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Resumen

Objetivo: Obtencion mediante electrohilado de fibras micro- y submicrométricas de poliésteres funcionalizadas con
glicosidos que constituyen elementos estructurales de proteoglicanos, para su uso en la reparacion del tejido medular.
Material y métodos: Las fibras se prepararon a partir de disoluciones de poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxihexa-
noato) con glicosidos sintéticos mediante electrohilado variando sistematicamente las condiciones del proceso. La
morfologia de las fibras fue analizada mediante microscopia electronica de barrido. Asimismo, se evaluo la estabi-
lidad de la interaccién entre el glicosido y la fibra en medio acuoso, y su toxicidad en cultivos de células neurales.
Resultados: La morfologia de las fibras obtenidas depende principalmente de los parametros de la disolucién. En
medio acuoso, el glicésido sulfatado se liberd de las fibras méas lentamente que el que no tenia dicho grupo fun-
cional. La viabilidad de las células neurales no se vio afectada por los glicésidos.

Conclusion: La preparacion de microfibras alineadas de poliéster funcionalizadas con glic6sidos es posible. La
mayor parte del glicésido permanece retenido en las fibras sumergidas en agua después de varios dias. El elec-
trohilado es una técnica muy accesible y versatil para la fabricacion de soportes en estrategias de terapia celu-
lar de lesiones medulares.
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Abstract

Obijective: Preparation of functionalized micro- and submicrofibers by electrospinning of polyesters with glycosi-
des which are structural elements of proteoglycans, for application to the repair of spinal cord lesions.

Material and methods: Solutions of poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyhexanoate) with synthetic glycosides
were prepared varying systematically the processing conditions. Fiber morphology assessed by scanning electron
microscopy. The stability of the interaction between the glycoside and the polymer fiber was evaluated in aqueous
medium, and their toxicity in cultures of neural cells.

Results: The fiber morphology was altered mainly by the solution parameters. In agueous medium, the glycoside
with a sulfate group was released from fibers at slower rate than the non-sulfated glycoside. The viability of neu-
ral cells was not affected by the glycosides.

Conclusion: It is possible to fabricate aligned polyester micro fibers with glycosides. Most of the glycoside present
in the fibers remains in the substrate after extraction in water for several days. Electrospinning is a very accessible
and versatile technique for application to strategies of cellular therapy in spinal cord injuries
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I Introduccion

La terapia con células mesenquimales pluripotenciales
embrionarias y adultas (MSC) ha generado grandes expec-
tativas en la reparacion del tejido medular lesionado [1],
que dependera de su capacidad para integrarse y diferen-
ciarse en el entorno de la médula espinal adulta. Para rete-
ner las MSC en la region de interés y favorecer una diferen-
ciacién apropiada, se ha propuesto trasplantar las células
en soportes de biopolimeros o de polimeros sintéticos, en
muchos casos modificados para facilitar la interaccion sus-
trato-célula [2]. En la eleccion y el disefio del soporte deben
considerarse diferentes factores bioldgicos, quimicos y fisi-
cos que influyen en el comportamiento de las células madre
trasplantadas.

Los poliésteres sintéticos representan el mayor grupo de
polimeros biodegradables, lo que ha permitido que sean
empleados en medicina, ya que es posible regular la veloci-
dad de degradacion de los mismos [3]. Un ejemplo son los
poli(hidroxialcanoatos) (PHAs), que pueden ser mezclados
con otros polimeros (naturales y sintéticos), modificados
superficialmente (via fisica 0 quimica) y se pueden preparar
«composites» 0 hibridos con otro tipo de materiales 0 mo-
léculas, para posteriormente ajustar sus propiedades fisico-
quimicas y biol6gicas. Las numerosas posibilidades de pre-
parar ‘a medida’ los PHAs para aplicaciones médicas han
demostrado que esta clase de materiales poseen un gran fu-
turo como materiales en ingenieria tisular [4].

En particular, se ha observado que los copolimeros
PHBHHXx son biocompatibles con una gran cantidad de
lineas celulares, entre las que cabe destacar las neuronas
[5][6], convirtiéndolo en un material muy prometedor en
aplicaciones para la regeneracion del tejido medular le-
sionado.

