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1. Lista de abreviaturas

1.LISTA DE ABREVIATURAS

AAl: Indice de actividad antioxidante
(Antioxidantactivity index

AB: Armazon biobsorbible
AGE(q: Equivalentes de &cido galico
AM : Antocianina monomérica

API: Agente terapéutico
Pharmacological Ingredieit

(Active

BPR: Valvula reguladora de presi¢fBack
Pressure Regulatpr

CAD: Enfermedad  arterial
(Coronaty Artery Diseage

coronaria

COg: Di6xido de carbono
CO,SC: Di6xido de carbono supercritico

CSIC: ConsejoSuperior de Investigaciones
Cientificas

DPBS Tampon fosfato salino de Dulbecco
(Dul becc o b sBufferaddSslipgh at e

DPPH: 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo

EBM®-2: Medio basal de células endoteliales
2 (Endothelial Cell Basal Mediu+B)

ECso: Concentracion efectiva

ECFCs: Células endoteliales formadoras de
colonias(Endothelial colony forming cells

ESE Extraccion con solvente mejorada
(Enhanced Solvent Extractipn

EtOH: Etanol
FBS: Suero fetal bovinoHetal Bovine Serun
GBT: Grado erBiotecnologia

hEGF: Factor de crecimiento epidérmico
humano Human Epidermal Growth Factpr

hFGF: Factor de crecimiento fibroblastico
humano Human Fibroblast Growth Factgr

HPLC: Cromatografia liquida de alta eficacia
(High performance liquidthromatography

ICP: Intervencién coronaria percutanea

IHSM: Instituto de  Hortofruticultura
Subtropical vy

Mv -3-glc: Malvidina3-glucésido
Na,COs: Carbonato de sodio

NGC: Conducto nervioso guidNérve guide
conduib

PCL: Policaprolactona

PCLA: Copolimero de caprolactona y &cido
lactico

PET: Tereftalato de polietileno
PGA: Acido poliglicélico
PLA: Acido polilactico

PLE: Extraccion con liquidos presurizados
(Pressurized Liquid Extractign

PP: Polipropileno

R3-IGF-1: Analogo del factor de crecimiento
insulinico humano tipo Human Insulindike
Growth Factor )

RIS: Reestenosis intratent

SC-ICYT: Servicios Centrales de
Investigacion Cientifica y Tecnolégica

SEM: Microscopia electrénica de barrido
(Scanning Electron Microscopy

SFA: Stent farmacoactivo

SFE Extraccion con fluidos supercriticos
(SubcriticalFluid Extractior)

SM: Stent metélico

SWE: Extraccibn con agua subcritica

(Subcritical Water Extraction

TAC: Contenido total dantocianos
TPC: Contenido total de polifenoles
Vesp Velocidad de despresurizacion

VEGF: Factor de crecimiento endotelial
vascular VYascular Endothelial Growth
Factor)

Mediterr 8ne.
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2. PROPUESTA DEL TFG ASIGNADO

ATitulacion Y Grado en Biotecnologia (GBT).

ATitulo Y Estudio de Igroliferacion de células sobre polimeros impregnados mediante tecnologia

supercritica con extractos naturales.
ACurso Y 2019/2020.

ATutor 1 Y casimiro.mantell@uca.¢iNGENIERIA QUIMICA Y TECN. DEALIMENTOS).

ATutor 2 Y maricarmen.duran@gm.uca(@OMEDICINA, BIOTECNOLOGA Y SALUD
PUBLICA).

AcCarécter Y Iniciacion a la investigacion.

ADescripcionY La aplicacion de la impregnaciuperctiica para adicionar un farmaco o sustancia
adiva en endoprotesis polimérictssne unas importantes ventajas sobre los procesos convencionales.

El proceso de impregnaciorilizando fluidos superditos disminuye la tilizacion de disolventes

téxicos y trabaja a temperaturas moderadas. No obstante, es importanteajacare el producto
impregnado mantenga las propiedades biomédicas necesarias para facilitar tabdniagade la
endoprotesis con el organismo receptor. La funcion del farnedmogkr la de generar la endotelizacion

de forma controlada en el entorno de la prétesis, evitando la contaminacion microbiana y la inflamacion
del tejido circundante. Una de las técnicas que permite analizar el crecimiento de estas células de forma
contrdada es la medida de la proliferacion celular en contacto con el polimero impregnado, mediante

marcajes especificos.

La presente propuesta de TFG se centra en analizar la impregnacion tscgelextractos naturales

en polimeros que puedan s¢itizados en la generacion de endoprétesis, y posteriormente determinar

la capacidad de estos polimeros para generar una endotelizacién controlada. Se analizaran diversas
condiciones de impregnacion y se ensayara fundamentalmente la impregnacion degmobferaidos

a patir de residuos de la industria agroalimentaria. Los ensayos preliminares determinaran el extracto a
analizar. El polimero a impregnar sera fundamentalmente PLA o PCLA, dado que esta teniendo
recientemente un impacto importante a nivettfico por su posibilidad de setilizado en stents
cardiacos. No obstante, se deja abierta la opcitiizzauotros polimeros aptos para silizacion como

protesis. Una vez se disponga del polimero impregnado, se realizaran los ensayos deaeituoteliz
seleccionando las condiciones de impregnacion que generen un producto que facilite la generacion del

tejido de manera controlada.
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3.RESUMEN

El desarrollo de materiales poliméricos para aplicaciones biomédicaxperimentado un
avance significativoDado su caracter biodegradable, su biocompatibilidacpyosluccién econémica
y reproducible, los poliésteres sintéticos como el acido polilactico (PLA) se han visto favorecidos en el
desarroll o de di spositivos ted apPRudi messicomol ees
ingenieria de tejidos o stents destinados al tratamiento de la enfermedad arterial corongtiagd CAD
incorporacién de diversos agentes terapéuticos (API) a este tipo de dispokisvoenvierte en
sistemas liberadores de rfi@cosa nivel loca) siendo capaces de minimizs complicaciones
asociadas al proceso quirdrgammopueden ser el malestar postoperatorio, episodios de contaminacion
microbianao inflamaciéne incluso mejorandel efecto del implante sobre los tejidos circundantes

llegando gosibilitarsu regeneracion.

En esteTrabajo de Fin de Gradse pretende estudiar la extraccion de compuestos bioactivos a partir de
residuos agroalimentarios como son las hojas de marsglgjas de olivo y el hollejo de uva tinsa
posterior impregnacion asistida por £€percriticalCO,SC) en uno de los polimeros mas utilizados

en el disefio de endoprotesis como es el RPlehefecto que estas matrices impregnadas con extractos

naturale tienen sobre el proceso de proliferacion celular.

Los extractos naturales sbtienermediante la técnica de extraccion con liquidos presurizados (PLE) a
unas condiciones de 80°C y 200 leanpleand@gua y etanol como disolventes. Los extractos obtenidos
secaracterizaen términos de contenido total de polifenoles (TPC), capacidad antioxidante y en el caso
de los extractos de hollejo, también en términos de contenido total de antocianos Tias@)s
correspondientes analisisslextractos etandlicos, especialmente el de maegfan aquellos cam

mayorpoderantioxidante.

Las matrices de PLA se pregnancon los extractos etandlicamediante CE5C manteniendo
constantes la presion (250 batia temperatura (55°C) de trabaj@s productos resultantesesstudian
y sedeterminague su carga de impregnacion oscila entre24l El polimero impregnades ademas
capaz de mantendas propiedades antioxidantes demostrandmofabilidadde deseollar productos

con aplicaciones biomédicas mediante esta tecnologia.

Mediante ensayas vitro con células endoteliales formadora de colonias (EL&€analiza el efecto

de los distintos extractos puros y del PLA impregnado sobre el procesmlderacion celular.
Concentraciones elevadas de extractos, como norma general, se traducen en descenso de la proliferacion
y de la viabilidad celulamunquese han observado indicios de efectos proangiogénicos. Por su parte, el
caracter preliminar d®$ ensayos con PLAace necesario repetir los mismos en condiciones Optimas

ya que los resultados no han sido concluyentes.
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4. ABSTRACT

The development of polymeric materials for biomedical applications has undergone significant
advancement. Given their biodegradable nature, their biocompatibility and their economic and
reproducible production, synthetic polyesters such as polylactic acid have been favored in the
development of therapeutic devices such as endoprosthesesdithezsional scaffolds for tissue
engineering or stents for the treatment of coronary artery disease. Thpomation of various
therapeutic agents to this type of device turns them into-rdegsing systemat the local level
minimizing complications associated with the surgical process such as postoperative discomfort,
episodes of microbial contamination imflammation locally and even improving the effect of the

implant on the surrounding tissues, enabling their regeneration.

This Final Degree Projedims to study the extraction of bioactive compounds froro-fapd waste
such as mango leaves, olive leavand red grape skins; its subsequent impregnation assisted by
supercritical C@in one of the most used polymers in the design of endoprosthesis, such as PLA and

the effect that thesepregnatednatriceswith natural extracts have on the cell proliferation process.

Natural extracts are obtained by the pressurized liquid extraction technique at conditions of 80°C and
200 bar, using water and ethanol as solvents. The extracts obtained are characterized in terms of total
polyphenol contentntioxidant capacity and, the case of theed grapeskin extracts, also in terms of

total anthocyanin contenffter the correspondingnalysis the ethanolic extracts, especially that of
mango, are those with a greater antioxigawer.

The PLA matrices are impregnated with thieamolic extracts by means sdipercritical C@ keeping

constant the pressure (250 bar) and the working temperature (55°C). The resulting products are studied
and it is determined that their impregnation load rabgéveen 12%. The impregnated polymeralso

capable of maintaining antioxidant properties, demonstratingdhsibility to develop products with
biomedical applications using this technology.

Through in vitro assays witbndothelial colony forming cellshe effect of the different pure eatts

and the impregnated PLA on the cell proliferation process is analyzed. High concentrations of extracts
generallyresult in decreased proliferation and cell viability, although indications of proangiogenic
effects have been observed. On the other hiwedpreliminary nature of the tests with PLA makes it

necessary to repeat them under optimal conditions since the results have not been conclusive.
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5.INTRODUCCION

5.1. DESARROLLO DE STENTS POLIMERICOS

El uso de endopr - -tesis, stents y fAscaffol dsc
tratamiento quirdrgico deliferentes dolencias ha sufrido en las ultimas décadas una evolucion
tecnoldgica notable. El uso de nuevos materiales, la adicion de farmacos a estos dispositivos, y la
aplicacion de técnicas de fabricacion aditiva en la generacion de estos produdiendstabjeto de
discusion de la comunidad cientifica internacional en los uGltimos hésgosibilidades que ofrecen
este tipo de dispositivos somumerabley van desdel diseficde armazones tridimensionales para la
regeneracion de tejido 6sgaartilaginosd’Y. Zhang etl., 2019) la fabricacién de anclajes de sutura
para la fijacion de tendones y ligamentos al hii€audhry, Dehne, & Hussain, 2019 produccién
de conductos nerviosos guias (NGC) para promover la regeneracion de nervios pefédtasg
etal., 2020)hastael desarrollo de stentginarios destinados preservar el drenaje urinario cuando la

permeabilidad ureteral se deteriore o exista un riesgo considerable de qabaidun etal., 2010)

Dentro del grupo de stents nos encontramos con stents polim@ric@seoactivos y biodegradables

cuya aplicacion fundamental para el tratamiento de la enfermedad arterial coronaria (CAD) o cardiopatia
coronaria ha propiciado en gran medida el desarrollo de este tipo de dispositivos durante las ultimas
décadas. La CAD gue siendda principal causa de muerte a nivel mund@mo resultado de la
formacion de una placa aterosclerética en la pared adeaéduce de manera progresivaévidad
disponible para el flujo sanguineo, incrementando asi el riesgo de isaqueehigjido circundante y la

probabilidad de que tenga lugar un infarto de miocgMzCormick, 2018)

Durante las ultimas décadas, la intervencion coronaria percutanea (ICP) se ha convertido en un
tratamiento de referencia a la hora de conseguir una revascularizacion de los vasos afectados. Por medio
de un catéter, a través de una arteria periféricafragluce un balén que se infla abriendo y restaurando

el flujo sanguineo en el vaso afectado. El implante de un dispositivo de soporte mecéanico, también
conocido como stent, consigue disminuir el retroceso eléstico y la reestenosis asociada(ltzalCP

