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RESUMEN

La osteoartritis (OA) es una enfermedad degenerativa que provoca la alteracién estructural y
funcional de las articulaciones con una elevada prevalencia a nivel mundial.

Para tratar la OA, actualmente existen terapias inyectables que solo sirven como tratamiento
sintomatico para aliviar el dolor, pero sin el objetivo de regenerar, por tanto, con escaso fin
clinico. Por ello se pretende desarrollar un producto médico que consista en un hidrogel de acido
hialurénico (HA) autorreticulable e inyectable in situ y que a su vez tenga condroitin sulfato (CS)
injertado para su posterior liberacidon controlada en el lugar del defecto. Se pretende que el
hidrogel sirva como viscosuplemento, por tanto, que tenga propiedades muy similares al
cartilago en cuanto a viscoelasticidad, retencién de agua y estimulacién de los condrocitos a
partir del CS para sintetizar nueva matriz.

En este trabajo, a diferencia de las lineas de investigacion de las Ultimas décadas de mimetizar
uno de los componentes fundamentales de la matriz extracelular del cartilago (MEC), surge el
interés de desarrollar estructuras basadas en glicosaminglicanos (GAG) por tener efectos fisicos
deseables en vez de obtener los proteoglicanos miméticos empleando intermediarios
polipeptidicos que provocan la activacidn de una respuesta inmunoldgica en el organismo.

Este hidrogel carecera del riesgo inmunogénico asociado a las proteinas, permitird una mejora
en las propiedades viscoelasticas del tejido donde se inserta durante varios meses, tendrd una
funcién condroprotectora y garantizara una liberacidn controlada y focalizada de estas
biomoléculas.

Se emplea HA de alto peso molecular (1.5-1.8 MDa) modificandolo mediante la quimica
EDC/NHS para introducir grupos sulfhidrilo (SH) terminales en el HA para conferirle la posibilidad
de gelificar in situ a través de los puentes de disulfuro. Haciendo uso de esta técnica se pretende
lograr que este hidrogel tenga un grado de tiolacién adecuado, para ello se prueban distintas
concentraciones de HA. Por ultimo, para injertar CS, también se emplea la quimica EDC/NHS y
diferentes concentraciones para obtener asi la concentracion dptima a través de la técnica de la
fluorescamina. A su vez, se prueban dos técnicas diferentes para injertar y se determina el punto
de gel de los hidrogeles.

Palabras Clave: Acido hialurdnico; condroitin sulfato; osteoartritis; Acido hialurénico de alto
peso molecular; glicosaminoglicanos; condroprotectora; quimica EDC/NHS; fluorescamina;
gelificacion in situ; viscosuplemento.






RESUM

L'osteoartritis (OA) és una malaltia degenerativa que provoca l'alteracié estructural i funcional
de les articulacions amb una elevada prevalenga a nivell mundial.

Per a tractar I'OA, actualment hi ha terapies injectables que només servixen com a tractament
simptomatic per a alleujar el dolor, pero sense I'objectiu de regenerar, per tant, amb escas fi
clinic. Per aix0 es pretén desenrotllar un producte médic que consistisca en un hidrogel d'acid
hialurénico (HI HA) autorreticulable i injectable in situ i que al seu torn tinga condroitin sulfat
(CS) empeltat per al seu posterior alliberament controlada en el lloc del defecte. Es pretén que
I'hidrogel servisca com viscosuplement, per tant, que tinga propietats molt semblants al cartilag
guant a viscoelasticitat, retencié d'aigua i estimulacié dels condrocitos a partir del CS per a
sintetitzar nova matriu.

En este treball, a diferéncia de les linies d'investigacié de les Ultimes decades de mimetitzar un
dels components fonamentals de la matriu extracel-lular del cartilag (MEC), sorgix l'interés de
desenvolupar estructures basades en glicosaminglicanos (GAG) per tindre efectes fisics
desitjables en compte d'obtindre els proteoglicans mimetics emprant intermediaris
polipeptidics que provoquen l'activacié d'una resposta immunologica en I'organisme.

Aquest hidrogel no tindra el risc inmunogénico associat a les proteines, permetra una millora en
les propietats viscoeldstiques del teixit on s'inserix durant uns quants mesos, tindra una funcié
condroprotectora i garantira un alliberament controlada i focalitzada d'estes biomolécules.

S'empra HA d'alt pes molecular (1.5-1.8 MDa) modificant-lo mitjangant la quimica EDC/NHS per
introduir grups sulfhidril (SH) terminals a I'HA per conferir-li la possibilitat de gelificar in situ a
través dels ponts de disulfur. Fent Us d'aquesta técnica es pretén aconseguir que aquest hidrogel
tingui un grau de tiolacié adequat, per aixo es proven diferents concentracions d'HA. Finalment,
per empeltar CS, també es fa servir la quimica EDC/NHS i diferents concentracions per obtenir
aixi la concentracié optima a través de la tecnica de la fluorescamina. Alhora es proven dues
tecniques diferents per empeltar i es determina el punt de gel dels hidrogels.

Paraules Clau: Acid hialuronic; condroitin sulfat; osteoartritis; Acid hialuronic d'alt pes
molecular; glicosaminoglicans; condroprotectora; quimica EDC/NHS; fluorescamina; gel-lificacio
in situ; viscosuplement.






ABSTRACT

Osteoarthritis (OA) is a degenerative disease that causes structural and functional alteration of
the joints with a high prevalence worldwide.

To treat OA, there are currently injectable therapies that only serve as symptomatic treatment
to relieve pain, but without the objective of regenerating, therefore, with little clinical purpose.
For this reason, the aim is to develop a medical product consisting of a self-crosslinking
hyaluronic acid (HA) hydrogel that can be injected in situ and which, in turn, has grafted
chondroitin sulfate (CS) for its subsequent controlled release at the site of the defect. It is
intended that the hydrogel serve as a viscosupplement, therefore, that it has very similar
properties to cartilage in terms of viscoelasticity, water retention and stimulation of
chondrocytes from CS to synthesize new matrix.

In this work, unlike the research lines of the last decades of mimicking one of the fundamental
components of the extracellular matrix of cartilage (ECM), the interest arises in developing
structures based on glycosaminoglycans (GAG) for having desirable physical effects on instead
of obtaining mimetic proteoglycans using polypeptide intermediates that cause the activation
of an immune response in the body.

This hydrogel will lack the immunogenic risk associated with proteins, it will allow an
improvement in the viscoelastic properties of the tissue where it is inserted for several months,
it will have a chondroprotective function and it will guarantee a controlled and focused release
of these biomolecules.

High molecular weight HA (1.5-1.8 MDa) is used, it is modified by EDC/NHS chemistry to
introduce terminal sulfhydryl (SH) groups on the HA to give it the ability to gel in situ through
disulfide bridges. Using this technique, it is intended to achieve that this hydrogel has an
adequate degree of thiolation, for which different concentrations of HA are tested. Finally, to
graft CS, the EDC/NHS chemistry and different concentrations are also used to obtain the
optimal concentration through the fluorescamine technique. In turn, two different grafting
techniques are tested and the gel point of hydrogels.

Keywords: Hyaluronic acid; chondroitin sulfate; osteoarthritis; High molecular weight hyaluronic
acid; glycosaminoglycans; chondroprotective; EDC/NHS chemistry; fluorescamine; in situ
gelling; viscosupplement.
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Medicamentos antinflamatorios no esteroideos
Enzima ciclooxigenasa (Cyclooxygenase Enzyme)
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1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (1-Ethyl-3-(3-
dimethyllaminopropyl) carbodiimide)

Sociedad Europea para los Aspectos Clinicos y Econdmicos de la Osteoartritis y
Osteoartrosis (European Society for Clinical and Economic Aspects of
Osteoporosis and Osteoarthritis)

Liga Europea contra las Enfermedades Reumaticas
Fluorescamina

Glicosaminglicano (GlycosAminoGlycano)
N-acetilgalactosamina (N-acetylgalactosamine)
Acido glucurénico (Glucuronic acid)

Acido hialurénico (Hyaluronic Acid)

Dominio Interglobular (Interglobular Domain)
Matriz extracelular (Extracellular matrix)
N-hidroxisuccinimida (N-hydroxysuccinimide)
Osteoartritis (Osteoarthritis)

Prostaglandina E2

Proteoglicanos (Proteoglycans)

Farmacos de accion sintomatica lenta para la osteartritis (Symptomatic Slow
Action Drug for Osteoarthritis)

Queratan sulfato (Keratan sulfate)
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1. Introduccion

1.1 Osteoartritis (OA)

Las enfermedades reumadticas son aquellas que afectan al aparato locomotor, es decir, aquellas
relacionadas con tendones, articulaciones, musculos y ligamentos. También forman parte del
conjunto las enfermedades del tejido conectivo y las metabdlicas del hueso[1].

Representan un importante problema para la salud publica por ser muy prevalentes e
incidentes, ya que, en Espaia, 1 de cada 5 personas padece una enfermedad reumatica. A pesar
de tener una tendencia creciente conforme la edad, porque las cifras mencionadas
anteriormente aumentan a 1 de cada 2 personas a partir de los 65 anos, estas enfermedades
reumaticas también pueden afectar a jovenes y a nifios [1].

Frecuentemente, las enfermedades reumaticas son mas comunes en mujeres que en hombres.
Habitualmente suelen ir acompafadas de un dafio estructural irreversible, suponiendo una
disminucion o pérdida de la capacidad funcional, de la actividad fisica o laboral.

Se puede hacer una clasificacion en funcién del 6rgano diana afectado:

e La artrosis tiene como érgano diana el cartilago articular. Esta enfermedad se produce
por un envejecimiento, degradacién o degeneracion de las articulaciones de forma lenta
y gradual y tiene una mayor prevalencia que la artritis[1].

e La artritis tiene como d6rgano diana el tejido sinovial, produciendo la inflamacién o
infeccidn del mismo. Son las enfermedades con mayor complejidad y abarcan mas de
100 distintas entidades nosoldgicas siendo la mas comun la artritis reumatoide. Esta, es
un tipo de artritis inflamatoria que se caracteriza por ser el propio sistema inmune quien
ataca a las articulaciones y tejidos sanos[1, 2].

e Los reumatismos de partes blandas tienen como érgano diana los tendones, las bursas
y los musculos.

e Las enfermedades metabdlicas dseas tienen como drgano diana el hueso.

La artrosis es la traduccién del inglés de la osteoartritis (OA), es por ello por lo que se empleard
la OA durante el desarrollo de este documento. Es una enfermedad degenerativa, crénica y
compleja que provoca la alteracidn estructural y funcional de las articulaciones y que afecta
actualmente a 300 millones de personas [3]. Esta genera una pérdida del cartilago articular junto
con una remodelacion del hueso subcondral con presencia de sinovitis (inflamacién)[4].

Se caracteriza por la degeneracion del cartilago, un proceso en el que se produce la
desestabilizacién del funcionamiento equilibrado entre la sintesis y degradacion del cartilago, lo
gue favorece el catabolismo y como consecuencia la destrucciéon del tejido articular. También se
caracteriza por el engrosamiento del hueso subcondral, la inflamacidn sinovial y las alteraciones
estructurales de la cdpsula articular, ligamentos y musculos[5].

Es una de las principales causas de dolor crénico musculoesquelético, sobre todo en rodilla y
cadera ya que estan expuestas a sobrecarga articular, infecciones y traumas [6], y de
discapacidad fisica en personas con 50 afios 0 mas del mundo, como muestra la figura A del
Gréfico 1. Ademads, tiene una prevalencia de 250 millones de personas actualmente pero
creciente, como podemos observar en la figura B del Grafico 1, debido al envejecimiento de la
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poblacién. Aun siendo la artritis reumatoide la causa mas frecuente de artritis, se puede
observar que es testimonial en comparacién con la OA.

La OA un importante problema sanitario que representa un importante gasto en la salud. Hoy
en dia no existe cura para esta enfermedad, solo tratamientos para aliviar el dolor o retrasar su
progresion.
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Grafico 1. Prevalencia mundial de las enfermedades musculoesqueléticas en funcién de la edad
(A) o en funcion del afo (B)[7]

1.1.1 Tratamientos actuales de la OA

La OA es una consecuencia de multiples factores que contribuyen tanto de forma directa como
indirecta a la degeneracidn de las articulaciones. Esta degeneracién del cartilago y hueso esta
producida por un aumento del catabolismo de la matriz extracelular, modificacion del hueso
subcondral y consecuentemente una reaccion inflamatoria. Debido a la tendencia creciente de
la enfermedad con la edad y al aumento de la expectativa de edad de la poblacién espafiola, se
prevé un aumento del consumo de medicamentos antinflamatorios no esteroideos (AINE)[8].

El principio bdsico segln la Sociedad Europea para los Aspectos Clinicos y Econémicos de la
Osteoporosis, la Osteoartritis y Enfermedades Musculoesqueléticas (ESCEO, por sus siglas en
inglés), es la combinacién del el tratamiento farmacoldgico y no farmacolégico de la OA de
rodilla dividido en cuatro pasos (Figura 1). Segun la Liga Europea contra las Enfermedades
Reumaticas (EULAR), el tratamiento debe ser individualizado en funcidn de los factores de riesgo
segln la localizacion (actividad fisica y obesidad), los factores de riesgo generales (edad y sexo),
la intensidad del dolor y el grado de discapacidad, los signos de inflamacidn, la localizacién y
grado del dafio estructural y por ultimo las preferencias y expectativas del paciente[8].
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En el tratamiento no farmacolégico se recurre a la terapia, que produce cambios en el estilo de
vida en el que se incluye la educacidn e informacién del paciente, el ejercicio fisico y la pérdida
de peso.

El paso uno es el denominado “tratamiento de fondo”. Este tratamiento consiste en derivar a
los pacientes al fisioterapeuta para comenzar un tratamiento con los dispositivos de apoyo
(bastdn, rodilleras y plantillas) en el caso de que exista una mala alineacion. Si aparecen
sintomas durante este primer caso, se puede realizar acupuntura china, terapia manual, agentes
térmicos o Tai Chi, es decir, métodos alternativos no farmacoldgicos.