Considerando los factores bioldgicos, es deseable que un
sustrato incorpore elementos que mimeticen la matriz extra-
celular. En el tejido nervioso los proteoglicanos constituyen
un componente destacado de dicha matriz y de las superficies
celulares, con funciones bioldgicas diversas. Es conocido que
los proteoglicanos promueven el crecimiento y la diferencia-
cion de neuronas durante el desarrollo del sistema nervioso
central (SNC) [7][8]. Estas propiedades estan principalmente
asociadas a la cadena glucidica del glicosaminoglicano, en
concreto a cadenas de polisacaridos de heparan sulfato (HS)
y condroitin sulfato (CS). Con estos conocimientos, en los Ul-
timos afios se ha descrito la sintesis de fragmentos de HS y
CS capaces de promover el crecimiento neuritico en cultivos
[9][10]. El empleo de fibras electrohiladas ha suscitado gran
interés en ingenieria de tejidos [11-13] y las fibras obtenidas
mediante electrospinning o electrohilado pueden llegar a ser

de una escala geométrica similar a la de las fibras proteicas
que forman la matriz extracelular. Se ha observado que cuan-
do se emplean fibras alineadas en cultivos de MSC neurales,
se promueve la diferenciacion a células con caracteristicas de
neuronas [14][15]. Ademas, en estos cultivos se observd que
el crecimiento de las neuritas tenia lugar en la direccién de
alineacion de las fibras. La técnica de electrohilado consiste
en la obtencién de fibras, generalmente, a partir de una diso-
lucion de polimero (también se pueden preparar fibras a par-
tir del estado fundido) por accién de un campo eléctrico [16]
(Figura 1).

En este trabajo se describe la optimizacion de la prepara-
cién de fibras de PHBHHXx mediante electrohilado y se dis-
cute el efecto que los diferentes parametros tienen sobre la
morfologia de las fibras y la topologia del sustrato obteni-
do. Como glicésido sulfatado se ha utilizado el derivado de
N-acetil-D-glucosamina con el grupo sulfato en posicion 6
(compuesto 1, Esquema 1). Con fines comparativos se ha
empleado también el correspondiente glicésido no sulfata-
do 2. La estabilidad de la interaccion entre el glicosido y el
polimero se ha estudiado analizando la liberacion del glico-
sido a lo largo del tiempo desde las fibras sumergidas en
medio acuoso.

HO
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N
1R = 50,Na
2R =H

Esquema 1. Estructura quimica del glicésido sulfatado (1) y su
homaélogo no sulfatado (2) utilizados en el presente trabajo.

Fig. 1. Equipo de electrohilado: (a) fuente de alimentacion de alto
voltaje, (b) bomba de inyeccion, (c) aguja y (d) colector (en este
caso, rotatorio).
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I Material y métodos

Utilizamos Poly(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoa-
to) (PHBHHX) con una composicion de 14,3% molar en 3-
hidroxihexanoato, peso molecular M,,: 190.000 g mol* y
polidispersidad M,,/M,;: 1,47, que fue suministrado por el
profesor G. Q. Chen (Universidad de Tsinghua, China) y se
empled sin purificacion previa. Los disolventes empleados
fueron cloroformo y diclorometano (Carlo Erba Réactifs-
SdS, Val de Reuil, Francia), metanol y 1,1,1,3,3,3-hexafluo-
ro-2-propanol (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemania). Los
glicosidos utilizados en el estudio de optimizacién fueron
sintetizados en el laboratorio y su procedimiento se descri-
bird en otro trabajo.

Electrohilado

La preparacion de fibras se llevd a cabo mediante electrohi-
lado de disoluciones de PHBHHX y el glicésido de interés
(2% peso glicosido/peso polimero) en una mezcla de disolven-
tes. Generalmente, la concentracién de polimero en las disolu-
ciones vario entre 18-33% peso polimero/volumen total de
disolventes. El procedimiento habitual de preparacién de una
disolucion consistié en disolver 1 g de polimero en 5 ml de
cloroformo:diclorometano (1:1), afladiendo a continuacion
una disolucion de 20 mg de glicésido en 400 ml de isopropa-
nol fluorado. La disolucion resultante se mantuvo con agita-
cion magnética constante durante, al menos, 12 horas antes
de proceder a su electrohilado. El equipo de electrohilado uti-
lizado, de fabricacién propia, consta principalmente de una
fuente de alimentacion de alto voltaje (Spellman SL Serie
30kV 600 W), una aguja o capilar metalico (0,584 mm de
didmetro interno) conectado al polo positivo de la fuente y un
colector rotatorio (tambor de 7 cm de diametro) conectado a
tierra. Ademas, dispone de una bomba de infusién (KDScien-
tific, serie 100) para controlar el flujo de disolucion inyectado
en el campo eléctrico. Durante el proceso de optimizacion de
preparacion de fibras, ademas de la composicion de la disolu-
cion, se vario el flujo de disolucién (de 0,1 a 1,2 ml/h), la dis-
tancia entre la punta de la aguja y el tambor (de 12 a 18 cm),
la velocidad de rotacion del tambor (de 500 a 1.300 r.p.m.), la
posicion y el tamafio de la pantalla situada detras de la aguja
y el voltaje aplicado (de 6 a 27 kV). La temperatura y hume-
dad relativa ambiente durante el electrohilado se mantuvieron
habitualmente entre 20-24° C y 21-24%, respectivamente.

