aldrich ref. M8250) al 0,1M, preparada
anteriormente. A continuacion se mezclan ambas disoluciones y se filtraran por un tamafno de poro
de 0.22 um. Una vez filtrada la mezcla, se afiade sobre los hidrogeles de manera que los cubra
completamente y se incuba durante dos horas a temperatura ambiente. Finalmente, se afade
fibronectina de plasma humano diluido en PBS a una concentracién final de 10ug/ml y se deja
incubar durante 24 horas a 42C. Los hidrogeles se lavan tres veces con PBS y se conservan a 42C hasta
gue tenga lugar el cultivo celular.

En la figura 11 se muestra un esquema del proceso que tiene lugar a nivel molecular durante la

funcionalizacién (figura 11). En el esquema el grupo de acido carboxilico pertenece al acido acrilico
del hidrogel. Se observa que hasta que se forma el enlace peptidico entre el acido acrilico y la
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fibronectina, se forman dos complejos intermedios. El activo intermedio O-Acylisourea es inestable
en soluciones acuosas y la adicidon de sulfo-NHS en presencia de EDC, resulta en la formacién de un
activo intermedio Sulfo-NHS éster, el cual es mas eficiente para reaccionar con moléculas con grupos
amino.
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Figura 11: Esquema a nivel molecular del proceso de biofuncionalizacion 1
La funcionalizacién y cultivo celular se estudia mediante la observacidn de las muestras al
microscopio, por lo que la estructura de los discos con la que se trabaja en el resto de ensayos
dificultaria el proceso. Esto sugiere la preparacidon de muestras de mayor superficie y menor espesor,
Unicamente para la funcionalizacién y cultivo celular.

2.2.6.- Cultivos celulares

Se parte de un frasco con fibroblastos cardiacos con aspecto alargado adheridos en su superficie.
Para poder extraerlos, se afiade tripsina (Lonza ref. 02-007E), enzima proteolitica que fracciona
proteinas. Una vez que las células se han despegado, al observarlas al microscopio se aprecia que su
morfologia ha cambiado y tienen forma redonda. Esta enzima, tras 5 minutos, debe ser inactivada
mediante lavados de suero fetal bovino (SFB) (Sigma ref. F7524), ya que podria provocar un deterioro
de las células. A continuacion, se centrifuga la mezcla de células con SFB a 1500 rpm durante 5
minutos. Se retira el sobrenadante y se resuspende el pellet en 1 ml de medio de cultivo DMEM
(Lonza ref. BE12-614F) para llevar a cabo el conteo celular.

Con el fin de conocer la densidad de células en la suspensién preparada, se lleva a cabo un proceso
de conteo de células mediante la cdmara de Neubauer, a la que se anaden 10 pl del pellet
suspendido. Se trata de una cdmara de 3mm x 3mm x 0,1 mm, que a su vez estd dividida en nueve
cuadriculas de menor tamafio de Imm x Imm x 0,1 mm. Cada una de las nueve cuadriculas se
encuentra dividida en 16 partes, y la cuadricula central cada una de las 16 partes estd a su vez dividida
en 5 partes (figura 12).
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Figura 12: Camara de recuento celular de Neubauer™”.

Se cuentan las células de uno de los cuadrantes con el fin de conocer la densidad existente. Una vez
contadas las células de cada subdivisidn, se halla una media de las células contadas y se aplica la
siguiente férmula para calcular la densidad celular.

Células _ n? células contadas x 10000

mL  ntmero de cuadros x dilucién (1)

Una vez conocida la densidad de células en la alicuota preparada, se calcula el volumen que
corresponde a la cantidad de células requeridas para la siembra. El nimero de células se elige en
funcidén de lo juntas o separadas que se desea que estén una vez adheridas al hidrogel. En el caso de
que interesase estudiar la interaccion célula-célula ademads de matriz-célula convendria cultivar un
numero elevado de células. En este caso se pretende estudiar la interaccién matriz-célula y evaluar
la morfologia de las células adheridas. Por ello, para delimitar bien el contorno de cada célula, éstas
deben estar separadas entre si, de manera que se puede trabajar con un nimero menor.

Una vez afiadido el volumen correspondiente de cultivo celular en el hidrogel se deja incubar durante
unas 24-48 horas en una incubadora a 37°Cy 5% de CO,.
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3. Resultados y discusion

3.1. Ensayos de hinchamiento

La determinacién de la capacidad de hinchamiento de los hidrogeles en PBS es de gran relevancia.
Como se ha explicado en la introduccion, dicho proceso dependera de varios factores que se
discutirdn posteriormente junto con los resultados.