Si el paciente es sintomatico se recurre al paracetamol de forma regular para aliviar el dolor. El
paracetamol es un analgésico oral que puede administrarse en dosis de hasta 4 g/dia durante
periodos largos. Como alternativa al paracetamol se puede usar SYSADOA (Symptomatic Slow
Action Drug for Osteoarthritis o farmacos de accion sintomatica lenta para la osteartritis) para
reducir lentamente los sintomas sin haber recurrido a los antiinflamatorios no esteroideos
porque sus agentes contienen acido hialurdnico, condroitin sulfato y glucosamina. Si el paciente
continda con los sintomas, se suele agregar la administraciéon tépica de capsaicina vy
antinflamatorios no esteroideos ya que se considera que es un método eficaz y seguro para
aliviar el dolor y la inflamacién, aunque no evite el dafio en el cartilago. Los AINES son
medicamentos encargados de inhibir la enzima ciclooxigenasa (COX), tanto la COX-1, como la
COX-2 aunque es la inhibicién de esta ultima la responsable de la accién antiinflamatoria y
analgésica. La ciclooxigenasa es una enzima que sintetiza prostaglandinas, responsables de la
realizacidn de funciones relacionadas con el dolor y la inflamacion.

Si el paciente continda con sintomas o son mds severos, se recurre a la fase dos, denominado
por ESCEO “manejo farmacoldgico avanzado en el paciente sintomatico persistente”. Es una
técnica que consiste en prescribir AINE a los pacientes durante ciclos mds largos. Hay que
considerar el riesgo gastrointestinal, renal y cardiovascular antes de prescribir AINE [9], por ello
se evitan o se prescriben AINE selectivos a COX-2 o no selectivos en funcién del riesgo asociado.
Si permanece el dolor agudo, es decir, el paciente no responde a analgésicos, se recurre a la
inyeccion intraarticular de corticoesteroides o acido hialurdnico. La inyeccién de acido
hialurdnico, denominada clinicamente infiltracién, restaura la viscoelasticidad del liquido
sinovial ademas de promover la sintesis enddgena de esta sustancia, que estaba reducida debido
a la osteoartritis. Por tanto, se puede afirmar que esta técnica produce una mejora sintomatica
y funcional, proporciona una proteccién mecanica propia del acido hialurénico, mejora tanto la
funcion de los condrocitos como la ultraestructura de la membrana sinovial, entre otras[6, 9].

El paso tres, denominado “Ultimos intentos farmacoldgicos”, trata de administrar Duloxetina y/o
analgésicos opiaceos débiles o a corto plazo como alternativa para aquellos pacientes a los que
los AINE les haya sido ineficaces o lo hayan tolerado mal.

El dltimo paso, denominado “tratamiento y cirugia de la enfermedad en etapa terminal”, se
aplica para pacientes con una gran discapacidad o dolor, cuyas alteraciones radioldgicas sean
importantes y consiste en el reemplazo total de la articulacidn por una prétesis.
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. - Paciente sin sintomas ——* Fisioterapia
Fase 1 <~ Paciente con sintomas tempranos — Acupuntura China, Tai Chi

Paciente con sintomatologia ——— Paracetamol o SYSADOA

l 5i NO funciona
Fase 2 — Paciente con sintomatologia — AINESs ciclos largos AINEs y/o capsaicina
J Si NO funciona
; _ Duloxetina Inyecciones de acido hialurénico y/o corticoides
Fase 3 <

Analgésicos opidceos

Fase 4 —— Gran dolor o discapacidad — Prétesis

FIGURA 1. ESQUEMA DEL TRATAMIENTO DE LA OA.

1.2 Cartilago

El cartilago articular, que es un tipo de cartilago hialino, es el encargado de recubrir las
superficies de las articulaciones diartrodiales para que, junto con el liquido sinovial, se forme
una interfase que permita realizar los movimientos articulares de forma que se produzca una
baja friccion y asi se minimice el estrés mecanico [10]. Podemos observar un ejemplo de
cartilago articular en la Figura 2.

Femur (hueso
del muslo)

Cartilago
articular

Za

Meniscos
a

Tibia'(espinalla)
P

FIGURA 2. UBICACION DEL CARTILAGO ARTICULAR EN LA RODILLA [11].

El cartilago articular se caracteriza por su gran contenido en agua cuya funcién es proporcionar
una superficie firme vy lisa, resistente a la deformacién plastica, con baja friccién y alta
lubricacidn. Tiene una estructura Unica, formada por una base denominada matriz extracelular
que constituye el 95% [10] de la masa y por un Unico tipo celular (condrocito), encargado de
producir el resto de los componentes funcionales para el cartilago como el colageno, los
proteoglicanos (PG) y las enzimas. Ademas, no tiene nivasos sanguineos ni linfaticos, ni tampoco
inervacion[12].

La matriz extracelular se divide en diferentes regiones en funcién de la proximidad a los
condrocitos y en funcién del contenido, el didametroy la organizacion de las fibrillas de colageno.
Las tres regiones son:
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l. La regidn pericelular. Esta regién, rodea a los condrocitos de forma que se genera una
capa fina alrededor de la membrana de estas células. Ademas, tiene una funcion
biomecanica de transduccion de las sefiales en el momento en el que se realiza la carga.
Carece de fibrillas de colageno, aunque si tiene el resto de componentes, como PG.

. La regidn territorial. Esta regidon rodea a la anterior y como si contiene fibrillas de
colageno, forma una red fibrilar alrededor de la regién pericelular aportando proteccién
a los condrocitos.

Il. La regidn interterritorial. Esta regién es la mds grande y la que proporciona la mayoria
de las propiedades del cartilago. Las fibrillas de coldgeno en esta regidn se disponen de
forma diferente en funcidn de la zona del cartilago en la que se encuentren. Como bien
se puede observar en la Figura 3, estan orientadas paralelas a la superficie en la zona
superficial, oblicuas a la superficie en la zona media, y perpendicular a la misma en la
zona profunda.
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FIGURA 3. REPRESENTACION DE LA ESTRUCTURA DEL CARTILAGO. EN LA FIGURA SE DESTACAN LAS TRES REGIONES
DIFERENCIABLES: LA REGION PERICELULAR, LA REGION TERRITORIAL Y LA INTERTERRITORIAL. EN AZUL SE OBSERVAN
LOS CONDROCITOS Y LA ORGANIZACION DE LAS FIBRAS DE COLAGENO APARECEN EN LOS DETALLES [13].

1.2.1 Matriz extracelular

La matriz extracelular (MEC) es una red tridimensional que engloba las células, formada por toda
la masa que constituye el cartilago articular, excepto los condrocitos. Es decir, estd formada
mayoritariamente por agua, entre un 60-80% de la masa total, y por macromoléculas. Estas
macromoléculas, son colageno, PGy proteinas no coldgenas, y representan el 20-40% de la masa
total. En peso seco se corresponden con 60% el colageno, 20-25% los PG y 15-20% las proteinas
no colagenas vy las glicoproteinas como se puede observar en la Tabla 1 [14].

La funcién de la matriz extracelular es conferir las propiedades mecanicas del cartilago ademas
de ser un complejo donde las células pueden realizar sus funciones, como la multiplicacién y la
sefializacion. Generalmente, la MEC puede realizar la funcién de transduccion de las sefiales
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durante la carga. También puede interaccionar indirectamente con las células a partir de las
integrinas, receptores de superficie de la membrana celular.

TaBLA 1. COMPOSICION DEL CARTILAGO ARTICULAR EXCEPTO LOS CONDROCITOS (MEC)[14]

Agua Es el componente mayoritario
Colageno Tipo El 90-95% es de tipo Il. Todas las estructuras de colageno estan
1LV, VLIX, X, XI formadas por triples hélices Alpha y atrapan PG de gran tamaiio,

es decir, su funcion es la de una malla.

Proteoglicanos Agrecanos: Un proteoglicano tiene una estructura que se basa en un
Queratan glicosaminoglicano unido al nucleo (proteina).
sulfato,
Hialuronato,
Condroitin
sulfato

Glicoproteinas Receptores de Participan en el mantenimiento de la estructura.
membrana,
estructurales

Moléculas de Laminina, Tienen como funcidn regular las relaciones entre las células y la
adhesion integrinas, matriz extracelular[15]
fibronectina

Lipidos Participan en el desarrollo de la membrana celular.

Proteasas Metaloproteasas Enzimas encargadas de la degradacion y renovacidon de los
componentes de la MEC.

1.2.2 Condrocitos

Los condrocitos son las células que se encuentran en el cartilago, las cuales estdn muy
diferenciadas y especializadas para producir y mantener la MEC para que pueda resistir la
deformacion fisica. Estas representan el 10% de la masa total tisular y en funcién de en qué
articulacién se encuentren, este porcentaje puede variar. Como se ha mencionado en el
apartado 1.2, la actividad metabdlica, el tamafio y la forma de los condrocitos varia en funcién
de la zona del cartilago articular en la que se encuentren. Todas las zonas tienen en comun que
los condrocitos son los encargados de sintetizar los componentes de la MEC ya que tienen los
organelos especificos para ello [16].

Los condrocitos son células que derivan de células mesenquimales, que tienen una vida muy
larga pero una capacidad limitada de proliferacion. Durante el proceso de formacion del
cartilago, estos proliferan muy rapido, de forma que ya en el cartilago articular maduro pocos
de los condrocitos presentan una actividad metabdlica alta. Los condrocitos presentes en el
cartilago articular maduro, se encargan de realizar las funciones de sintesis y degradacién de los
componentes, es decir, tienen una actividad metabdlica baja. Son capaces de aumentar esta
actividad o incluso proliferar otros condrocitos en el caso de que se produzca una lesion o alguin
cambio que produzca una degeneracion, pero no pueden reparar los defectos[16].
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La carga mecanica es el principal regulador de la sintesis de la matriz ya que los condrocitos son
sensibles a estos cambios estructurales y a las cargas de la superficie articular, de forma que
también se inducen cambios en la composicidn intracelular de los condrocitos. Esta carga y/o el
movimiento de la articulacion modifican la estructura y la composicidén ya que se estimula la
sintesis de macromoléculas. La ausencia de carga o la inmovilizacién producen un deterioro de
la superficie articular porque el cartilago se adelgaza, de forma similar a como ocurre en la OA
[10,11].

1.3 Bioquimica de la matriz extracelular del cartilago

La matriz extracelular estd fundamentalmente formada por las glicoproteinas, los
proteoglicanos, coldageno, moléculas de adhesién, lipidos y proteasas, seglin se ha explicado
previamente en la Tabla 1. Pese a que la composicion quimica de estas moléculas es
tremendamente similar, el rol diferencial de cada una de ellas estd totalmente definido por
sutiles variaciones como los grupos funcionales que presentan, su masa molar o interacciones
entre atomos vecinos, por lo que es relevante conocer algunos aspectos destacados de su
bioquimica.

Las glicoproteinas tienen la funcién de unidn entre la MEC y los condrocitos. Estas estdn
compuestas por una base de naturaleza proteica a la que se le unen oligosacaridos y
monosacaridos. Las glicoproteinas estructurales son a) la ancorina Cll, que es una proteina que
se encuentra en la superficie de los condrocitos encargada de unir coldgeno, b) la proteina
oligomérica del cartilago, que es considerada un marcador de recambio del cartilago y en el caso

de personas con OA, de progresién de degeneracion del cartilago articular, c) la fibronectina,
gue es grande y se encuentra tanto en forma de agregados en la MEC como unida a la superficie

de los condrocitos y d) la tenascina [12, 17].

Por su parte, los proteoglicanos (PG) son moléculas biolégicas formadas por una proteina central
con cadenas de unos polisacaridos denominados glicosaminglicanos unidas covalentemente,
sustituyendo asi parte de esta proteina especifica [18]. El nUmero de glicosaminglicanos, y por
tanto de sustituyentes de la proteina, es pequefio. Existen distintas familias de proteoglicanos:

e La familia de agregantes (grandes proteoglicanos que se unen a la cadena de acido
hialurdnico, la cual se explicara en el apartado 1.3.2).

e Los lécticos (organizadores de la matriz extracelular cerebral), los cuales tienen cuatro
miembros: el agrecano, el versicano, el neurocano y el brevicano. Estos dos ultimos se
concentran en las matrices extracelulares del cerebro, mientras que el versicano
enriquece los grandes vasos y el agrecano es el principal PG del cartilago [18].

e Lossindecanos, que son receptores transmembrana que se encargan de sefializar tanto
de forma independiente como en combinacidn con otros receptores [18].

El agrecano es una supramolécula que participa en la hidratacién y en la mecanica del tejido
conectivo cuya composicion se basa en glicosaminoglicanos (GAG; cadenas de condroitin sulfato
y de queratan sulfato, mayoritariamente) unidas covalentemente a una proteina nucleo y los
dominios, que son proteinas de unidon y estabilizacién con una configuracion en forma de
“cepillo de botella” (Figura 4), y de la que el complejo toma su nombre. En ellas, se pueden
distinguir tres dominios diferentes: G1, G2 Y G3. El dominio G1 es el que proporciona la union
con una cadena de un polisacarido denominado acido hialurdnico y esta separado del G2 por el
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dominio interglobular (IGD). EI dominio G3 sirve para la sefializacidn celular y ademas existen
otros dominios, como el de condroitin sulfato (CS1 Y CS2) y el de queratan sulfato (KS)[19].

Un GAG es una cadena formada por unidades repetidas de disacdridos los cuales constan de un
grupo sulfato una carga negativa controlando asi la hidratacién, la presién osmoética y las
caracteristicas mecanicas. Estos disacaridos son cadenas son: el condroitin sulfato, el queratan
sulfato, los isdmeros y el dermatdn sulfato.

Por su parte, la cadena principal a la que se anclan los complejos de agrecano, el acido
hialurdnico, es un GAG no sulfatado. Este esta presente en el cartilago articular como cadenas
largas no ramificadas a las que se unen las cadenas de sulfato de condroitina y queratina a través
del enlace via proteinas.

Con la edad o fruto de alguna enfermedad musculoesquelética se pierde la proteina de unidn
generando una disminucidn del tamafio del PG y por tanto debilitando la MEC del cartilago
articular.