Microscopia electronica de barrido

La morfologia de los sustratos preparados mediante elec-
trohilado fue estudiada con microscopia electrénica. Breve-
mente, muestras de sustratos fueron recubiertas con Au/Pd
y observadas en un microscopio electrénico de barrido Phi-

lips XL30 (Philips, Eindhoven, Holanda) a temperatura
ambiente, utilizando los parametros que se indican en cada
fotografia.

Analisis de la estabilidad de la interaccién glicosido-polimero

Para el estudio de la liberacion de glicdsidos desde las fi-
bras, se cortaron discos de 14 mm de diametro, se pesaron
individualmente y se colocaron en placas de 24 pocillos. So-
bre los discos se colocaron aros de teflon para mantenerlos
en el fondo de los pocillos, y se afiadié 1,5 mL de H,O (Mi-
liQ). Las muestras se incubaron a 37° C con agitacion orbital
(160 r.p.m.). A diferentes tiempos, se recogio el sobrenadan-
te, se elimind el agua por liofilizacion y el residuo se disolvio
en MeOH o H,0O para su analisis por HPLC. Se utilizaron
dos cromatdgrafos de liquidos con diferentes caracteristicas:
Cromatégrafo A: Jasco Pu-2089 Plus, equipado con un de-
tector de ultravioleta Jasco UV-2075 Plus y un inyector Rhe-
odyne de 20 microL. La adquisicién y el procesamiento de
datos se realizaron con la aplicacion Jasco ChromPass Chro-
matography Data System 1.8.6.1; Cromatdgrafo B: Vertex
P680, equipado con un detector fotodiodo array PDA-100,
un compartimento para columnas termostatizado TCC-100
y un inyector Rheodyne de 20 microL. La adquisicion y el
procesamiento de datos se realizaron con la aplicacién Chro-
meleon 6.60. Las muestras provenientes de los discos con el
glicésido sulfatado 1. disueltas en H,O se analizaron en el
cromatografo A a temperatura ambiente, mientras que aque-
llas con el glicosido, 2. disueltas en MeOH se analizaron en
el cromatégrafo B a 20° C.

Cultivo celular de neuroesferas de embriones de rata E15
Todos los experimentos realizados con animales fueron
aprobados por el Comité Etico Institucional y siguieron la
directiva nim. 86/609/CEE del Consejo Europeo y las reco-
mendaciones del Departamento de Salud de EE.UU. para li-
mitar el dolor y malestar. Las ratas Wistar gestantes fueron
adquiridas a Harlan (Barcelona, Espafia). Después de anes-
tesiadas se les practico cesarea para obtener embriones de
15 dias (E15). El cuerpo estriado de estos embriones E15
fue diseccionado y mecanicamente disociado a células indi-
viduales [17][18]. La suspension celular fue incubada en
medio NB27 (una mezcla de medio Neurobasal y suplemen-
to B27 -GIBCO, Escocia, Reino Unido- conteniendo facto-
res de crecimiento bFGF humano (10 ng/mL) y EGF huma-
no (20 ng/ml) -Peprotech, New Jersey, EE.UU.-,
L-glutamina (0.5 mM), L-glutamato (25 mM), penicilina
(100 U/mL), streptomicina (0.1 mg/mL), todo de Sigma-Al-
drich), y también fungizona (2.5 ug/mL; Invitrogen, Ma-
drid, Espafia). Después de siete dias en este medio de cultivo
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(lamado medio NB27) se obtuvieron neuroesferas en sus-
pension que fueron separadas por centrifugacion a baja ve-
locidad y lavadas con PBS y nuevamente centrifugacion. Las
neuroesferas fueron disociadas mediante una tripsinizacion
moderada y perfundidas a traves de una aguja (p25) para su
disociacion en células individuales. Este proceso se repitio
cada 3-4 dias para su expansion celular.

