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RESUMEN

En los ultimos afios, el interés por la nanotecnologia aplicada a la biomedicina ha
experimentado un gran aumento con el desarrollo de nuevos nanomateriales. Estos
elementos nanométricos presentan una serie de propiedades Unicas que pueden ser muy
importantes en el desarrollo futuro de la medicina. En nuestro caso, las nanofibras, que
pueden cumplir varias funciones como mejorar la curacidn de heridas, actuar como parches
en cirugia, o la administracion de farmacos in situ. Uno de los aspectos mas importantes a la
hora de utilizar estas nanofibras en biomedicina son los materiales con los cuales se fabrican.
Para la creacién de nanofibras mediante electrohilado, existen muchas clases de polimeros
que pueden usarse, pero los que muestran un gran potencial por sus propiedades
fisicoquimicas y elevada biocompatibilidad son los naturales, mas especificamente los
péptidos y proteinas. Sin embargo, la implementacidn de estas moléculas presenta desafios
gue se deben superar para su adecuado electrohilado. Para ello, se ha propuesto como
objetivo de este estudio la optimizacion de algunas de estas proteinas, mas concretamente la
albumina de suero bovino (BSA), una proteina reconocida, los otros péptidos que se van a
utilizar en los experimentos son péptidos extraidos de mucosidades de peces. Para empezar,
se hicieron varias disoluciones de BSA, tanto por separado como junto otros polimeros que la
ayudasen a electrohilar. Se determind que algunas de las disoluciones hechas a partir de una
mezcla de BSA junto a PEO, un copolimero, fueron dptimas para una buena electrohilatura.
Estas se estudiaron y se determind que debido a sus parametros las nanofibras éptimas para
nuestro objetivo fueron las de la disolucién del 3 % de copolimeroy 15 % de BSA. Asi pues, se
analizé la cantidad de proteina que retenian las fibras. Con lo que se pudo observar que las
Unicas que no mantenian la concentracidén esperada de proteinas fueron las que contenia un
4 % de copolimero. Una vez hecho esto, se intenté repetir los resultados con la extraccidon

mucosa, pero no se consiguié electrohilar nanofibras adecuadas a partir de ella.
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ABSTRACT

In recent years, the interest for the biomedical-applied nanotechnology have experimented
a great rise thanks to the development of new nanomaterials. Those nanometric elements
show a series of unique properties which could be important in the future development of
medicine. In our case, the nanofibers, which could accomplish some functions such as improve
the wound healing, function as surgery patches or drug delivery in situ. One of the important
matters to the use of these nanofibers for biomedicine are the materials from which the fibers
are fabricated from. For the creation of electrospun nanofibers, there are different polymers
which could work, but the ones where more potential is shown due to its physicochemical
properties and elevated biocompatibility and biodegradability are the natural ones, more
specifically peptides and proteins. However, the implementation of those molecules presents
challenges to surpass. Therefore, the objective of this study is the optimization of some of the
natural proteins, concretely the bovine serum albumin (BSA), a well-known protein, the other
peptides we are going to use in the experiments are peptides extracted from fish mucus. To
start, various solutions were made from BSA, alone and with other polymers to facilitate the
electrospinning. It was determined that some solutions from a mix of BSA and a copolymer,
the PEO, were optimal to a good electrospinning. These were analysed and, due to its
parameters, the better fitting for our objective were the ones from a solution with 15 % of BSA
and 3 % of the copolymer. So, after the selection, we studied the amount of protein which
remained in the fibers. The only ones which did not maintain the wanted amount of protein
were the ones which were from a solution with 4 % of copolymer. Once done with those studies,
we tried to repeat these results with the mucus extraction. However, we could not get proper

electrospun nanofibers from it.
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1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

Enlos ultimos afios, el avance de la nanotecnologia no ha dejado indiferente a nadie, desde
el uso de nanoparticulas hasta matrices complejas hechas por capas de materiales
nanométricos, el uso de estos nanomateriales ha supuesto un foco de investigacién en
campos como la biomedicina o la biologia industrial. Entre estos elementos, uno de los que
presenta mayor proteccién son las nanofibras, debido a su versatilidad y relativa facilidad de
manufactura tienen la posibilidad de ser una de las bases sobre la que se construyan ciertas
estructuras que ayuden a mejorar la medicina, al ofrecer nuevos materiales mas adaptables y
seguros para el cuerpo humano.

Uno de los objetivos que se plantea para la mejora de estas nuevas tecnologias es encontrar
y optimizar estos materiales para facilitar el uso y las funciones que puedan aportar. En este
estudio se tiene como objetivo poder mejorar y avanzar en materiales biocompatibles, siendo
en el caso de este estudio los péptidos y las proteinas, unos elementos muy interesantes en
medicina, debido a la capacidad que tiene el cuerpo de absorberlas con facilidad. Con ello,
este estudio tiene como objetivo la optimizacién de proteinas para poder observar las
distintas capacidades y parametros para facilitar el proceso de electrohilatura de nanofibras

de estos polimeros naturales.

1.1. Nanofibras y nanotecnologia

La nanotecnologia se ha especializado en la caracterizacion, fabricacidn y manipulacién de
nanoestructuras o nanomateriales. Los materiales nanoestructurados son aquellos que tienen
al menos una de sus dimensiones en la escala nanométrica entre los elementos que
componen esta categoria se incluyen nanoparticulas de muchas clases, nanovarillas o
nanorods, nanofilms y materiales voluminosos que estdn formados por varias capas de
nanoestructuras que entran dentro de la nanoescala (1). A nivel macroscépico, el uso de
materiales en forma de filamentos u objetos alargados es una parte importante de la
naturaleza, con ejemplos como podria ser el hilo de arafia o la formacién de capullos de los
gusanos de seda. Enla sociedad humana, el uso de fibras naturales se remonta a la prehistoria,
habiendo evidencias de productos textiles de algoddn que datan hasta del 5000 ACy el cultivo

de gusano de seda para la industria textil comenzé alrededor del 2700 AC. (2, 3).



Las nanofibras son nanoestructuras que pueden fabricarse mediante varios métodos, como
templado, dibujado, separacién de fase por induccion termal, autoensamblado vy
electrospinning (electrohilatura), siendo este ultimo el que es considerado el método mas
simple y sencillo para hacer nanofibras sueltas con polimeros de alto peso molecular (4). Las
nanofibras estdn ganando importancia en campos tan diversos como biomedicina,
alimentacién, cosmética y farmacéutica debido a las distintas propiedades intrinsecas que
estas tienen, como una gran drea superficial, flexibilidad, biocompatibilidad,
biorreconocimiento (5) y la capacidad que tienen de conjugarse con otros elementos
nanotecnoldégicos como nanoparticulas (6). Las nanofibras pueden estar formadas por
distintos materiales tanto organicos como inorganicos, entre ellos los llamados biomateriales,
que son aquellos materiales biocompatibles. Estos biomateriales tienen que presentar una
estabilidad mecanica y quimica apropiada, y llevar a una respuesta determinada de un
organismo in vivo o de tejidos o células ex vivo. El contacto entre el biomaterial y el destino
tiene que estudiarse caso por caso dependiendo de la funcién que queramos que ejerzan
nuestras nanofibras, si se trata de simple observacién, un tratamiento o directamente el
reemplazo de algun tejido. La toxicidad, antigenicidad y respuesta inflamatoria que ocasionen
tiene que estar dentro de unos pardmetros aceptables (4, 5, 7).

Las nanofibras pueden tener una gran variedad de aplicaciones en el apartado biomédico,
como podria serla creacion de membranas sobre las cuales colocar tejido artificial para ayudar
a sanar heridas superficiales o en implantes para cirugia (8-10). Aparte de esto, las nanofibras
pueden contener una serie de compuestos que ayuden a la absorcidon mediante via cutanea,
por ello también es posible que las nanofibras se utilicen para otra aplicacion muy importante,
que es el transporte de farmacos (11). Ademas, estas funciones no son excluyentes unas de
otras, pues un parche de nanofibras puede aplicarse como base para sanar heridas y ademas
que segun este parche se vaya degradando al contacto con la piel, vaya liberando compuestos
gue ayuden a la curacién de las heridas (12, 13).

Los materiales electrohilables tienen la ventaja de que tienen una gran proporcion de
superficie respecto a su volumen, lo que facilita la adhesién celular y la sorcién de farmacos,
por eso mismo es apropiado el uso de material peptidico para combinar las propiedades de
las proteinas con aquellas propias de las nanofibras (14). De entre las distintas conformaciones
que pueden establecerse con nanofibras aquellas que se asemejan a una conformaciéon de

fibras de la matriz extracelular, son aquellas que tienen un mayor potencial en biomedicina.
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Con esta idea en mente, durante las ultimas décadas se han realizado una serie de esfuerzos
en conseguir fibras que imiten dicha estructura, utilizando para ello soluciones
exclusivamente proteicas, como por ejemplo colageno, fibroina de seda y elastina, con la
esperanza de que esta clase de nanofibras, como se ha mencionado antes, reduzcan la
reaccién de rechazo de los pacientes (15, 16).

En el tema de la electrohilatura de péptidos y proteinas se comprende el uso de proteinas
y péptidos naturales (17), péptidos sintéticos y combinaciones de estos polimeros organicos.
A nivel clinico, las nanofibras proteicas tienen un potencial muy elevado, desde la generacion
de tejidos artificiales para bioimplantes con poco o nada de rechazo en el huésped, o en el

caso de parches cutaneos con compuestos bioactivos entretejidos en las fibras (7).