AGGRECAN HYALURONAN

KS cs

FIGURA 4. ESTRUCTURA DEL PROTEOGLICANO A DIFERENTES NIVELES DE DETALLE. LA ESTRUCTURA A MUESTRA EL
AGREGADO COMPLEJO Y LA ESTRUCTURA B SE CORRESPONDE CON LA DEL AGRECANO CON TODOS LOS DOMINIOS
(61,62,G3,Ks,CS), REPRESENTANDO SU UNION A LA PROTEINA NUCLEO ASi COMO LA DE ESTA CON EL HA.

1.3.1 Condroitin sulfato (CS)

El condroitin sulfato es un importante constituyente de la MEC ya que estd muy extendido
dentro de la misma en forma de proteoglicanos (CSPG), actuando como regulador e
involucrando asi a un gran nimero de fenémenos biolégicos.

Como se ha mencionado en el apartado 1.3, un GAG es una cadena formada por 25-30 unidades
repetidas de disacaridos, estando formada la unidad de repeticion en este caso por el N- acido
glucurdnico (GlcA) y N-acetilgalactosamina (GalNAc), (—4GlcAB1-3GalNAcB1-).], por tanto el
condroitin sulfato es un galactosaminoglicano que tiene sulfatada la molécula N-
acetilgalactosamina en su carbono 4 (C4S) o 6 (C6S) [20]. En concreto, como se observa en la
Figura 5, esta molécula tiene varios grupos funcionales entre los que cabe destacar los sulfatos
por su gran capacidad de absorber agua, una caracteristica muy distintiva de la macromolécula.
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FIGURA 5. UNIDAD DE REPETICION DE UN DISACARIDO DE CONDROITIN SULFATO, CON SUS GRUPOS FUNCIONALES
CARACTERISTICOS COLOREADOS, EN ROSA LOS GRUPOS SULFATO Y EN AZUL EL ACIDO CARBOXiLIcO [20].

Varios estudios tanto in vivo como in vitro han apuntado a que el condroitin sulfato (CS) tiene
propiedades antiinflamatorias, anticatabdlicas, anabdlicas y antiapoptéticas [21]. Las
propiedades anabdlicas y anticatabdlicas son debido a su capacidad por promover la sintesis de
coldgeno y proteoglicanos, disminuir la actividad catabdlica de los condrocitos inhibiendo
algunas enzimas proteoliticas, como las colagenasas y agrecanasas, mediadores de inflamacidn
como el PGE2 Y COX-2 y cualquier sustancia cuyo efecto sea el dafio del cartilago. La propiedad
antiinflamatoria es debido a la inhibicién de la 6xido nitrico sintetasa [21, 22] .

Actualmente existe una gran controversia sobre si se debiera replantear su uso como farmaco
si no tiene efecto demostrado a nivel clinico. Por ejemplo, uno de los ensayos mas sistematicos
realizados hasta la fecha es el de intervencion de artritis con glucosamina/condroitina (GAIT).
Tras seis meses de la realizaciéon del ensayo, en los analisis no se encontraron efectos
estadisticamente significativos del condroitin sulfato para pacientes que tenian un dolor leve
antes del ensayo, pero para los pacientes con dolor moderado o severo, si hubo mejora del dolor
y de la capacidad funcional. Segun el estudio de Gabay [23], el tratamiento con condroitin sulfato
en la mano después de seis meses mejord la actividad funcional, la rigidez matinal y la reduccidn
del dolor.

Por otro lado, el farmaco de condroitin sulfato estd asociado a una menor toxicidad, coste y
mejor tolerancia gastrointestinal que los AINE, segln Vectra (Valoracién Econdmica y Sanitaria
de Condroitin Sulfato en el Tratamiento de la Artrosis). Tanto el CS como la glucosamina son
seguros para la salud cardiovascular ya que no incrementan el riesgo de sufrir un ictus o un
infarto de miocardio [24, 25].

La absorcién del CS es inmediata en el segmento proximal al intestino delgado y su mayor
concentracién plasmatica es alrededor de las dos horas después de la administracion por via
oral, de forma que cuando este fdrmaco llega a la articulacién diana, si se distribuye tanto por
el cartilago como por el hueso subcondral pero la forma de penetrar en condrocitos es
relativamente limitada. Por tanto, probablemente el uso via oral del CS es el factor que limita el
potencial terapéutico por no alcanzar facilmente la zona.

1.3.2  Acido hialurénico (HA)

El acido hialurénico es un carbohidrato con un alto peso molecular tal y como se encuentra
presente en el cartilago articular. Concretamente, es un mucopolisacarido que se sintetiza en
los fibroblastos y esta presente en numerosos tejidos. Esta presente de forma abundante en el
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humor vitreo, en los tejidos conectivos blandos y en el liquido sinovial. Es un componente de la
matriz extracelular y esta compuesto por repeticiones de disacaridos de N-acetilglucosamina y
acido glucurdnico (Figura 6) que estan unidos por los enlaces glucosidicos beta-1,4 y beta-1,3
gue van alternando. La estructura del disacarido del HA es muy rigida y estable energéticamente
[26].

Las proteinas de unidn del HA forman parte de la ECM y estan involucradas en la trasduccién de
sefiales celulares. Una familia de estos receptore incluye los receptores CD44, el versicano y
neurocano, entre otros [27].

El nimero de disacaridos repetidos puede ser incluso de mds de 10000 y con una masa
molecular de aproximadamente cuatro millones de Dalton. La longitud promedio de un
disacarido es de un nandémetro [26].
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FIGURA 6. ESTRUCTURA DEL HA, FORMADA POR LA REPETICION DE DISACARIDOS DE N-ACETILGLUCOSAMINA Y
ACIDO GLUCURONICO [28]

Los grupos funcionales caracteristicos del HA le confieren unas funciones determinadas:

l. El mantenimiento de la viscosidad del liquido sinovial.

II.  Controlar la hidratacidn de los tejidos y el transporte de agua, ya que cuando no esta
ligado a otras moléculas se une con esta.

Il Lubricar las articulaciones y los musculos.

V. El ensamblaje supramolecular de proteoglicanos en la MEC [26].

V.  Actuar como molécula de sefializacion al interactuar con los receptores de la superficie
celular regulando la proliferacién, la mitosis, la migracién, la inflamacidn y el desarrollo
tumoral.

VI. Poseer una serie de funciones fisicoquimicas condroprotectoras.

La concentracion y el peso del acido hialurénico de los tejidos disminuye durante el
envejecimiento y consecuentemente se produce la pérdida parcial o total de viscosidad de los
tejidos afectados. No solo el envejecimiento es un factor para su reduccion, sino que la OA
produce una reduccidon desde la mitad hasta un tercio de la concentracion de HA de las
articulaciones, aumentando asi |la probabilidad de que se daiie el tejido.

La naturaleza viscoelastica y no inmunogénica del HA ha promovido investigaciones sobre su
uso para aplicaciones clinicas como la suplementacion del liquido articular e incluso como un
agente de entrega de farmacos. En esta linea, la viscosuplementacion sirve para restaurar la
viscosidad y elasticidad del cartilago. Es un tratamiento que consiste en administrar por via
intraarticular soluciones de acido hialurénico para reconstruir la homeostasis previamente
modificada. Esta solucion no es permanente, sino que en funcion de su naturaleza se degrada
antes o después [29]. Este HA exdgeno consigue restaurar las propiedades del cartilago porque
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promueve la sintesis de condrocitos y de los proteoglicanos. Muchos de los efectos fisiolégicos
del HA exdgeno pueden ser dependientes de su peso molecular [26]. Los resultados de algunos
estudios [27], han demostrado que las inyecciones intraarticulares de acido hialurdénico de alto
peso molecular ofrecen unos mejores resultados que el de bajo peso molecular. Esto es debido
a que proporcionan una mejora de la calidad de vida del paciente porque que se disminuye el
numero de inyecciones, es un procedimiento menos invasivo y tiene menos riesgos asociados.
Pero existe un limite de la eficacia del alto peso molecular del HA, ya que si es demasiado
elevado (23-6 MDa), pese a que tiene la ventaja de proporcionar un mayor tiempo de
permanencia, puede perder capacidad de unién al receptor CD44 [26].

1.4 Innovacion en la viscosuplementacion

Los cambios patoldgicos del HA en el liquido sinovial en los pacientes con OA condujeron a la
viscosuplementacidn mediante la inyeccion intraarticular. A finales de 1980 se empezé a
investigar sobre la seguridad y eficacia de la inyeccidn intraarticular de HA, pero no fue hasta
1990 cuando Puhl [30] demostrd la seguridad de esta técnica desencadenando una amplia
variedad de estudios para analizar el efecto de HA. Otro estudio, realizado por Bellamy,
demostré la eficacia de HA como viscosuplementacién en la rodilla de pacientes con OA [31].

La viscosuplementacion comenzd a usarse clinicamente en Europa en 1995 aunque previamente
ya se usaba Japdn e Italia y en Canada en 1992. Por ultimo en 1997, entré en vigor en Estados
Unidos [26].

Aungue existe una multiple variedad de estudios donde se demuestran los efectos positivos del
HA en pacientes con OA todavia no hay informacién suficiente para concluir el efecto de este
tratamiento a largo plazo en humanos. Por tanto es necesaria la realizacion de estudios futuros
para determinar los beneficios a largo, la cantidad de inyecciones necesarias y el momento ideal
para su administracion [30, 31].

Los dos productos mds usados clinicamente en la actualidad son el HA natural (Hyalgan) y
Synvisc, un hilano sintético G-F 20 [26]. El hilano es un HA reticulado y tiene mejores propiedades
mecanicas (mayor peso molecular de cadena y viscoelasticidad). Esto provoca que el
tratamiento con hilanos sea mas eficaz porque perduran mas tiempo en la articulacion [26].
Otros productos comerciales analogos se basan igualmente en estrategias equivalentes al
Hyalgan (Supartz, Orthovisc, Euflexxa) o al Synvisc (Monovisc, Gel-One), con sutiles diferencias
en la concentracién del soluto que afectan muy sutilmente al efecto clinico o la persistencia en
el tejido. Actualmente en el mercado se emplean pesos moleculares de HA muy altos (3-6 MDa),
medios-altos (0.5-2 MDa) y bajos (0.1-0.5 MDa). El peso molecular promedio de HA de una
rodilla sana es de 5-6 MDa. Euflexxa es el producto que mas se asemeja a este peso (2.4-3.6
MDa) siendo el resto de productos de menor peso molecular excepto Synvisc, que tiene 6 MDa.

La administracion sistémica de farmacos en las articulaciones sigue siendo un reto debido a que
el tejido es avascular y a la limitada permeabilidad, tanto de la membrana sinovial, como de la
capsula articular. Actualmente, las inyecciones intraarticulares no se usan para administrar
farmacos antiinflamatorios o analgésicos. Esta falta de métodos para administrar farmacos en
el tratamiento de la OA se debe a los problemas de formulacidn y a la invasion de la técnica.

A pesar de la existencia de diferentes formulaciones como micro o nanoparticulas e hidrogeles
gue permiten una liberacién controlada del farmaco y aumentan los tiempos de retencion en
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las articulaciones previos a los efectos sistémicos secundarios, lograr farmacos con cargas
suficientemente elevadas para poder realizar la liberaciéon de dosis terapéuticas de farmacos
durante periodos prolongados de tiempo evitando asi la inyeccion ciclica, es un desafio actual.
Se considera un desafio por la deficiente irrigacion y permeabilidad tanto de la cdpsula articular
como de la membrana sinovial de las articulaciones afectadas [32].

1.4.1 La quimica EDC/NHS

Los hidrogeles son biomateriales con wunas buenas propiedades mecanicas, con
biocompatibilidad y con una alta permeabilidad. Para obtener estas propiedades mecdnicas se
han empleado muchos métodos diferentes de entrecruzamiento quimico y agentes de
entrecruzamiento para producir materiales de acido hialurdnico similares a un gel mediante la
formacion de redes covalentes [33].

A pesar de existir diferentes métodos como la reaccidn de adicién tipo Michael y la reaccién de
base de Schiff, que eran capaces de obtener hidrogeles de HA biodegradables y con buenas
propiedades mecanicas apropiados para la biomedicina, seguian existiendo algunos problemas
como la citotoxicidad del aditivo exdgeno o los agentes encargados de reticular. Otro problema
era que el proceso de gelificacidon no ocurria de forma controlada. Es por ello por lo en un trabajo
publicado por Bian y otros [33] crearon un hidrogel a partir gelificacién in situ de un gel
inteligente autorreticulante a partir de acido hialurénico tiolado, obtenido mediante la
modificacidon quimica de este. Se emplean modificaciones de HA basadas en tioles, o HA-SH,
debido a su excelente compatibilidad, ya que el HA estd presente de forma natural en el
organismo, los compuestos de sulfhidrilo estan distribuidos en tejidos animales y la formacidn
de los puentes de disulfuro (reticulacién) estd promovida simplemente por la presencia de
oxigeno molecular o atémico.

HA-SH se sintetiza utilizando la ruta quimica denominada EDC/NHS. El EDC es la carbodiimida 1-
etil-3-(3-dimetilaminopropil)[34] y es un agente reticulante que se emplea para que se produzca
el acoplamiento de los grupos carboxilo a aminas primarias [34, 35]. Esta reaccion ocurre en dos
pasos, como indica la Figura 7:

1. EIEDC reacciona con los grupos carboxilo y en presencia de N-hidroxisuccinimida (NHS)
forma un éster de NHS reactivos con amina. El uso de NHS es preferible ya que presenta
mayor solubilidad al agua [34, 35].

2. En este punto, una amina primaria es capaz de entrar en contacto con este de forma
gue dona un par de electrones con el objetivo de formar una amida. Si la molécula a la
gue pertenecia la amina primaria contenia un sulfhidrilo terminal, este queda expuesto,
con el potencial de poder generar puentes de disulfuro por oxidacién.