Gunn, & Serruys, 2013; Tomberli, Mattesini, Baldereschi, & Di Mario, 2018)

No obstante, a pesar les prometedores resultados iniciales, el uso de stents en las ICP ha derivado en
dos grandescomplicaciones asociadasomo son la trombosis derivada de un retraso en la
endotelizacion y la reestenosis inst@nt (RIS)(Htay & Liu, 2005) La RIS es una respuesta
fisiopatoldgica provocada por la expansion arterial y la implantacion del stent. Consiste en una cascada
de eventos, mediados por neutrofilos, macréfagos y monocitos que se traduce en la formacién de una

neointima a partir de células musculares lisas y componentasvd#riz extracelulagver figura 1)
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Como resultado se produce una reduccién de la seccion del lumen del vaso saftgaiosn
Mehanna, Parikh, & Zidar, 2016; Mitra & Agrawal, 2006)

Figura 1. Vista esquematica de RIS. (A)
Arteria coronaria con estrechamiento del
lumen por unglaca aterosclerétia. (B) El
stent implantado causa dafios en la pared de
vaso, resultando en una adhesién/activacion
plaguetaria  con reclutamiga  de
neutréfilos, monocitos y macréfagos. (C)
Liberacion de citoquinas y factores de
crecimiento estimula elcrecimiento de
células musculares lisas. (D) Neointima '
madura formada, constituida por célula ®)
musculares lisas y matriz extracelular,
recubierta por nuevo endotel{cCormick,
2018)

Smooth muscle cell @ Macrophage [ Stentstrut —— Cytokine release

- == Endothelium ¢ Platelet < Leukocyte —s Growth factor release

Para poder solventar estos problemas, los stents han sufrido numerosas transforrmpasamds de

los clasicos stents metélicos (SM) a stents farmacoa¢®Fos), con una estructura mas compleja que
incluye una cubierta polimérica que contiene un farmacepaniiferativo que es liberado localmente.

En lo que respecta a la cubierta del soporte metalico, el uso de polimeros biodegradables y con mayor
biocommtibilidadha permitidcsubsanar algunos de los inconvenientes clinicos que se producen a largo
plazo en caso de recurrir a polimeros mas durad&tefanini etl., 2012) Una Ultima variante,
destinada a poner fin a los eventos adversos tardios derivados del uso de los SFA mencionados
anteriormente son los denominados armazones bioabsorbibles (AB). Constituyen un sostén mecanico
transitoio en el vaso sanguineo, cuya plataforma completa se degrada y se reabsorbe una vez conseguido
el efecto deseado, eliminando asi el riesgo asociado a la presencia de un armazon metalico y

garantizando el correcto estado del vaso afedqtadg etal., 2018; Tomberli edl., 2018)

5.1.1. LOS POLIMEROS BIODEGRADABLES EN EL AMBITO BIOMEDICO

La medicina regenerati@a supueston importanteavanceen el tratamiento médicbasalo
en los principios de la tecnologia de células madre y la ingenieria de tejidos para reemplazar o regenerar
tejidos y 6rganos humanos y restaurar sus funcidmesde las aproximaciones para consegio es
el uso de materiales biolégicos o sintétievs el desarrollo de implantes quirdrgicos y complejos
armazones biocompatiblgsie permitan el desarrollo de procedeseparacion y crecimiento celular

(Sampogna, Guraya, & Forgione, 2015)

Actualmente, la cirugias de implantacion regenerativa, el cultivo de células terapéuticas y la reparacion
de tejidosrepresenta un mercado con un valor aproximado de 23.000 millones de ddlares, con un
incremento hasta los 94.200 millones previsto para finales de 2@35 poliésteres sintéticos
biodegradables, entre los que se encuentran el &cido polilactico (PLA), la policaprolactona (PCL) o un

copolimero de ambos, conocido como PCLA, presentan el mayor potencial comercial para estas

6
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aplicaciones ya que pueden fabrimade forma reproducible y econdémica. Ademas, los poliésteres son
polimeros biocompatibles y biodegradables empleados en la fabricacién de distintos dispositivos
médicos como puntos de sutura, placas, dispositivos de fijacién sea, stents o, tpriaithdéEn son
utilizados comercialmente como vehiculos para una distribucién controlada de faiveacagtehrani

etal., 2016)

Los poliésteres a su vez son modificados para hacer frente a problemas tales como la baja adhesion
celular, la hidrofobicidad o efectos secundarios inflamatorios. Por tanto, la modificacion de este tipo de
polimeros es un tema de gran relevancia earapo de la ingenieria de materigsnavitehrani eal.,

2016)

5.12. ARMAZONES BIOABSORBIBLES Y AGENTES TERAPEUTICOEMPLEADOS

Unos de losprincipales materiales utilizados para la fabricacién de los AB son metales
bioabsorbibles como magnesio, hierro, zinc o aleaciones de ke®golimeros biodegradables,
principalmente poliésteres, constituyen la attarnativa para la produccién de este tipo de dispositivos
siendo el PLA el principal polimero utilizagm sus formas de acido pdlilactico (L-PLA) y acido
poli-D,L-lactico (DL-PLA) (Aljihmani etal., 2019; Sotomi &dl., 2017)

En lo que respecta a los agentes terapéuticos se han analizado infinidad de farmacos con actividad
antiinflamatoria, inmunosupresora y antiproliferatiiantre ellos se encoga el paclitaxel, un
antineoplasico que a concentraciones bajas como las utilizadas en este tipo de stents es citostético
(Kamath, Barry, & Miller, 2006)El sirolimusy sus derivados también han demostrado beneficios
clinicos significativogracias a su capacidad para bloqueargquinasa&elular de vital importancia para

la progresion del ciclo celular en células musculares (®a# R., 2001; SerrPefiaranda, Miranda
Guardiola, & Venega#éravena, 2007)

Alternativamente, comopcién a consideraeda el estudio de moléculas de origen natural que en
analisis previos han demostrado algun tipo de capacidad antiprolifesiatila a la descrita para los
compuestos anteriormente mencionados, gsehke susceptibles de emplearse en este tipo de
aplicaciones. Existen plantas como el olilga europaep la vid (Vitis vinifera), o el mango
(Mangifera indica L), todas con m importante desarrollo en la Comunidad Autbnoma Andalyra,

han demostrado ser fuentes de polifenoles y metabolitos con importantes aplicaciones farmacéuticas
(Brezoiu etal., 2019; Sanche3anchez, Fernand@&once, Casas, Mantell, & de la Ossa, 2017; Xynos
etal., 2012)

5.2.COMPUESTOS NATURALES

Los tejidos vegetales, como toda materia viva, se encueniran estado constante de sintesis de

biomoléculas o metabolitos. Estos productos celulares pueden ser clasificados en metabolitos primarios
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(compuestos esenciales patamantenimiento del estado vital, el crecimiento, el desarrollo y la
reproduccion) y metabolitos secundarios (no son estrictamente vitales en los tejidos y representan en
ocasiones compuestos de desecho metabodliauy. metabolitos secundarios, tambiéonacidos
comunmente como productos naturales, han sido utilizados por el hombre en una gran cantidad de
aplicaciones, ya sea como aditivo alimentario, en cosmética, en farmaRingtelet & Vifia, 2013)

El aumento de enfermedadalergénicas, inflamatorias, cardiovasculares y neurodegenerativas en la
sociedad ha puesto de manifiesto el valor de los productos naturales como fuente para tratar distintas
patologias dado que sus propiedades bioactivas suponen una alternativa satieglilyle

El olivo, el mango y la vid son productos de gran importancia dentro de la industria agroalimentaria
andaluza. Sin embargo, el uso de | os residuos pr
0 de su procesado alimentario (osuyjp al peruj osé) , dado su el evadc

bioactivos, podria aumentar alin mas su ya de por si elevadafadiido Cejudo Bastantet al.2017)

5.2.1. COMPUESTOS BIOACTIVOS EN HOJAS DE OLIVO

El olivo (Olea europaepse ha cultivado en el MediterrAneo desde hace méas de miLaBos.
olivares constituyen uno de los cultivos mas extendidos, siendo Europa responsable del 65% de la
produccién mundial. En el afio 2014, Espafia fue el principal productor europeo con idzal ant
unos 7 millones de toneladas de aceituhas. efectos beneficiosos para la salud de los productos

derivados de esta planta son ya ampliamente congétdasik etal., 2017)

El principal producto obtenido del olivo es el aceite de oliva, ampliamente estudiado por su capacidad
antioxidante dada por el elevado numero de compuestos fen@icoembargo,ds hojas de olivo

también contienen compuestos fendlicos tales como la

oleuropeina, luteolina verbascosido, apigenina e| = o
) g -0
hidroxitirosol(Vogel etal., 2015) Diversos estudios en HOHWO |
OH y
H o

animales y humanos han demostrado efectq

CH,

0.
[*]
COOMe OH
OH

Oleuropein

beneficiosos para la salud por parte de estg

compuestos como pued ser capacidad antioxidante

COOMe

(O. H. Lee & Lee, 2010QxardioprotectoréiNekooeian, % COOH i
Khalili, & Khosravi, 2014) antiproliferativa frente a A \/\[P\on
H, H

células cancerigengBarrajorrCatalan eal., 2015)o

Elenoic acid Hydroxytyrosol

antiinflamatoria y analgésica gracias a la acciofade —

. ] - Figura 2. Estructura de la oleuropeina y s
oleuropeinay el hidroxitirosol, procedente de la metanolito, el hidroxitiroso{Haloui etal.,
hidrélisis de esta (Haloui, Marzouk, Marzouk, 2011)

Bouraoui, & Fenina, 2011)
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5.2.2. COMPUESTOS BIOACTIVOS EN EL HOLLEJO DE UVA TINTA

Otra planta de especial relevancia en nuestro entorno es |¥itigd inifera) debido a su
impacto econdmico como resultado de su uso en la produccion de vino, zumo de frutas y otros productos
alimentariosDurante el afio 2018, Espafa fue el tercer producterniitbla a nivel mundial con 44,4
millones de hL de vino. Ecuantoa las exportaciones, Espafia oéugh primer puesto debnking con
un total21,1 millones de hlgue se tradujeron en unos ingres@s2,9 billones de eurd®©IV &
International Organisation of Vine and Wine, 20T rante la produccidn vitivinicola, los polifenoles
de la uva se transfieren al vino, pero una gran proporcion de elloarparenen los residuos sélidos
derivados de este proceso (semillas, piel y raspon). Considerando que el hollejo de uva representa un
20% del peso total de las uvas procesadas, este subproducto constituye una fuente de compuestos
bioactivos que puede ser plmados en la obtencién de productos cosméticos, farmacéuticos y
alimentariogBrezoiu etal.,2019; Georgiev, Ananga, & Tsolova, 2014)

Se han encontrado evidencias del potencial anticancerigermateripuestos fendlicos presentes en el
hollejo, concretamente de su habilidad para inhibir la proliferacién de células cancerigenas mediante el
blogueo del ciclo celular y la induccién de la pipsis (JaraPalacios eél., 2015)y de su posible uso

como agentes quimiopreventivos interfiriendo con la iniciacion y posterior progresion t(#wartgb,
Gongalves, & Martel, 2011) as antocianinas presengssla uva, también tienen un efecto antioxidante

y cardioprotectqr inhibiendo el procesoinflamatorio asi comoreduciendoel estrés oxidativo y

nitrosativo(S. S. Balea, Parvu, Pop, Marin, & Parvu, 2018)

5.2.3. COMPUESTOS BIOACTIVOS EN LAS HOJAS DE MANGO

El mango Mangifera indica Lini), se ha convertido en una de las plantas mas consumidas a
nivel mundial para el tratamiento de enfermedades. Esta planta pertenece a |Afadiaiaceaey
se cultiva @ numerosas regioneson climastropicales y subtropicale@Khumpook, Saenphet,
Tragoolpua, & Saenphet, 201%8n Espafa, distintas regiones cumplen con los requisitos climaticos
necesarios para el cultivo de este tiporelés frutales. Una de ellas es la costa tropical andaluza que
comprende varias localidades pertenecientes a las provincias de Malaga yaGtandd la superficie
destinada al cultivo de mango es aproximadamente de unas 1100 hectareas y la prodatcicasra
las 10.00QoneladagBareaAlvarez etal., 2016; Sayadi & Calatrava, 2009)