1.2. Proteinas en nanotecnologia

Una proteina es un polimero lineal de aminoacidos que ha adoptado una estructura
compleja tridimensional, en muchos casos, este péptido original se pliega sobre si mismo y
puede llegar a mostrar varios niveles de organizacién estructural. Llegando facilmente hasta
una estructura en la que varias subunidades se unen para formar una estructura cuaternaria
de varios miles de aminoacidos. Los péptidos y proteinas son los polimeros programables mas
versatiles que hay, son parte fundamental de la biologia funcional, y al menos en principio,
permite disefio de estructuras artificiales funcionales iguales a las que encontrariamos en la
naturaleza (18). Dentro de la nanotecnologia se ha intentado hacer que las proteinas tengan
un papel principal, sobre todo las derivadas de proteinas que ya se hallen en el ser humano
que, gracias a su naturaleza quimica, tienen menor probabilidad de generar una gran
respuesta inmunitaria. Sin embargo, en la bibliografia se ha podido observar que las proteinas
que se utilizan en nanotecnologia pueden ser tanto artificiales como provenir de fuentes
naturales, que pueden ser animales, BSA, coldgeno o la fibroina de seda, o vegetales, zeina o
proteina de soja (19).

Entre las proteinas utilizadas en la fabricacién de nanofibras existen muchas que se han
probado en estudios anteriores y que se han conseguido electrohilar con éxito, ya sea por
separado o combinadas con otros polimeros para mejorar parametros y agilizar procesos,
entre estas proteinas se encuentran tanto proteinas especificas, como el colageno o la elastina
(20), como mezclas indeterminadas de estas denominadas gelatinas, que contienen varios

péptidos en proporciones desconocidas, debido a ello pueden llegar a ser muy utiles en



campos como

la medicina

regenerativa. (21). Sin embargo, las disoluciones para

electrohilatura de proteinas naturales presentan problemas que los polimeros artificiales no

tienen, principalmente la estructura terciaria de las mismas, debido a la gran estabilidad las

proteinas con una estructura terciaria, se hace muy complicado desenredarlas en un campo

con flujo extensivo como es el electrohilado y previene que se produzca una respuesta

viscoeldstica necesaria para la estabilizacidn del jet (16).

Tabla 1: Lista de proteinas utilizadas como polimeros para nanofibras. Abreviaturas en el Anexo 1

Proteina Copolimeros Disolvente Referencia
Fibroina de seda Quitina HFP (22)
CaCl2 (23)
PLLA—CL Agua (22, 24)
PLC Cloroformo (25)
PEO HFP (22)
Proteina de soja SA/PEO Agua (26)
Fibrinégeno HFP (27)
BSA PEO Agua (28)
BME/NH,OH TFE (29)
Colageno PEO Agua, HCI 10 % (20, 30, 31)
Quitosano HPF (22, 32)
HPF (22)
Elastina HPF (22)
Quitina HPF (22)
PCL HPF (22)
Curcumina TFE (33)
PLGA Cloroformo (34)
PLLA-CL HPF (22)
Quitina BGA HPF (22)
a-Lactalbumina PEO Agua (35)
Caseina PEO Agua (7, 36)
Hemoglobina Colageno/CNT TFE (37)
Zeina Acido férmico (38-40)
PLA Agua (14)
Proteina de soja PEO (39)
Elastina PLGA HFIP (39)
PEO HCL 10 % (20)
PDO HFIP (15)
Albimina de PVA Acido férmico (5)
huevo




Tabla 1: Continuacion

Proteina Copolimeros Disolvente Referencia
Gelatina PLGA (22)
PCL TFE (22)
PLA TFE (22)
PLLA-CL TFE (22)
TFE (21, 22)

1.2.1. Albimina de suero bovino

La albumina de suero bovino (BSA) (Figura 1), también conocida como fraccién V, es una
proteina derivada del suero sanguineo de vacas. Esta proteina contiene 583 residuos de
aminoacidos, un peso molecular de 66,43 KDa y un punto isoeléctrico de 4,7 en agua a 25°C.
La BSA y la proteina de suero humana (HSA) tienen una homologia del 76 %, asi como un
patrén de puentes disulfuro muy conservado (16). Como estructura secundaria consiste en
laminas B y a hélices. La estructura terciaria de la BSA se compone de tres dominios
homologos (I, 11, 1l1), los cuales se estabilizan con 35 residuos de cisteina que componen un
total de 17 puentes disulfuro (29). La BSA se mantiene estable a 40 °C, y tiene un cambio
conformacional reversibles de 42 °C a 50 °C. Se deshace el plegamiento y comienza la B-
agregacion a los 60°C. Mas alla de 70 °C la proteina comienza el proceso de gelificacion (41).

Debido a la naturaleza propia de la BSA, en disolucion acuosa se pueden formar cristales
coloidales en los que los gldbulos naturales de la BSA se pueden unir formando un enrejado
debido a las interacciones no covalentes intermoleculares, y por lo tanto es posible que no se
forme la viscoelasticidad apropiada para la electrohilatura, por ello, segln la literatura, seria
apropiado intentar anular la estructura tridimensional de la proteina antes del electrohilado
(16, 42).

La BSA tiene un importante interés en la biotecnologia debido a su capacidad de ser un
agente bloqueante, un nutriente en cultivo celular, un estabilizador enzimatico y el motivo
por el que nos podria llegar a interesar, puede actuar como transportador o carrier. Debido a
su estabilidad, adhesividad y que es bastante econdmica lo hacen un gran candidato para la
formacion de nanofibras (43).

Estudios describen que fibras de BSA con PEG pueden formar complejos coaxiales con otras

fibras, como en este caso de PCL, en el que se vio que este complejo ayudaba a laregeneracion

10



natural de la piel, otros estudios marcaron que tenian la capacidad de poder liberar farmacos

in vitro sin problemas (39).

Figura 1: Modelo de la BSA. Fuente: Protein Database (PDB)

1.3. Electrohilatura

Las nanofibras pueden fabricarse usando varias técnicas entre las que se incluyen: Sintesis
basada en moldes, separacién de fases, autoensamblaje, deposicion de vapor, crecimiento
espontdneo, nanolitografia y la que nos concierne en este estudio, el electrohilado
(Electrospinning en inglés). En este estudio se aprovechard la electrohilatura para la
fabricacion de las nanofibras debido a su facilidad de uso y su versatilidad para de hacer
nanofibras largas y consistente, ademas, presenta un coste muy bajo en relacién con su
efectividad y tiene una posibilidad bastante aceptable de escalado industrial, con lo que sus
aplicaciones biomédicas serian facilmente trasladables desde el laboratorio al publico en
general (44-46).

La electrohilatura esta basada en la creacién de un campo electrostatico elevado entre dos
polos, siendo estos polos la aguja de la cual se proyecta la solucidon que queremos electrohilar
y un colector metalico conductor hacia el cual se dirigen las nanofibras. Las fibras se proyectan
debido a la aplicacién de un voltaje superior a la tension superficial que tiene una gota de la
disolucidon que estd expulsando la aguja de eyeccidn. Esta gota al sufrir este voltaje se
distorsiona en su capa superficial y adquiere la forma que denominamos “Cono de Taylor”,
desde donde se expelen hilos de disolucidn, estos hilos se llaman jets, que viajan por el campo
electrostatico y contactan con el colector. A lo largo de este jet, el disolvente de la solucién se
evapora, dejando Unicamente la matriz polimérica (15, 47).

El equipo de electrohilatura se podria colocar tanto en vertical como en horizontal. Esto

implica solamente la diferencia de qué en una disposicidn vertical, el investigador se asegura
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de colectar la disolucién completa mientras que, en la horizontal, se evita la posibilidad de
gue una gota de disolucidén sin electrohilar caiga sobre el colector, sin embargo, se perderia
una cantidad de fibras bajo el colector debido a la gravedad, aunque habiendo estudiado
correctamente la colocacién del colector, esta pérdida seria minima, esto se puede observar

en la figura 2 (2, 48).

Flujo 6hmico Flujo convectivo

vy

Zona de transicion entre el
liquido y el sdlido

\Cono de Taylor
Agujzy =

+06-Kv

La forma del cono cambia
dependiendo de la proporcidon
entre la tensién superficial y la

repulsién electrostética

Colector

- . - . wn wn wn em em e e e o e e e e e s e -

Aceleracion lenta Aceleracion rapida

Figura 2: Esquema del funcionamiento de una maquina de electrohilatura. Fuente: The New Zealand
Institute for Plant and Food Research Ltd, 2008.

Si se ajustan los parametros de la electrohilatura, entre los que se incluyen las
caracteristicas de la solucion utilizada y las condiciones experimentales. Los parametros mas
importantes serian el polimero y su concentracion, la velocidad de flujo durante la eyeccién,
el voltaje generado por la fuente, la distancia entre los polos, humedad y temperatura

ambientales (31, 49).