Esta técnica de entrecruzamiento del hidrogel permite la incorporacion de diferentes farmacos
a su estructura logrando asi obtener estructuras funcionalizadas de HA que ademas tienen la
capacidad de mantener las propiedades viscoelasticas especificas para tratar diferentes
enfermedades.
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FIGURA 7. Via Quimica EDC/NHS PARA GENERAR MODIFICACIONES QUIMICAS DE POLISACARIDOS CARBOXILADOS
QUE PUEDEN DAR LUGAR A HIDROGELES HA-SH [35]
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2. Objetivos vy justificacion

2.1 Resumen y contexto de la invencion

Este Trabajo Fin de Grado (TFG) estd enmarcado en una de las primeras fases de un proyecto de
investigacion mas amplio (para que el que se ha solicitado financiacién a la administracién
autondmica) que estd llevando a cabo un grupo de investigacion del CBIT y en el cual se ha
participado. Asi mismo, la planificacién del TFG ha sido fruto de otro defendido previamente en
la Escuela Técnica Superior de Ingenieros Industriales de Valencia [36]

El objetivo principal es el desarrollo de un producto sanitario que sea un gel auto-reticulable in
situ de HA modificado mediante tioles (HA-SH) que sirva como dispositivo viscosuplementador
asi como también produzca una liberacidn controlada de CS para el tratamiento de OA.

2.2 Objetivos particulares

En este trabajo, se han abordado las etapas preliminares (el desarrollo del hidrogel) y los tres
objetivos mas concretos, que se describen a continuacién junto con la metodologia seguida para
llevarlos a cabo.

e Fabricacion del gel a partir de la modificacion del HA a diferentes concentraciones con
cisteamina (CSA) recurriendo a la quimica EDC/NHS, para obtener asi el HA-SH
mencionado anteriormente. Se parte de cuatro diferentes concentraciones de HA y se
produce su caracterizacidon usando alguna técnica de cuantificacion colorimétrica para
determinar el grado de sustituciéon de los tioles. Una vez caracterizado, se podra realizar
la sintesis Unicamente con la concentracion de HA que mayor grado de sustitucion
presente.

o Verificacion del efecto del oxigeno en la disolucién para formar el reticulado de
las cadenas para poder garantizar la gelificacidn in-situ.

e Determinacion de la concentracién dptima (mayor grado de injerto) del CS en el HA
empleando técnicas de cuantificacion del residuo N-terminal de la macromolécula.
Para ello se realizara la sintesis siguiendo la misma quimica que para la modificacion
del HA, probando 3 concentraciones distintas de CS.

e Determinacion de la técnica de entrecruzamiento éptima (mayor grado de tiolacién y
de injerto de CS). Para ello se realizaran dos sintesis con la concentracién éptima de CS
y de HA empleando dos técnicas diferentes (afiadiendo CSA al inicio de la sintesis o
tras 48 h de reaccién).

e El ultimo objetivo es la obtencién de un método de sintesis valido que permita aunar
ambas modificaciones y permita la gelificacion in situ del hidrogel en las condiciones
adecuadas, para su posterior verificacion preclinica in vitro y futura aplicacion clinica.
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3. Materiales y métodos

3.1 Obtencion y modificacién del HA mediante tiolacion

3.1.1 Funcionalizacion

Para iniciar la tiolacién del HA que dara lugar al hidrogel, previamente se prepararon las
soluciones de acido hialurénico con agua Milli-Q y se dejaron agitar en frio (5-8 2C) durante 24-
72 horas. El agua Milli-Q que se emplea en los laboratorios es agua ultra pura y se denomina asi
ya que ha sido filtrada y purificada por ésmosis inversa. Cada solucién contenia una
concentracién diferente de HA con el objetivo de poder determinar la éptima: 0.1%, 0.25%, 0.5%
y 1% expresado en % m/v (1, 2.5, 5y 10 mg/ml, respectivamente). El HA que se empled tenia un
peso molecular 1.5-1.8 MDa (Sigma Aldrich, 99% pureza, 401 g/mol).

Una vez preparadas las muestras de HA, se empezd la reacciéon EDC/NHS explicada en el
apartado 1.4.1. Para ello se empled una proporciéon 1/4/2/4, siendo estas proporciones las
equivalentes a las proporciones molares de HA/EDC/NHS/CSA, por ser las proporciones mas
favorables para un injerto efectivo de CSA de acuerdo a estudios previos [33]. Cabe destacar, en
este punto, que cuando se han realizado calculos de concentraciones molares para el HA, se han
hecho asumiendo que 1 mol en este caso no se referia a un nimero de Avogadro de
macromoléculas de HA, sino de unidades de repeticién del mismo. Esto se debe a que cada
unidad de repeticién cuenta con un Unico radical carboxilo, que es el grupo funcional susceptible
de ser activado por el EDC. Para realizar esta reaccion, primero se pesaron las respectivas masas
de NHS (Sigma Aldrich, pureza 98%.115.09 g/mol) para cada concentracion de HA y se
depositaron en los frascos de vidrio donde estaban las muestras de HA y se agitaron. Se realizd
el mismo procedimiento con EDC-HCI (Sigma Aldrich, pureza 99% ,191.70 g/mol) pero
depositando estas cantidades en la solucién anterior y dejando agitar durante 2 horas, para asi
facilitar la homogeneizacién de la disolucién, puesto que el NHS requiere mas tiempo para
disolverse en fase acuosa (20 — 30 min) que el EDC-HCI, pero no es hasta que se afiade el EDC-HCI
cuando la reaccién empieza a tener efecto, ya que este Ultimo es el responsable de que el NHS
se “acople” al HA.

Por ultimo, se pesd y se aiadio la cisteamina hidrocloruro o CSA-HCI (Sigma Aldrich, pureza 97%
113.61 g/mol). La cisteamina es una sustancia muy higroscdpica, es decir, que atrae agua en
forma de vapor o de liquido de su ambiente, por tanto, se extrajo empleando una cadmara
estanca inundada de nitrégeno tal y como se muestra en la Figura 8 para protegerla de la
humedad ambiental.
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FIGURA 8. MONTAJE PARA EXTRAER LA CISTEAMINA EN LA CAMARA DE NITROGENO DONDE SE OBSERVA QUE ESTA
SE VIERTE SOBRE UN TUBO EPPENDORF® (RODEADO EN COLOR ROJO) PARA SU PESADO POSTERIOR.

Para controlar el agua que absorbe la cisteamina, se cogidé una cantidad que se vertié en el
Eppendorf® en un ambiente de nitrégeno y se pesé. Posteriormente, se procedio a diluirlaen 1
ml de agua Milli-Q desoxigenada siendo capaces asi de controlar la cantidad de moléculas de
agua al que estaba sometida.

Una vez se anadid a cada muestra de HA sus respectivos volumenes de CSA, se regulé el pH a
4.75 (anadiendo 1.0 M NaOH o 1.0 M HCI) y se midié6 mediante pH-metro o tiras reactivas,
cuando la viscosidad impedia la determinaciéon correcta del pH. El pH acido se usé para favorecer
la reaccion (NH2,>NHs*) como se muestra en la Figura 9. Posteriormente se dejo la reaccion 24
horas agitando. Finalmente, a juzgar por los resultados preliminares, se probd a repetir la
sintesis durante 48 horas en lugar de 24 horas, para ver si el incremento en el grado de tiolacidn
era considerable.

Tras esas 24 horas, se determiné el grado de tiolacidn de las muestras empleando el método de
Ellman y midiéndolas en el espectrofotdmetro, como se explicard en el apartado 3.2.
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FIGURA 9.EN LA PARTE IZQUIERDA SE OBSERVA LA MOLECULA DE HA moODIFICADA (HA-NHS), QUE AL
REACCIONAR CON LA CISTEAMINA, FORMA EL GRUPO QUiIMICO AMIDA DEJANDO EXPUESTOS LOS SULFHIDRILOS
(PARTE DERECHA) [33].

La reaccidn explicada en la Figura 9 se produce porque la cisteamina tiene la estructura que
muestra la Figura 10.
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FIGURA 10. ESTRUCTURA MOLECULAR DE LA CISTEAMINA [37].

3.1.2 Didlisis

Se trasvasaron las muestras de HA a membranas de 3500 Da de masa molar limite para realizar
la didlisis contra una disolucién de NaCl 100 mM a pH 3.5, 4cida por la adiciéon de HCI[33], de
forma que se eliminaran las posibles sales reactivas en las muestras mediante el proceso que se
explica a continuacion. Se colocaron las 3 muestras en el medio de dialisis (con un volumen de
al menos 100 veces superior al volumen de la muestra, de acuerdo a las recomendaciones del
fabricante de las membranas) durante 24 horas en acido y con NaCl y luego otras 24 horas en
H,0 destilada (48 horas de dialisis), para eliminar la NaCl y no tenerla sélida en el posterior
proceso de liofilizacidn. Esta segunda didlisis a pH neutro (pH=7) sirvié también para hacer una
prueba y poder determinar el momento aproximado de gelificacion de las muestras. Una vez
pasados 30 minutos se midid el pH de las 3 muestras de HA (0.1%,0.25% y 0.5%). Se realizé el
mismo procedimiento a las 24 horas para ver si las muestras habian gelificado y asi poder
determinar un tiempo aproximado.

Se empled un medio de didlisis acido porque previene el entrecruzamiento de los hidrogeles
durante la didlisis, es decir, para tener un control del momento de gelificacion de las muestras.

La dialisis es una técnica que consiste en el intercambio de sustancias o moléculas en funcién de
su tamafio a través de una membrana (Figura 11).

Membrana
| dializadora
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FIGURA 11. EXPLICACION GRAFICA DE LA DIALISIS QUIMICA.

El intercambio se produce de mas a menos concentracion y depende de tanto la permeabilidad
como de la superficie de la membrana. Como resultado se obtiene el paso de las moléculas
pequefias y el solvente, pero no de las moléculas grandes.

El HA de alto peso molecular (1.5 MDa) permanecié dentro de la membrana mientras que las
sales reactivas se transfirieron por difusién al medio de dialisis. El montaje experimental que se
Ilevé a cabo se muestra en la Figura 12 para cada muestra de HA.
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FIGURA 12. EN LA IMAGEN DE LA IZQUIERDA SE OBSERVA EL MONTAJE EXPERIMENTAL DE LA DIALISIS DE UNA
MUESTRA DE HA, QUE SE MUESTRA ESQUEMATICAMENTE EN LA IMAGEN DE LA DERECHA. SE PARTE DE UN VASO DE
PRECIPITADOS CON AGUA (CON NACL, ACIDA O DESTILADA) Y UN AGITADOR MAGNETICO, Y SE COLOCA LA
DISOLUCION DENTRO DE LA MEMBRANA ENTRE DOS PINZAS DE PLASTICO.

3.2 Determinacion del grado de tiolacion

Para la determinacién del nimero de sulfhidrilos libres presentes en las cadenas de HA-SH
(recordemos que la CSA libre puede atravesar la membrana de dialisis) se empled el método de
Ellman [33]. Este método utiliza el DTNB o 5,5'-ditio-bis-(acido 2-nitrobenzoico) (Sigma Aldrich,
99% Pureza) que es un compuesto soluble en agua que permite cuantificar los grupos sulfhidrilo
(-SH) expuestos en una solucién a pH neutro porque, al reaccionar con estos, el resultado es un
producto de color amarillo. Es una reaccidn rapida y de alto coeficiente de extincién molar [38].
El coeficiente de extincion molar es un parametro que indica con qué intensidad una sustancia
(a una determinada longitud de onda) absorbe la luz por concentracién molar [39].

La reaccién del DTNB con un grupo sulfhidrilo libre produce una mezcla de disulfuro y acido 2-
nitro-5-tiobenzoico (TNB) como muestra la Figura 13. Algunos estudios han demostrado que el
coeficiente de extincidn molar del TNB se refleja con mayor precisién en un valor de 14.150 M?
cm™*a412 nm [38].
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FIGURA 13. ESTRUCTURA QUIMICA DEL REACTIVO DE ELLMAN (DTNB; IZQUIERDA) Y REACCION DEL DTNB EN
PRESENCIA DE -SH (SULFHIDRILOS; DERECHA) [38]
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Los grupos sulfhidrilo pueden cuantificarse empleando una curva patrén creada a partir de
concentraciones conocidas de un compuesto que contiene sulfhidrilo, como la cisteina [38]. En
este caso se empled CSA, que al igual que la cisteina tiene una estructura molecular sencilla, con
un grupo sulfhidrilo (Figura 10).

El procedimiento que se siguid es el que indica el protocolo de Thermo Scientific para Ellman’s
Reagent [38], de forma que primero se prepard el reaction buffer o disolucién tampdén con 0.1M
fosfato de sodio a pH=8 y conteniendo 1 mM EDTA. También fue necesario disolver el reactivo
de Ellman en la disolucién tampédn y tener preparada la cisteamina.

Se preparo una serie de estandares en 8 tubos diferentes nombrados de la A (CSA 1.5 mM) ala
G (CSA 0.1 mM), el blank (o blanco de referencia, cuya concentracion final tendra que ser 0 mM)
y las cuatro muestras de HA-SH (0.1%, 0.25%, 0.5%) en los que se disolvio 50 pl del reactivo de
Ellman, 2.5 ml de la disoluciéon tampdn y 250 pl de cada una de las muestras diluidas de forma
gue la concentracién de sulfhidrilos de estas muestras se encontrara dentro del rango de trabajo
de la curva estandar (1.0 mM) incluso si el grado de tiolacién fuera el 100%.

Consistia en una dilucion seriada en la que se partié de la muestra A, para la que se hizo un
calculo del volumen inicial necesario de la disolucién tampdn a partir de CSA (expresada en
mol/l), de la concentracidn del protocolo (1.5mM) y del volumen seleccionado: V;C; = V,C,

Después se cogid volumen del tubo anterior hasta llegar al blank. Tras hacer esta mezcla, se
esperd durante minimo 15 minutos para cada una de las muestras y se midié con el
espectrofotémetro (Victor® Perkin Elmer 8000) a una longitud de onda de 412 nm con el objetivo
de determinar la absorbancia de las mismas. Se realizaron las medidas con una diferencia de 1
minuto entre cada muestra, tiempo suficiente para poder limpiar y rellenar la cubeta del equipo.