La corteza y las hojas de mango son ricas en polifenoles como l&enaagia quercetina, los acidos
fenocarboxilicos y los galotaninos, que gracias a sus efecto antiinflamatorio y antioxidante, han
demostrado actividad quimiopreventiva frente a distintos tipos de células canceriigenas
Fernande#once eal., 2017) Entre todos estos compuestos destaca la mangiferina, también conocida
por su actividad inmunomoduladora. Aunque hasta el momento se habian reportado numerosas

propiedades, el mecanismo antitumoral no se habia elucidado por completo. Un estudio m@eciente h
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demostrado sus potentes efectos antimetastaticos y antiangiogénicos, al ser capaz de inhibir los procesos

de migracion celular, angiogénesis y neovascularizgBiélyadeHernandez edl., 2020)

5.3.TECNICAS DE EXTRACCION A ALTA PRESION

En lo que respecta a la obtencion de estos compuestos bioactivos, termolabiles y presentes en
concentraciones bajas, las técnicas de extraccion tradicionales no son la opcion mas adecuada. Estas
técnicas precisan de largos tiempos de extraccion e implicansumo de una gran cantidad de muestra
y disolventes orgénicos que son costosos Y dificiles de conseguir dado su impacto perjudicial sobre el
medio ambiente y la salud humar@tro inconveniente fundamental de las técnicas de extraccion
tradicionales & que a menudo, los extractos obtenidos requieren pasos de concentracion y limpieza

previos a su analis@®ustafa & Turner, 2011)

En los Ultimos afios, nuevas técnicagexieaccion como la extraccion con fluidos supercriticos (SFE),

la extraccion con liquidos presurizados (PLE) o la extraccion con solvente mejorada (ESE) han sido
propuestas como una alternativa valida a los métodos tradicionales. Esto esnbidtrogactores

a su elevada eficiencia, a que son respetuosas con el medio ambiente y a sus bajos requerimientos en

cuanto a tiempo y consumo de disolveive T. Fernande®once etl., 2017)

La SFE y ESE presentan la necesidad de utilizar cantidades considerables deectelisohganicos

para poder optimizar la extraccién de compuestos polares como los polifenoles, predominantes en las
hojas de olivo y mango y en el hollejo de uva tihextraccion con liquidos presurizados representa

una alternativa por tanto ideal para la obtencién de los compuestos en los que se fundamenta este estudio
(M. T. Fernande®once etl., 2017)

5.3.1. EXTRACCION CON LIQUIDOS PRESURIZADO®LE)

La extraccion coriquidos presurizado$?LE) implica el uso de solventes liquidos a presion y
temperatura elevadamejorando de esta manera la eficiencia del proceso extractivo en comparacion a
las extracciones que se realizan a presion atmosférica y a temperaturaearibiestd de solventes a
temperaturas superiores a su punto de ebullicibn permite un incremento de la solubilidad y la

transferencia de materjustafa & Turner, 2011)

La temperatura constituye un parametro de operacién fundamental por lo que es necesario optimizarlo.
El incremento de temperatura se traduce en una mejora de la velocidad de difusion, de la solubilidad de
los analitos en el disolvente y del rendimientolaeextraccion al disminuir la viscosidad de los
disolventes, permitiendo una mejor penetracion del mismo en las particulas de la matriz, y romper las
interacciones solutmatriz (Fernandez Alvarez, 2009)\o obstante, es necesario tener en cuenta que
temperaturas demasiado eleva@aor encima de 100°C) podrian ser perjudiciales como consecuencia

del caracter termolébil de muchos polifendqlesrnande®onceet al.2015)

10
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Otro pardmetro de importancia es la presion de trabajo, cuyo incremento permite que el disolvente
permanezca en estado liquiddemperaturas superiores a las de su punto de ebullicién. El contacto
disolventeanalito también se ve favorecido al reducirse la tension superficial del disolvente,
incrementarse la penetracion del disolvente en los poros de la matriz y la solubilieatad burbujas

de aire(MaTeresa Ferndndd2once etl., 2015)

Generalmente, los disolventes utilizados en las extracciones con liquidos presurizados son el metanol,
agua, acetona y hexaritn caso demplear agua como disolvente, el método de extraccion se denomina
extraccion con agua subcritica (SWByeopoulou, Tsimogiannis, & Oreopoulou, 20X2@ntrandonos

en la extraccion de polifenoles, la eficiencia de un disolvente depende principalmenteapacidad

para disolver grupos fendlicos especificos. EI metanol y el etanol son los disolventes mayoritariamente
utilizados para extracciones cuantitativas de polifenoles. Alternativamente, también hay evidencias de
que el incremento de la polaridddl disolvente al utilizar disoluciones hidroalcohdlicas se traduce en

un mayorendimiento de extraccién de compuegersdlicos(B. B. Li, Smith, & Hossain, 206, Stoica,

Senin, & lon, 2013; Yang & Zhang, 2008)

5.4.METODOS DE FIJACION DELAGENTE TERAPEUTICO

Una alternativa al tratamiento farmacoldgico clasico al que suelen someterse los pacientes tras
el implante de cualquier dispositivo médico pegducir el malestar o el riego de infeccideria la
incorporacion del agente terapéutico (API) en el propio implante, convirtiéndolo en un sistema de
liberacion local del farmacgM. Champeau, Thomassin, Tassaing, & Jérdme, 2015)

Como norma general, la incorporacién de compuestos bioactivos en matrices poliméricas se ha llevado

a cabo durante los procesos de sintesis o procesamiento de los polimeros o mediante inmersidn y remoj
en una solucion con las sustancias de interés. A pesar de su simplicidad, estas técnicas presentan una
serie de inconvenientes como pueden ser reacciones no deseadas entre determinados compuestos,
degradacion térmica de los mismos como consecuencia diele@das temperaturas necesarias durante
dichos procesos, porcentajes de impregnacion bajos, problemas de dispersion heterogénea y derivados
del uso de disolventes organicos toxicos que deben ser eliminados de la matriz tras el proceso de
impregnacién pa cumplir con los requisitos de salud y seguridad del prodéetaande?onceet al.

2018)

La necesidad de solventar estos problemas asociados a los métodos tradicionales ha impulsado el
desarollo de nuevas técnicgsara la incorporacion de los agentes terapéuticasimpregnacion
mediante fluidos supercriticos (FSC), especialmente la impregnacion asistida mdifigicke de
carbonosupercritico(CO,SC), ha demostrado ser una alternativa factible y respetuosa con el medio

ambiente a la hora de generar matrices poliméricas cargadas con fqbnectsetl., 2007)

11
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5.4.1. IMPREGNACION CON FLUIDOS SUPERCRITICOS

Un fluido supercritico (FSC) puede

definiree como aquel que se encuentra a ung

presién y una temperatura superiores a los valorge

Preswn

correspondientes a su punto critifigura 3), de Fase sélida Liquido

compresible Fluido supercritico

manera que es muy dificil distinguir entre las faseS |presion aitica

L. . Per [ Punto critico
liguida y gaseos&os FSC presentan propiedadeq ! ﬁﬂﬂjd
' iquida

fisico-quimicas intermedias entre liquidos y gases.

p, Punto triple Vapor sobrecalentado

En comparacién con los disolventes tradicionales,
Fase gaseosa

la baja viscosidad, la elevada difusividad de lo$ Jemperatura
Tﬂ? TC[

solutos en este tipo de fluidos y su gran reactividad Temperatura

favorecen los procesos de transferencia d Figura 3. Diagrama de fases tipiq&undacion
materia, jusficando el excelente papel que Wikimedia Inc., sf.)

desempeiian como disolven{EsLi & Xu, 2019).

El CO,SCes el disolvente mayoritariamente utilizathawlas susondiciones de operacion relaimente

bajas (temperatura critich = 31°C y presion criticd®c = 73,8 bar), convirtiéndolo en una opcién mas
econdmica que otros disolvent&$.CO,SC posee una buena solubilidad en numerosos polimeros y es
capaz de solubilizar diversos ARitroduciéndoles en su matriz. Ademas, es respetuoso con el
medioambiente, quimicamente inerte, no inflamable y facil de eliminar de la matriz polimérica como un
gas mediante una etapa de despresurizdaiénlia impregnacigrobteniendo un producto secein

restos de disolvent&l estado supercritico del G@e alcanza a una temperatura relativamente baja,
siendo el proceso de impregnacion compatible con sustancias o compuestos terr{Ml&DiHaspeau

etal., 2015; Mathilde Champeau, Thomassin, Tassaing, & Jerome, 2015)

Ademas de las condiciones de presion y temperatura, que pueden controlarse para modificar la
difusividad y la densidad del disolvente confiriéndole una mayor versatiliolags variables
importantes durante el proceso de impregnacion son la presencia de codisolventes polares como el etanol
que aumenten la solubilidad de determinados compuestos en®CC€ tiempo de operacion y la

velocidad de despresurizacifivl. T. FernAndePonce etl., 2018)

La impregnacion asistida mediar@©,SC ha sido utilizadpara depositar tanto farmacos en solitario
como mezclas de estos en caso de que se consiga un mayor efecto terApiwficga utilizacionde

esta tecnologia para la creacién de soportes vasculares polineSriedativamente reciengs posible
encortrar diversos estudiosn la bibliografia analizando la efectividad de distintos soportes en la
liberacién controlada de farmaddgilovanovic etal., 2019) regeneracion tisuldBavaris eal., 2019)

y estenosis arterigDong etal., 2018)
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6. OBJETIVOS

Este TFG se realizbajo la tutorizacion de los profesores. Casimiro MantellSerrano del
grupo de investigaci-n de AANnS8lisis y Disefo de
de Ingenieria Quimica y Tecnologia de los Alimentos y la Dra. M® Carmen Duran Ruiz del
Departamento de Biotecnologia, Biomedicina y Salud i€dlbDicho trabajo de investigacion se
enmarca dentro de un Proyeatds amplid i t uDeaadallo déstentgpoliméricos bicreabsorbibles
y farmacoactivos utilizandoédnicas de impreén 3D e impregnaéh supercr2ticaodo qu
desarrollando de formzolaborativa ambos grupos de investigacion.

El objetivo general de la presente propuesta de TFG es realizar un analisis de la impregnacion
supercritica de matrices poliméricas de PLA con extractos naturales obtenidos a partir de residuos de la
industria groalimentaria como son las hojas de mango, las hojas de olivo y el hollejo de uva tinta y su

posterior capacidad a la hora de generar un proceso de endotelizacion controlada.

Los objetivos especificos fijados para el desarrollo de dicho objetivo glabal so

1. Evaluar la influencia del disolvente empleado (agua o etanol presurizados) en el proceso de

extraccion a alta presion de las materias primas mencienada

2. Caracterizar los extractos obtenidos desde el punto de vista quimico (rendimiento del proceso

extractivo, polifenoles totales y contenido en antocianos) y funcional (actividad antioxidante).

3. Definir la influencia del extracto utilizado en el proceso der@gpacion supercritica del PLA.
La carga de impregnacion, la actividad antioxidante y el rendimiento del procesdoseran

parametros analizados.

4. Analizar mediante microscopia electronica de barrido las posibles modificaciones estructurales

surgidas en gholimero tras el proceso de impregnacion con fluidos supercriticos.

5. Evaluar el efecto de los extractos obtenidos, asi como del material impregnado, sobre la

viabilidad celular mediante ensayiasvitro.
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7. SOLUCION TECNICA

A lo largo de este apartado senidescribienddos materiales y reactivos necesarios para llevar
acabo el procedimiento experimental, la metodologia seguida durante el, es$icmmo los resultados
obtenidosque posteriormente seran discutidos.