1.4. Polimeros relevantes
En este estudio aparte de las proteinas se utilizaran varios polimeros que se consideraron

relevantes para poder comprobar su compatibilidad con las proteinas:

1.4.1. Polietilenglicol y 6xido de polietileno
El polietilenglicol (PEG) (Figura 3) es un compuesto derivado del 6xido de etileno
(-CH2-CH,-0). El o6xido de polietileno (PEO) es un compuesto derivado a su vez del

polietilenglicol, con la Unica diferencia entre los dos es que el PEO tiene mayor peso molecular
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y se fabrica exclusivamente de forma quimica (50). Este polimero es muy utilizado en la
nanotecnologia debido a que es un polimero no téxico y con una alta compatibilidad con una
gran cantidad de otros polimeros y disolventes (51). Debido a la diferencia en la longitud de
su cadena quimica, las propiedades fisicas son completamente diferentes a pesar de tener
propiedades quimicas practicamente idénticas. Estos compuestos son poliéteres hidrofilicos
con un amplio rango de porcentaje de cristalinidad, peso molecular, punto de fusién y
velocidad de degradacion dependiendo de la técnica de sintesis que se ha utilizado. Gracias a
su gran compatibilidad con otros compuestos, como puede ser el quitosano o la a-
lactalbumina (35), el mezclarlo con compuestos como el acido polilactico (PLA) o la
policaprolactona (PLC) provoca una mejoria en parametros como la velocidad de degradacién
(50).

El PEO es un polimero conocido por la capacidad que tiene de suprimir la adhesidon de
proteinas, por lo tanto, es posible que se pueda usar como una cobertura antinflamatoria
polimérica para biomateriales y elementos que deban suministrarse o implantarse. Varias
publicaciones utilizan este polimero como sustrato anfifilico para nanofibras poliméricas,
otras propiedades que tiene el PEO son la elevada biocompatibilidad, liberacién adaptable de
farmacos y la capacidad de afectar la diferenciacién de células troncales mesenquimaticas

(52).

0 __H
H \/\O/

: in

Figura 3: Formula quimica del PEG

1.4.2. Quitosano

El quitosano (Figura 4) es un biopolimero no tdxico, biodegradable y biocompatible. Debido
a las grandes fuerzas repulsivas entre los grupos iénicos que componen la molécula. Es mas,
es un polimero catiénico muy espeso, estas caracteristicas pueden generar, segun la
bibliografia, una separacion no homogénea en los jets durante el electrohilado (53-55). Entre
los usos que se han dado para las nanofibras de quitosano se ha visto que son un buen sistema
para administracion de farmacos para bacterias gran positivas como podrian ser

Staphylococcus epidermitis y Staphylococcus aureus, (56, 57), ademas de tener actividad
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hemostatica (51). Por ello, en varios estudios anteriores se ha realizado mezclas de polimeros
para facilitar el electrospinning, entre los polimeros que se han usado en la bibliografia se
encuentran polimeros sintéticos como el PEO (54), debido a su capacidad comprobada de
actuar como agente de cohilatura debido a sus caracteristicas especificas y otros polimeros
naturales como el colageno, debido a su capacidad de formar complejos complementarios

(32).

OH

HO 5O [9)
NH

OH n

Figura 4: Formula quimica del quitosano

1.4.3. Acetato de celulosa

El acetato de celulosa (CA) (Figura 5) es un polimero natural derivado de la acetilacion de
la celulosa, a nivel nanotecnolégico tiene valor debido a que es un polimero no téxico con una
gran estabilidad y sostenibilidad (46). Este polimero se ha utilizado en la estudios anteriores
debido a que tiene las fibras obtenidas a partir de este polimero tienen capacidad de ser
porosas, lo que facilita la funciéon de las mismas como efectoras de administracion de

medicamentos (58).
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Figura 5: Formula quimica del acetato de celulosa
1.4.4. PMVE/MA
Los copolimeros de métil-vinil-éter y anhidrido maleico (poly-methyl vinyl ether-alt-maleic
anhydride, PMVE/MA) (Figura 6) y sus formas derivadas, se tratan de polimeros
biodegradables con demostrada baja toxicidad y una alta biocompatibilidad. Debido a sus

propiedades bioadherentes, estos compuestos se han utilizado en la biomedicina como
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encapsulantes de agentes farmacoldgicos en nanoparticulas, habiendo ademds estudios en

los que se han utilizado compuestos que contienen estos polimeros en nanofibras

electrohiladas con capacidad de administracién de farmacos (59).
B OCH3 7

O” 0 O
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Figura 6: Formula quimica del PMVEMA

15



2. OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo de fin de master es el desarrollo de nanofibras peptidicas y
proteicas mediante electrohilatura utilizando proteinas conocidas y proteinas extraidas de
mucosidad de anguila. Con ello se pretende estudiar la capacidad de las proteinas de
electrohilar y mantener la actividad y conformaciones originales.

Para la electrohilatura de estas nanofibras peptidicas se utilizaran dos clases de proteinas,
la primera que se utilizara y optimizara serd albumina de suero bovino, una proteina conocida
y estudiada con pardmetros internos claros, la segunda serian una serie de péptidos extraidos
de mucosidad de anguila, estas proteinas, aunque conocidas, no se han estudiado en
electrohilatura con anterioridad.

Con el fin de completar el objetivo general planteado para este estudio, se han establecido
una serie de objetivos especificos que intentar alcanzar:

- Optimizacion del proceso de electrohilatura de nanofibras proteicas y peptidicas,
comenzando con la optimizacién de nanofibras a partir de soluciones de BSA ya sea
por separado o en combinacién con otros polimeros.

- Caracterizacion de las nanofibras de BSA obtenidas tras el proceso de optimizacion.
Didmetroy morfologia de las nanofibras se determinard por el analisis de las imagenes
tomadas por microscopia éptica y electrénica de barrido

- Fabricacién y optimizacién del proceso de electrohilatura para la obtencion de
nanofibras de proteina purificada de mucosidad de pez.

- Caracterizacion de las nanofibras obtenidas tras la fabricacion, midiendo los

parametros obtenidos mediante microscopia éptica y electrénica de barrido.
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3. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

3.1. Polimeros utilizados

Durante la realizacién de este estudio se utilizaron varios polimeros, tanto en solitario
como combinados para poder obtener nanofibras, entre ellos se encuentran la proteina BSA
(BSA Heat Shock Fraction, Sigma-Aldrich, CAS: 9048-46-8, Mw:~66 kDa), Quitosano de bajoy
medio peso molecular (Sigma-Aldrich, CAS: 9012-76-4, Mw bajo peso molecular:
50 000~190 000 kDa, Mw medio peso molecular: 190000~310000 kDa), PEO y PEG, cuya Unica
diferencia es que el PEO es de mayor peso molecular y es de sintesis quimica, (Polyethylene
oxide/Polyethylene glycol, ACROS organicst™, CAS: 25322-68-3, Mw:~900 000 kDa y Mw: ~8
000 kDa), Acetato de celulosa (Sigma-Aldrich, CAS:9004-35-7, Mw: ~30 000 kDa), PMVE/MA
acido (Sigma-Aldrich, CAS: 25153-40-6, Mw: ~1 980 000 kDa) y PMVE/MA éster (Sigma-Aldrich,
CAS: 9011-16-9, Mw: ~1 980 000 kDa).

Junto con estos polimeros se utilizaron los siguientes disolventes para la obtencién de
disoluciones poliméricas, agua ultrapura, etanol, acetona, acido acético al 10 % y acido
trifluoroacético (TFA). Estos disolventes se testaron con varios de los polimeros para poder
comprobar la solubilidad de estos, sobre todo la BSA, que es el polimero de interés para este

proyecto.

3.2. Preparacion de disoluciones

El primer paso para la optimizacidon de las nanofibras fue hacer pruebas para realizar las
distintas disoluciones con los distintos polimeros. La primera de estas pruebas incluyd
comprobar la saturacion de la proteina en los disolventes mencionados anteriormente, para
ello se probaron concentraciones en peso desde el 5 % al 45 % de proteina en los disolventes
dependiendo de la solubilidad que demostrase tener el soluto en dicho disolvente. Con los
otros polimeros se realizaron pruebas del mismo estilo de una forma mas limitada para
comprobar si eran compatibles con los mismos disolventes que la propia proteina.

Después se realizaron mezclas de los polimeros compatibles con la proteina para poder
determinar el punto en el que serian compatibles ambos compuestos. Una vez determinada

la disolucidon apropiada de cada una de las mezclas, se paso a realizar el electrohilado.
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3.3. Medida de viscosidades

Uno de los parametros importantes que tener en cuenta para la buena electrohilatura de
las disoluciones es la viscosidad de estas, para ellos se utilizaron viscosimetros Cannon Fenske.
Este método mide la viscosidad de las disoluciones a través del tiempo que tardan en cruzar
de un punto a otro de un ensanchamiento en un tubo de vidrio. Esta medida junto con la
densidad de la disolucién, que se midio justo antes, y una constante que marca el modelo del
viscosimetro usado y la temperatura a la que se tomé la medida permitio calcular la viscosidad

(centipoises) y la viscosidad cinematica (centistokes).

3.4. Elaboracidn de las nanofibras mediante electrohilatura

Las nanofibras pueden elaborarse utilizando diversas técnicas, como el crecimiento
espontdneo, sintesis mediante moldes, electrohilatura y litografia. De todas ellas, en nuestra
experimentacion se ha seleccionado la electrohilatura, debido a la gran versatilidad que tiene
la técnicay a que es la mas apropiada para nuestro objetivo. Los parametros necesarios para
cada uno de los materiales utilizados para nanofibras varian segin el polimero. Las
condiciones ambientales de humedad y temperatura se intentaron mantener estables, entre
35 %y 60 %, y entre 20 °Cy 35 °C, respectivamente.