El hinchamiento se ha medido tal y como se ha explicado en la parte de técnicas experimentales. Se
ha realizado para ocho muestras de cada tipo de mezcla ensayada. Las muestras se han pesado para
tiempo 0, 1, 2, 3, 4, 6 y 24 horas. Trabajos previos en el grupo han servido de referencia para saber
con qué intervalos de tiempo era mds adecuado trabajar[m]. Al cabo de las 24 horas, se sabe que el
sistema ha llegado al estado de equilibrio, por lo que no se han tomado medidas pasado este tiempo.

A continuacion pueden observarse dos graficas (figura 13) que contienen los resultados de los
ensayos de hinchamiento a 37°C. Los datos corresponden al promedio de ocho muestras. La primera
hace referencia a las muestras de T:A con un 50-50(%) en base de PBS, y la segunda a aquellas con
un 30-70 (%). En las graficas, se ha representado el porcentaje en masa respecto del peso inicial de
las muestras frente al tiempo.
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Figura 13: Grdficas de los ensayos de hinchamiento a 37°C, a) Curvas pertenecientes a los ensayos de
hinchamiento de las muestras T:A (50-50)(%), b) Curvas pertenecientes a los ensayos de hinchamiento de
las muestras T:A (30-70)(%).

T:A - PBS 50-50(%)
Porcentaje final(%)
1:1.02 1:1.04 1:1.06 1:1.08 1:1.1
220,8+ 7,43 | 169,5+ 3,13 | 168,87+ 10,57 | 156,01+ 3,39 | 151,52+ 4,09

Tabla 6: Porcentaje final (%) de absorcién de PBS en las muestras T:A-PBS 50-50(%) a 37°C.
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T:A-PBS 30-70(%)
Porcentaje final (%)
1:1.04 1:1.06 1:1.08 1:1.1
146,54 + 8,44 140,64 = 3,54 128,05 7,17 112,3+ 6,11

Tabla 7: Porcentaje final (%) de absorcién de PBS en las muestras T:A-PBS 30-70(%) a 37°C.

Se observa que las muestras se hinchan en gran medida durante las primeras horas. Este
hinchamiento tiende a saturar al cabo de 6 horas aproximadamente, con excepcidn de las muestras
1:1,02 50-50(%) y 1:1,06 30-70(%), que siguen hinchandose pasado este tiempo. Seria necesario
llevar a cabo ensayos adicionales con el fin de estudiar este comportamiento.

El proceso de hinchamiento depende de varios factores, el caracter de los radicales hidrofilos, las
fuerzas osmoéticas que causan que el solvente penetre entre las cadenas del polimero hidroéfilo y las
fuerzas cohesivas existentes entre estas cadenas o grado de entrecruzamiento. Asimismo, este
proceso de absorcidon puede depender también de otros factores como la temperatura, el pH o
variaciones de la concentracidn de electrolitos.

Por una parte, en aquellas muestras sintetizadas a partir de mezclas con menos proporcién de PBS,
es decir, las de 50-50 (%) (tabla 2 y 3), el grado de hinchamiento es mayor, esto puede deberse a que
hay un mayor gradiente de concentraciones entre la muestra y el medio y por tanto la fuerza
impulsora es mas grande. Por otra parte, aquellas muestras sintetizadas a partir de mezclas de
Tiol:Acrilato con proporciones mas cercanas a 1:1, tendran cadenas mas largas y por tanto, un menor
grado de entrecruzamiento. De modo que el sistema opondra menos resistencia a la expansion, sera
mas flexibles y el hinchamiento sera mayor (.

La temperatura produce un efecto inverso en el hinchamiento, siendo este mayor a temperaturas
mas bajas. Esto se debe a que los polimeros son sensibles a la temperatura 1 Enlos ensayos podria
haberse traducido en una fuente de incertidumbre, ya que las muestras se dejan reposar en una
estufa a 37°C, sin embargo, para intervalos de tiempo, son extraidas para ser pesadas a temperatura
ambiente, si bien el tiempo en medir es corto, algunos minutos.

Por ultimo, se ha podido observar que no se han incluido resultados de la mezcla 1:1,02(30-70)(%).
Se trata de hidrogeles tan blandos y fragiles cuya extraccion y manipulacién ha resultado ser
imposible.