7.1.MATERIALES Y METODOS

7.1.1. MATERIAS PRIMAS

Las materias primas a partir de las cualesb$avieron los extractos naturales empleados®n la
impregnaciones fueron hojas de oli@léa europaep hollejo de uva tinta\itis vinifera) de la variedad
Petit Verdoty hojas de mangdvangifera indical.) de la variedad Kentas dos primeras materias
fueron recolectadas en 2019 y proporcionadas por la Olivarera San José de Lora deGEsippard.
(Sevilla, Espafia) y por Bodegas Luis Pérez (Jerez, Espafia) respectivamente. En el caso de las hojas de
mango, estas fueron @niidas en 2018 y suministragas el Institutode HortofruticulturaSubtropical
y Mediterrdnead LMay or ad (I HSM) ubi c,pertenedente aliGhsajg Supe(icEs p a T «

de Investigaciones Cientificas (CSIC).

A modo de pretratamiento, tanto las soe olivo y de mango como el hollejo fueron secadas a
temperatura ambiente, guardadas en ausencia de luz y posteriormente trituradas (figura 4), consiguiendo
asi un mayor contacto entre la materia organica y el disolvente al reducir el tamafio decldasparti
facilitando por tanto la extraccion.

Figura 4. Hojas de mango trituradas.
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7.1.2. REACTIVOS Y MATERIALES

0 2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) Y De la casaSigmaAldrich (Steinheim, Alemania)
Utilizado para la determinacion de la actividad antioxidante.

0 Acetona¥Y De la caséPanreacAppliChem (DarmstagdtAlemania) con pureza del 99,9%.
Utilizada en la limpieza de materiales y equipos.

o Acido polilactico (PLA) Y Filamento para impresion 3D de 1,75 mm de diametro nominal

proporcionado por la marca BQ Meindo Reader, SL. (Madrid, Espafia)

Tabla 1 Propiedades del filamento de PLA proporcionado por(BQ, s.f.).

PROPIEDAD VALOR UNIDADES METODO DE TESTEO
Propiedades generales

Densidad 1,24 g/cm? ASTM D792
Propiedades mecanicas

Modulo elastico en flexion 3600 MPa 150178

Resistencia a la flexion 108 MPa 180178

DurezaShD 85 ShD ASTM D2240
Propiedades térmicas

Temperatura de flexién bajo carga 56 °c 1ISO75/2B

Temperatura de fusion 145-160 °c ASTM D3418 Figura 5. PLA
Temperatura de transicion vitrea 56-64 °c ASTM D3418 suministrado por BQ

o Acido géalico monohidratada De la cas&igmaAldrich, con pureza del 98%\ecesario a la

hora de analizar el contenido de polifenoles totales

0 Agua destilada y gua miliQ Y Empleadagara el proceso de extraccion y los andlisis de
polifenoles, antocianos y las pruebas de actividad antioxidante.

o Dioxidode carbono (CQ)Y De | a AkehdpindeBaecelona, Espaiiajon un 99,9%
de pureza. Utilizado en el procesoia@regnacion con fluidos supercriticos.

o Etanol (EtOH) Y De | RanreaaAp@EiChem con pureza del 96%. Disolvente polar
utilizado durante las extracciones y las impregnaciones.

0 Medio basal de células endotelialed (EBM®2) Y Suministrado por la cas@mnza(Verviers,
Bélgica). Utilizado para elcrecimientoy mantenimiento de los cultivos celulares con células

endoteliales.

0 Reactivo de FolinCiocalteu Y De la casaSigmaAldrich. Utilizado para el andlisis de
polifenoles totales

o Tampoén fosfato salino de Dulbecco (DPBSY De | Biowest(Nuaillé, Francia)
Utilizado pardavar y resuspender las células durante el proceso de disociacién del cultivo.

o Tripsina-EDTA 10X Y Suministrada poBiowest Necesaria para disgregar i@onocapa

celular.

Otros reactivos utilizados son: Xz0; 10% HCI concentrado, C¥OONa y KCIQ.
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7.1.3.EQUIPOS

0 Equipos de alta presion
Los procesos de extraccion con liquidos presurizados y de impregnacion fluidos supercriticos
se llevaron a cabo en distintas plantas de alta presion a escala de laborafbniar de

Technologies Inc (Pittsburgh, PA, USASus componentes son los siguientes

- Extractor Y Reci piente ci |l 2"“5’
inoxidable de volumen variable. Los modelosl‘,’
utilizados para la PLE fueron el SF1000 y el SF200(
con capacidad para 1L y 2L respectivamente. A I{{

hora de las impregnaciones se utiliz6 el model
SF100(figura 6) con capacidd para 100 mL. La

mandémetro y permanece estable gracias a
dispositivo de cierre hermético. También dispone d
una camisa calefactora y de dos termopares qy=

permiten controlar las temperaturas intermxtgrna.

Figura 6. Imagen de la planta pilo
SF100 de Thar Technologies In

- Bombas de alta presiov La planta cuenta con 2 bombas de liquidos a alta presion modelo

P50 de doble pistén de la cashar Technolo@gs Inc, cuyo objetivo es impulsar el
codisolvente y el CQPara poder bombear el €65 necesario que se encuentre en estado
liquido, por lo que la bomba de g@ispone de un criotermostato para enfriarlo a
temperaturas inferiores a 5%htes de la entrada al reactor se dispone de un intercambiador

de calor de alta presién para precaleel CQ a la temperatura de trabajo.

- Valvulareguladora de presioBPR) Y Valvula de seguridad situada tras el extractor que

permite regular y mantener la presion de trabajo en el interior de este. Ademas, se encuentra

termostatizada para evitar la geacion por despresurizacion del £O

- PrecalentadorY Intercambiador de calor a alta presion previo al extractor. Su finalidad es

llevar el disolvente a la temperatura de trabajo.

- Separador ciclénicd’ Recipiente de acero inoxidable de 500 mL de capacidad, empleado

para recoger los extractos obtenidos coaselopera en continuo.
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- Valvulas vy tuberiag’ El sistema se encuentra conectado por completo mediante una serie

de vélvulas y tuberias de acero inoxidable de 1/8 pulgadas de diametro.

- SoftwareY E | softwabei 0é&d®d opreepgorci onado por el

controlar la presion, la temperatura y los caudales dey@e codisolvente.

BPR

I Vessel Extractor

Heater f‘

Co-solvent
Pump

Cyclonic Separator

Co-solvent

Figura 7. Diagrama esquematico de un equipo de alta pre@bnT. Fernande®once eal., 2017)

o Agitador magnético IKA® RCT Classic deThar TechnologiesIncY Empl eado dur an

proceso de impregnacion para aumentar la homogeneidad de las muestras.

0o Barfio de ultrasonido Modelo 514. (50 KhZ) dSELECTAY Pr epar aci -n de | a

madre de DPPH para el andlisis de la actividad antioxidante

0 Balanza de precisién Mettler Toledo AG13% Peso en seco de los extractos para determinar

sus concentraciones y el rendimiento del proceso.

o Balanza Gram-precision serie STBSKY Peso de reactivos.

0 Cabina de seguridad bioldgica Bio Il Advance ddelstarY Mani pul aci -n de |
celulares.
o Contador automatico de células TC2@deBio-RadY Det er mi naci -n de | a ¢

las suspensiones celulares.

o Espectrofotometro UVmini-1240 de Shimadzu Scientific Instruments Y Medidas
espectrofotométricas para determinar la actividad antioxidante del PLA impregnado.

o Impresora 3D ANYCUBIC MegaSY | mpresi -n aditiva de discos
impregnacion.

o Lector de microplacas Epoch2 deBioTekInstrumentsY Me d espeatrofotométricgsara

determinar el contenido de antocianos, polifenoles y la actividad antioxidante.
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0 Microscopio electrénico de barrido Nova NanoSEM 450Y De la casaFEl (Hillsboro,
Oregon, Estados Unidaskstudio de microscopia electronigda barrido(SEM) para evaluar

cambios estructurales en el polimero tras el proceso de impregnacion.
o0 Microscopio invertido AE2000 SeriesY De | MoticdX@amen, China El microscopio
tiene acoplada una camara (Moticam 3+) del mismo fabricante que permitié la captura de

imégenes de los cultivos.

0 Microscopio invertido | X 8 1De Ya cas@®lympus (Tokio, JaponLaptura de imagenes del

cultivo celular durante los ensayos de ifechcion.

o Rotavapor Laborota 4000efficient de Heidolph Y Evaporacion dedisolventes de los

extractogara determinar su concentracién y el rendimiento del proceso

7.1.4. METODOLOGIA DE EXTRACCION CON LIQUIDOS PRESURIZADOS

Las PLE se realizaron en leguipos de la firma Thar Technologies descritos anteriormente
el caso de las hojas de mango y el hollejo de uva tinta, los extractos tanto con agua miliQ como con
EtOH se obtuvieron en la planta SF2000. Las extracciones a partir de hojas de oliambosn

disolventes, se realizaron en la planta SF1000.

Antes de comenzar con el proceso de extraccion, es necesario un proceso de purga previo para evitar la
presencia de burbujas de aire en las conducciones del equipo. A continuacién, la materia organica
triturada se introduce en un cartucho de papel de unas dimensiones adecuadas al tamafio del reactor, que

posteriormentse cierra conectando todas las conexiones necesarias.

Tabla 2 Masa de los cartuchos usados en la extraccion de las difermatesias primas.

H20 EtOH H20 EtOH H20 EtOH
Masa (g) 330,1 490,4 105,6 113,6 511,9 551,5

Una vez que |l a planta estaba | i s3ui tpeadbrba, oppreorpaorr,c
por el propio fabricante, se establecieron el caudal de la bomba de codisolvente, asi como las condiciones

de temperatural(= 80°C) y presion de trabaj® € 200 bar). El proceso se realiz6 en estatico con una
duracion de 12 h, fareciendo asi el enriqguecimiento del extracto en los compuestos de interés. Dichas
condiciones se fijaron teniendo en cuenta diversos estudios previos realizados por el grupo de
investigacionM@ Teresa Fernande2once etl., 2015, 2016)

Una vez definidos los parametros de operaciéncanienza a bombear agua miliQ o Et@&bkta
alcanzar la presion fijada que se mantiene constante graciasi@ua BPR. En este momento se

detiene el funcionamiento de la bomba y se deja el proceso de extraccién durante el tiempo que sea
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necesario Cuando el proceso finaliza se apagantéamsperaturas del sistema, se despresuriza y se

recuperan los extractos. Entre cada proceso extractivo se limpian las plantas con acetona.

7.1.5. CARACTERIZACION DE LOS EXTRACTOS OBTENIDOS

7.1.5.1 Rendimiento de la extraccion

El rendimiento es uparametro que permite determinar la masa de extracto seco obtenida a
partir de la materia prima empleada inicialmeRt&ra ello se toman alicuotas de volumen conocido de
cada uno de los extractae secan en el rotavappipor diferencia de pesos entilengatraz vacio y
aguel que contiene el extracto seco, se determina la masa de extracto seco contenido en el volumen
correspondiente a las alicuotas empleadas. A partir de estos valores podemos calcular la concentracion
del extracto y posteriormente el reamiento de la extraccién al considerar el volumen total de extracto
obtenido como queda reflejado en las ecuaciones [1] y [2].

PO R | C
#1171 AAI oxo&&@eéﬁ%m 5, T,
AT AEI 'AA#‘['T A AT A"O&N@é@qﬁf" Ol6 i,
2A1 AEl BAT &4 A GA ERE AD ASEEACA pTT

7.1.52. Determinacién del contenido total de polifendl€BC)

Para determinar el contenido total de polifen¢id3C)de cada uno de los extractos se realizé
un ensayo basado en el método de FGlocalteuAntes de comenzar con el ensayo propiamente dicho,
fue necesaripreparar una recta patr@on acido galico monohidratado para poder determinar la
concentracion deghfenoles en cada una de las muestasa ello, partiendo de una solucién madre de
acido galico de 1000 ppmud/mL), se preparan varias diluciones seriadas con distintas

concentracionegueibandesde las 300 hasta las 25 ppitilizando agua miliQ como disolvente.