Para la sintesis, ademas de las soluciones proteicas, fue necesario un equipamiento de
electrohilatura especifico. Este equipamiento cuenta con una bomba de infusiéon, modelo
kdScientific 100, que tiene la funcion de dosificar de forma permanente y constante la solucion
contenida en una jeringa. Dicha jeringa esta equipada con una aguja 316 de acero inoxidable
(modelo) de Sigma-Aldrich de calibre 18 (diametro externo 1,270 mm y diametro interno
0,838 mm), de 5,08 cm de longitud, cuya funcidn consiste en expulsar la solucién a la que se
le aplica la carga electrostatica, sirviendo de polo positivo. La fuente de alta tension (Glassman
High Voltage Inc., modelo FC60P2) transmite la carga negativa al polo opuesto, el colector
conductor donde se plasman las fibras debido al campo electrostdtico entre ellos, que
favorece la transmisidn del polimero cargado y que permite la sintesis de nanofibras

La recoleccion de las fibras puede hacerse de varias formas distintas seglin lo que se quiera
hacer con ellas. Para microscopia éptica se coloca un portaobjetos o un cubreobjetos sobre el
colector, para el SEM se emplea un objeto conductor que se pueda introducir en el
microscopio, como un cubreobjetos recubierto de papel de aluminio o una moneda, para

otros estudios, se pueden recoger las fibras directamente mediante raspado del colector.
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3.5. Microscopia dptica

Las fibras obtenidas mediante el proceso anterior de electrohilatura se observaron
mediante microscopia dptica. Esto permitiria ver la morfologia de las fibras para un andlisis de
la calidad, y asi ser capaces de acotar los parametros establecidos durante el electrohilado
hasta que sean los 6ptimos. La microscopia dptica permite estudiar el grosor, la morfologia,
la uniformidad, la estabilidad en la longitud, la firmeza y la linealidad de nuestras fibras. Todas
ellas salvo el grosor se observarian de manera subjetiva a simple vista. Las imagenes se
obtuvieron con un microscopio 6ptico LEICA DMI 3000B equipado con una fuente de luz
compacta EL6000 y una camara digital LEICA DFC3000G. Se obtuvieron imagenes de contraste
de fases, que fueron monitorizadas a tiempo real gracias a la cdmara incorporada de serie en
el microscopio y al programa informatico Leica Suite AF6000 Module Systems, que permite el
procesamiento de la imagen manualmente.

Es necesario aclarar que no es posible cuantificar el grosor de las fibras de forma precisa
empleando el microscopio dptico, ya que la resolucion de la camara, en conjunto con el

aumento insuficiente del microscopio, imposibilita la delimitacion de los limites de la fibra.

3.6. Microscopia electronica de barrido (SEM)

Para una visualizacion con mayor definicién de las fibras es necesario hacer uso de la
microscopia electrénica, en nuestro caso de microscopia electrénica de barrido (SEM). El
microscopio utilizado para la visualizacion de las muestras sera el JEO 6100.

Gracias a la microscopia electrdnica de barrido se puede analizar con una mayor precision
la totalidad de las caracteristicas de la morfologia de la fibra, al tener una resolucion superior
a la de la microscopia éptica. A pesar de ello, el tamafio de las fibras puede llegar a ser tan
pequefio que la determinacién cuantitativa de ciertos parametros concretos puede resultar
extremadamente dificil, e incluso imposible y se tienen que dar cifras con mayor margen de
error, lo que se podria afirmar desde un principio seria que los valores se encuentran por
debajo de ciertos puntos micrométricos o nanométricos.

Una vez obtenidas las imagenes de microscopia electrdnica, para poder hacer las medidas
de didmetro de las distintas nanofibras obtenidas de las distintas disoluciones se utilizé el
programa Imagel (National Institutes of Health (NIH), Versiéon 1.8.172) que utiliza una
extrapolacion del niumero de pixeles de una imagen junto con una escala determinada con

anterioridad para poder calcular las distancias reales entre dos puntos de la escala
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nanomeétrica, con laayuda de este programa se realizaran 100 medidas en distintas nanofibras
de cada muestra para poder hacer una grafica que componga la distribucién normal de las

fibras.

3.7. Cuantificacion de proteinas

Para realizar una cuantificacion de las proteinas que estan contenidas en las nanofibras que
se obtengan de las distintas disoluciones que se han probado, se utilizaron dos métodos. El
primero y principal consiste en el método de Bradford. Este método consiste en la utilizacién
del reactivo de Bradford, un reactivo que se encarga de tefiir los residuos de los aminoacidos
basicos (histidina, arginina y lisina) para detectar la cantidad de proteina que hay en una
disoluciéon mediante la medida de la absorbancia a una longitud de onda de 595 nm.

Para realizar esta técnica primero se debe realizar una recta de calibrado, esto se hace asi
para poder tener un elemento conocido con el que comparar la cantidad de proteina que se
obtenga de la mediciéon de las muestras. Para ello se hace una serie de disoluciones con
concentraciones ascendentes (0, 100, 125, 250, 500, 1000 pg/ml). Una vez tenemos las
disoluciones deseadas, se prepararan eppendorf con 0,5 ml de reactivo de Bradford que se ha
preparado con anterioridad y se afnaden 10 ug de nuestra disolucién proteica, acto seguido se
les da un golpe de vortex para que se mezcle uniformemente, esto se ve debido al cambio de
color que sufre la disolucién. Se pasan 100 pg de la mezcla de reactivo de Bradford y proteina
homogeneizada a una placa multipocillo, y se repite esto 4 veces para poder hacer la media
de las medidas. Después, se utilizara un espectrofotémetro Biotek Cytation 3 Imaging Reader
para medir la absorbancia de las muestras. Con esto se hace una grafica con la recta de
calibrado y gracias a esta se podrd determinar la cantidad de proteina que tendran las
nanofibras.

El otro método para cuantificar proteinas que se usé es mediante nanodrop, este método
es menos complejo que el de Bradford, se trata un espectrofotémetro de nanogotas Thermo
Scientific Nanodrop 1000 que permite obtener la concentracién de proteina de una disolucion
mediante espectrometria a 280 nm, en lugar de 595 nm como el método de Bradford. Sin
embargo, debido a que no es tan preciso a la hora de cuantificar proteinas como podria ser el
método de Bradford, este método se utilizé para confirmar resultados obtenidos mediante el

anterior método.
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3.8. Tratamiento de datos

Para poder procesar los datos obtenidos durante la experimentacion, fueron necesarios
varios programas informdaticos que tratasen los datos y nos los ofreciesen de una manera mas
limpia y eficaz para poder interpretarlos de manera clara y precisa. Para poder realizar el
tratamiento estadistico de los datos obtenidos se utiliz6 Microsoft Excel (Microsoft, Versidn
estable 2019) mediante este programa se hicieron las tablas y se procesaron los datos para
poder hacer graficas mediante Prism 7 (GraphPad, Version 7.04, 28 de noviembre de 2017),
con el Prism se terminaron de realizar las graficas para que los datos se puedan ver de forma
mas directa, se pueda analizar con mayor facilidad para asi comentarlas en la discusion y asi

poder sacar conclusiones.
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4. RESULTADOS

4.1. Estudio de la saturacion de distintos polimeros en disolucién

Para comprobar la saturacion de la proteina que se va a utilizar para electrohilar, se hizo
un gradiente de concentraciones desde el 5 % hasta el 50 % en agua ultrapura. La proteina
resulto soluble con facilidad a temperatura ambiente hasta el 40 %, después, debido a la alta
viscosidad de la solucidn, fue necesario aplicarle calor para que se disolviese hasta el 45 %.
Después de eso la solucidn ha alcanzado la saturacion y no admite mas BSA. La BSA se decidid
probar con otros disolventes para poder combinarlo con otros polimeros, en el caso de que
no se pudiese electrohilar por separado. Sin embargo, se probaron aparte del agua ultrapura,
otros dos disolventes, el etanol y la acetona, uno para juntarlo con el PMVE/MA vy otro para
juntarlo con el CA.

Cuando se comprobd la solubilidad de la proteina se hicieron dos gradientes de agua vy
etanol, en proporciones de 50:50 y 25:75 respectivamente, para poder asegurarnos de que se
pudiese juntar con otros biopolimeros que sabemos son electrohilables, como el PMVE/MA
acido o el éster, ya que este Ultimo necesita etanol para solubilizarse. Sin embargo, tras las
pruebas se comprobd que la BSA no puede disolverse en ninguno de los dos gradientes, por
lo tanto, queda descartado combinarlo con el PMVE/MA éster para electrohilar.

Una vez comprobada la solubilidad, se intenté desnaturalizar la proteina utilizando acido
acético y TFA (acido trifluoroacético), para ello se realizaron disoluciones crecientes de BSA
con 10 % de acido acéticoy un 1 % de TFA. En el caso del 4cido acético, a la concentracion de
20 % de BSA la proteina gelifica parcialmente y a partir de 30 % gelifica completamente,
obviamente a estas concentraciones es imposible electrohilar nanofibras de proteina. Con el
TFA se consiguid una disolucidon adecuada para la electrohilatura, pero presenta los mismos
problemas que tiene la disolucién de la proteina sola y a altas concentraciones tiende a
gelificar parcialmente o no disolverse en su totalidad.