3.2. Ensayos de compresion

A través de los ensayos de compresion, sera posible la caracterizacion mecdnica de los hidrogeles
sintetizados. Asimismo, permitiran estudiar en qué manera la variacién en las proporciones de
Tiol:Acrilato y Tiol:Acrilato-PBS (%) afectaran a las propiedades mecanicas del material.

Con el fin de poder caracterizar el comportamiento de un material eldstico, y comparar facilmente
los diferentes tipos de hidrogeles, se ha escogido el médulo elastico o mddulo de Young (E). Se trata
de un parametro que mide la relacidn entre el esfuerzo longitudinal que se aplica, y la deformacidn
unitaria que experimenta. Para materiales eldsticos lineales, el médulo de Young es constante, y
viene definido por la siguiente ecuacién:
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o F/S

e AL/L

(2)

o = esfuerzo ejercido sobre el drea de la seccidn transversal y € = deformacidn unitaria.

El ensayo nos proporciona los datos de extensién frente a carga, a través de los cuales podemos
obtener los de deformacidén frente a esfuerzo. Representando estos ultimos, se obtendra un
diagrama esfuerzo-deformacidn, cuya tangente o pendiente perteneciente a la region elastica sera

equivalente al médulo de Young.

Para los ensayos mecdnicos, se preparan cuatro muestras de cada tipo de mezcla. Cada muestra se
analiza por separado, se obtiene el médulo de Young y se calcula el valor promedio para cada
condicion. A continuacion se encuentran las tablas que recogen los correspondientes valores para
cada estequiometria. Se han analizado, por una parte, las muestras de T:A-PBS al 50-50 (%) y por
otra, las de T:A-PBS al 30-70 (%). Cada tabla va acompafiada de una grafica, para que pueda
apreciarse de manera visual la tendencia creciente del médulo de Young a medida que se trabaja
con estequiometrias mas altas de acrilato respecto de tiol.

Modulo de Young (E) Vs. Moles de PEGDA/Moles EDDET

600
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300
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100

Médulo de Young (kPa)

=

0

T 1 1 1 1
1.02 1.04 1.06 1.08 1.10
Mezcla

50-50(%)
Mezcla E(Kpa)
1:1.02 6+ 3
1:1.04 195 + 41
1:1.06 257 + 56
1:1.08 390 + 62
1:1.1 487 = 71

Figura 14: Mddulo de Young(E) para las mezclas de T:A-PBS (50-50)(% a 37°C).
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Figura 15: Mddulo de Young(E) para las mezclas de T:A-PBS (30-70)(%) a 37°C.

A medida que nos alejamos de la estequiometria 1:1 de T:A y trabajamos con mayores proporciones
de acrilato respecto de tiol, se forman cadenas poliméricas mas cortas. Esto, tras el proceso de
fotopolimerizacion, se traduce en una mayor densidad de entrecruzamiento y por tanto, en una
mayor rigidez del material. Por ello, las muestras provenientes de mezclas 1:1,02 (T:A) tienen un
modulo de Young mas bajo, mientras que las de proporciones 1:1.1 (T:A) tienen un mayor mdédulo
de Young.

Por otra parte, la proporcion de PBS empleada en las mezclas también juega un papel muy
importante en comportamiento eldstico final de las muestras. Por ejemplo, la mezcla 1:1,1 al 30-70
(%) tiene un médulo de Young de 309 kPa, mientras que la misma mezcla de T:A al 50-50 (%) tiene
un modulo elastico de 487 kPa. Esto podria deberse, al menor contenido de sdélido, que contribuye a
la respuesta eldstica del material.

Es importante destacar que el médulo de Young de los hidrogeles correspondientes a la mezcla de
1:1.02 al 50-50% no siguen la misma tendencia que el resto de mezclas al 50-50 (%) y tienen una
consistencia pobre. Cuanto mds cercana es la proporcién de T:A a 1:1, mas largas son las cadenas.
De hecho, una mezcla ideal de 1:1 T:A estaria formada por una Unica cadena muy larga, de manera
que no habria entrecruzamiento. Teniendo en cuenta este factor, y que los materiales empleados no
son puros al 100%, cualquier impureza va a afectar mas a la mezcla, y como consecuencia a las
propiedades mecdnicas del hidrogel resultante. Esto podria explicar que la mezcla de 1:1,02 presente
un mdédulo de Young mas bajo de lo esperado.