Para el analisis se utilizaron distintas concentraciones de cada uno de los extractos (tabla 3) por
triplicado. El volumen a afiadir de cada uno de los reactivos en los pocillosaésevan funcion de si
se trata de:
f MuestraY 200 OL agua miliQ + 12,5 OiCioslted r act o
 PatronVy 2 0 Cagu@ imiliQ+ 12,5 pL patrén + 12,5 pL reactivo de Follliocalteu
f Control Y 2 0 0agu@miliQ+ 12,5 pL agua miliQEtOH + 12,5 uL reactivo de Folin

Ciocalteu.

f BlancoY 2 0 Cagu@ miliQ+ 25 pLagua miliQEtOH.
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Tabla 3. Concentraciones de las diluciones de extractos analizadas.

Concentracion (pg/mL o ppm)
Agua miliQ 1000
500
375
Mango EtOH 281,25
210,94
Agua miliQ 3000

_ 2000
Olivo EtOH 3000
2000
Agua miliQ 5000
2500
Hollejo EtOH 2000
1000

La placa se mantuvo en agitacion y se dejé que la reaccion transcurriese durante 2 h. Una vez pasado
este tiempo, se detuvo la reaccién mediante la adicién de @& carbonato de sodio (ME0Ds) a cada
uno de los pocillosPor dltimo, con ayuda del lector de microplacas Epo8i@Tek Irstrument$ se

midi6 la absorbancia a una longitud de onda de 725 nm.

Conocidas ya las absorbancias, se elabor6 la recta patrén, representando la absorbancia frente a la

concentracion de aadyalico(figura 8).

Recta patron de acido galico
0.8000
0.7000 ' fy = 0.0021x + 0.045p )
@ 0.6000 R2=0.9943 | .-
% 0.5000 e
£ 0.4000 S
2 0.3000 ¥ T
<oa2000 . o
0.1000 | g@""®
0.0000
0 50 100 150 200 250 300 350
Concentracién de acido gélico (pg/mL o ppm)

Figura 8. Recta patrén de acido galico.

Tomando los valores de absorbancia de cada una de las muestras de extracto e interpolando en la
ecuacion de la recta patrén, podemos determir@meentracion equivalente de acido géalieg/(L).
La concentracion de polifenoles en los extractos origsnegedetermina segun se indica en la ecuacion

[3], estando el resultado final expresadqugrequivalentes de acido galico (AGEH)0ug extracto.
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| %AG & s A p
P ACABOOAROD . A AC P Tn
auv

é

- UY Concentracion décido gélico resultante de interpolar las absorbancias obtenidas en la
ecuacion de la recta patrén (ug/mL).
- ViotaldelareaccionY  E | vol umen tot al en calda uno de | os

- VexwactoenlareaccionY E | v od extra@an cada uno de los pocillos eslde5 L.

7.1.5.3.Determinaciéon del contenido totdd antocianogTAC)

Para determinar el contenidotal de antocianina monoméri¢AM), se utiliz6 un método
diferencial de pH. Este se basa en el cambio estructural reversible que experimenta el grupo croméforo
de la antocianina cuando se pasa de pH 1,0 a pH.4,8iferencia de absorbandiae presental
pigmento a estos valores de pH es proporcional a la concentracién del(thise® Durst, & Wrolstad,

2005)

Para este ensayo fueron necesarios exclusivamente los extractos dedaNgjdintaDada su elevada
concentracion inicial, se preparé una dilucion de 8000 ppm para el extracto con agua miliQ y otra de
2000 ppm para el extracto de etamdinbas dilucionese combinaroren proporcion 1:5on dos
solucionegampon preparadas previamente, cuyo pH se ha ajustado con HCI concentrado

1 Cloruro de potasio (KCIp,4AMa pH = 1.
1 Acetato de sodio (C4£O;Na A3H.0) 0,025Ma pH = 4,5.

La absorbancia de las diluciones extraetmpon se midié en un lector de microplacas (Epoch2,
BioTek) a una longitud de onda de 520 y 700 @onocidos estos valores se determina la absorbancia

de la muestra diluida (A) mediante la ecuacion [4]

! ! ! S A

Una vez que hemos determinado el valor de la absorbancia, podremos calcular la concentracién de los

pigmentos de antocianina monomeérica en la muestra orgdnahedio de la ecuacion [5]:

R I 0- &$ prnmAA iy p
| T
'l Ol AHAIIHITA %%%%TDAAOI T

- AY Ab s o rde a muestra diluida.

- PMY Peso molecular de |l a antocianina predomir

de la cianidina @lucosido (449,2 g/mol).
- EDY Factor de diluci-n de | os tampones. Las

de los extractos son 1:.5e multiplica por 1000 para convertir los gramos en miligramos.
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- eY Absortividad

mol ar de | a ant o cest®masom a
pipeteamos un volumen de 250 L en la microplaca, por lo que la absortieidadin valor
de 26900Q_Anol*A&m?,
- [exraeY Parti mos de | os valores calculados i ni

tinta con agua miliQ y hollejo de uva tinta con EtOH (46225 y 37775 ppm respectivamente)
pero expresados endg’.

7.1.54. Determinaciérde la actividacintioxidante

El analisis de la capacidad antioxidante se realiz6 siguiendo los métodos descritos por Brand
Williams y Scherer & GodoyBrandWilliams, Cuvelier, & Berset, 1995; Satee & Godoy, 2009)
Ambos estan basados en la reduccién del radical H#®ifenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) como
consecuencia de su interaccion con los compuestos de ouerfsgman parte des distintos extractos.

En su forma de radical estabéd,DPPH presenta coloracion purpura y una banda de absorcién a 515

pr e

nm. Sin embargo, cuando se reduce como consecuencia de la actividad de un compuesto antioxidante

esta banda desaparece y la coloracion se transforma en amarilla.

O,N NO, O,N NO,
NO, NO,
DPPH (ox) DPPH (red)
purple yellow

Figura 9. Reaccion de oxidacién del DPPH en presencia de un compuesto antioXiDeirtgra,

Gaspar, Garrido, Garrido, & Borges, 2013)

Como punto de partida se prepard una disolucién madre de BE&izentracion A0*M utilizando
etanol $% como disolventeque se guardd en frio y en ausencia de luz para evitar su degradacion
Durante la preparacion de la misnsa utilizoun bafio de ultrasonidos (Modelo 514. de SELECTA)

para facilitar la disolucion del reactivo. Para cada uno de los ensayos a realizar, mediante dilucién de

la solucion madre, se preparé una disolucién de trabajo a concenGACHEM .

El ensayo se realizo en una placa de 96 pocillos. Por cada une dgtriactos se analizaron por

duplicado 6 muestras a distintas concentraciones (ver tabla 4). El contenido de losvaotllesgin

se trate de un extracto, un control o el blanco:
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1 Muestra¥Y 2 AL3DPPH + {IL extracto
1 Control Y 2 AL2DPPH + 7uL agua miliQ oEtOH.
1 BlancoY 300uL EtOH (disolvente empleado para la disolucion de DPPH)

El tiempo de reaccion fue de 2 horas, durante las que en intervalos de 5 minutos se midio la absorbancia
a 515 nm(lector de microplacas Epoch2, BioTdigsta el determinar el punto en el que se alcanza el
estado estacionaridCon los datos de absorbancias inicial y final, siguiendo la ecuacion [6], podemos
determinar el porcentaje de DPPH remanente.

;P OAAIl AEA
BT 0OAAT AERT

P$00QAT AT A

>€)j>>

También es importante determinar la concentracion real de los extractos en la reaccion por medio de la
ecuacion [8].
e e e a oA AQL e e oA AQ. . XAADOOAAODI
#1 1 AAT OOA&PB BHI #1171 AAI OOAAE—SIIDDI oA OT OAl AO

Tabla 4 Concentraciones de los extractos usados en el ensayo de actividad antioxidante.

Concentracion Concentracion en la Concentracion Concentracion en la

tedrica reaccion tedrica reaccion

2000.00 46.67 281.25 6.56

1000.00 23.33 210.94 4.92

500.00 11.67 158.20 3.69

Mango 250.00 5.83 118.65 2.77
125.00 2.92 66.74 1.56

62.50 1.46 37.54 0.88

3000.00 70.00 3000.00 70.00

2000.00 46.67 2000.00 46.67

1000.00 23.33 1000.00 23.33

Olivo 500.00 11.67 500.00 11.67
250.00 5.83 250.00 5.83

125.00 2.92 125.00 2.92

5000.00 116.67 2000.00 46.67

2500.00 58.33 1000.00 23.33

1250.00 29.17 500.00 11.67
Hollejo 625.00 14.58 250.00 5.83
312.50 7.29 125.00 2.92
156.25 3.65 62.50 1.46
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A continuacion, se representa el porcentaje de DPPH remdnente a la concentracion real del
extracto en la reaccignbteniéndose una grafica (figur@) a partir de la que se puede calcular el valor
del parametro conocido como k@ concentracion efectivdEste parametro hace referencia a la
concentracion necesaria del extracto para inhibir el 50% de la actividadidal DPPHCuanto menor
sea el valor del parametro EC50, mayor capacidad antioxidante tendra el e&tragiee el EG sea

caracteristico de cada sustancia, presenta el inconveniente de depender de la concentracion de DPPH.

Actividad antioxidante

100
90 | e.

80 e y = 0.0071% - 1.7149x + 95.}
70 R2 = 0.9988
60 e

e s

40 :

30 " e
|
|

20

10
0 10 20 40 50 60 70 80

Concentracién de extracto en la reaccién (ppm)

DPPH remanente (%)

Figura 10. Representacion grafica del porcentaje de DPPH remanente frente a la concentracion

de extracto en laeaccién y calculo grafico del valor de EfCDatos pertenecientes al extracto de hojas de olivo
con EtOH

Otra alternativa a la hora de determinar la actividad antioxidante es el indice de actividad antioxidante
(AAl) como se indica en la ecuacion [9]. &htarse de un parAmetro estandarizado, se elimina la
dependencia de la concentracién inicial del DPBHel caso de analizar el AAdl contrario de lo que
ocurre con el E€, un mayor valor de éste indica que la actividad antioxidante del extractayes m
Ademas, es posible clasificar los extractos segun su AAl en: extractos con actividad pobre (AAl < 0,5),
con actividad moderada (0,5 < AAl < 1), con actividad potente (1 < AAl < 2) y extractos con actividad
muy potente (AAl > 2)Sdcerer & Godoy, 2009)

$00Q& DQOEBOQ
%#

1)

Para poder calcular el AAl debemos determpraviamentda concentracion de DPPH en la reaccién
por medio de la ecuacion [10].

>5¢
>

A >~ A

$00AT AAAAAGD I - / Cipmh
[10]
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7.16. METODOLOGIA DE IMPREGNACION CON FLUIDOS SUPERCRITICOS

El proceso de impregnacion mediante fluidos supercriticos se llevé a cabo en la planta SF100
deThar Technologies IncComo producto de impregnacion se utilizaron los extractos de mango, olivo
y hollejo de uva tinta obtenidos con etanol como disolventi® dae fueron los que mostraron mejores
resultados tras su caracterizacion. Se prepararon diluciones para que todos los extractos se encontrasen
a una concentracion de 20250 pppgdmL.

El procedimiento experimentphra poder realizar las impregnaciocemienza con definir como punto

de consigna dedriotermostato la temperatuda 5°C,para de esa forma condenshCQ; y conseguir

asisu bombeo. A continuacién, en la parte inferior del reactor se icgodudeterminado volumen de
extracto. En nuestro caso, las impregnaciones se realizaron al 5%, por lo que se afiadieron 5 mL de los
extractos etandlicos (la capacidad del react@eel00 mL). En cuanto al polimero a impregnar, para
evitar que estuviera econtacto directo con el extracto en el interior del reactor, este sendisp
horizontalmente sobre un soporte metalico helicoffiglira 11). Concretamente, en cada tanda de
impregnacién se introdea en el equipo 4 fragmentos cuadrados X1,3 cm) de PA fabricados
mediante impresién 3D (impresora 3D ANYCUBIC Mega S). Antes de cerrar el reactor secetnodu
sistema de agitacion magnética (Agitador magnético IKA® RCT Classic).