El espectrofotdmetro es un instrumento que sirve para medir o cuantificar sustancias muy
diluidas en un medio que no contribuye en la medida. Este instrumento funciona proyectando
un haz de luz monocromatica a través de una muestra y midiendo la cantidad de luz que es
absorbida por dicha muestra. Como resultado se obtiene o bien informacion de la naturaleza de
la muestra o de forma indirecta la cantidad de la sustancia de interés que contiene la misma.

Andlogamente, se hizo una prueba que consistia en afiadir 3 ml de agua destilada a pH diferentes
con 50 pl de reactivo de Ellman para determinar si el pH influia en las medidas, puesto que la
dialisis se realizd a pH 3.5y, por tanto, las muestras de HA podian ser ligeramente mas acidas
que los patrones. Se probd con 8 tubos de ensayo a pH 3.5, 4, 45, 5, 55, 6, 6.5y 7
respectivamente (Figura 14), afiadiendo HCI/NaOH para regularlo. Acto seguido se midieron
empleando el espectrofotémetro.
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FIGURA 14. MONTAIJE EXPERIMENTAL QUE SE REALIZO PARA DETERMINAR SI EL PH AFECTABA A LAS
MEDIDAS.

3.3 Injerto de CS

Se realizod esta sintesis con el objetivo de que el CS se injertara en los grupos laterales de las
cadenas de HA, dando lugar al HA-g-CS, una macromolécula con la apariencia de “cepillo de
botella” como la que se ha descrito en 1.3.

Para llevar a cabo la sintesis, se siguié el procedimiento explicado en el apartado 3.1.1, es decir,
se empled la técnica EDC/NHS pero sustituyendo CSA por CS (Sigma Aldrich). Se probd con
diferentes proporciones de CS 1:100, 1:50 y 1:15 (CS:Carboxilos de HA) [19] para determinar
cual era la dptima. Debe tenerse en cuenta que, por cada mol de carboxilos de HA, se requeria
un mol de macromoléculas enteras de CS, pues solo hay una amina terminal por cada
macromolécula; de ahi que las proporciones no se hayan podido llevar mas préximas a 1:1,
puesto que las disoluciones habrian sido trabajosamente viscosas y dificiles de disolver.
Posteriormente se realizé la didlisis conforme se explica en el apartado 3.1.2 para eliminar los
reactivos y que al liofilizar inicamente quedara el HA y el CS.

3.4 Determinacion del grado de injerto de CS

Para medir la cantidad de aminas terminales del CS no reaccionadas de las muestras, es decir,
determinar el contenido de aminas primarias (PA), se llevé a cabo un estudio mediante la técnica
de la fluorescamina (Sigma Aldrich, 298% pureza, 278.26 peso molecular) [40]. La fluorescamina
(FCA) es un reactivo florométrico que reacciona con las PA de forma que la fluorescencia
resultante de esta reaccion directa es proporcional a la concentracién de PA (Figura 15). Esta, se
midié empleando el equipo un lector de placas por fluorescencia (espectrofotometro de masas
Victor® Perkin Elmer 8000) usando una placa negra de 96 pocillos de fondo plano para proteger
de la luz tanto al reactivo (fluorescamina) como a las muestras que lo contenian. Ademas se usd
el filtro de 355 nm (el mas apropiado disponible en el laboratorio) porque cuando se excitan las
muestras a 365 nm, la fluorescencia de las aminas primarias del compuesto tiene una longitud
de onda de emision de 470 nm [41].
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FIGURA 15. REACCION DE LA FLUORESCAMINA CON UNA AMINA PRIMARIA

Para hacer la recta patrén (calibrado), se usé la glicina (Gly-HCl) (Sigma Aldrich, >299%
pureza,75.07 g/mol) cuya estructura se muestra en la Figura 16. Es un aminoacido muy similar
al que el CS emplea para anclarse a la proteina del nudcleo del proteoglicano naturalmente
(serina), el cual tiene una amina primaria por molécula (luego la proporcién molar es conocida).

Como blanco para las lecturas se empleé la solucion tampédn libre de muestras con reactivo de
fluorescamina [41], como control positivo albimina de suero bovino (BSA) (Sigma Aldrich, 298%
pureza, 66.430 g/mol) puesto que su alta proporcion de PA/molécula es conocida (19,74 + 4,45
PA por molécula) [41]. Es tan alta porque muchos de los aminoacidos en el esqueleto de la
proteina BSA contienen PA. Como control negativo se usé la L-prolina (Sigma Aldrich, 115,13
g/mol) porque tiene una amina secundaria pero no primaria (Figura 16).

HO (0]
HN
0
HN
HO
Glicina L-prolina

FIGURA 16. EN LA IMAGEN SE OBSERVAN DOS DE LOS REACTIVOS QUE SE UTILIZABAN PARA LA RECTA PATRON
(GLICINA) Y COMO CONTROL NEGATIVO (PROLINA)[42].

Se empled una disolucién tampdn tetraborato sddico (SBB, Ph 9,4) para crear la solucidn de cada
muestra. Posteriormente se diluyeron de forma seriada con la fluorescamina como reactivo y
finalmente se analizaron empleando el espectrofotémetro lector de placas Victor® (Perkin-
Elmer), siguiendo el procedimiento establecido por Sarkar, et al. [41]. Se midieron las muestras
de los patrones, Gly-HCI, CS, BSA, L-prolina y las muestras a determinar HA-g-CS a diferentes
concentraciones) por triplicado en la placa negra de 96 pocillos [41].

A partir de la regidn lineal obtenida a partir de la curva estandar o recta patrdn de la glicina se
calculé la concentracién de aminas primarias que contenia cada una de las muestras (cada una
con una concentracion de CS diferente) para poder determinar asi el grado de injerto de CS y la
concentracién que permitia un grado satisfactorio de injerto.

38



3.5 Sintesis de SH-HA-g-CS

Gracias a que tanto la funcionalizacién como el injerto se basaban en el mismo mecanismo
quimico de reaccién, se pudieron llevar a cabo dos sintesis de SH-HA-g-CS empleando
Unicamente la técnica EDC/NHS y la concentracion éptima de CS. Estas se hicieron en paralelo,
afadiéndole a ambas también CSA (SH-HA-g-CS), pero con la diferencia de que a la primera se
le afiadio tras 24 horas de reaccion, dejandola reaccionar 24 horas mas (SH-HA-g-CS 24/48) y a
la segunda al inicio (SH-HA-g-CS 48/48), de forma que estuvo reaccionando las 48 horas
seguidas. Después de la funcionalizacidn, se dializaron las dos muestras durante 24 horas.

Estas sintesis se produjeron con el fin de poder determinar y comparar asi sus propiedades
viscoelasticas y el punto de gel de los hidrogeles.

Se esperaba que la sintesis SH-HA-g-CS 24/48 tuviera menor grado de tiolacion que la SH-HA-g-
CS 48/48 al estar CSA menos tiempo reaccionando, pero mayor grado de injerto de CS debido a
la menor competencia con la misma. Ademas, se esperaba que la sintesis SH-HA-g-CS 24/48
fuera mas viscosa (por tener mayor grado de injerto de CS) y por tanto mas dificil de manejar.
Finalmente, se puede concluir que ambas sintesis contaban con ventajas e inconvenientes.

3.6 Liofilizacion

Se neutralizaron todas las muestras a un pH=6.5 afladiendo 1.0M NaOH y se liofilizaron durante
48 horas. Este proceso se produjo por un doble propdsito, el primero es que las muestras
liofilizadas (secas) se conservan mejor que las muestras hidratadas (hidrogeles) debido a la alta
degradacion de estas ultimas por la sensibilidad del HA a las enzimas especificas del cuerpo. La
segunda, es que permite determinar gravimétricamente el HA (por diferencia de masa antes y
después de la tiolacién) y asi poder comprobar que la funcionalizacidon se ha producido de forma
adecuada.

La liofilizacidn inicialmente congela el material a -80°C de forma que produce una transicion de
fases entre sélido-liquido. Después, se elimina el hielo mediante sublimacién a muy bajas
presiones (conversion directa a vapor) quedando una fase de soluto concentrado, que es el
material liofilizado, tal y como se muestra en la Figura 17 [43].
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FIGURA 17. PROCESO DE LIOFILIZACION [43].

En la Figura 18 se muestra el equipo que se empled para liofilizar. En la zona superior de cristal
es donde se colocaron las muestras (camara estanca sobre la que se ejerce vacio), en recipientes
con una superficie amplia para que se liofilizaran todas las partes de las muestras por igual.

\‘(R-Istar

Yo ¢

FIGURA 18. LIOFILIZADORA (FREEZE-DRYING).

3.6.1 Hidratacion de las muestras liofilizadas

Se hizo un ensayo preliminar que consistio en hidratar las muestras liofilizadas con agua
desoxigenada, oxigenada y acida (pH<7) para determinar cual de ellas producia el
entrecruzamiento y por tanto gelificacion. Este ensayo no requirié el uso del reémetro (ver
apartado siguiente) ya que su objetivo no era determinar el tiempo de entrecruzamiento ni las
propiedades viscoeldsticas, sino Unicamente ver si las muestras gelificaban.
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Se llevé a cabo el proceso de la desoxigenacidn del agua vertiendo la misma sobre un recipiente
cilindrico de vidrio. Posteriormente se colocé en una placa calefactora a alta temperatura a la
vez que se conectd a una trampa de nitrégeno. Se abrié la bala de nitrégeno para que burbujease
mientras que se enfriaba a temperatura ambiente con el objetivo de desplazar el O, por otro
gas (Figura 19). Una vez finalizado este proceso, el bote se sellé6 con Parafilm para evitar le
entrada de O,.

Qus oukt

FIGURA 19.PROCESO DE DESOXIGENACION DEL AGUA

3.7 Reologia de los hidrogeles

3.7.1 Determinacion de la concentracion de oxigeno disuelto

Para determinar el efecto del oxigeno de las diferentes disoluciones a emplear en la gelificacion
de las muestras liofilizadas SH-HA-g-CS 24/48 y SH-HA-g-CS 48/48, se estimd la concentracion
de oxigeno del agua Milli-Q, del agua destilada y de una disolucidn de perdxido de hidrégeno 20
mM (o agua oxigenada) usando el kit de prueba de oxigeno disuelto de Hanna (Figura 20). Este
kit es una valoracidon quimica basada en el método Winkler ya que permite determinar la
concentracidn de oxigeno disuelto en agua (en un rango de 0-10 mg/L de O,) de manera rapida
y sencilla [44]. Se hizo una prueba de O, disuelto porque este es el precursor de la formacion de
los puentes de disulfuro y por tanto de la gelificacion del HA funcionalizado.

STARCH INDICATI

FIGURA 20. KIT DE PRUEBA DE OXiGENO DE HANNA
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3.7.2 Caracterizacion de las propiedades viscoelasticas de los geles SH-HA-g-CS

Se caracterizo las propiedades viscoelasticas del hidrogel SH-HA-g-CS empleando el reémetro
Discovery HR 20 (Figura 21). Primero se procedio a la determinacion del tiempo de gelificacidn
de los hidrogeles usando una geometria que consistia en dos platos horizontales de 20 mm de
didametro de acero inoxidable y un gap (distancia plato-vastago) de 1000 um. Este barrido
temporal de realiz6 dentro de un intervalo de tiempo determinado (1800 segundos) para
controlar la gelificacion in situ de las soluciones de hidrogel de SH-HA-g-CS .

FIGURA 21. REOMETRO QUE SE USA PARA DETERMINAR LAS PROPIEDADES VISCOELASTICAS DE LOS HIDROGELES

El ensayo se realizd a 379C para emular condiciones fisiolégicas. Consistié en colocar las
muestras SH-HA-g-CS de 24/48 y SH-HA-g-CS de 48/48 liofilizadas en el centro del platillo y del
vastago e hidratarla con aguas con diferente concentracion de O, disuelto: agua Milli-Q, agua
destilada y agua oxigenada para ver con qué agua gelificaba in situ. Se probd tanto con
diferentes aguas con un volumen conocido determinado en funcién del gap del reémetro con la
finalidad de obtener un producto facilmente manejable a la hora de su produccion.

Durante el montaje, se pusieron gotas de la misma agua que se estaba implementando para
reticular el gel alrededor de la muestra y se cubrié con un protector especial del reémetro para
evitar obtener falsos resultados por la evaporacidon del agua durante el tiempo que dura el
ensayo (Figura 22).
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FIGURA 22. MONTAIJE EXPERIMENTAL PARA EVITAR LA EVAPORACION DEL AGUA. SE DISPONIAN RADIALMENTE
VARIAS GOTAS DE AGUA EN EL PLATO INFERIOR, SIN INTERFERIR CON LA ROTACION DEL PLATO SUPERIOR.

Asimismo, se aplicd preliminarmente un barrido de frecuencia a unas amplitudes de
deformacién que se determinaron que estaban en el rango viscoelastico lineal (entre 0.01 Hz y
10 Hz) manteniendo una deformacién constante de 1% y un barrido de amplitud a una
frecuencia de 1 Hz constante y variando la deformacidn entre 0.01-100% sobre las muestras HA-
g-CS para determinar los parametros 6ptimos (strain y frecuencia)[45].

Una vez determinados los parametros éptimos, se programd un barrido oscilatorio para seguir
el proceso de gelificacion, fijando el strain (deformacién) al 1%y la frecuencia a 1 Hz. Este ensayo
empezé una vez se habia afiadido el H,0 que inicia la gelificacion, en caso de que esta ocurriera.

Se registro la evolucidn temporal de G' (médulo de almacenamiento o eldstico) y G”(méddulo de
pérdidas o viscoso) del barrido oscilatorio y del de frecuencia.
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4. Resultados y discusion

4.1 Optimizacién del proceso de sintesis de HA-SH

El objetivo era determinar la concentracion de HA que mas grado de tiolacién presentara para
poder realizar una funcionalizacién éptima de forma que se pudiera tener un mejor control del
entrecruzamiento de los hidrogeles. Cabe recordar que el entrecruzamiento se produce en
presencia de oxigeno ya que la formacion de los puentes de disulfuro se produce por oxidacion.