En conclusion, a través de los resultados anteriores, se observa, que mediante la variacién de la
estequiometria de la reaccion Tiol:Acrilato, es posible modular las propiedades mecdnicas de los
hidrogeles sintetizados (figura 14y 15). Ademas, el contenido en PBS de la mezcla a partir de la cual
se sintetizan los hidrogeles también influye en las propiedades mecanicas finales. Proporciones
elevadas de PBS, suponen una disminucion del mdédulo de Young, mientras que con proporciones
mas bajas tiene lugar un aumento del médulo de Young.

Para los préoximos ensayos, fatiga, MEB y cultivo celular, se ha hecho una seleccién de dos de las diez
mezclas (tabla 4), la de 1:1,06 30-70 (%) y 1:1,04 30-70 (%).
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Tiol:Acrilato-PBS (%)
Tiol:Acrilato
50-50 30-70
1:1.02 1:1.02 (50-50)(%) 1:1.02 (30-70)(%)
1:1.04 1:1.04 (50-50)(%)
1:1.06 1:1.06 (50-50)(%)
1:1.08 1:1.08 (50-50)(%) 1:1.08 (30-70)(%)
1:1.1 1:1.1 (50-50)(%) 1:1.1 (30-70)(%)

Tabla 8: Mezclas seleccionadas para ensayos posteriores.

3.2.1. Ensayos de fatiga

Con el fin de profundizar en la caracterizacion mecanica de los hidrogeles, concretamente los de
proporciones 1:1,04 30-70 (%) y 1:1,06 30-70 (%), se someten a ensayos de fatiga con una célula de
carga de 5N. La puesta en marcha del ensayo se basa en un 3% de deformacion inicial del material y
una posterior relajacién de 3 minutos. El ensayo de fatiga ofrece informacién sobre el
comportamiento del material ante cuatro cargas ciclicas de compresion-descompresion hasta el
20%, 40% y 60% de su deformacidn. Se trata de ensayos de larga duracion, pues la velocidad de la
maquina es de 1 mm/min. A continuacidon se muestran dos graficas que contienen las curvas
correspondientes a los ensayos de fatiga de los hidrogeles de 1:1,04 30-70 (%) y 1:1,06 30-70 (%)
respectivamente.

a) b)
0.006 1 1 1 0.08 1 1 1
5 = 0.06- =
< 0004 L g
o
8 Q 0.04- =
2 0.002-] = 2
w g 0.024 -
0.0001 : : : 0.00
. T T T
0 20 40 60 80 0 20 20 c0 20

Deformacion (%) Deformacion (%)

Figura 16: curvas de esfuerzo-deformacion obtenidas a partir de los ensayos de fatiga para los hidrogeles
a)1:1,04 30-70 (%) y b)1:1,06 30-70 (%).

Atendiendo a las graficas (figura 16), puede observarse que ambos hidrogeles se comportan de
manera elastica, ya que recuperan su forma tras cada carga ciclica, con una curva de descarga muy
similar a la de carga. Asimismo, las curvas de deformacién-esfuerzo son iguales para cada carga
aplicada. Es de gran relevancia que los hidrogeles presenten este comportamiento debido a la
aplicacién bioldgica que poseen. Han de ofrecer resistencia a los continuos movimientos del
organismo sin que sus propiedades mecdnicas originales resulten alteradas.
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3.3. Microscopia Electrénica de Barrido (MEB)

La caracterizacion por microscopia electrénica de los hidrogeles preparados, se llevo a cabo tal y
como se ha explicado en la parte de técnicas experimentales. Esta caracterizacion permite llevar a
cabo un estudio de la morfologia del material. Al igual que para los ensayos de fatiga, sélo se han
escogido muestras pertenecientes a las mezclas 1:1,04 30-70 (%) y 1:1,06 30-70 (%). Se ha trabajado
con tres muestras de cada condicion.

En la figura 17-a, se muestra el aspecto de los hidrogeles una vez que han sido sometidos al proceso
de liofilizacidn para extraer las moléculas de agua.

Por otro lado, en la figura 17-b se encuentran las muestras liofilizadas y recubiertas con una fina capa
de paladio, para su posterior inspeccidn en el microscopio de barrido de electrones.

a) b)

Figura 17: Conjunto de pruebas previas a la microscopia electrénica, a) muestras de 1:1,06 30-70 (%) y
1:1,04 30-70 (%) respectivamente tras el proceso de liofilizacion, b) muestras cortadas y recubiertas
metdlicamente.