Unhawz que el equi po se ha <cerrado, medi ante el
temperaturas (T = 55°C) y la presion de trabajo (P = 250 bar), asi como la velocidad de despresurizaciéon
(Vaesp = 120 bar/min). Es importante destacar que se vabaj&mraen discontinuo, por lo que para
garantizar que la BPR permanezca cerrada durante todo el proceso, la presion fijada debe ser unos 50

bar superior a la de trabajo. En el momento en que las

temperaturas sean 10°C inferiores a las marcadas y
crioternostato alcance los 5°C, se abre la botella deyCse
acciona la bomba correspondiente hasta que se alcancd
presion de trabajo, que se mantendra gracias a la BPR durg
las 3 horas que dura el proceso de impregnacion

Transcurrido el tiempo de impregmnén, se apaga la bomba,

se cierra la botella de GOy se inicia la etapa de

despresurizacién. Una vez despresurizado y enfriado por

. Figura 11. Muestras de PL
completo, se abre el reactor y se obtienen las muestras de Finpregnadas sobre el soporte metalic

ya impregnadas.
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7.17. CARACTERIZACION DELOSPOLIMERCS IMPREGNADCS

7.1.7.1 Estudios de microscopédectréonica de barrido

Con el objetivo de determinar cualquier posible cambio estructural experimentado por el
polimero tras el proceso de impregnacion asistida mediantiesii@rcritico, se analizaron distintas

muestras mediante microscopia electronica de barrido (SEM)

Las muestras de PLA sin procesar e impregseoh los extractos etandlicde olivo, mango y hollejo

se sometieron a un proceso de metalizado antes de la obtencion de las imagenes con el microscopio
Nova NanoSEM 45@e FEI, disponible en los Servicios Centrales de Investigacion Cientifica y
Tecnologica (SECYT) de la Universidd de Cadiz (UCA).

7.1.72. Determinacion de la cantidad de extracto impregnada

A la hora de determinar la cantidad de extracto impregnada en la matriz polimérica de PLA se
recurrié al método gravimétricksta técnica esta fundamenta en el incremento m@seEexperimenta
el polimero durante el proceso de impregnacién, como resultado de la adsorciénydeCdluto, y
su posterior pérdida de masa como resultado de la liberacion deld€@bido inicialmenteDurante
el proceso de despresurizacién y los momentos inmediatamente posteriores, esta pérdida de masa
provocada por la liberacién del @8uperftial es mas notable. La desorcion deb@@erno se prolonga

considerablemente en el tiempo.

. = = [mpregnation
: = Swellin
- %. &
= .
2 Impregnation
2 amount
= =
= i
=0 H
g i
F ;
H
i
L L
Experiment Ohhservation )
< N Time
{5 hours) (30 days)

Figura 12. Representacion del perfil masico de una muestra polimérica tras el proceso de impredaeign

Akman, & Hortagsu, 2006)
Considerando el tiempo necesario para la desototal delCO, adsorbido durante la impregnaciéa, |
masa de extracto impregnada en la matriz polimérica se puede determinar como la diferencia de masas
entre cada una de las muestras impregnadas en un tiempo infinito (t) y las muestras de PLA antes del
proceso de impregnacion. Por tanto, para poder determinar la carga de soluto impregnada ha sido
necesario realizar un seguimiento diario del perfil masico de las distintas muestras con ayuda de una
balanza de precisioMettler Toledo AG135Conoctda la maa de extracto impregnada podemos

determinar el parametro conocido como carga de impregnacion segun indica la ecuacion [11].
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extracto impregnada en un determinado tiempo infinito, t.

A partir de los datos correspondientes a la masa de extracto impregnado de cada uno de los 4 fragmentos
de PLA que forman parte de una misma tanda de impregnacién, también es posible calcular el
rendimiento del proceso de impregnacion (ecuacion [12]).

AGAM g OORAIADDA CT ACA A

ZA'AEiEA'OJA””M@OOAM@KAA@TO

La masa de extedo en el reactor se calcula mediante la ecuacién [13]:

A R AR & X et A ] AC pC
-AGAMRBOOAADRAADIT 6 i, ™ pmC

7.1.7.3.Determinacion de lactividad antioxidante

Dado que la capacidad antioxidante de un productorektéionada directamente con su
concentracion y su actividad bioldgica, en el presente trabajo se analizé la capacidad antioxidante de los
polimeros impregnados como representativa de la carga bioactiva que éstos presentan. Nuevamente,
para poder analizda capacidad antioxidante del polimero impregnado, se recurrié al ensayo de DPPH
adaptado para el caso de la capacidad antioxidante de un solido impr&mseleccionaron muestras
de PLA impregnado con cada uno de los extractos (por triplicado) ga@pentes de introducirlas en
frascos ambar con 8 mL de solucion de DRP¥oNcentracio6A0° M.

En esta ocasion, al ser necesaria la difusibn de los compuestos antioxidantes a través de la matriz
polimérica, el ensayo tuvo una duraciéon deh28emidieron la absorbancia inicial y las absorbancias

tras 1, 2 y 24 h de reacci@una longitud de onda de 515 ifespectrofotometro UVminl240 de
Shimadzu Scientific Instrumenpt€onocdoslos datos de las distintas medidas de absorbancia es posible
deteminar el porcentaje de inhibicién de la matriz polimérica tras la impregnacion medieciad#on

[14].

AOT OAAT AIEAOT OAAI TATITé[A

|
P)T EEAEAERH ——
) I AOT OAAT AEA

Pe

- Absorbanciaiica Y Absorbancia del DPPH a tiempo cero.

- Absorbancia; Y Absorbancia de la muestra a tiempo, t.

Dada la variabilidad existente entre los distintos fragmentos de PLA analizados, es necesario calcular el

porcentaje de inhibicion por cada 100 mg de polimmerose indica en la ecuacion [15].
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b)] EEAEA®YI EEAEAEGS]
oI, ! - AOA fc PTT

- Masapiaimpreqnade Y Masa de la muestra de PLA analizada en miligramos.
7.18. ENSAYOS DEVIABILIDAD

7.1.8.1.Andlisis del efecto de losxtractos puros

Para determinar de manera prelimiehefectode los extractos sobre la proliferacion celular,
se realiz6 un cultivo con células endoteliales formadoras de colonias {E@&€a ello se incubaron
estas células con distintas concentragsode los extractos de mango, olivo y hollejo, como se indica a
continuacion (tabla 5).

Tabla 5. Concentraciones de los extractos usados en el ensgywliferacion celular

11,667 23,333 | 46,667 | 93.334 | 186,668 | 373,336
4,922 6,563 13,126 | 26,252 | 52,504 | 105,008
46,667 70 140 280 560 1120
46,667 70 140 280 560 1120
58,333 116,667 | 233,334 | 466,668 | 933,336 | 1866,672
11,667 23,333 | 46,667 | 93.334 | 186,668 | 373,336

En cada uno de los pocillos se afiadieron 35.000 células (en una placa de 24 pocillos) que se incubaron
en medio de cultivo EBI&#2 delLonzasuplementado con factores de crecimiento (VEGF, hBGF

hEGFy R3IGF-1), 20% FBS, hidrocortisona, acido ascoérbico, heparina y antibiéticos, afiadiendo
ademas el volumen correspondiente de extracto para alcanzar las concentraciones definidas en la tabla

51 siendo el volumen total de 500 (Vextracto+ Vsuspensiéneiular+ Vmedio de cultiva-

Para ello, se partié de un flask de 75 ¢Wv5) conteniendo células ECFC confluentes, con suficiente
cantidad de células para poder llevar a cabo los ensayos posteriores. Para recoger estas células y llevarlas
y repartirlas B la placa de 24 pocillogratados con gelatina al 1%ge retiré el medio de cultivo
contenido en el flask T75 con ayuda de una bomba de aspiracion y se lavaron las células con PBS 1x
para eliminar cualquier resto del mismo. A continuaciediante incbacion con tripsina (30

minutos) se disgrego la monocapa celular. Posteriormente se neutralizo la tripsina afiadiendo medio de
cultivo fresco y la suspension resultante se centrifugd, obteniéndose un precipitado celular que se

resuspendié en nuevo mediedco.

Finalmente mediante un contador automético de células (TBCZBio-Rad se determind la
concentracion de la suspensién de EER55x 1 células/ml). Por tanto, el volumen de suspension

a afiadir en cada uno de los pocillos fue de 13,7@pta afadir 35.000 células por pocillopa vez
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se afadiéel medio EBM®2 suplementado, se completé aanvolumen de extracto correspondiente
hasta alcanzar los 5@ totales. Las células se incubaron con los distintos extractos y concentraciones,
enun incubador al 5% de G(B7°C, y se realizd una observacion de la evolucién del cultivo a las 24 y
las 48 horas, tomandose imagenes de campoudaralo el objetivo 4Xcon un microscopio invertido
(AE2000 SeriesMotic).

7.1.8.2 Andlisis dela proliferacién sobre el polimero impregnado

A diferencia del andlisis de los extractos puros, en esta ocasion Unicamente senmdadiza

cultivoscelularescon fragmentos de PLA impregnados con los extractos etandlicos.

Para ello,ds fragmentos deLA impregnados se introdujeron en cada uno de los pocillos de las placas
de 24 pocillos. A continuacién, se afiadieron fD@le medio de cultivo EB&2 a cada pocillo para

garantizar asi que el polimero quedase cubierto.

Por otro lado, sobre estos fragmms de PLA se depositaron células ECFCs a una concentracion inicial
de1,33x 1Ccélulas/mlL, analizando inicialmente 2 cantidades distintas, concretamente 30.000 y 60.000
células por pocilloLa determinacion de la concentracion de ambas suspensionkEseseke realiz6
siguiendo el mismo procedimiento descrito anteriormente?Me8.). Segun estdps volumenes de

suspension celular a afadir fueron de 22,56 y 48, rkspectivamente.

La evolucion de los cultivos se evalué mediante el uso de un microscopicdoyetgl, Olympug de
manera analoga a la citada con anterioridadq{\ie8.1.

7.19. ANALISIS ESTADISTICO DE LORESULTADOS

Todas las pruebas se realizaron por triplicado y se obtuvo una media de los resultados
procedentes de cada una de las réplicas. Con el objetivo de determinar el error experimental de los
resultados se analiz6 también la desviaeistdandar de los mismoBodos estos analisis se realizaron
medi ant e el sof tware fAMicrosoft Ex c edtudent) pArd i ci o n
evaluar si las diferencias observadas entre los extractos, en funcién del medio acuosolicoalcoh
fueron significativas. De este modo, todas aquellas diferencias\vang<0.05 se consideraron como

significativas (intervalo de confianza del 95%).
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7.2. RESULTADOS Y DISCUSION

7.2.1. EXTRACCION CON LIQUIDOS PRESURIZADOS

El métodoseleccionado para la obtencidén de las sustancias bioactivas presente en las hojas de
mango y olivo, asi como en el hollejo de uva tinta fue la PLE. Esta eleccion se realiz6 en base a las
ventajas que esta técnica ofrece frente a las técnicas convencidralestraccidén, descritas
anteriormentgver 5.3). Ademas en comparacion con otras técnicas de extraccion a alta presiéon como
pueck ser la extraccion supercritica, estudios previos demuestran como la PLE se traduce en un mayor
rendimiento del proceso extractivo de los compuestos de interés y una mayor actividad antioxidante de
los extractos finale@V@ Teresa Fernande2once etl., 2015, 2016)

Dado que las condiciones de temperatura y de presién de trabajo, 80°C y 200 bar respectivamente, se
fijaron en base a los resultados de analisis préi8d eresa Fernandd2once etl., 2015, 2016)las
variables sobre las que se centra el estudio son la materia prima y los disqlxgutey etanol)

utilizados

7.2.1.1 Rendimiento del proceso extractivo

El rendimiento de la extraccion

constituye un parametro muy Util ya que e . .,
y P yuttyaq Rendimiento de la extraccion
*

indicativo de la idoneidad de los

*
disolventes en lo que respecta a |3 e _
extraccién de los compuestos de interés. B 200
la figura 13 se representa el rendimiento d 15.0
extraccién en porcentaje para las distinta] 10.0

materias pmas analizadas y disolventes

5.0 I I
0.0

Mango Mango Olivo Olivo Hollejo Hollejo
Agua EtOH Agua EtOH Agua EtOH

utilizados.En lo que respecta a la materig

prima, independientemente del disolvente

Rendimiento de la extraccion (%)

los rendimi@tos mas altos se correspondet]
Materia prima y disolvente

con las hojas de olivo mientras que aquello

mas bajos son relativos al hollejo de uve Figura 13. Diagrama de bloques del rendimiento de I
extraccion en funcion de la materia prima y el disolveRtt

asterisco(*) indica diferencias significativas entre las
demostré gran eficacia con las hojas de muestras (pvalue<0.05).

tinta. En cuanto al disolvente, el etanol

olivo mientras que con agua como

disolvente, el rendimigo mas alto se obtuvo a partir de las hojas de ma&hgel caso del hollejo de

uva tinta, no se observaron diferencias significativas con los dos disolventes. Sin embargo, si se
observaron diferencias significativas (en funcion de los disolventestascetie los extractos de hojas

de mango (pralue = 0,0005) y de hojas de olivey{glue = 0,008).