Otro parametro que se optd por cambiar cuando se intentd desnaturalizar la proteina fue
la temperatura, para ello se decidié aplicar un choque de calor de 60 °C durante una hora, sin
embargo, esto se descarté debido a que la proteina dejé de estar liquida y se convirtio en un

gel blanquecino.
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4.2. Combinacion de la BSA con otros compuestos para mejorar la electrohilatura
Una vez observada la saturacion de la proteina en agua, se probd realizar mezclas con
PMVE/MA 4cido de bajo peso molecular (216 000 kDa) a distintas concentraciones tanto de

BSA como de PMVE/MA en peso. Se hicieron las siguientes disoluciones (Tabla 2):

Tabla 2: Tabla de combinaciones de disoluciones de BSA y PMVEMA acido a varias concentraciones

[PMVEMA ac.]? [BSA]? Resultado Observaciones

1% 1%

2,5% 25%

5% 5%

10% 10 %

20% 20%

0,5% 0,5% Se forma un

0,1% 0,1%

precipitado blanco
El soluto entra

0,5% 1%
en suspension
0,1% 1%
10% 1%
20% 1%

 concentracién en % p/p.

Sin embargo, en el momento en el que ambos compuestos se ponen juntos en la misma
disolucidn, precipitan en forma de un precipitado blancuzco, esto puede ser debido a que el
PMVE/MA reacciona con la naturaleza proteica del BSA actuando como floculante y
precipitandola a la fuerza. Después se probé con PVME/MA de alto peso molecular (1 980 000
kDa), con un resultado similar, formando un sedimento blanco amarillento en el fondo de la
disolucidn.

Una vez observada y desestimada la compatibilidad de la BSA con el PMVE/MA, se decidio
probar con otros compuestos. El primero de ellos fue el CA, un compuesto electrohilable
organico, pero al comprobar la compatibilidad de disolventes, se observd que la proteina no
era soluble en acetona, por lo tanto, se decidié descartarla para el caso de la BSA.

Por ultimo, se decidié utilizar tanto el PEO de 900 000 kDa como el PEG de 8 000 kDa, con
la diferencia de que el PEO se sintetiza de manera quimica y tiene un mayor peso molecular
que el PEG, estos compuestos estd comprobado que tienen unas propiedades quimicas

adecuadas para que sean compatibles con los mismos disolventes que la BSAy, ademas se ha
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estudiado que es compatible con otros compuestos de naturaleza proteica, haciendo estos
compuestos ideales para el propdsito de este estudio.

Primero se probd con varias concentraciones de PEG, en un rango de entre 3 % hasta el 20
%, sin embargo, en ninguno de esos casos se pudo electrohilar, ni solo ni mezclado con BSA.
Ademas, no se consiguid una viscosidad adecuada para el procedimiento de electrohilatura,
por lo que se descartd rapidamente.

Se probaron varias concentraciones tanto de PEO, al 3 % y 4 %, como de BSA, 5%, 10 %, 15
%,20% Yy 25 %, con estas mezclas se comprobd que la compatibilidad era buena en todas ellas
y se pudo ver que la electrohilatura se realizaba con éxito. De estas soluciones se
seleccionaron las que estuviesen disueltas homogéneamente y estuviesen en una viscosidad
adecuada. Debido a la alta viscosidad no se pudieron hacer las disoluciones a partir de stock,
ya gue a la concentracion del 6 % ya comienza a tener consistencia de gel, por lo tanto, todas

las disoluciones se hicieron directamente a partir del polimero en polvo.

4.2.1. Combinacion del PEO con extraccion mucosa dérmica de pez

Una vez seleccionado un polimero compatible con proteinas, se procedid a probar con un
extracto mucoso proveniente de piel de anguila, que contiene unos péptidos que podrian
llegar a tener aplicaciones biomédicas debido a su supuesta capacidad antibacteriana, para
ello se combind un 15 % de esta mucosidad liofilizada, sin purificar los péptidos que pudiera
contener, es decir, con otras moléculas como lipidos y glucidos incluidas, con un 3 % de PEO,
una proporcion que se ha observado que es compatible con la BSA. Una vez se hubo disuelto,
se comprobd que la disolucion no se pudo homogeneizar correctamente, esto puede ser por
las contaminaciones propias de una mezcla de esta clase. Se probd a intentar electrohilar la
disolucidn, pero no se consiguid que formase un cono de Taylor apropiado ni siquiera para un
electrospray. Se decidid que antes de poder electrohilarlo, seria necesario purificar los
péptidos para eliminar todo compuesto que se pueda considerar que entre en conflicto con
el polimero y evite el correcto electrohilado de los péptidos. Sin embargo, debido a causas
externas a este estudio, la cantidad de mucosidad que se pudo obtener fue insuficiente para
estas pruebas y se tuvo que dejar de lado. Seria interesante continuar por este camino para
observar este tipo de nanofibras compuestas por extractos de esta clase con estas

caracteristicas.
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4.2.2. Combinacion de PEO con quitosano para electrohilatura

Otro de los compuestos que se probaron fue el quitosano, un compuesto
aminopolisacarido con una alta cantidad de fibra en su composicién, como experimento
paralelo, se probé la posibilidad de combinar el quitosano con el PEO para ver si se podia
electrohilar de manera sencilla. Las disoluciones se realizaron utilizando dos tipos de
qguitosano, de bajo y medio peso molecular, estas disoluciones se realizaron a partir de un
stock de quitosano al 1,5 % de quitosano en una disolucién de 10 % de acido acético, aunque
como ya se ha explicado antes, el PEO se utilizdé directamente en polvo debido a que a partir
de ciertas concentraciones toma caracteristicas de gel.

Con esto se realizaron varias concentraciones combinando ambos quitosanosconun3 %y
un4 % de PEO, por lo que se realizaron cuatro disoluciones a partir de cada stock de quitosano:
dos de 0,75 % de quitosano tanto en 3 % como 4 % de polimero y dos de 0,5 % de quitosano
todas ellas en un 10 % de acido acético debido a que el quitosano presenta dificultades al
disolverse solamente agua o a menores concentraciones de acido acético. Todas estas
disoluciones se disolvieron correcta y homogéneamente. Se decidid electrohilar las
disoluciones que contenian un 0,75 % de quitosano. Una vez hecho se observé que las
muestras tenian problemas similares a los del PEO por separado, que se intentan electrohilar,
pero no se consigue o las fibras se rompen conformando un mosaico en el que sale un
electrospray, las particulas estan conformando en muchas ocasiones la forma de fibras, pero
sinllegar a ser fibras. Este mosaico se repitid en las disoluciones que contenianun 4 % de PEO,
pero debido a que una disolucidn sin quitosano a estas concentraciones si que se consigue
electrohilar sin mayor dificultad, se planted que fuese debido al 10 % de acido acético. Por lo
que se procedié a realizar disoluciones de PEO en acido acético al 10 %, con lo que se
comprobd que, aunque gelificaba a una concentracién mds baja que en agua, al 6 %, a una
concentracion de solamente 4 % se puede ver que la disolucién es mas liquida que si se
hubiese disuelto exclusivamente en agua ultrapura.

El ultimo experimento que se probd combinando quitosano fue comprobar si se podia
electrohilar mezclandolo con tanto PEO como BSA, por lo que se hicieron disoluciones con un
15 % de BSA y un 3 % de PEO, que es la que se eligio como la que presentaba unas mejores

caracteristicas de electrohilatura. Al realizar las disoluciones de 0,75 % en 10 % de acido
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acético se pudo observar que en estas habia dos fases bien diferenciadas, una blanquecina en
la parte superior del vial, bastante mas viscosa que la fase inferior de color amarillo dorado.
Esto se observd tanto en la disolucion de quitosano de bajo peso molecular como en el de

medio peso molecular.

4.2.3. Medida de viscosidades

Uno de los pardmetros mas importantes para determinar la correcta electrohilatura de las
distintas disoluciones es la viscosidad de estas, por ello se realiz6 una medida de estas
viscosidades de varias de las disoluciones que se pudiesen electrohilar junto con otras que no.
Los resultados expresados en centipoises (cP), unidad de viscosidad dinamica, fueron los

siguientes (Grafica 1):
Viscosidades

Viscosidad (cP)
N
(=
(=]
<

10004 — _
0 = _* T T T
o\® o\e o\e o\e o\e o\o o\o
VAP LR~ R R R
(o) O (o) N N Vv
E & & & FF &
. % .
[
PEO 3%

Grafica 1: Grafica de viscosidades de varias disoluciones de PEO sélo y junto a BSA. Rojo: no

electrohilan, amarillo: electrohilado parcial, verde: electrohilan correctamente
En esta gréfica se puede ver que la viscosidad aumenta ligeramente en cuanto aumenta la
cantidad de proteina. Aparte de eso se puede ver que la diferencia en viscosidades varia
principalmente debido a la cantidad de PEO que se encuentra en la disolucién original, aun
asi, no parece ser lo determinante en este caso para la correcta electrohilatura, porque a pesar
de que haya una viscosidad drasticamente mayor en la disolucidn de 4 % de PEO, se vera mas
adelante no es la mejor muestra de nanofibras obtenida. Sin embargo, algo si que influye
debido a que en el caso de las disoluciones con proteina las que tienen una mayor viscosidad

salen las nanofibras mas gruesas, llegando a ser microfibras en la ultima de las disoluciones.
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También se realizaron pruebas de viscosidad con disoluciones de PEG a varias
concentraciones para comprobar que se pueda hacer una comparativa con el PEO, que es el
mismo compuesto con una composicidon quimica mucho mas repetitiva y alargada. Sin
embargo, ninguna de las disoluciones realizadas de PEG tuvieron suficiente viscosidad y

tuvieron una consistencia muy parecida al agua.