Inicialmente, se realizé una sintesis de prueba al HA 0.1% v, tras hidratar las muestras de HA-SH
con agua con diferente concentracion de O, disuelto (desoxigenada, oxigenada y a pH< 7), se
comprobd que todas las muestras gelificaban (Figura 23), pese a que la gelificacion no deberia
producirse cuando la concentracion de O, disuelto es muy baja y, sobre todo, cuando el pH es
acido. Este resultado demostraba que las muestras estaban gelificadas previamente a la
hidratacion y se obtuvo debido a un error experimental en la extraccion de CSA. A partir de esta
primera sintesis se empezd a emplear la caja de nitrégeno para extraer CSA en un ambiente
controlado, pues es altamente higroscopico.

HA-SH
H,0 desorigenoda

FIGURA 23. RESULTADO DE HIDRATAR LOS GELES CON DIFERENTES H,0

A partir de una segunda sintesis, se obtuvieron disoluciones homogéneas y con una viscosidad
relativamente facil de tratar, excepto la muestra con HA 1% inicial. Se observé que no era una
sustancia liquida como el resto de muestras con diferente concentracién, sino que tenia una
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apariencia ya similar a la de un gel y por tanto dificil de manejar para su posterior injerto de CS
(Figura 24). Como consecuencia, se tomo la decisidon de no volver a hacer la sintesis del HA 1%.

FIGURA 24. RESULTADO DE LA MUESTRA 1% HA ANTES DE LIOFILIZAR. SE OBSERVA CLARAMENTE COMO LA
MUESTRA ESTA CONTENIDA (GELIFICADA) Y NO TIENDE A LLENAR TODO EL RECIPIENTE.

4.1.1 Determinacion del tiempo aproximado de gelificacion

Los resultados obtenidos de la prueba que trataba de determinar el momento de gelificacidn
durante la didlisis fueron inesperados, ya que el pH disminuyd ligeramente cuando en realidad
se esperaba que aumentara, debido a que se estaba dializando frente a un pH mayor (las
muestras estaban pH=4.75 y el medio de didlisis a pH=7). Se observé que las muestras no
gelificaron durante el proceso de dialisis.

4.1.2 Determinacion de la concentracion optima de HA

Para determinar la concentracion de grupos SH (modificacidn por CSA) que presentaba el HA a
diferentes concentraciones y decidir cual era mas favorable para la sintesis en dos etapas se
empled el método de Eliman.
4.5
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FIGURA 25. LA CURVA NARANJA REPRESENTA EL ESPECTRO DE ABSORCION DEL DTNB, MIENTRAS QUE LA
AZUL, REPRESENTA EL DEL DTNB EN CONTACTO CON GRUPOS SH.

Se realizé una comparacién de los espectros de absorcion del DTNB entre 200 y 800 nm sin
modificar y cuando ha estado en contacto con moléculas de SH (en presencia de CSA) para
demostrar el cambio en el espectro que permite cuantificar los SH. Como se puede observar en
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la Figura 25, el DTNB en presencia de SH a 412 nm (longitud de onda que indica el protocolo de
Ellman [38]) da mas sefial que Unicamente el DTNB, por tanto podemos concluir que es un buen
método para cuantificar los -SH.

Para calcular el grado de tiolacién, se obtuvo previamente una recta patrén empleando las
medidas que se realizd mediante el espectrofotémetro. Esta, se obtuvo a partir del blank o
blanco, y de los estandares de la A-G (ver 3.2). A partir de la misma, se pudieron obtener las
concentraciones de grupos SH. El grado de tiolacién se calculé haciendo la divisién de la

concentracién (C) de SH entre la de grupos COOH provenientes de las unidades de repeticion

C , . A
—SH__) Nétese que el resultado del cociente seria 1 si todos
CcooH_HA

los grupos carboxilo del HA hubieran sido funcionalizados con la CSA.

del HA introducido originalmente (

Se pudo concluir que las muestras tenian un grado de tiolacién mayor cuanto mayor era la
concentracién de HA en la disolucién inicial preparada, teniendo mayor cantidad la muestra de
HA 0.5%, como se observa en la Tabla 2. Estos resultados obtenidos a partir de los calculos eran
coherentes con lo que se observd experimentalmente, debido a que cuanto mayor fuera el
grado de SH presente en las muestras, mas amarillas serian las muestras porque tendrian un
mayor nimero de SH que reaccionaran con DTNB.

TABLA 2. RESULTADOS DEL GRADO DE TIOLACION DE LAS MUESTRAS DE HA-SH TRAS 24 HORAS DE REACCION

Muestras Grado de tiolacion
HA 0.1% 6.48%
HA 0.25% 10.30%
HA 0.5% 18.17%

Se observé que la muestra de HA 0.1% era menos amarilla, la del HA 0.25% era de un color
amarillo neutro y la muestra de HA 0.5% era amarillo mas intenso. También se observé que el
medio de dilisis tenia un color transparente y que por tanto no tenia SH (Figura 26).

Se realizé también un experimento de HA-SH reaccionando 48 horas y calculando el grado de
tiolaciéon para ver si este aumentaba al aumentar el tiempo de reaccidn. Los resultados
obtenidos de este experimento fueron los que se muestran en la Tabla 3. Como se puede
observar, la muestra HA 0.5% era la que mayor grado de tiolacidn contenia, pero con una
diferencia sutil entre la reaccién de 24 y 48 horas. El hecho de que el valor a 48 horas saliera
mas bajo que el de 24 horas, era porque la técnica también tenia un error asociado, y 18.17% y
15.45% se podian interpretar como "practicamente el mismo valor". Por tanto, se selecciond la
sintesis de 24 horas (por ser mas eficiente experimentalmente) y la concentraciéon HA 0.5%
(6ptima) para las siguientes sintesis.

TABLA 3. RESULTADOS DEL GRADO DE TIOLACION DE LAS MUESTRAS DE HA-SH TRAS 48 HORAS DE REACCION

Muestras Grado de tiolacion
HA 0.1% 6.12%
HA 0.25% 11.30%
HA 0.5% 15.45%
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Cabe destacar, que en el experimento realizado por Bian [33] con condiciones muy similares a
las de este trabajo (mismas proporciones de HA/NHS/EDC/CSA), se obtuvo un mayor grado de
tiolacidon (~ 50%). La diferencia con respecto a los resultados obtenidos en este trabajo es que
aqui se emplearon pesos moleculares de HA mayores que los que usaba Bian y este factor pudo

afectar incrementando la viscosidad de la mezcla y por tanto que la reaccién fuera menos
efectiva.

FIGURA 26. EN LA IMAGEN A SE OBSERVAN LAS MUESTRAS DE COLOR AMARILLO GRADUALMENTE, SIENDO EL TUBO
DE LA 1IZQUIERDA LA MUESTRA DE HA 0.5%, EL SIGUIENTE TUBO EL 0.25%, EL TERCER TUBO EL HA 0.1% Y EL
TUBO DE LA IZQUIERDA EL MEDIO DE DIALISIS. EN LA IMAGEN B SE OBSERVA LA RECTA PATRON, SIENDO EL TUBO DE
LA IZQUIERDA EL BLANCO Y EL TUBO DE LA DERECHA EL ESTANDAR A.

El reactivo de Ellman o DTNB tiene puentes de disulfuro que consecuentemente pueden verse
afectados tanto por las sales (NaCl 0.1 M) como por el pH, de forma que se rompan y den sefial
en el espectrofotdmetro. Por ende, se realizd la prueba de la determinacidn de la influencia del
pH afiadiendo agua a distintos pH durante el método Ellman y se obtuvo que el pH no afectaba
a las medidas porque todas las muestras que se estaban analizando tenian una sefial de entre

0.03-0.05, que significa que no habia casi absorbancia o sefial.

4.1.3 Comprobacion gravimétrica de la funcionalizacion

Se comprobd que la funcionalizacidn habia sido correcta comparando, una vez las muestras ya
estaban liofilizadas, el peso inicial de las que Unicamente contenian HA (sin modificar) y las
muestras HA-SH (modificadas). Se pesaron las muestras ya liofilizadas porque no es hasta que
se realizd este paso hasta que la sustancia dejé de ser liquida (Figura 27).

Para las muestras de HA-SH, se obtuvo una masa mas elevada del HA modificado respecto de la
masa inicial de HA que se afiadié para realizar la sintesis, por lo que se llegd a la conclusién de
gue efectivamente era debido al peso adicional de la funcionalizacién por CSA, si bien también
cabe contar con un ligero incremento de las posibles trazas de sales que no pudieron difundir
durante la didlisis y quedaron como parte de la muestra liofilizada.
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FIGURA 27. APARIENCIA DE LAS MUESTRAS TRAS LA LIOFILIZACION, SIENDO EN ESTE CASO LA MUESTRA DEL
HA 0.5%.

4.2 Determinacion de la concentracién optima de CS con FCA

Para poder determinar esta concentracion, se empleé la técnica de la fluorescamina realizando
el montaje experimental que muestra la Figura 28, que variaba en funcidn de las muestras que
se querian caracterizar. Previamente, se tuvo que usar un agitador vortex para que las
muestras se disolvieran mejor, como era muy dificil, se provocé que la muestra que era muy
viscosa quedara en la parte de abajo del Eppendorf® y usar la parte mas liquida que estaba en
la superficie (sobrenadante) para colocar las muestras en los pocillos. Inicialmente se pudo
apreciar que, a mas concentracion de CS, peor se disolvian las muestras. Tras forzar la
disolucioén, el HA-g-CS que mas contenido de CS tenia, era la muestra mas facil de manejar.

Finalmente, tras realizar la prueba empleando el espectrofotémetro lector de placas Victor?, se
obtuvo que la muestra con mayor grado de injerto de CS y por tanto la que tenia la
concentracién dptima era la HA-g-CS que tenia un ratio 1:50 ya que con menos cantidad que la
del 1:15, tenia casi la misma sefal. Esto ultimo es debido a que parecia que la muestra con
mayor concentracién de CS no aceptaba mas (estaba saturada). Es decir, que habia una
concentracién limite a partir de la cual, el CS no reaccionaba mds con los carboxilos del HA.
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FIGURA 28. MONTAJE EXPERIMENTAL EN LA PLACA DE 96 POCILLOS PARA DETERMINAR EL GRADO DE INJERTO DE
CS. EN LA IMAGEN DE LA IZQUIERDA SE MUESTRA LA RECTA PATRON (A-F), EL CONTROL NEGATIVO (C-), EL
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CONTROL POSITIVO (BSA), EL BLANCO Y LAS MUESTRAS A DETERMINAR. EN LA IMAGEN DE LA DERECHA SE PUEDEN
OBSERVAR LOS VALORES DE LA FLUORESCAMINA OBTENIDOS DE CADA UNO DE LOS POCILLOS.

4.3 Analisis de las muestras SH-HA-g-CS

Tras realizar la sintesis de SH-HA-g-CS 24/48 (1) y SH-HA-g-CS 48/48 (2), cabe destacar que la
primera muestra inicialmente era muy viscosa (incluso con apariencia de gel), pero después de
la dialisis, esta pasé a tener una composicién mas liquida (Figura 29). Este fendmeno pudo ser
debido al elevado grado de injerto de CS inicialmente en la muestra 1, que al tener un alto peso
molecular pudo elevar la viscosidad. Al dializarse, parte del mismo pudo pasar al medio de
dialisis disminuyendo asi la viscosidad. En cuanto a la muestra 2, es coherente que inicialmente
tuviera menos viscosidad por tener menos grado de injerto de CS.

=

FIGURA 29. EN ESTA IMAGEN SE VE LA MUESTRA 1 MUY VISCOSA PREVIA A LA DIALISIS.

4.3.1 Determinacién del grado de injerto de CS de las muestras SH-HA-g-CS

Se llevé a cabo la prueba de la fluorescamina a las muestras SH-HA-g-CS sintetizadas de diferente
forma para determinar cual de ellas contenia una concentracién mayor de aminas primarias, y
por tanto de grado de injerto de CS. El resultado tedrico esperado era que la muestra 1
presentara un mayor injerto que la 2 como consecuencia de que durante la sintesis no hubiera
habido tanta competencia entre el CS y el CSA. A pesar de este razonamiento previo, se obtuvo
gue la muestra 2 tenia mayor concentracion de CS injertado que la muestra 1. Este resultado
pudo ser debido a que la elevada viscosidad de las muestras no permitia la distribucidn
homogénea de la FCA, dificultando asi la interaccidon con los grupos funcionales con los que
reaccionaba. Como se ha mencionado en el apartado 4.3, la muestra 2 tras la didlisis era mas
viscosa que la 1, y por tanto presentd una mayor desviacion en la lectura de aminas primarias
(Tabla 4). Para determinar si la técnica de FCA era correcta, se calculé el nimero de cadenas
modificadas de CS a partir de la masa del mismo afiadida y se obtuvo que la muestra SH-HA-g-
CS 24/48 tenia un 41% de aminas primarias (no injertadas) y que la muestra SH-HA-g-CS 48/48
tenia un 61%. Este resultado fue coherente ya que la muestra SH-HA-g-CS 24/48 tenia menos
grado de tiolacion que la muestra SH-HA-g-CS 48/48 (ver Tabla 6) y por tanto mas grupos
carboxilos libres para que se produjera injerto de CS.

TABLA 4. CONCENTRACION DE AMINAS PRIMARIAS O GRADO DE INJERTO DE CS DE LAS MUESTRAS SH-HA-G-CS

Muestra Cpa (MM) Desviacion
SH-HA-g-CS 1 0.1232 0.018
SH-HA-g-CS 2 0.1789 0.086
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Por ultimo, se calculd el grado de injerto real para la técnica de FCA de CS de ambas muestras
comparando las aminas injertadas de CS con los grupos COOH del HA y se obtuvieron los
siguientes resultados (Tabla 5). Se pudo concluir que la muestra SH-HA-g-CS 24/48 tenia mayor
grado de injerto de CS que la SH-HA-g-CS 48/48.