30



Estudio de la proliferacion de célulasobre polimeros impregnados mediante tecnologia supercritica con extractos naturales
7. Solucion técnica

Los rendimientos correspondientes a las extracciones a partir de hojas de mango fueron del 19,25% y
del 9,47% para los extractos acuoso y etandlico respewdinte.A pesar de que siguen la misma
tendencia que estudios previdsnde el rendimiento es mayor al utilizar agua como disolvente, los
valores obtenidofueron considerablemente méas bajos si los comparamosacbibliografia. En un
experimento con lamismas condiciones de presion y temperayugae utilizaba la misma variedad de

mango que en nuestro cgddangifera indica L cv. Kent) losrendimients para la extraccion con agua

y etanol fueron del 37% y del 30% aproximadaméMTeresa Ferndnde2once etl., 2015) Estas
diferencias pueden ser debidas a variaciones en tiempo de extraccion, al hecho de que en nuestro caso
trabajamos en continuo o a variaciones en la composicion de la nataré propiciadas por el

momento de la recoleccion.

En el caso de las hojas de olivo, los rendimientos fueron del 14,90% para el extracto con agua y del
20,95% para el extracto con etartéerreroet al (2011) a partir de hojas de olivo suministradas por
nuestro mismo praedor(Olivarera San José de Lora de Estepa S.Coop. Atduvo unos resultados
ligeramente superiores con un rendimiento del 21,3% para los extractos con agua y del 23% en caso de
utilizar etanol como disolvent®ichas diferencias pueden estar justificaplasjue las condiciones de
operacion T = 100°C P = 103,42 ba) son distintas a las utilizadas en nuestro ¢so80°C, P = 200

bar). La menor presién durante el proceso de extraccion, se ve compensada por el incremento de la
temperatura que en el propio estudio ha demostrado estar asociado a un aunmentintiehto del
procesdHerrero etl., 2011)

Al igual quesucede con los casos anteriores, los rendimientos obtenidos en la extraccién de hollejo de
uva tinta con agua y etanol, 7,36% y 7,06% respectivamente, fueron inferiores a los encontrados en la
bibliografia. En un estudio enfocado en la optimizacion dettaecion de compuestos antioxidantes
procedentes del orujo de distintas variedades de uva tinta, entre ellas Petit Verdot, se obtuvieron
rendimientos proximos al 25% al utilizar agua subcritica y cercanos al 15% en caso de recurrir al etanol
como disolvetes(OteroPareja, Casas, Fernandeance, Mantell, & De La Ossa, 201B)el mismo

modo que hemos comentado anteriormente, la temperatura estableaida duproceso de extraccion

(T = 100C) es superior a la utilizada en nuestro estudio=(8C°C), lo que explica este mayor

rendimiento.

7.2.1.2 Contenidatotal de polifenoles

A continuacion, se recoge el TPC de los distintos extratgpsendiendo del tipo de materia
primay disolvente utilizados en el proceso de extraccion (ver figlirads hojas de mango presentaron
el mayor contenido en polifenoles frente al hollejo de uva tinta y las hojas de olivo, que ocupan el tltimo

lugar. Porotro lado, a pesar de que esta condicion no se cumple con las hojas de olivo, de acuerdo con
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los resultados obtenidos el etanol supondria una mejor alternativa que el agua para la extraccion de
compuestos polifendlicon el caso de los extractos de lsoe mango, las diferencias fueron

significativas (pvalue = 0,0006).

Contenido Total de Polifenoles

40.00 __—*
35.00 ™=
30.00
25.00
20.00
15.00
10.00
5.00 .

Mango Mango Olivo Olivo Hollejo Hollejo

Agua EtOH Agua EtOH Agua EtOH

TPC (¢eg AGE/100eg de
extracto)

Materia prima y disolvente

Figura 14. Diagrama de blogques del TPC en funcion de la materia prima y el disol#&msterisco(*)
indica diferencias significativas entre las muestray§fue<0.05).

El TPC correspondiente a los extractos de hojas de mango con agua y etanol es de 28,86 y 35,36 ug
AGE/ 100 pg extractoespectivamentd=n un estudio previo realizado pgdf Teresa Ferndnde2once
et al (2015) con unas condiciones de trabajo (presion y temperatura) idénticas a las utilizadas en nuestro
caso.el TPC del extracto acuoso (83ug AGE/ 100 ug extracloy del etanoko (55,5ug AGE/ 100
LUg extractd era considerablemente mas elevado. No obstante, estas diferencipeddae ser
consecuencia de variaciones en la composicion de la materia prima inherentes a su produccién y
recoleccioén o al pretratamiento propio al geeve sometida, no ocultan la mayor selectividad del EtOH
puro frente al agua a la hora de extraer compuestos fen(icBs Li etal., 2006; Stoica eil., 2013)

independientemente de que el rendimiento global de extraccion sea inferior.

El contenido total de polifenoles de los extractos de hojas de olivo, siendo deg6AIEE/ 100 g
extractopara el acuoso y de 5,5 AGE/ 100 ug extractpara el de etanol, se encuentra proxirfasa
valoresobtenid® por Herreroet al (2011) Se realizaron extraccios@ 103,42 bar y en un rango de
temperaturas de 5800°C con unos resultados de TPC que oscilaban entr®,3B3g AGE/ 100 pg

extractopara el agua subcritica y entre 2438ug AGE/ 100 ug extracten el caso del etanol.

En lo que respecta al TRi& los extractos de hollejo de uva tinta, no hubo una gran diferencia entre el
uso de agua (6,416 + 0,892 ug AGE/ 100 pg extracto) y etanol (7,748 + 0,165 pg AGE/ 100 ug extracto)
Del mismo modo que ocurre con el rendimiento global del proceso, lossvd®olifenoles totales
resultaron inferiores a los descritos en la bibliografia para un proceso de PLE a partir de orujo de uva
tinta (variedadPetit Verdo} utilizando agua (33,46 0,91 ug AGE/ 100 pg extracloy etanol (20,4%

0,94 ug AGE/ 100 g extaictd puros como disolventg®teraPareja etl., 2015) EI mayor poder
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extractivo puede ser debido a la mayor temperatura de trabajo (T = 100°C) del estudio descrito, cuyo

efecto es predominante sobre el de la presion, favoreciendo el proceso extractivo.

7.2.1.3.Contanido total de antocianos

Los extractos de hollejo de uva tinta fueron analizados para determinar el contenido total de
antocianos (TAC) de los mismos. En la tabla 6 queda recogido el TAC junto con su desviacion estandar
en funcién del disolvente empleaelo la extraccion. Es posible apreciar como el contenido del extracto
con etanol era alrededor de unas 30 veces superior al del extracto existiemdo diferencias

significativas entre ambos disolventesvgiue = 2,540°).

Tabla 6. Contenido total de antocianos en los extractos de hollejo de uva tinta

Materia prima Disolvente Contenido en antocianos totales (mg AM/100 g extracto)
Agua 0,594 + 0,39
Hollejo d
B e EtOH 17,122 + 0,44

tinta

Atendiendo a la bibliografia, los resultados obtenidos en cuanto a la concentracion de antocianos para
los extractos acuoso (0,594 mg AM/100 g extracto) y etandlico (17,122 mg AM/100 g extracto) son
sustancialmente menores a los de otros ensayos prenitisréferente agxtracto con etanol para una
temperatura y presion de trabajo de 80°C y 100 bar, la concentracion de antocianina monomérica
obtenida fue de 4,52 mg malvidi3aglucésido (Mv3-glc)/g extracto. Para el extracto acuoso, la
presion de trabaj era la misma pero la temperatura disminuyé hasta los 40°C siendo la concentracién

de 7,42 mg MwB-glc/g extractqPereira, Tarone, Cazarin, Barbero, & Martinez, 2019)

Algunas de las causas que podrian justificar esta variabilidad entre ambos resultados son: la distinta
presion de trabajo; el hecho de que en el estudio encontrado en la bibliografia se presenten los resultados
en términos de una antocianina distinta gua hemos utilizado en nuestro caso como referencia, la
cianidina3-glucosido, asi como la variabilidad propia de la variedad de uvaitilizada en el estudio

citado Yitis vinifera cv. Syrah)y el afio de su cosecha. Si nos centramos en el extragieoaal

acidificar el medio hasta pH 2.0 también aumenta el rendimiento de la extraccion debido a la hidroélisis
acida de la pared celular y a la mayor estabilidad de este tipo de compuestos en un rango de pH de 1.0
a 3.0.(Turker & Erdogdu, 2006)

7.2.1.4 Actividad antioxidante

En la figura 15 se detalla la capacidedioxidante de cada uno de los extractos dependiendo de
la materia prima y el disolvente utilizado en términos de indice de actividad antioxidanteL(@6Al)
hojas de mango constituyen la materia prima con una mayor capacidad antioxidante comdogeflejan
valores de AAI Si nos centramos en los efectos del disolvente, también se aprecia, especialmente en el

caso de los extractos de mangevgtue = 0,0035), como el etanol es responsable de un incremento del
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AAl existiendo diferencias significativas inslo entre los extractos de hollejev@ue = 0,009). Estos
resultados concuerdan con la mayor selectividad del etanol a la hora de extraer compuestos fendlicos
(B. B. Li etal., 2006; Stoica etl., 2013; Yang & Zhang, 2008)la relacion existente entre la capacidad
antioxidante y el TP(Pereira etil., 2019)

indice de actividad antioxidante
del extracto (AAI)

14.00
12.00
10.00
8.00
6.00

4.00  ———
2.00 .
0.00 = ™ s
Mango Mango Olivo Olivo Hollejo Hollejo
Agua EtOH Agua EtOH Agua EtOH

AAl (ug DPPH/ug extracto)

Materia prima y disolvente

Figura 15. Diagrama de bloques del indice de actividad antioxidante (AAI) de los extractos en funcion de la
materia prima y etlisolvente. El asterisco (*) indica diferencias significativas entre las muestras (p
value<0.05).

El valor de AAI correspondiente al extracto acuoso de hojas de mango resulté de @,460ug

DPPH/ug extracto mientras que el del extracto etandlicolfu®52+ 0,525ug DPPH/ug extracto.

Para las mismas condiciones de presion y de temperatura, estudios previos en los que se utilizé la misma

variedad de mango como materia prirfivtgifera indica L cv. Kent) obtuvieron valores de AAI de

aproximadamente,879ug DPPH/ug extracto para los extractos con cada tipo de disol(elitEeresa

Fernande#once etl., 2015) La notable diferencia que existe en el caso del extracto con EtOH puede

ser debida a la variabilidad propia de la composicion de la materia prima entre los distintos lotes.