4.3. Fabricacién de nanofibras a partir de las disoluciones

Para hacer nanofibras de BSA, se decidid elaborar un gradiente de concentraciones de
solucion para electrohilar, 30 %, 35 % y 40 % en masa, debido a su elevada viscosidad
aparente. Con cada una de ellas se probé con un rango de los siguientes parametros para ver

si se formaba el cono de Taylor y si se formaban nanofibras (Tabla 3).

Tabla 3: Tabla de concentraciones de BSA y los parametros en los que se forma el cono de Taylor

Velocidad de Parametros en los que se
Concentracion Voltaje® Distancia®

flujo? forma cono de Taylor
0,02 ml/h ;12 kV; 15 cm

30% 0,02-0,05 12-15 12-15
0,05 ml/h; 14 kV; 15 cm
0,02 ml/h; 13 kV; 16cm

35% 0,02-0,05 14-15 12-16
0,02 ml/h; 14 kV; 13cm
0,25 ml/h; 15 kV; 14 cm

40% 0,1-0,25 12-15 12-14

0,1 ml/h; 15kV; 12 cm

2 enml/h; ®, enkV; ¢, en cm.

Todas estas mediciones se realizaron a temperatura y humedad ambientales de 20°Cy 56
% de humedad ambiental.

A concentraciones altas, la BSA resulta muy viscosa a temperatura ambiental, con lo que a
la hora de realizar la electrohilatura de la solucién al 40 % se tiene el riesgo de bloquear la
aguja. Una vez procesadas por el equipo de electrohilado, se observaron las muestras
obtenidas con estas disoluciones, sin embargo, no se pudieron observar nanofibras

completas, sino pequefias nanogotas en la superficie del portaobjetos (Figura 7).
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Figura 7: Electrospray a partir de una disolucion al 30 % de
BSA. Foto tomada mediante microscopia dptica a 63X

Como se puede observar en la figura 7, la proteina por separado solo es capaz de hacer un
electrospray, que es una capa de nanoparticulas desordenadas, por mucho que se cambien
los parametros fisicos o la concentracidn de la disolucidn no se es capaz de hacer fibras. Por
ello se decidié optar por mezclar la proteina con polimeros con propiedades electrohilables
conocidas, cédmo se ha explicado con anterioridad, se descartaron varios y se decidio ir por el

PEO.

4.4. Optimizacion de nanofibras de polimero y proteina BSA

Una vez obtenidas las disoluciones apropiadas para la electrohilatura, procedemos a
optimizar el proceso para obtener las mejores fibras posibles, es decir, que no tengan
malformaciones u otro tipo de artefactos que eviten la formacién de nanofibras.

Una vez probadas se determinaron los siguientes pardmetros para la obtencién de las

nanofibras combinadas de PEO y BSA (Tabla 4).

Tabla 4: Tabla de concentraciones de BSA junto a PEO y parametros a los que electrohilan.

Velocidad de . 4
[PEO] [BSA] flujo? Voltaje¢ Distancia
4% 0% 12-16 15-17
4% 5% 12-14 15
4% 10% 15
3% 0% 12-18 15-17
3% 5% 0,2-0,3 17
3% 10% 17
3% 15% 14-18 18
3% 20% 18
3% 25% 18

2, concentracién en % p/p; °, en ml/h; ¢, en kV; ¢, en cm.

28



Todas estas nanofibras se tomaron en un rango de humedades entre 50 %y 70 % y a un
rango de temperaturas entre 20 °Cy 35 °C.

4.5. Andlisis de los parametros de las nanofibras mediante microscopia dptica

En la figura 8 se pueden observar las nanofibras que se generan conel PEOal3 %y 4 %

Figura 8: Nanofibras de disoluciones al 3 %(A) y 4 %(B) de PEO. Imagenes tomadas mediante microscopia
electrénica a 63x.

En estas imagenes se puede apreciar que, aunque salen nanofibras con el polimero por
separado, en la disolucién de 3 % de PEO, no llegan a apreciarse fibras completas, sino que se
ve una mezcla entre burbujas de polimero y fibras rotas y con muchas deformidades. En el
caso del 4 % por otro lado, si se ven fibras muy finas y completas, estas presentan variaciones
muy grandes en el grosor de las fibras y tiene lo que se llaman “perlas”, que son series de
engrosamientos durante la longitud de la fibra que forman algo parecido a un collar. La figura
siguiente (Figura 9) muestra las nanofibras formadas a partir de disoluciones de 3 % de PEO

juntocon 5%y 10 % de BS

r BN/ \ )

A:

ey
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Figura 9: Nanofibras de disoluciones al 3 % de PEO y al 5 %(A) y 10 %(B) de BSA. Imagenes tomadas mediante
microscopia electrénica a 63x.
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Estas nanofibras son las correspondientes a las del 3 % de PEO junto con 5 %y 10 % de BSA
respectivamente, como se puede ver, con solo el 5 % de proteina ya se aprecian fibras
completas, aunque muy finas y con muchos engrosamientos a lo largo de las fibras, ademas
de parecer bastante fragiles debido a que hay muchas de las fibras partidas o rotas. Con el 10
% de proteina las fibras siguen teniendo muchas irregularidades en el tamafo de las fibras con
muchas perlas a lo largo de las fibras. Sin embargo, lo que si que se ve es que por lo general

son fibras mas gruesas.

En la figura 10 se pueden ver el resto de las fibras que se hicieron con un 3 % de PEO

Figura 10: Nanofibras de disoluciones al 3 % de PEO junto 15 %(A), 20 %(B) 25 %(C) de BSA. Imagenes tomadas
mediante microscopia electrénica a 63x.

Estas fibras son las correspondientes a un 3 % de PEO y a un 15 %, 20 % y 25 %, se puede
ver que las fibras a estas cantidades de proteina las fibras son bastante mas completas y
uniformes. Siendo las de 15 % las que a simple vista se ve que son mas finas, a falta del analisis

mediante microscopia electrénica de barrido para hacer las medidas y poder ver el diametro
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sin los problemas de birrefringencia que se observan con el microscopio 6ptico. Aun asi, en
las fibras del 25 % de BSA hay mas variacion en el grosor a simple vista.
Las ultimas imagenes que se tomaron en microscopia éptica fueron las que se hicieron con

una concentracion del 4 % de PEO (Figura 11), superior a las de las imagenes anteriores.

Figura 11: Nanofibras de disoluciones al 4 % de PEO junto con 5 %(A) y 10 %(B) de BSA. Imagenes tomadas
mediante microscopia electrdnica a 63x.

Las ultimas fibras que se observaron mediante microscopia son las correspondientes a las
disoluciones que contenianun 4 % de PEO, en este casocon 5 %y 10 % de BSA. Como se puede
ver, a diferencia de con las disoluciones que contenian un 3 % de polimero, estas si forman
nanofibras completas desde bajas concentraciones de proteina, sin embargo, como puede
apreciarse en la primera imagen, en el caso de un 5 % de BSA las fibras tuvieron una visible
variacion en el grosor de las mismas, asi como varias fibras rotas o bifidas, esto ya no se pudo
apreciar en las fibras que provienen de una disolucion que contenia el 10 % de BSA, donde se

puede apreciar que las fibras son bastante uniformes y mas gruesas que la disolucion anterior.
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3.6. Anadlisis de diametro de fibras seleccionadas mediante microscopia electronica de
barrido

De todas estas muestras, para poder medir los pardmetros se seleccionaron las tres que se
consideraron mas apropiadas a nivel de uniformidad y regularidad de las nanofibras, con una
mayor proporcidn de proteina respecto a polimero. Estas muestras se enviaron al SEM para la
obtencion de imagenes de mayor resolucion y asi medir el didmetro de las fibras, debido ala
elevada longitud de estas, este parametro no es posible medirlo mediante estos métodos. Con
lo que se obtuvieron las siguientes imagenes a partir de las disoluciones al 15, 20y 25 % de
proteina, todas al 3 % de PEO, ya que nuestro objetivo era reducir el maximo posible la
cantidad de polimero ayudante en este estudio. En la figura 12 se pueden apreciar las fibras

obtenidas mediante microscopia de barrido a partir de una disolucién de 3 % de PEO y 25 %

de BSA

Figura 12: Imagenes tomadas mediante microscopia electronica de barrido de una disoluciéon de 3 % de PEO y
25 % de BSA. Imagenes tomadas con un campo de 30 um (A) y de 200 nm (B)

Tal y como se puede ver en las imagenes anteriores, las nanofibras correspondientes a la
disolucion de 25 % de BSA presentan una apariencia uniforme, sin una gran variacién en el
didmetroy con una disposicion mas o menos homogénea, sin grandes deformaciones ni fibras
rotas apreciables. Por otrolado, enlaimagen de 200 nm se puede ver con claridad la superficie
de la fibra, siendo de apariencia algodonosa sin porosidad aparente, esto hace que las
propiedades de las fibras varien respecto a su aplicacién biomédica. De estas fibras se hicieron
100 medidas y se hizo una gréfica con ellas para comprobar la variacién de diametro (Grafica

2)
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Grafica 2: Disposicion normal de los diametros de las fibras obtenidas de la disolucién de 3 % de PEO junto
con 25 % de BSA. La linea roja es el ajuste a una distribucidn gaussiana, cuyos parametros fueron media de
1187 nm, 31,77 de amplitud y una desviacién estandar (SD) de 235,7 nm, con un R2=0,97

Con los didmetros obtenidos se pudo observar que las fibras siguen esta distribucion, con
una media de 1 187+ 236 nmy un R2 de 0,97, asi que se podria afirmar que segun los didmetros
siguen una distribucién gaussiana. Siendo asi, se puede apreciar, que con estos parametros de
la disolucion las fibras se salen de la escala nanométrica en dos de sus dimensiones, lo que
indicaria que se forman microfibras en lugar de nanofibras. Estas fibras para el objetivo de
nuestro experimento se salen de los parametros establecidos, sin embargo, también tendrian
las mismas propiedades aplicables a la biomédica, con la posibilidad de que, al ser de mayor
tamano tarden mas cuando se degraden.