Ensayo de viabilidad

La linea celular TEG-3 de células de glia envolvente de
bulbo olfativo [19] o las células disociadas de neuroesferas
fueron sembradas a 1-2 x10* células por pocillo en placas de
microtitulacion e incubadas en DMEM-10% Suero Fetal
Bovino, FBS, (Lonza, Bruselas, Bélgica) durante 6 horas pa-
ra facilitar su adherencia a la placa. EI medio fue aspirado y
se afadieron 100 ul del compuesto a ensayar diluido en
DMEM-2% FBS. Se ensayaron, al menos, tres réplicas por
variante experimental. La viabilidad de las células fue deter-
minada a las 48 horas mediante un kit de ensayo de prolife-
racion (Vybrant MTT Proliferation Assay Kit, Molecular
Probes, Leiden, Holanda) siguiendo las instrucciones del fa-
bricante. Los cambios de absorbancia a 570 nm fueron de-
tectados en un espectrofotémetro (Ultra384, Tecan).

Ensayo de inhibicién de la proliferacion

La inhibicion fue calculada mediante la formula (% inhi-
bicion ) = 100 - 100[(X - B)/(A - B)] (1), donde A es el valor
de absorbancia que corresponde a células mantenidas en
DMEM+2% BFS (control de méaxima proliferacion); B es el
valor de absorbancia del medio de cultivo (control de mini-
ma proliferacion); y X corresponde a los valores de absor-
bancia en células tratadas con los inhibidores [20]. Las cur-
vas de dosis respuesta de % inhibicidn vs concentracion
fueron obtenidas por triplicado y las curvas sigmoidales ob-
tenidas son mostradas. El procesamiento de los datos se re-
alizo con los programas Microsoft Excel para Windows XP
y GraphPad Prism, version 4.

Cultivo de células sobre sustratos sintéticos

Los sustratos sintéticos a ensayar fueron esterilizados
previamente mediante radiacién UV en una campana de
flujo laminar y en las placas de cultivo celular a utilizar
(24-wells plate, CostarTM). Los sustratos fueron inmovili-
zadas en los pocillos con anillos de teflon (Figura 2), poste-
riormente se afiadieron 500 uL de neuroesferas resuspendi-
das en medio NB27 méas 10% FBS. La adhesion y
diferenciacion celular de las neuroesferas fue seguida por
microscopia de time-lapse en contraste de fase (Leica DMI
6000B) durante 48 horas.

Fig. 2. Placa de cultivo con anillos de teflén para inmovi-
lizar los sustratos de PHBHH.

I Resultados

La obtencién de fibras por electrohilado de disoluciones
de polimero depende de factores intrinsecos del proceso y de
la disolucion, que son interdependientes y que para alcanzar
el éxito obligan, generalmente, a encontrar un compromiso
entre los valores que se les asignan, como se ha anticipado
en la introduccién. Ademas, en nuestro caso, la fabricacion
de sustratos miméticos de la matriz extracelular del SNC pa-
ra reparar o regenerar la médula lesionada requiere fibras
alineadas y formulaciones complejas con factores sintéticos
y biologicos capaces de promover localmente una respuesta
celular adecuada. Esto conlleva la preparacién de mezclas
homogéneas de compuestos que presentan propiedades dis-
pares en disolucién, haciendo necesaria la utilizacién de
combinaciones de disolventes apropiados para cada compo-
nente y, al mismo tiempo, miscibles. Asi, en la optimizacion
de la fabricacion de fibras uniformemente funcionalizadas y
orientadas de PHBHHXx se estudio la influencia en la morfo-
logia de las fibras de los siguientes factores: 1) disolventes, 2)
concentracion, 3) carga libre, 4) uniformidad y magnitud del
campo eléctrico, y 5) variacion de flujo de disolucion.