TABLA 5. GRADO DE INJERTO DE LAS MUESTRAS SH-HA-G-CS

Muestra Grado de injerto
SH-HA-g-CS 1 8%
SH-HA-g-CS 2 5%

4.3.2 Determinacién del grado de tiolacion de las muestras SH-HA-g-CS

Asi mismo, se realizd una determinacion del grado de tiolacion mediante la técnica de Ellman de
ambas sintesis. Como el peso molecular de la CSA (113.61 g/mol) es muy inferior al de CS (20
kDa-50 kDa [41]), se sabe que reacciona antes que este Ultimo. Acorde con este conocimiento,
el resultado obtenido fue que la muestra de HA-g-CS 2 tenia un mayor de grado de tiolacion que
la 1 (Tabla 6), por haber estado la CSA reaccionando y compitiendo con CS desde el inicio de la
sintesis aumentando asi la viscosidad final del mismo.

Cabe destacar que los resultados de tiolacion de las muestras son muy elevados respecto al 15%
gue encontrabamos al emplear Ellman con las muestras HA-SH (ver 4.1.2). Parece que el CS,
pese a no tener grupos COOH como el HA, favorece sinérgicamente la reaccién de sustitucion
del NHS por el CSA mucho mas que cuando estan sin el CS (Tabla 6).

TABLA 6. GRADO DE TIOLACION DE LAS MUESTRAS SH-HA-G-CS

Muestras Grado de tiolacion
SH-HA-g-CS 1 35.14%
SH-HA-g-CS 2 55.98%

4.4 Obtencién y determinacion de las propiedades viscoelasticas

4.4.1 Concentracion de oxigeno disuelto en el agua

Los resultados del empleo del kit fueron los que se muestra en la Tabla 7, ordenados de menor
a mayor concentracion de O, disuelto. Los resultados obtenidos fueron coherentes respecto a
lo que se esperaba.

TABLA 7. CONCENTRACION DE O DISUELTO EN LAS DIFERENTES AGUAS EMPLEADAS PARA DETERMINAR LAS
PROPIEDADES VISCOELASTICAS Y EL TIEMPO DE REFUERZO DE LOS HIDROGELES.

Agua Concentracion de O, disuelto
Milli-Q 2.45 mg/L
Destilada 7 mg/L
Oxigenada (H,0.) 47.7 mg/L
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Finalmente, se concluyé que si se controlaba la cantidad de O, que tenia el agua se controlaba
de forma mas precisa el momento de gelificacion.

4.4.2 Caracterizacién de las propiedades viscoelasticas

El objetivo era determinar el punto de gelificacidn las muestras SH-HA-g-CS de 24/48 y SH-HA-
g-CS de 48/48 liofilizadas con la concentracién dptima tanto de HA como de CS. Tras realizar el
ensayo reométrico, se pudo observar que los hidrogeles ya habian gelificado previamente a la
hidratacion con las aguas con diferentes concentraciones de O, disuelto en el proceso de la
liofilizacién, y que por tanto no se podia obtener ese tiempo o punto de gelificacién. Se llegd a
esta conclusion debido a que la informacion obtenida indicé que el médulo de almacenamiento
G’, era mayor que el mddulo de pérdida G”’ en todas las muestras desde el inicio del ensayo.

Ademas, el mddulo G’ era creciente, indicando que se estaba reforzando la parte elastica y por
tanto aumentando el nimero de entrecruzamientos mientras que el médulo G”, se mantuvo
constante ya que el peso molecular de las muestras, como era de esperar, ni aumentd ni
disminuyd. Por ende, se llegd a la conclusién de que se podia calcular el punto de refuerzo, en
lugar del punto de gel, para dar cuenta de las diferencias con las diferentes aguas.

Como el médulo G’ fue superior al G”, se analizaron sus datos para calcular el tiempo de
refuerzo. Se denomind tiempo de refuerzo o estabilidad al punto donde el hidrogel previamente
formado (de composicion blanda) pasé a tener una composicion mas rigida por el aumento del
numero de entrecruzamientos y se calculé mediante el andlisis de las pendientes del mdédulo
G’(Figura 30). Si en su lugar se hubiera visualizado el punto de gel, el médulo G’ inicialmente
hubiera tenido valores menores que los del médulo G” hasta llegar a superarlo, cruzandose con
este. Ese punto de cruce es donde se hubiera producido la gelificacion.

En la Figura 30 se observa un ejemplo de la obtencién del punto de refuerzo de la muestra SH-
HA-g-CS 24/48 con agua destilada, por ser la que menos tiempo tardo. Los tiempos de refuerzo
del resto de las muestras con las distintas aguas se calcularon del mismo modo y sus resultados
se muestran en la Tabla 8.

SH-HA-g-CS 24/48 SH-HA-g-CS 24/48

1000 1000

G'(Pa)
G'(Pa)
5

0 100 200 300 400 500 600 700 800 500 1000 0 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000

Tiempo (s) Tiempo (s)

FIGURA 30.EN EL GRAFICO A SE OBSERVAN LOS DATOS DEL REOMETRO DE LA MUESTRA SH-HA-G-CS HIDRATADA
CON AGUA DESTILADA. EN EL GRAFICO B SE OBSERVA EL CALCULO DEL TIEMPO DE REFUERZO, DONDE APARECE UNA
FLECHA DE COLOR AMARILLA (113.36 S) DEL PUNTO DE ESTABILIZACION ENTRE LAS LINEAS NARANJA Y AZUL.

Se hizo una grafica comparativa de las 2 muestras por separado, cada una hidratada con las 3
aguas para observar el comportamiento temporal del médulo G’ (Figura 31). Como era de
esperar, una vez alcanzado el punto de refuerzo, la linea se estabilizé porque las muestras no
podian entrecruzar mas, es decir, ya estaban formados los hidrogeles completamente. En la
grafica A de la Figura 31 se observa una nueva serie llamada “Cont.Oxigenada” refiriéndose a
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que es la serie que continta con los datos de la oxigenada porque por errores experimentales,
este ensayo no registrd las muestras hasta completar los 1800 segundos. Se pudo afadir porque
se conoce que las muestras una vez pasado el tiempo de refuerzo se mantienen estables.

SH-HA-g-CS 24/48 A B
SH-HA-g-CS 48/48
1000
1000

G'(Pa)

100 100

G'(Pa)

10
1800 0 200 400 600 800

Tiempo (s)

600 800 1000 1200 1400 1600 1000 1200 1400 1600 1800

Tiempo(s)

— Milli-Q Destilada Oxigenada Cont.Oxigenada —Milli-Q ——Destilada Oxigenada

FIGURA 31. EN EL GRAFICO A SE OBSERVA EL COMPORTAMIENTO DE G’ EN LA MUESTRA SH-HA-G-CS 24/48 coN

LAS 3 AGUAS Y EN EL GRAFICO B SE OBSERVA LO MISMO PERO DE LA MUESTRA SH-HA-G-Cs 48/48.
Los tiempos de refuerzo de la muestra SH-HA-g-CS 24/48 son del orden 5-10 veces inferiores a
los de la muestra SH-HA-g-CS 48/48 (Tabla 8). Este resultado podia ser debido a que la primera
muestra ya tenia casi todos los puentes de disulfuro formados al iniciar el registro experimental
y por tanto al afadir el O, Unicamente tenia que formar los pocos que le quedaba, o porque
inicialmente partia de muchos menos puentes de disulfuro que la muestra 2 (tenia menos grado
de tiolacién), y por tanto tardé menos tiempo en formarlos.

TABLA 8. TIEMPOS DE REFUERZO DE LAS DOS MUESTRAS SH-HA-G-CS TRAS HIDRATARLAS CON LAS DIFERENTES

AGUAS.

Muestras Agua Tiempo (s)
Milli-Q 121.86
SH-HA-g-CS 24/48 Destilada 113.36
Oxigenada 152.52
Milli-Q 1358.57

SH-HA-g-CS 48/48 Destilada 798.5

Oxigenada 524.67

Aunque el resultado obtenido de la muestra 2 era el esperado (tmiii-q >toestilada >toxigenada) Ya que
el agua oxigenada tiene mayor concentracién de oxigeno que la destilada, y esta de la milli-Q, y
por tanto debe producir el entrecruzamiento de forma mas rapida, la diferencia temporal entre
las diferentes aguas de la muestra 1 fue tan pequefia que era casi insignificante.
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5. Conclusiones

El aumento de la incidencia de la OA a nivel mundial y la escasa presencia de productos efectivos
para tratarla, ha provocado un interés en el desarrollo de productos o dispositivos clinicos y
comerciales mas innovadores y eficaces.

Este Trabajo de Fin de Grado busca poner una solucién a la situacidn actual desarrollando un
tratamiento innovador basado en la inyeccion intraarticular, de forma que tenga un efecto tanto
condroprotector como viscosuplementador y que permita una mejor dosificacién del farmaco.
De esta forma se satisface tanto las necesidades de los pacientes como la tendencia comercial,
ya que para desarrollarlo, se siguen dos de las estrategias de tratamiento mas competentes.

Se emplea una ruta quimica sencilla y que no requiere la presencia de proteinas, produciendo
un producto libre de posibles complicaciones como respuesta a cuerpo extrano. Esto es debido
a que se trata de imitar estructuras basadas en los GAG presentes de forma natural en la MEC.

En este trabajo se ha obtenido que la concentracién éptima de HA para la creacién del hidrogel
SH-HA-g-CS es del 0.5%. También se ha conseguido obtener el tiempo dptimo de sintesis de este,
qgue es de 24 horas, mediante la técnica de espectrofotometria y empleando el método de
Ellman. A su vez, se ha conseguido determinar la concentracidén que permite un mayor grado de
injerto de CS en el HA, que es del ratio 1:50 (CS:Carboxilo) a partir de lecturas de fluorescencia
empleando la técnica de la fluorescamina. Pese a que se habian obtenido hallazgos similares de
manera independiente, con HA de masa molar mas reducida, vinculando CS a macromoléculas
sintéticas o generando proteoglicanos sintéticos con presencia de gelatina u otras moléculas de
origen proteico como agente de mediacion, es la primera vez que se consiguen los objetivos que
se planteaban en el trabajo en una Unica estrategia.

Asi mismo, se ha podido calcular el grado de injerto de las muestras SH-HA-g-CS obteniendo que
la muestra SH-HA-g-CS 24/48 tenia mayor grado de injerto de CS que la muestra SH-HA-g-CS
48/48. A pesar de este resultado, la muestra SH-HA-g-CS 48/48 tenia un mayor grado de tiolacidn
Yy una pequena diferencia de grado de injerto con la muestra SH-HA-g-CS 24/48, por tanto, se
considera que es mejor estrategia.

Por ultimo, se ha podido analizar las propiedades viscoelasticas de los hidrogeles SH-HA-g-CS
con una concentracion éptima tanto de CS como de HA haciendo uso del redmetro. Entre otras
propiedades, se pudo visualizar el tiempo de refuerzo del entrecruzamiento de los hidrogeles al
hidratarse con agua con distintas concentraciones de O, disuelto. De forma que se obtuvo que
la muestra 1 lo alcanzaba antes que la muestra 2 por tener menos grado de tiolacion.

Las dos moléculas (CSA y CS) parecen actuar de manera simbidtica de cara a mejorar el grado de
tiolaciéon de los geles, lo que provocara un incremento en las propiedades finales del gel con
respecto al HA-SH sin CS.

A pesar de haber caracterizado y determinado el grado de injerto mediante la técnica de la
fluorescamina, hay ciertas dudas sobre la precisién de este procedimiento. Otro método para
poder determinarlo o verificar los resultados seria emplear el método Blyscan, que es un ensayo
basado en azul de dimetilmetileno (DMMB) para el analisis cuantitativo de GAG sulfatados [19].
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6. Trabajo en proceso y futuro

El HA es un mucopolisacarido que se usa mucho en la clinica actual tanto como para
tratamientos estéticos como tratar para enfermedades del cartilago. También se emplea en
muchas lineas de investigacién ya que es una sustancia presente de forma natural en el
organismo y con la que se puede crear hidrogeles mediante quimicas sencillas.

El proyecto de investigacion cientifica en el que esta basado este Trabajo de Fin de Grado tiene
una duracién total de 2 afios. Este trabajo se ha centrado en obtener el hidrogel de HA
modificado con CS injertado para poder determinar sus propiedades viscoelasticas, es decir, la
parte coloreada en rosa del cronograma de la Figura 32.

En este TFG se ha cumplido parte de los objetivos del proyecto dentro de la duracidn
considerada, asi pues, para completar los objetivos restantes del proyecto principal se van a
realizar experimentos tales como:

1) Optimizar la lectura mediante FCA de las muestras HA-g-CS.

2) Optimizaciéon de la caracterizacion de las propiedades viscoelasticas, intentando
prevenir que la transicidon sol-gel se produzca antes que la rehidratacion de los geles
liofilizados.

3) Analizar las macromoléculas de injerto mediante Microscopia de Fuerza Atémica para
ver si tienen la apariencia de cepillo de botella esperada.

4) Realizar un anélisis mediante resonancia magnética de protones (RMN-H!) para
determinar la estructura precisa del SH-HA-g-CS.

5) Validar el efecto de los hidrogeles en condiciones in vitro sobre los condrocitos primarios
de humano, con respecto a la viabilidad, citotoxicidad, la proliferacidn y la expresién de
genes asociados a la sintesis de MEC.

' Cronograma
Determinacion del grado . Determinacidn de la
. P Injerto de CS AR
de tiolacion concentracion optima de CS ..
Diciembre
Determinacién de las 2023
propiedades viscoeldsticas @
“ < Hf de los hidrogeles
Octubre  MNoviembre Diciembre Enero  Febrero  Marzo Abril Mayo \\
| | | | | |
- <
Sintesis HA-SH Determinacién de la Continuacién hasta fin de la

concentracion segunda anualidad

optima de HA

FIGURA 32. CRONOGRAMA DEL PROYECTO
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DOCUMENTO I
PRESUPUESTO



1. Alcance vy desarrollo del presupuesto

El presupuesto de este Trabajo de Fin de grado contiene los gastos de los materiales y realizacion
de actividades del Centro de Biomateriales e Ingenieria Tisular (CBIT). También comprende
aquellos relacionados con la seguridad, el seguimiento y el planteamiento del proyecto. Este,
expresa lo que ha costado llevar a cabo la parte de la investigacién que comprende el TFG.