Centrandonos en las hojas de olivo, los indices de actividad antioxidantespaxrérdotos acuoso y
etandlico fueron 0,82¥0,084 y 1,051 0,148ug DPPH/ug extracto respectivamentéejudo Bastante

et al (2017), con anterioridad analizé la capacidad antioxidante de extractos de hojas de olivo
obteniendo resultados similares. Los extractos demostraron ser un potente antioxidante segun la
clasificacion de Scherer y God¢gcherer & Godoy2009) con un valor de AAl de 1,060,1 ug

DPPH/ug extracto. Es destacable que el mayor AAIl del extracto etanélico, no se corresponda con su
menor TPC respecto al extracto acuoso. El motivo de este fendmeno puede ser la mayor selectividad del
etanola la hora de extraer compuestos como la oleuropeina y sus derivados, con gran capacidad
antioxidantg/Goldsmith ¢al., 2018)

Por ultimo, el extracto de hollejo de uva tinta con agua tuvo unde34,192 9,518 ppm y el extracto

con etanol de 7,8160,620 ppm. En un estudio previo, mediante PLE se obtuvieron extractos acuosos
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y etandlicos a partir de la vatiad de uva tinta cv. Petit Verdot cuyosskE@sultaron ser 9,6 y 7,6 ppm
respectivament@OtercPareja etl., 2015) No seobservaron diferencias notables en lo referente a la
solucion alcohdlica pero si en la actividad de los extractos acuosos, siendo el obtenido en nuestro caso
considerablemente menos potente. A diferencia de lo observado con las hojas de olivo, la mayor

acitvidad antioxidante coincide con el mayor TPC y TAC del extracto de hollejo con etanol.

7.2.2. IMPREGNACION CON FLUIDOS SUPERCRITICOS

Las impregnaciones se realizaron con los extractos etandlicos de hojas de mango, hojas de olivo
y hollejo de uva tinta obhidos mediante PLFaque onsiderando los resultadias la caracterizacion
de su contenido en polifenoles totales y de su actividad antioxidante, demostraron mayor eficacia que
sus homadlogos acuosos.

En lo que respecta a las condiciones del procesotegnacion, se mantuvieron constantes para cada
uno de los extractos (T55°C, P = 250 bavgesp,= 120 bar/min, 5% extracto/EtOH y t = 3b@n objeto
de evaluar el efecto de cada uno de los extractos sobre la actividad antioxidante y la carga de

impregnacién de los polimeros resultantes.

7.2.2.1. Andlisis de la matriz polimérica mediante microscopia electrénica

Las imagenes de la matriz polimérica $#ugieron por microscopia electrénica de barrido
(SEM). En la figura § es posible observar la estructura de la superficie delehos fragmentos de
PLA sin impregnar; es decir, directamente tras el proceso de impresidwifue pueden apreciarse
pequéias rugosidades que pueden ser propias del material o provocadas por el proceso de fabricacion

aditiva, la superficie de la matriz es practicamente lisa.

Figura 16. Imagenes de SEM del PLA sin impregnar a 2400 aumentos (izquierda) giiteatos (derecha).

En lafigura 17se presentan imagenes de fragmentos de PLA impregnados con cada uno de los extractos
mencionados y bajo las condiciones descritas anteriornizggtedo a la difusion del Ca través de la

matriz polimérica se apreciatiferencias notables entre sus superficies, con mayor rugosidad y
porosidad, y la del control anterior (figur&)1A pesar de que las condiciones de operacién eran
idénticas, pueden observarse algunas diferencias entra cada uno de los extractos ocasionadas por las

formas irregulares de las particulas de cada uno de ellos. No obstante, en ninguna de las mgestras esta
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particulas pudieron visualizarse con claridad, bien porque debido al mayor volumen disponible como
consecuencia del hinchamiento del polimero se encuentran mas dispersas en el interior de la matriz, o

bien porgue se tendrian que usar aumentos de mayaiida

Figura 17. Imagenes de SEM del PLA impregnado con extrefgtnélicode mangdA), olivo (B) y hollejo (C)
a 2400 aumentosfriba) y 5000 aumentosbajo).

7.2.2.2. Rendimiento del proceso de impregnacio

En la figural8se aprecia la evolucién del perfil masico de los fragmentos de PLA impregnados
con cada uno de los extractd®dodemos observaromo se cumple la misma tendendascrita
anteriormente en el apartadd.72. En las primeras 24 h tras la impregnacion la pérdida de fmasa
significativa; sin embarge| proceso de desorcion del €€ cada vez més lento y se prolonga en el
tiempo. Pasado un deteinado tiempo (t), todo el GCes liberado de manera que la masa de los
fragmentos se estabiliza pudiendo determinar la masa real impregnada y el parametro conocido como

carga de impregnacion (masa extracto impregnada/masa PLA).
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Figura 18. Perfil masico de las muestras de polimero impregnadas en términos de carga de impregnacion.

Los valores de carga de impregnacion obtenidos han sido del 1,74%, 1,20% y 1,42% para los extractos
de hojas de mango, hojas de olivo y hollejo de umta tiespectivamente. A pesar de trabajar con
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diferentes extractos, los resultados obtenidos han sido bastante similares para todos ellos, hecho
propiciado en gran medida por las mismas condiciones de extraccion y posteriores de impregnacion
aplicadas. Enmestudio previo realizado por el grupo de investigacion destinado a la impregnacion de
PLA con ketoprofeno, bajo las mismas condiciones de preBigr260 bar) y temperaturd € 55°C)

se obtuvieron también valores de carga de impregnacion de entr@%Xd/¢rano Naranjo, 2020)

En cuanto al rendimiento global del proceso de impregnacion, los resultados obtenidos pueden verse en
la tabla 7 El extracto danangocon etanol es el que ofrecié los mejoresultadog7,85 + 0,9%),

seguido por el delivo (3,90 * 0,356) y el dehollejo (3,51 £ 1,056). Comparando con la literatura

existen estudios centrados en la impregnacion de compuestos polifenélicos procedentes de extracto de
mango(variedad Kenten matices textiles de poliéster donde se obtuvieron rendimientos que van desde

el 24,5% (55°C y 500 bar) &58% (55°C y 400 barfSanchefSanchezetal., 2017) Estos altos
porcentajes pueden ser debidosamento de la solubilidad de los compuestos antioxidantks y
hinchamiento de la matriz como consecuencia del aumento de presioén, facilitandspekteade una

mayor cantidad de moléculas hacia el interior del polirtidethilde Champeau et., 2015) Respecto

a los extractos de olivo y hollejo, la bibliografia disponiégebastante escasa por lo que no ha sido

posible comparar nuestros resultados con los de otros ensayos previos.

Tabla7. Rendimiento global del proceso de impregnacion

Mango EtOH 7,85+ 0,91
Olivo EtOH 3,90 + 0,35
Hollejo EtOH 3,51+£1,05

7.2.2.3. Actividad antioxidante del polimero impregnado

Teniendo en cuenta que el principal objetivo de este trabajo es estudiar la proliferacién celular
sobre polimeros impregnados, pesar de que ya se habia demostrado la actividad antioxidante de los
extractos resultabanecesariccomprobar si el PLA conserva adn dicha actividad tras el proceso de
impregnacioén con fluidos supercriticds.continuacion (vefigura 19), se muestran logalores de la
capacidad antioxidante de la matriz polimérica con cada uno de los extractos en términos de su
porcentaje de inhibicion / 100 mg de PLA. Si atendemos a los resultados de los extractos puros (apartado
7.2.1.9 podemos observar como el extracto de mango sigue presentando la mayor actividad
antioxidante (3,85% = 3,929, seguido por el extracto de hollejo de uva tintad®8%,+ 9,053 y por el

de hgas de olivo (1103% £ 0,683, que es el que cuenta cmenor actividad antioxidante.
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Figura 19. Diagrama de bloques de la actividad antioxidante del PLA impregnado con cada uno de los
extractos.

Como hemos comentado anteriormente, resulta dificil encontrar estudios previos donde se caractericen
distintos polimeros impregnados con alguno de estos extractos. Si nos centrioaeseiitados para
las impregnaciones con extracto etandlico de haogasldo (17,03 %l / 100 mg PLA), estos son
inferioresa los obtenidos en un estudio realizamw Cejudo Bastante y colaboradores (2058.
impregnaron films de tereftalato de polietileno (PET) y polipropileno éRRja temperatura de 35°C,
una \iespde 100 bar/miny en un rango de presiones de 100 a 400 bar con unos %l / 100 mg que oscilaban
entre el 60% y el 112,71%ejudo Bastante et.,2017)

Enel estudio anterior se obsefaanisma tendencia que en otilestinado a lanpregnacion de poliéster

con extracto de hojas de man@anchezSanchez etl., 2017) donde un incremento de la presion se
traduce en una mayor actividad antioxidante de los productos de impregnacion. Otro fenédmeno relevante
de este ultimo estudio es que comparando los valores AAl, la capacidaddamtiexiel polimero
impregnado era superior a la de los extractos criRtganto, es posible que exista un efecto sinérgico

de los compuestos impregnados potenciando asi la actividad antioxidante del polimero impregnado.
Tampoco es descartable la opciire otros compuestos que aun no hayan sido identificados afecten
también a la actividad antioxidar(®®anchezSanchez edl., 2017)

7.2.3.ENSAYOS DEVIABILIDAD

7.2.3.1. Efecto de los extractos puros en el proceso de endotelizacion

Para determinar la influencia de los extractos obtersdbee el cultivo de células endoteliales
ECFG;, se realizé un ensayo preliminar con distintas concentracibméss extractos de hojas de
mango, hojas de olivo y hollejo de uva tima funcién de los resultados de actividad antioxidante
descritos previamente. Los resultados reflejan cemal rangainicial de concentracionesijadas
(13,126 560 ppn), los extractogparecianno influir en el desarrollo y la viabilidad de las EGFC

independientemente del disolvente utilizado (figuiag 21)
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ECFC Control ECFC + Mango ECFC + Uva ECFC + Olivo

24 horas

48 horas

Figura 20. Cultivos de ECFgen presencia de los extractos etandlittas 24y 48horas

ECFC Control

ECFC + Mango ECFC + Uva ECFC + Olivo

48 horas

Figura 21. Cultivos de ECFgen presencia de los extractos acuosas 24 y 48 horas

A medida que se incrementaron las concentraciones de los extractos si se observé una reduccién en el
namero total de células y la viabilidad de las missiagjue existiesen diferencias destacables a las 24

y las 48 horagfigura 22). Este fendmeno concwla con resultados de estudios previos en los que se
demostré la capacidad antiproliferativa de este tipo de extractos naturales sobre diversos tipos celulares
incluyendo células endotelialésk . S . al.B2920eGoulas &tl., 2009; Nufez Selles, Daglia, &
Rastrelli, 2016) No obstante, en el caso de los extractos con EtOH, las concentraciones a las que
comenzo a observarsste fenomeno eran menores que con los extractos acuosos y esto podria deberse
a dos razones. Por un lado, es probable que la mayor selectividad extractiva del EtOH y por tanto el
mayor TPC, compuestos responsables de la capacidad antiproliferativa ilantegrntre otras, fuese
responsable de este hecho. Por otro lado, tampoco es descartable la opcion de que un aumento de la
concentracion del extracto y por ende del volumen de Et@tto para las células, adicionado al

cultivo hubiese provocado la mte de las mismas.
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Figura 22. Evolucién de las ECF§en presencia de concentraciones elevadas de extracto a laé8Hoyas.

A pesar de la tendencia general descrita previamente, en el dasccdkilas tratadan extracto de

hojas de mang(figura 23 B)y de hollejo de uva tintéfigura 23 C)obtenids con agua subcriticae

pudo apreciar como las ECE€e agruparon tendiendo a formar una especie de estructura reticular
similar a la que aparece en la figura 23 A, caracteristica de los procesos angiogénicos y que se encuentran

relacionados con la foraeién de nuevos vasos sanguineos, entre otros.

A B C

Figura 23. Di stribuci - n namnsyslom® A)Ejenapln ded ensayo@é-abigiogénesis
(DeCiccaSkinner etal., 2019) B) Extracto de hojas de mango con agua (373,336 ppm). C) Extracto de hollejo
de uva tinta con agua (1866,672 ppm).

7.2.3.2. Efectodel PLA impregnado en el proceso de endotelizacion

El objetivo final del presente TFG era analizar la proliferacion celular sobre la pwditmiZrica
impregnada con los extractos naturaléisa de las primeras incégnitas era la afinidad de las E@&C
el soporte utilizado, PLA en nuestro caso. Para ello utilizamos un control constituido por una muestra
de PLA sin impregnar. Los resultados obtenidos (figddae2idencian que a pesar de que algunas de
las células en cultivo fueron capaces de adherinsenauestra de PLAla ausencia de elementos
superficiales diftulté en gran medida este proceso. Las caracteristicas de la interfase entre las células y

el material son cruciales para los procesos de adhesion, proliferacién y migracion(Zbhsaetal.,
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