En la figura 17-a se observa que los hidrogeles de 1:1,06 30-70 (%) mantienen su forma cilindrica
original, mientras que los de 1:1,04 30-70 (%) se han desmoronado. Esto se apreciara mejor en las
imagenes obtenidas a partir de la microscopia electrénica. Posteriormente se procedera a explicar
el motivo por el cual ha tenido lugar este desmoronamiento.

Tal y como se ha explicado en la parte de técnicas experimentales, los hidrogeles fueron cortados
transversal y longitudinalmente, y este ultimo corte, con una cuchilla y mediante un proceso de
desgarramiento, con el fin de poder observar diferencias entre las diferentes secciones y técnicas de
preparacion aplicadas. Tras el andlisis de las muestras, no se ha apreciado diferencia alguna, por lo
que las imagenes se han analizado de forma conjunta.
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HV |spot| mag | det|mode| WD | HFW |tilt 40 ym ——— s 2 : A HFW ——— 200 ym ———
10.00 kV| 3.0 |2000%|ETD| SE [14.3 mm| 149 ym |0 Inspect a X > nl0 Inspect
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Figura 18: Imdgenes obtenidas con microscopia electréonica de hidrogeles de la mezclas de 1:1,04(30-
70)(%). a) Superficie del hidrogel, b) linea que divide la superficie y el interior del hidrogel, c) interior del
hidrogel, d) cavidades formadas en el interior del hidrogel.

HV  |spot| mag | det |mode| WD HFW | tilt | ——— 200 pm ——— p 2 mode| WD HF tilt | ——— 200 pym ——
10.00 kV| 3.0 |500x ETD| SE [12.9 mm pm |0 Inspect 0 00x|ETD| SE |12.0 mm|5 0° Inspect

Figura 19: Imdgenes obtenidas con microscopia electrénica de hidrogeles de la mezclas de 1:1,06(30-
70)(%). a) Linea que divide la superficie y el interior del hidrogel, b) interior del hidrogel.
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Las imagenes obtenidas con la MEB (figuras 18 y 19), permiten llevar a cabo una caracterizacion
morfoldgica. Se trata de materiales que presentan una superficie porosa propia de los
hidrogeles, ya que al eliminarse el agua queda la estructura tridimensional de las cadenas
poliméricas. Por otro lado, se aprecia que el interior es mucho mas denso y compacto que el
exterior. Seria necesario llevar a cabo ensayos adicionales con el fin de estudiar el porqué de la
morfologia compacta del interior del hidrogel.

En los hidrogeles de ambas condiciones, pueden observase los cristales de sal procedentes del
PBS (figura 18-c y figura 19-b). Durante el proceso de liofilizacién, tiene lugar la sublimacién del
hielo, pero las sales quedan retenidas en el hidrogel.

Asimismo, en las imagenes pertenecientes a las muestras de 1:1,04(30-70)(%), pueden
apreciarse grandes cavidades (figura 18-d), que podrian tener su origen en aire ocluido durante
el proceso de preparacién del hidrogel.

3.4. Biofuncionalizacién y cultivo celular

Los resultados de la biofuncionalizacién y cultivo celular se analizan de forma conjunta, ya que la
manera idénea de corroborar que la funcionalizacién ha tenido lugar con éxito es observando que
las células se han adherido correctamente. Estos ensayos, al igual que el de fatiga y la caracterizacion
con microscopia electrdnica, solo se llevaron a cabo en hidrogeles procedentes de las mezclas de
1:1,04(30-70)(%) y 1:1,06(30-70)(%), en concreto en una muestra de cada tipo.

El procedimiento seguido para la funcionalizacién y cultivo celular ha sido el descrito en la parte de
técnicas experimentales.

Es importante destacar que en el trabajo no se pretende estudiar las interacciones entre célula-
célula, sino las resultantes entre la célula y el hidrogel, por ello a la hora de hacer el cultivo, se ha
trabajado con bajas concentraciones de fibroblastos. Mediante el método de conteo de Neubauer,
fue posible conocer la densidad de células con la que se estaba trabajando, 46.250 células/mL.

Al observarse al microscopio el material tras la siembra, se pudo apreciar que las células no se habian

adherido a la superficie del hidrogel. Por el contrario, estas se encontraban pegadas a la superficie
de la placa Petri (figura 20).
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Figura 20: Fibroblastos adheridos a la superficie de la placa Petri.