En la figura 13 se pueden observar imagenes de microscopia electrénica de barrido que se

tomaron de las nanofibras obtenidas de la disolucidon de 20 % de BSA 'y 3 % de PEO.

= 1 i
Figura 13: Imagenes tomadas mediante microscopia electronica de barrido de una disolucién de 3 % de PEO
y 20 % de BSA. Imagenes tomadas con un campo de 30 um (A) y de 200 nm (B)
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Como se puede ver en las imagenes, las nanofibras de esta disolucién son mas finas que en
la de 25 % de BSA, ademas de eso, se puede apreciar que son menos rectas y forman bucles,
esto podria ser por la forma en la que se hicieron las nanofibras, siendo la humedad
ligeramente superior esta muestra respecto a la anterior o incluso por que la foto fue tomada
en otro punto relativo de la muestra. Sin embargo, se aprecia que al igual que en la primera
muestra, las fibras son bastante uniformes en tamafio. En cuanto a la apariencia, se ve que las
fibras mantienen esa apariencia algodonosa, siendo incluso mas prevaleciente, pareciendo
mas compactada que en la anterior disolucidon, manteniendo la falta de porosidad de la
disolucién anterior. Tal y como se hizo en el caso anterior, se tomaron 100 medidas de
diametros y se graficaron para comprobar la distribucion de los diametros de las fibras (Grafica

3):
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Grafica 3: Disposicidon normal de los diametros de las fibras obtenidas de la disolucion de 3 % de PEO
unto con 20 % de BSA. La linea roja es el ajuste a una distribucién gaussiana, cuyos parametros fueron
media de 750,1 nm, 38,56 de amplitud y SD de 88,5 nm, con un r?=0,95

En este caso, las nanofibras de la muestra con un porcentaje del 20 % de BSA, se puede
apreciar que el tamafio de las fibras es menor que en el caso anterior y que aproximadamente
la mitad de las fibras estan rondando los 750 nm de didmetro. Ademas, también seguiria una
distribucién gaussiana, ya que, como se puede ver en la grafica tiene una R2 de 0,95, entrando

en el error aceptable.

34



La figura 14 seria la correspondiente a una disolucidon de 15 % de BSA:

Figura 14: Imagenes tomadas mediante microscopia electronica de barrido de una disolucion de 3 % de PEO
y 15 % de BSA. Imagenes tomadas con un campo de 30 um (A) y de 200 nm (B)

Como se puede apreciar en la imagen, estas fotos tienen una mayor cantidad de fibras en
el campo de observacion, esto es asi debido a que las fibras, al ser mas finas, es mas dificil
determinar si estan en el portaobjetos. Por lo tanto, a simple vista se puede ver que las fibras
en esta muestra son mas finas que en las dos anteriores. Ademas, en las imagenes se puede
apreciar que siguen siendo bastante homogéneas, aunque si es cierto que ya en laimagen se
ve un poco mas de variedad en el momento de observar los distintos didmetros, nada muy
disparatado. A nivel de apariencia de las fibras, al igual que en las disoluciones anteriores se
puede apreciar como las fibras parecen tener una textura algodonosa bastante regular con
porosidad nula. Después de tomar las imdagenes se hicieron 100 medidas y se graficaron para

ver la distribucion de los diametros de las fibras tomadas (Grafica 4):
15% BSA 3% PEO
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Grafica 4: Disposicion normal de los diametros de las fibras obtenidas de la disoluciéon de 3 % de PEO
junto con 15 % de BSA. La linea roja es el ajuste a una distribucién gaussiana, cuyos parametros fueron
media de 644,8 nm, 23,61 de amplitud y SD de 84,01 nm, con un r?=0,95
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En este caso, en el cual hay presente una proporcién de 5:1 proteina-polimero, con un 15
% de BSA frente a 3 % de polimero, se puede ver que las nanofibras son las mas finas de todas
las que se han medido, rondando entre 550 y 750 nm de didmetro, respecto a su distribucidn,
estas también estan dentro de una gaussiana, con una media de 645 nm y un R? de 0,95. con
una menor variacion en el tamafio entre las mas gruesas y las mas finas. Siendo las fibras mas

apropiadas para el objetivo que se tenia en este proyecto.

4.7. Cuantificacion de proteinas

Una vez observadas las nanofibras y medidos sus parametros fisicos, se midié la cantidad
de proteina que habia en estas, para ello se utilizaron dos métodos. El primero de ellos se
trata del método de Bradford, un método por el cual se usa la espectrometria a 595 nm para
poder determinar la cantidad de proteinas que contiene la muestra gracias a que el reactivo
de Bradford reacciona con los aminoacidos basicos de la proteina (histidina, arginina y lisina),
y con los datos obtenidos se puede extrapolar la cantidad de proteina presente, para ello es
necesario hacer una recta de calibrado para poder determinar la cantidad de una determinada
proteina que contiene dicha disolucion. Para ello se realizaron cinco disoluciones de proteina
correspondientes a la recta de calibrado y se pusieron en la placa junto con el reactivo de
Bradford para poder establecer una escala sobre la que colocar las muestras que se han
obtenido a través de la nanofibras de polimero con proteina. Una vez hecha dicha recta, se
diluye la proteina de las nanofibras hasta que entre dentro de un rango en el cual se puedan
cuantificar las proteinas dentro del rango de la escala y asi poder determinar que nanofibras
de todas las obtenidas tienen una mejor proporcion de proteinas frente al polimero con el que
se ha combinado. Con los resultados obtenidos se hizo la grafica 5, en la que estan

representados tanto la recta de calibrado como los datos de las nanofibras.
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Grafica 5: Grafica de absorbancia a 595 nm frente a concentracion de proteina en pg/ml tomada mediante
método de Bradford.

En esta grafica se puede ver que a pesar de haber diluido las muestras hasta la misma
concentracion de proteina, se puede apreciar que hay algunas que presentan una menor
cantidad resultante, siendo estas las que contienen un 4 % de PEO, en comparacion con
aquellas que presentan una menor cantidad de PEO en su composicién. Esto se puede
comprobar observando los puntos correspondientes a las fibras que contenian un 15 % de BSA
en la disolucidn inicial, debido a que son las que se pueden comparar con mayor facilidad pues
hay muestras tanto de aquellas que contenian tanto 3 % como 4 % de PEO en sus respectivas
disoluciones iniciales, ambas disoluciones se diluyeron de manera similar, calculando un punto
en el que estuviesen parejas siguiendo las proporciones de las disoluciones iniciales. Sin
embargo, aunque en la disolucion al 3 % de PEO la cantidad de proteina que se obtiene
mediante este método esta en un rango entre 250 y 350 pg/ml, en la disolucién al 4 % se
puede observar que la proteina se encuentra en un rango alrededor de 150 pg/ml. Por otro
lado, las nanofibras correspondientes a las otras disoluciones se encuentran en un punto entre
350 y 450 pg/ml, lo que se corresponde con el resultado esperado, por lo tanto, se puede
observar que la proteina que retienen las nanofibras es mayor a menores proporciones de
PEO. Esto puede ser debido a que la proteina por separado no es capaz de electrohilar en
nanofibras, por lo tanto tendria que combinarse con el polimero de manera que si aumenta
el polimero, hay demasiado polimero para que la proteina se una con facilididad y se queda

en disolucion o incluso puede ser que el polimero absorba disolvente y entrelazado entre las
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fibras se encuentre una matriz acuosa que no se llega a evaporar del todo en el campo
electromagnético haciendo que las proporciones calculadas no sean del todo correctas, para
poder solucionar esto, seria interesante estudiar a futuro este mismo proceso pero cambiando
el agua por algun disolvente menos resiliente que el agua, tal como podria ser el THF.

El otro método que se ha utilizado para el analisis y la cuantificacién de proteinas que se
puede encontrar en las nanofibras fue el nanodrop, este método también utiliza la
espectrometria, pero a diferencia del método de Bradford, este detecta absorbancia a 280
nm, debido a que a esta longitud de onda no se detecta de forma tan especifica las proteinas
como en el método anterior. Este método se realizd principalmente como una segunda
prueba para comprobar los resultados que se han obtenido en la prueba anterior. En la tabla

5 se pueden ver los resultados obtenidos mediante el nanodrop.

Tabla 5: Tabla de concentraciones de proteina que se obtuvieron a mediante nanodrop.

Muestras [Proteina]? Muestras [Proteinal®
0,09 0,11
3% PEO 25 % BSA 0,12 3% PEO 15 % BSA 0,09
0,13 0,15
0,15 0,01
3% PEO 20 % BSA 0,12 4% PEO 15 % BSA 0,02
0,13 0.02

3, concentraciones en mg/ml

Con los resultados que se muestran en la tabla se puede ver que los resultados se
corresponden con los obtenidos en la prueba anterior, pudiéndose ver que en efecto se puede
apreciar una pérdida de proteinas en cuanto hay una mayor cantidad de polimero. Estando
en las disoluciones que contienen 3 % de PEO alrededor de los 10 mg/ml mientras que en la

muestra que contenia un 4 % estaban rondando el 0,01y el 0,02.
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5. DISCUSION

Durante este estudio se intentd optimizar la produccién de nanofibras a partir de proteinas,
tanto de una proteina conocida como es la BSA como de un extracto natural. Sin embargo,
con los resultados obtenidos y por motivos ajenos a la investigacion, este Ultimo objetivo no
pudo completarse.