1. Influencia de los disolventes

La preparacion de mezclas homogéneas de PHBHHX y
glicdsidos requiere combinar disolventes con diferente pola-
ridad y, consecuentemente, diferentes propiedades eléctricas.
La Figura 3 muestra tres ejemplos de fibras de PHBHHXx ob-
tenidas en las mismas condiciones pero utilizando mezclas
de disolventes con distintas constantes dieléctricas (Tabla 1).
Se observa que solo es necesario afiadir pequefias cantidades
de disolventes con valores de constante dieléctrica altos para
aumentar el nimero de ramificaciones que presentan las fi-
bras. También se observa una tendencia de las fibras a for-
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Fig. 3. Iméagenes de microscopia electronica de barrido correspondientes a fibras de PHBHHXx preparadas a partir de disoluciones al
23,5% (p polimero/v disolventes) en: A) CI;CH (0,48)/CI,CH, (0,48)/(CF3),CHOH (0,04); B) CI;CH (0,48)/Cl,CH, (0,48)/CH;0OH
(0,04), y C) CI;CH (0,463)/CI,CH, (0,463)/CH3;0OH (0,037)/ DMSO (0,037). La velocidad de flujo (0,2 ml/h), la distancia entre la pun-
ta de la aguja y el colector (16 cm) y la velocidad de rotacion del tambor (1.200 rpm) se mantuvieron constantes. El voltaje aplicado va-
rié ligeramente; A) 14,9 kV, B) 11,9 kV, y C) 11,4 kV. La adicion de disolventes con un valor de constante dieléctrica alta favorece la ra-
mificacién de las fibras aunque diminuye ligeramente el campo eléctrico aplicado.

Tabla 1. Propiedades de los disolventes utilizados

Disolvente Férmula

Cloroformo CI;CH
Diclorometano CI,CH,
Isopropanol fluorado (CF3),CHOH
Metanol CH3;OH
Sulfoxido de dimetilo (CH3),08

Densidad Punto de Constante
(g/cmd) ebullicién (°C) dieléctrica
1,498 61,7 4,8
1,326 39,8 9,1
1,596 58,2 17,8
0,791 64,6 32,6
1,092 189 47

mar agrupaciones discretas (cordones) con una separacion
entre ellas que se incrementa con el aumento de la constante
dieléctrica de los disolventes empleados.

2. Influencia de la concentracion de polimero
En la Figura 4 se muestra el efecto de la concentracion del

polimero en la morfologia de las fibras, observandose un
incremento en el nimero de fibras no orientadas al aumen-
tar la concentracién de PHBHHXx de 24 a 28% peso poli-
mero/volumen disolventes. Los valores correspondientes al
resto de parametros involucrados en el proceso se mantu-
vieron constantes.

Fig. 4. Microscopia electrénica de barrido correspondientes a fibras de PHBHHx con gli-
cosido 2 (2% p glicosido/p polimero) preparadas a partir de disoluciones en CI;CH
(0,47)ICI,CH, (0,47)/CH3;0OH (0,06) con A) 24, y B) 28% p polimero/v disolventes. La
velocidad de flujo (0,2 ml/h), la distancia entre la punta de la aguja y el colector (16 cm) y
la velocidad de rotacién del colector (1.200 r.p.m.) se mantuvieron constantes. El voltaje
aplicado fue A) 11,6 kV, y B) 12,2 kV.
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Fig. 5. Microscopia electrénica de barrido correspondiente a fibras de PHBHHXx preparadas a
partir de disoluciones al 23,5% p polimero/v disolventes con un 2% p glicésido/p polimero:
A) glicosido 2, y B) glicosido sulfatado 1. En los dos casos se utilizaron las mismas condiciones
de electrohilado. La muestra en A) no tiene carga libre, mientras que en B) tiene una carga li-

bre de 7 mEq.

3. Influencia de las cargas libres

La presencia de cargas libres en la disolucion aumenta la
inestabilidad (zigzagueo) del hilo de disolucion; consecuen-
temente, se deposita un mayor nimero de fibras de forma
cadtica o desordenada, aunque es posible observar un ali-
neamiento de conjuntos de fibras (cordones), con mayor o
menor nimero de fibras fusionadas parcialmente, segin se
muestra en la Figura 5.