Estos resultados reflejan que la biofuncionalizaciéon no ha tenido lugar correctamente. Debido al
ajustado esquema de trabajo y el hecho de haberse realizado Unicamente un ensayo con dos
muestras, no es posible sacar conclusiones robustas al respecto. Sera necesario repetir el
experimento para poder determinar la causa de estos resultados.
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4. Resumen y conclusiones

En el presente trabajo, se ha perseguido la sintesis de hidrogeles basados en mondmeros de PEGDA,
EDDET y acido acrilico, mediante un proceso de dos etapas. Una primera etapa en la que tiene lugar
la formacion de cadenas poliméricas mediante adiciéon de Michael, y una segunda etapa, donde
mediante el proceso de fotopolimerizacion, tiene lugar la formacién de una red tridimensional por
entrecruzamiento de las cadenas poliméricas, originandose el hidrogel en cuestidn. Se han estudiado
hidrogeles de diferentes proporciones de T:A y T:A-PBS.

Los ensayos de hinchamiento, han revelado que son varios los factores que influyen en este proceso.
Una relacién de T:A menor, que produce cadenas mas cortas en la adiciéon de Michael, se traduce en
un mayor grado de entrecruzamiento de las cadenas poliméricas, que a su vez, oponen mas
resistencia a la expansidn, y por tanto, a la absorcion de PBS. Por el contrario, relaciones de T:A
mayores, proximas a 1:1, dan lugar a cadenas mas largas con menor grado de entrecruzamiento de
las cadenas poliméricas, por lo que oponen menos resistencia a la expansidn, experimentando un
mayor hinchamiento. Por otro lado, la proporcién de PBS que contengan los hidrogeles también
influird en el hinchamiento. Una menor proporciéon de PBS inicial, permite aceptar mas PBS e
hincharse en mayor medida. También se ha podido observar el efecto inverso de la temperatura en
proceso. A temperaturas altas el hinchamiento es menor que a temperaturas bajas.

Los ensayos de compresidn han permitido caracterizar mecdnicamente al material. Se ha observado
que mediante la variacién de la estequiometria de la reaccidn de T:A es posible preparar hidrogeles
con propiedades mecanicas muy diferentes entre si. A medida que se trabaja con estequiometrias
de T:A mds cercanas a 1:1, se obtienen hidrogeles con mdédulos de Young mds bajos, y en ocasiones
mala consistencia. En cambio, estequiometrias mas elevadas de acrilato respecto de tiol, dan lugar
a hidrogeles con mayor médulo de Young y mejor consistencia. Asimismo, la proporcion de PBS que
contiene el hidrogel, influye de manera decisiva en las propiedades mecdnicas finales del material.

Con el fin de profundizar en la caracterizacidn mecdnica del material, muestras de dos condiciones,
1:1,06 30-70 (%) y 1:1,04 30-70 (%), fueron sometidas a ensayos de fatiga. Los hidrogeles de ambas
condiciones han demostrado presentar un comportamiento eldstico.

El MEB ha permitido caracterizar la morfologia de los hidrogeles de 1:1,04 30-70 (%) y 1:1,06 30-70
(%). Se ha observado que los hidrogeles sintetizados presentan una superficie porosa propia de este
tipo de materiales, mientras que el interior es denso y compacto.

La funcionalizaciéon y cultivo celular se ha realizado en dos muestras de condiciones distintas con el
fin de llevar a cabo un estudio preliminar sobre la adhesidn de los fibroblastos en este tipo de
materiales. La adhesién celular no ha tenido lugar, no obstante, para poder obtener resultados
significativos y sacar conclusiones firmes, seria necesario repetir el ensayo para un mayor nimero
de muestras.
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5. Acrénimos y abreviaturas de compuestos quimicos

MEC Martiz extracelular

PBS Phosphate Buffered Saline

MEB Microscopia Electrénica de Barrido
uv Ultravioleta

SFB Suero fetal bovino

PEG Polietilenglicol

PAA Poli (acido acrilico)

PEGDA Polietilenglicol diacrilato

EDDET 2,2’-(Ethilenedioxi) dietanetiol

AA Acido acrilico

TEA Trietilamina

EDC (1-ethyl-3-[3-dimethylaminopropyl] carbodiimide hydrochloride)
Sulfo-NHS (N-hydroxysulfosuccinimide)

MES 2[morpholino]ethanesulfonic acid
PDMS Polydimetilsiloxane

T:A Mezcla de Tiol:Acrilato
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