En los ultimos afios, las nanofibras han tenido cada vez mas relevancia en la biotecnologia
debido a sus peculiares caracteristicas, como por ejemplo la capacidad de ser un elemento
qgue mimetice la membrana extracelular (3). Uno de los elementos en los que se ha querido
centrar la investigacion es en el uso de biomateriales como pueden ser las proteinas (39) u
otros compuestos, como podria ser la celulosa (46, 56). Esto es debido a las diversas funciones
gue han demostrado tener estas nanofibras que van desde el uso de estas como base parala
ingenieria tisular (27) hasta su uso cémo biosensores (28).

Para este estudio lo primero que se hizo fue probar la solubilidad de la BSA, ya que es una
proteina hidrofilica se pudo disolver hasta altas concentraciones, llegando facilmente hasta el
40 %. Sin embargo, en el momento en el que se probé electrohilarla por separado, tal y como
se puede leer en la bibliografia, no dio resultado (28), saliendo un electrospray que se podria
corresponder a la forma cristalizada que esta proteina toma en disolucién. Esto podria
deberse a que la proteina ese comportamiento en agua, Dror et al, 2008 (29) y Regev et al,
2010 (16) propusieron solucionarlo cambiando el tipo de disolvente a TFE y anadiéndole BME
para poder desenrollar la proteina. Sin embargo, en este estudio se decidié intentar
desestabilizar la estructura de la proteina con cambios tanto quimicos como fisicos,
aplicandole un choque térmico o afadiéndole acido acético, sin embargo, ambos resultados
resultaban en la gelificacion de la proteina, esto puede ser debido a que, al aplicarle un cambio
drastico del medio, la proteina desnaturalizada comienza a colocarse en una posicidon
determinada y al unirse en forma de red, lo que formaria ese gel.

Lo siguiente seria probar combindandolo con otros polimeros para el electrohilado, primero
se probd con el PMVE/MA 4cido, pero al mezclarlo con la BSA, estos dos compuestos se unian
y precipitaban al instante, esto podria debido a que el PMVE/MA podria actuar como
floculante al unirse a la proteina, seria interesante observar si este comportamiento se repite

en el caso de otras proteinas o es exclusivo de ciertos tipos. Otros polimeros que se probaron
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fueron el acetato de celulosa, un polimero que ya se ha probado en otros compuestos
organicos como el quitosano (56) o proteinas como la zeina (13). Sin embargo, se descarté la
opcion por la poca compatibilidad de disolventes. Finalmente, se probaron tanto el PEG de
8 000 kDa y el PEO de 900 000 kDa, el primero se descarté debido a que no se pudo conseguir
una disolucién con una viscosidad apropiada para el electrohilado. El PEO por otro lado es un
polimero altamente compatible con proteinas que se ha utilizado ya con anterioridad tanto
con la BSA (28) como con otras proteinas tanto globulares, como la a-lactalbimina (35), como
lineales como la elastina (20). Con esta mezcla se consiguid electrohilar la proteina con
facilidad, dando lugar a disoluciones del 3 % y 4 % de PEO junto con una gran variedad de
rangos de proteinas, desde el 5 % al 25 % en alguna de las disoluciones. Con esto se obtuvieron
fibras estables, estas fueron de un didmetro desde alrededor de 1200 nm en las disoluciones
con 25 % de proteina hasta rondar los 600 nm en las que contenian un 15% de BSA. Esto puede
ser porque hay una mayor cantidad de proteina en la disolucién. Sin embargo, esto contrasta
con las fibras que Kowalczyk et al, 2008 (28) describid, que rondaban los 400 nm de didmetro,
esto puede ser por que utilizd otro disolvente, y la proporciéon de PEO era superior a las
realizadas en este experimento, ademads, Kowalczyk aclara en su articulo que las fibras
obtenidas son insolubles en agua, mientras que en los experimentos que se han realizado en
este estudio las fibras si eran completamente solubles y de hecho se disolvieron para hacer la
siguiente parte del experimento. Por otro lado, Jiang et al, 2005 (60) obtuvo fibras de
alrededor del mismo didmetro usando en lugar de PEO, una mezcla entre PCLy PEG.

Lo siguiente que se hizo fue comprobar la cantidad de proteina que quedaba dentro de una
de las nanofibras, para ello se realizé el método de Bradford y un nanodrop, en ambos
métodos se observé que la uUnica disolucién que contenia un 4 % de PEO mantuvo una
cantidad inferior de proteina en referencia a la cantidad que se calculd originalmente que
debia tener. Es posible que esto se debiera a que la proteina se degradd entre que se
realizaron las nanofibras y se hizo el proceso del método de Bradford, sin embargo, debido a
que todas las disoluciones y nanofibras se hicieron en un periodo de tiempo parecido, con una
diferencia de unas pocas horas entre ellas, esto querria decir que a una concentracidon mayor
de PEO la proteina contenida en las fibras podria degradarse mas rapidamente. Otra opcidn
seria que en las nanofibras que resultasen de esta disolucidon no se adhiriese la cantidad
esperada de proteina al PEO, o no se distendiese de la misma manera al haber demasiado PEO

en disolucion. Este resultado fue similar en las dos pruebas que se realizaron.
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Una vez realizadas las pruebas con la BSA, se decidié establecer los pardmetros para poder
hacer nanofibras a partir de un extracto de mucosa dérmica de anguila, para ello se utilizo la
proporcidn que se observé que salian mejores nanofibras, que era la que contenian un 3 % de
PEO con un 15 % del compuesto objetivo. Para hacer una prueba inicial, debido a la poca
cantidad de secrecién que se obtuvo en principio y que si se extrajeran los péptidos se perderia
mucha de la masa, se probd directamente con la secrecion. Sin embargo, no se pudo disolver
de manera homogénea junto con el polimero y, por lo tanto, tampoco se pudo electrohilar
correctamente, esto puede ser que fuese por la cantidad de agua y contaminantes, como
secreciones lipidicas y glucidos de los peces, que hay en la mucosa. Después de esto, seria
necesario extraer péptidos a partir de las secreciones mucosas, pero no se pudo obtener
mucha mas muestra, aunque seria interesante continuar a futuro con esta investigacion
utilizando directamente péptidos de la mucosa.

Por ultimo, se realizé como experimento secundario el uso de quitosano junto con los dos
polimeros anteriores, tanto con PEO como con PEO y BSA para comprobar la capacidad de la
electrohilatura de estas mezclas. Por ello se hicieron varias mezclas con quitosano y PEO al 3
%y 4 %, pero ninguna de las disoluciones dio lugar a nanofibras, aun asi, en la bibliografia si
se han descrito nanofibras que se componen de estos dos compuestos juntos (57). Pero esta
diferencia puede ser por la diferencia de disolvente, ya que en este estudio se utilizd acido
acético al 10 % mientras que en el articulo se utilizé dcido acético al 90 %, ademas de que
aparte de usar PEO y quitosano, se le afiadié vancomicina. Respecto a las mezclas de quitosano
con BSA y PEO, en las disoluciones se formaron dos fases diferenciadas, una blanquecina
opaca en la parte superior y una semitransparente amarilla en la parte inferior. Esto puede
ser debido a que el PEO tiene una mayor afinidad con el quitosano que con la BSA.

Una vez dicho esto, se puede apreciar que la investigacion de las nanofibras de proteinas
tiene todavia mucho camino por recorrer, y mucho hueco para la optimizacién. También seria
muy importante seguir investigando en un futuro este tema que tiene mucho potencial en la

biomedicina y la industria.
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6. CONCLUSIONES

En este trabajo de fin de master se ha conseguido optimizar el proceso de electrohilatura

de proteinas, sobre todo de la proteina modelo BSA, que presenta unas dificultades claras

para formar nanofibras segun la bibliografia. También se ha intentado la electrohilatura de

péptidos propios de la mucosa dérmica de peces.

En resumen, las conclusiones extraidas de este estudio son las siguientes:

Mezclando la BSA con el PEO es posible realizar la electrohilatura a un amplio rango
de concentraciones de proteinas. Ademas, a menores concentraciones de BSA dentro
de las disoluciones de PEO, las fibras tienen un menor didmetro, rondando en el 15 %
los 600 nmy en el 25 % los 1200 nm.

En las nanofibras obtenidas a partir de una disolucion del 4 % de PEO, se pierde una
mayor parte de proteinas que en las que ha salido a partir de las disoluciones al 3 % de
PEO

No es posible electrohilar secreciones base de mucosa de peces polimerizandolo junto
con el PEO.

En una disolucion de acido acético al 10 % no se pueden obtener fibras mezclando

quitosano con PEO.

De este estudio se puede sacar que este tema seria necesario investigar para poder refinar

los resultados obtenidos de mucosidad de peces, asi como expandir este tipo de

optimizaciones a otras proteinas importantes, puesto que las propiedades que estos

polimeros a nivel biomédico en un futuro podrian significar un cambio en el paradigma en

medicina personalizada debido a su facilidad para la fabricacidon de las nanofibras y Ila

escalabilidad del proceso de electrohilatura a nivel industrial.
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