4. Influencia del campo eléctrico

La uniformidad y magnitud del campo eléctrico aplicado
durante el electrohilado juegan un papel importante, particu-
larmente en lo que concierne al alineamiento de las fibras.
Asi, se puede mejorar la uniformidad del campo eléctrico co-
locando una pantalla detras de la aguja o capilar utilizado
para generar el hilo de disolucion, conectada al mismo po-
tencial que la aguja. La Figura 6 muestra como la dispersién
de la deposicion de fibras se reduce con la colocacion de una
pantalla a 2,5 cm detras de la punta de la aguja y cémo un
aumento de la longitud de la pantalla en relacién a la del co-
lector reduce ain mas el ancho de la deposicion. La pantalla
obliga a aumentar el potencial aplicado para conseguir que
el flujo de disolucion se proyecte sobre el colector. Asi, el va-
lor del potencial aplicado varia de 5,6 kV sin pantallaa 12,7
kV con pantalla. Generalmente, el uso de una pantalla con-
tribuye a mejorar el alineamiento de las fibras al limitar la
oscilacion de la fibra en su trayectoria hacia el colector. No
obstante, una reduccién excesiva en anchura de la region de
deposicion de las fibras impide parcialmente la evaporacion
efectiva del disolvente o disolventes y favorece la fusion de fi-
bras, alterando su topologia, como se muestra en la Figura 7.
Por otra parte, y en igualdad de condiciones, un aumento en

Fig. 6. Efecto de una pantalla situada detras (2,5 cm) de la
punta de la aguja sobre la dispersion de las fibras en el co-
lector: sin pantalla (muestra superior), con pantalla de lon-
gitud inferior a la longitud del tambor (muestra central), y
con pantalla de longitud similar a la longitud del tambor
(muestra inferior). En el Gltimo caso, se consigue una me-
jor definicién del campo eléctrico en el volumen determi-
nado por la pantalla/aguja y el colector, favoreciendo la
deposicién de fibras en una zona mas estrecha (~3 cm)
comparado con la ausencia de pantalla (~8 cm). En los tres
casos se empled una disolucion de PHBHHx en CI;CH
(0,28)/CI,CH5 (0,66)/(CF3),CHOH (0,06) al 20% p poli-
mero/v disolventes. Las condiciones de electrohilado fue-
ron: velocidad de flujo 0,2 ml/h; distancia aguja-colector
16 c¢cm, y velocidad de rotacion del colector 1.200 rpm. El
voltaje aplicado fue de 5,6 kV (muestra superior), 8,7 kV
(muestra central) y 12,7 kV (muestra inferior).
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la magnitud del campo eléctrico contribuye a aumentar el
zigzagueo del flujo de disolucién y favorece la deposicién de-
sordenada de fibras sobre el colector (Figura 8).

5. Influencia de la variacion de flujo

La Figura 9 muestra el efecto de un aumento en la veloci-
dad de flujo de 0,9 a 1,2 ml/h, manteniendo constante el res-
to de las variables del proceso. EI aumento de velocidad con-
duce a la pérdida de alineamiento de las fibras y formacion
de esferas (perlas) mas o menos deformadas (elipsoides).

La estabilidad de la interaccién entre el glicésido y el po-
limero se evalu6 mediante la determinacion por HPLC de
la cantidad de glicésido liberado a lo largo del tiempo des-
de la fibra sumergida en agua (Figura 10).

Después de siete dias, un 4 £+ 0,2% del glicésido 1 se liberd
de los sustratos, frente a un 75+2% de liberacion observado
para el glicésido 2. El glicésido sin sulfato 2 se liberd por

completo después de nueve dias. Tras la extraccién con
H,O/MeOH (1:1) de los discos con glicésido sulfatado, se
obtuvo aproximadamente el 50% de 1, lo que confirma que
éste queda retenido en el sustrato y que esta altamente inte-
grado con el poliéster, ya que se libera muy lentamente al
medio acuoso y no se extrae por completo con H,O/MeOH.

I Discusion

A diferencia de la técnica de electrodispersion (electros-
pray), que también utiliza campos eléctricos para la obten-
cién de recubrimientos mediante la deposicidn sobre una
superficie conductora de gotas de una disolucién diluida de
polimero, en electrohilado se obtienen fibras cuando se uti-
lizan disoluciones suficientemente viscosas que permiten
una deformacion viscoelastica de las mismas sin pérdida de
continuidad (formacidn de gotas) hasta su deposicion en el
colector. Este colector puede ser estatico o dindmico, con

Fig. 7. Microscopia electronica de barrido correspondiente a las muestras descritas en Figura 6, que ilustran la influencia de la presencia 'y
el tamafio de una pantalla situada 2,5 cm detras de la punta de la aguja que forma el hilo de disolucidn en el campo eléctrico: A) sin pan-
talla, y con B) pantalla de 13 x 16 cm? y C) pantalla de 13x18 cm?. La fusion de las fibras de PHBHHX es mas notable en la Figura C que

en A oB.
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Fig. 8. Microscopia electronica de barrido correspondiente a fibras de PHBHHXx con octil
N-acetil-p-D-glucosaminido (2% p glicésido/p polimero) en ClI;CH/CH3;OH al 26% p po-
limero/v disolventes. El campo eléctrico aplicado fue: A) 0,53 kV/cm, y en B) 1,0 kV/cm.
Las velocidades de flujo y rotacion del colector se mantuvieron constantes, 0,9 mi/h y 610
rpm, respectivamente. El aumento del valor del campo eléctrico contribuye a un aumento
de la inestabilidad del hilo y a la deposicién cadtica de las fibras sobre el colector.
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Fig. 9. Microscopia electronica de barrido correspondiente a fibras de PHBHHX prepara-
das a partir de una disolucion en clorformo, 26% p polimero/v disolvente, con una veloci-
dad de flujo de: A) 0,9 ml/h, y B) 1,2 ml/h. Las restantes condiciones de electrohilado no se
cambiaron, siendo la distancia entre la punta de la aguja y el colector de 15 cm, la veloci-
dad de rotacion del colector igual a 610 rpm y el voltaje aplicado de 9,9 kV.
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Fig. 10. Cinética de liberacion en medio acuoso de glicésidos en
sustratos de PHBHHX.

movimientos rotacional y transversal [13]. Los colectores
dinamicos permiten la obtencion de fibras orientadas. No
obstante, también es posible la preparacion de sustratos
con fibras orientadas utilizando un colector bipolar estatico
con una separacion entre polos de unos pocos centimetros
[13][16]. Asimismo, se pueden alinear fibras realizando la
deposicion en presencia de un campo magnético transversal
al campo eléctrico [21][22].

Segun se deduce de lo indicado anteriormente, el diame-
tro y morfologia de las fibras resultantes dependen de va-
rios factores que pueden agruparse en dos categorias: los
parametros del proceso y los parametros de la disolucion
[11]. Los primeros incluyen el campo eléctrico (relacién
entre el voltaje aplicado y la distancia entre la aguja y el
colector), el flujo de disolucion del polimero y, en cierta
medida, la velocidad de rotacién del colector. En los para-
metros intrinsecos de la disolucidn se incluyen la densidad,

el punto de ebullicion y la constante dieléctrica del disol-
vente, el tipo y peso molecular del polimero, y la viscosi-
dad, la tension superficial y la conductividad de la disolu-
cién. Ademas, las condiciones ambientales de temperatura
y humedad afectan al desarrollo del proceso y a las carac-
teristicas finales de las fibras. Los pardmetros citados estan
interrelacionados y la variacion de uno de ellos conlleva
una modificacion de los valores de otro u otros parametros
para obtener un resultado adecuado a la prestacion de in-
terés. Asi, por ejemplo, se ha observado que al aumentar el
voltaje aplicado el diametro de las fibras al principio de-
crece y luego aumenta. También se incrementa el diametro
de las fibras al aumentar el flujo de la disolucién del poli-
mero y con el incremento de la concentracion del polime-
ro. Por otra parte, el diametro de la fibra decrece conforme
aumenta la distancia entre la aguja y el colector. En gene-
ral, la preparacion de sustratos con fibras alineadas de-
manda condiciones de electrohilado mucho mas restricti-
vas que las utilizadas para la produccién de sustratos con
fibras dispuestas de forma aleatoria y, frecuentemente, es
necesario alcanzar un compromiso entre las variables que
intervienen en el proceso para conseguir el objetivo pro-
puesto [23][24].

En un intento de predecir el comportamiento de una diso-
lucion de polimero en un campo eléctrico, ademas de corre-
laciones fenomenoldgicas, se han propuesto leyes escalares
que relacionan algunos de los parametros citados anterior-
mente con la morfologia de las fibras, principalmente en
sistemas polimero-disolvente sencillos [25-27]. No obstan-
te, en el caso de formulaciones que involucran a mas de un
polimero, aditivos 0 mezclas de disolventes, unido a la
compleja relacién entre las variables que controlan el pro-
ceso de electrohilado, se hace necesario determinar experi-
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mentalmente las condiciones en las que es posible obtener
fibras mediante electrohilado para cada sistema.

Los resultados obtenidos indican que el glicésido sulfata-
do 1 se retiene mas en el sustrato de PHBHHX que su ana-
logo sin sulfato 2. Este resultado es contrario a lo esperado
inicialmente, ya que parecia razonable suponer que los
compuestos cargados tenderian a liberarse con mas facili-
dad en medio acuoso. El efecto observado experimental-
mente en la liberacion de los compuestos podria atribuirse
a la influencia de la morfologia y grado de empaquetamien-
to de las fibras, asi como a la homogeneidad de la mezcla
inicial polimero-glicésido. No obstante, conviene resaltar
que es deseable que los glicosidos sulfatados permanezcan
en los sustratos durante el tiempo de cultivo celular, lo cual
se ha conseguido con estos materiales.

La eleccion de los disolventes empleados para obtener
una disolucion homogénea de glicésido y PHBHHX es un
factor determinante para la preparacion de fibras con una
morfologia éptima. Mientras que el PHBHHXx se disuelve
satisfactoriamente en cloroformo (CHCI,) y/o diclorometa-
no (CH,CI,), los glicésidos son moléculas polares y requie-
ren el empleo de un co-solvente que debe ser miscible con
cloroformo y/o diclorometano, como puede ser el metanol,
empleado para obtener los sustratos con el glicsido 2. En
el caso del glicosido sulfatado 1, que es una molécula con

cargas, es necesario el empleo de un co-solvente de alta po-
laridad, miscible con cloroformo y diclorometano, por lo
que se utiliz6 isopropanol fluorado (CF;),CHOH. Las imé-
genes de SEM de las fibras obtenidas se muestran en la Fi-
gura 11.

Considerando que las fibras obtenidas tienen una morfo-
logia comparable, la mayor retencién en los sustratos de
PHBHHXx del glicésido 1 en medio acuoso podria atribuirse
a una mayor homogeneidad de la disolucion; es decir, a una
mejor integracién/interaccion entre los diferentes compo-
nentes de la mezcla de electrohilado (glicésido 1, PHBHHX
disolventes), asi como a la accion de las fuerzas electroesta-
ticas generadas durante el proceso de electrohilado.

La anisotropia estructural es una caracteristica de la mé-
dula espinal y, por ello, parece deseable que un soporte di-
sefiado para reparar una lesion en este tejido posea la capa-
cidad de favorecer el crecimiento axonal en una direccion
predeterminada [2]. La técnica de electrohilado permite ob-
tener soportes celulares anisotrépicos que pueden dirigir el
desarrollo de neuritas en la direccion de interés; lo cual es
una ventaja frente a soportes isotropicos utilizados en mo-
delos experimentales de lesién medular (p.e., geles o sustra-
tos porosos de diferentes tipos). Ademas, en este trabajo se
ha mostrado que es posible incorporar en las fibras de poli-
mero electrohiladas elementos estructurales caracteristicos

Fig. 11. SEM de sustratos de PHBHHXx con A) glicdsido 2 no sulfatado (sustrato de espesor
~50 micras, co-solvente empleado MeOH) B) glicésido 1 sulfatado (sustrato de espesor ~
50 micras, co-solvente empleado (CF3),CHOH).
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de los glicosaminoglicanos presentes en la matriz extracelu-
lar del SNC y que pueden contribuir a mejorar la interac-
cién sustrato-célula. Aunque queda fuera del alcance del
trabajo preliminar presentado aqui, se puede indicar que la
técnica permite también la incorporacion de otros agentes
bioldgicos que favorezcan esa interaccion y promuevan la
diferenciacion y crecimiento celular en la forma deseada.

I Conclusiones

Mediante la técnica de electrohilado se han producido fi-
bras alineadas de poly(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxihexa-
noato) (PHBHHX) funcionalizadas con glicésidos sintéticos
que son elementos estructurales de los glicosaminoglicanos.
Se ha evaluado la influencia que tienen diferentes factores
del proceso sobre la morfologia de las fibras. Asi, el mejor
compromiso entre la orientacion-diametro de fibra y las
condiciones de electrohilado se obtuvo empleando una
pantalla de dimensiones iguales o inferiores a la longitud
del cilindro colector, campos eléctricos de 0,5 a 0,75
kV/cm, concentraciones de polimero entre el 20-24% (peso
polimero/volumen disolvente) y disolventes de baja a mo-
derada constante dieléctrica (8-18). Los ensayos para de-
terminar la interaccion entre los glicdsidos y las fibras reve-
laron que la mayor parte del glicésido sulfatado 1 se
mantiene expuesto en la superficie durante mas de una se-
mana sumergidas en agua.

Los resultados preliminares en células neurales indicaron
que los sustratos funcionalizados con los glicésidos permi-
tieron la adhesidn y migracion de las células sin afectar a su
viabilidad. 1
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