El objetivo principal del calculo es obtener el presupuesto de ejecucién material ya que el
presupuesto de ejecucidn por contrata considera los gastos generales, los cuales suponen un
13%, el beneficio industrial, el cual supone un 6%, y el presupuesto de ejecucién del material.
En los gastos generales se engloban conceptos como: equipamiento comun electrénico pequefio
como agitadores o balanzas, fungibles como cucharillas y viales y finalmente equipos de
proteccién individual.

Para poder obtener el presupuesto base de licitacién se ha de considerar todo lo anterior y el
IVA, que supone un 21%.

El presupuesto de ejecucidon material estd constituido por tres determinantes principales: los
costes de la mano de obra de las personas responsables del trabajo y del alumno, los costes del
material empleado en los diferentes procesos y de la maquinaria disponible en el laboratorio. El
coste de la maquinaria se calcula considerando las horas que son empleadas por los operarios y
se considera para todas las maquinas que el precio de amortizacion es de 10 afos.

A continuacién, se mostraran cada uno de los cuadros de precios con sus gastos asociados. Se
podra identificar el gasto unitario, la cantidad empleada y el gasto total en la columna “Total”,
considerando que todos los precios se miden en su unidad de referencia, el euro.

1.1 Cuadro de precios por clase

En este punto, se muestran los cuadros de precios de la mano de obra, de la maquinaria y de los
materiales. En cada uno de ellos se muestra el recurso empleado, la cantidad, el precio unitario
y el precio total.

Importe
N2 |Cddigo| Unidad Descripcion . Precio Unitario | Precio
Cantidad
(€) total (€)
1 | MO.1| Horas Estudiante del grado 325 10 3,250.00
ingenieria biomédica
2 | M02 | Horas | Tutor/aresponsabledel |, o 40 6,460.00
proyecto
Precio total precio la mano de obra (€) 9,710.00
. Importe
o L o Unida ., - . . )
Ne | Codigo d Descripcion Cantida | Precio Unitario| Precio
d (€) total (€)
1 | MAT.01 g Acido hialurénico 1.62 31.00 50.22
2 MAT.02 g Cisteamina 2.52 1.58 3.98
3 | MAT.03 g Condroitin sulfato 1.03 91.40 94.14
4 MAT.04 g DNTB/ Reactor de Ellman 1.58 11.50 18.17
5 MAT.05 g EDTA 0.07 0.04 0.00
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6 | MAT.06 Fluorescamina 0.18 0.96 0.18
7 |MAT.07| m E/I';Tbrana de didlisis (35 1.00 22.40 22.40
8 MAT.08 g N-hidroxisuccinimida (NHS) 0.58 0.01 0.01
N-(3-dimetilaminopropil-N’-
MAT. 1.1 . .
9 09 & etilcarbodiimida (EDC) 6 0.05 0.06
10 | MAT.10 g Condroitin 6 sulfato (CS6) 0.29 69.20 20.24
11 | MAT.11 g Albumina de suero bovino 016 1.00 016
(BSA)
12 | MAT.12 | mL |Acido cloridrico (HCI) 16.50 0.42 6.93
13 | MAT.13 mL | Hidréxido de sodio (NaOH) 13.00 0.40 5.20
14 | MAT.14 g Cloruro de sodio (NaCl) 2.13 0.04 0.08
15 | MAT.15 ud | Pinzas plastico 6.00 0.29 1.74
16 | MAT.16 ud | Pipeta Pasteur 3.00 0.20 0.60
17 | MAT.17 L Agua miliQ 1.00 0.64 0.64
18 | MAT.18 L Agua destilada 10.50 0.20 2.10
19 | MAT.19 | ug |Kitdeoxigenodisuelto 1.00 160.00 160.00
(Hanna)
Tris (2-carboxietil)
20 | MAT.20 g fosfina(TCEP) 0.14 236.55 33.02
21 | MAT.21 ud | Tubos de ensayo 16.00 1.15 18.40
22 | MAT.22 g Reactivo de Ellman (DTNB) 0.80 3.06 2.45
23 | MAT.23 g N-Acetil-D-galactosamina 0.51 0.74 0.37
24 | MAT.24 g L-prolactina 5.19 1.21 6.28
25 | MAT.25 g Na2B407 0.11 0.38 0.04
26 | MAT.26 ud | Accesorio plato reémetro 1.00 30.00 30.00
27 | MAT.27 ud | Tiras reactivas 3.00 11.49 34.47
28 | MAT.28 ud | Placa petri 12.00 3.38 40.56
29 | MAT.29 ud | Plataforma para pesar 4.00 0.05 0.20
30 | MAT.30 g Glicina 0.14 0.22 0.03
31 | MAT.31 g Na2HPO4-H20 0.02 0.32 0.01
32 | MAT.32 g NaH2P0O4-H20 0.02 1.90 0.04
33 | MAT.33 L Agua oxigenada 1.81 1.16 2.10
34 | MAT.34 ud | Placa multipocillo p96 negra 3.00 3.10 9.30
35 | MAT.35 ud Punta pipeta 25 mL 10.00 0.47 4.70
36 | MAT.36 | ud Ernta micropipeta 100-1000 | 5, 0.03 0.96
37 | MAT.37 ud Punta micropipeta 2-200 uL 14.00 0.04 0.56
38 | MAT.38 ud | Eppendorf 1,5 mL 15.00 0.07 1.05
39 | MAT.39 ud | Tubos falcon 50 mL 3.00 0.12 0.36
40 |MAT40| ug |EsPatulametdlica 2.00 3.99 7.98
laboratorio
41 | MAT.41 ud | Espatula teflon laboratorio 1.00 1.99 1.99
42 | MAT.42 | ud :ﬁsc"s devidrio Tegler 20|, 5 2.24 24.64
43 | MAT.43 m Papel de aluminio 8.00 0.11 0.88
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44 | MAT.44 ud | Tamiz troquelar 1.00 5.50 5.50
45 | MAT.45 ud Bolsas zip 1.00 0.12 0.12
46 | MAT.46 ud Probeta 100 mL 2.00 4.36 8.72
47 | MAT.47 ud | Tubos eppendorf 2 mL 5.00 0.08 0.38
48 | MAT.48 ud | Parafilm 2.00 5.00 10.00
49 | MAT.49 ud | Tubo de vidrio cilindrico 1.00 10.00 10.00
Total materiales (€) 621.96
Importe
N2 | Cddigo | Unidad Descripcion Cantidad Precio (€) Precio
total (€)
Sistema de purificacién
de agua pura y ultrapura
1 |MAQ.01| Horas Direct-Q™ 3 de Merck 0.50 0.30 0.15
Millipore
Espectrofotdémetro de
2 | MAQ.02| Horas masas Victor3 Perkin 3.00 0.14 0.42
Elmer 8000
3 | MAQ.03| Horas | Liofilizadora Cool vacuum | 148.00 0.20 29.60
4 |MAQO4| Horas | Reometro ;';COVEW HR | 10.00 0.52 5.20
PH-metro de sobremesa
5 |MAQ.05| Horas PH50 marca Violab 17.00 0.23 3.91
Espectrofotémetro Cary
6 | MAQ.0O6| Horas 60 uv-vis Agilent 3.00 0.11 0.33
technologies
Centrifugadora marca
7 | MAQ.07| Horas Eppendorf, modelo 0.50 3.63 1.81
5804R
Total precio maquinaria (€) 41.42
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1.2 Cuadro de unidades de obra

En este apartado aparecen las unidades de obra que forman el presupuesto de forma
descompuesta, por tanto, en cada una se determinan las diferentes actividades y se definen los
recursos empleados con sus costes asociados. Finalmente, se obtiene los costes totales de cada

unidad de obray el presupuesto de ejecucién del material.

Ne |
D ., ,
il escripcion capitulo
1. Tiolacion de HA
Precio por Precio Precio
1.1 Quimica EDC/NHS Cantidad Unidad unidad — total
(€/ud) (€)
Plataforma para 3.50 ud 0.05 0.19
pesar
Agua Milli-Q 0.50 L 0.99 0.50
Acido hialurénico 1.02 g 31.00 31.62
EDC 1.16 g 34.40 39.90
NHS 0.58 g 3.98 2.31
Cisteamina 2.51 g 1.58 3.97
Hidroxido de sodio
. L . 2.
(NaOH) 5.00 m 0.40 00
Acido cloridrico (HCI) 10.00 mL 0.42 4.20
Pipeta Pasteur 1.00 ud 0.20 0.20
pH-metro PH50de | ¢ Horas 0.23 3.45
Violab
Espdtula teflon 1.00 ud 1.9 1.99
laboratorio
Espdtula metdlica 2.00 ud 3.99 7.98
laboratorio
Sistema de
purificacién de agua
puray ultrapura 0.50 Horas 0.30 0.15
Direct-Q™ 3 de
Merck Millipore
Frascos de vidrio
Tegler 20 mL 5.00 ud 2.24 11.20
Bolsa Zip 1.00 ud 0.12 0.12
Probeta 100 mL 1.00 ud 4.36 4.36
Caja de guantes 0.50 Horas 0.01 0.01
Tutores
responsables del 5.00 Horas 40.00 200.00
proyecto
Estudiante de ing. 7.00 Horas 10.00 70.00
Biomédica
Costes indirectos 3.00 % 384.14 11.52
Recursos auxiliares 3.00 % 395.66 11.87
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Total del capitulo 1.1 407.53
Precio por Precio Precio
1.2 Dialisis Cantidad Unidad unidad parcial (€) total
(€/ud) (€)
Pinzas plastico 6.00 ud 0.29 1.74
Agua destilada 10.00 L 0.15 1.50
Cloruro de sodio
2. .04 .
(Nacl) 00 g 0.0 0.08
Membrana de
1. 22.4 22.4
didlisis (35 KDa) 00 m 0 0
Acido cloridrico (HCl) 1.50 mL 0.42 0.63
Papel de aluminio 8.00 m 0.05 0.42
Cloruro de sodio
2. L 4 .
(NaOH) 00 m 0.40 0.80
Pipeta Pasteur 1.00 ud 0.20 0.20
pH-metro PH50 de 2.00 Horas 0.23 0.46
Violab
Tutores
responsables del 2.00 Horas 40.00 80.00
proyecto
Estudiante de ing. 2.00 Horas 10.00 20.00
Biomédica
Costes indirectos 3.00 % 28.23 0.85
Recursos auxiliares 3.00 % 28.23 0.85
Total del capitulo 1.2 129.92
2. Caracterizacion del grado de tiolacién
. Precio por . Precio
2.1 DeterrEr;Ilrr:;cr:on ge Cantidad Unidad unidad papr:ieacll?#:) total
(€/ud) (€)
DNTB 1.58 g 11.50 18.17
Tubos de ensayo 8.00 ud 1.15 9.20
Espectrofotémetro
Cary 60 uv-vis 1.00 Horas 0.11 0.11
Agilent technologies
Cisteamina 0.01 g 0.07 0.00
EDTA 0.07 g 0.20 0.01
Agua destilada 60.00 mL 0.15 9.00
Na2HPO4-H20 0.02 g 0.32 0.01
NaH2P04-H20 0.02 g 1.90 0.04
Acido cloridrico (HCl) 3.00 mL 0.42 1.26
Hidréxido de sodio
(NaOH) 2.00 mL 0.40 0.80
Cloruro de sodio
(Nacl) 0.13 g 0.04 0.01
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P“”tazs_rzno'grjf 'Peta | 10,00 ud 0.04 0.40
Puntas micropipeta
1000 . 10.00 ud 0.03 0.30
Punta pipeta 25 mL 10.00 ud 0.47 4.70
Eppendorf 1.5 mL 7.00 ud 0.07 0.49
Eppendorf 2 mL 7.00 ud 0.08 0.53
Tutores
responsables del 3.50 Horas 40.00 140.00
proyecto
ESt”;'srr:; d‘?cea'”g‘ 4.00 Horas 10.00 40.00
Costes indirectos 3.00 % 225.02 6.75
Recursos auxiliares 3.00 % 231.77 6.95
Total del capitulo 2.1 238.72
3. Liofilizacidon
Precio por . Precio
3.1 Liofilizacidn Cantidad Unidad unidad Prgao total
(€/ud) parcial (€) ()
Placa petri 4.00 Horas 3.38 13.52
Liofilizadora 148.00 Horas 0.20 29.60
Hidroéxido de
sodio(NaOH) 4.00 mL 0.40 1.60
Parafilm 2.00 ud 10.00 20.00
Tubo de vidrio 1.00 ud 10.00 10.00
cilindrico
Tubos falcon 50 mL 3.00 ud 3.10 9.30
Tutores
responsables del 0.50 Horas 40.00 20.00
proyecto
ESt“gf:: d‘?cea'”g' 0.50 Horas 10.00 5.00
Costes indirectos 3.00 % 109.02 3.27
Recursos auxiliares 3.00 % 112.29 3.37
Total del capitulo 3.1 115.66
4. Caracterizacién de las muestras HA-CS
Precio por . Precio
4.1 Injerto de CS Cantidad Unidad unidad PF?CIO total
(€/ud) parcial (€) ()
Condroitin sulfato 0.93 g 91.40 84.55
P'atafg’égf para 3.50 ud 0.05 0.19
Agua Milli-Q 0.50 L 0.99 0.50
Acido hialurénico 1.02 g 31.00 31.62
EDC 1.16 g 34.40 39.90
NHS 0.58 g 3.98 2.31
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Hidréxido de sodio

. L 4 2.
(NaOH) 5.00 m 0.40 00
Acido cloridrico (HCI) 10.00 mL 0.42 4.20
Pipeta Pasteur 1.00 ud 0.20 0.20
pH-metro PH30de | 45 5, Horas 0.23 3.45
Violab
Espatula metalica 2.00 ud 3.99 7.98
laboratorio
Frascos de vidrio
Tegler 20 mL 5.00 ud 2.24 11.20
Probeta 100 mL 1.00 ud 4.36 4.36
Tutores
responsables del 5.00 Horas 40.00 200.00
proyecto
Estudiante de ing. 7.00 Horas 10.00 70.00
Biomédica
Costes indirectos 3.00 % 377.90 11.34
Recursos auxiliares 3.00 % 389.24 11.68
Total del capitulo 4.1 485.46
Precio por Precio Precio
4.2 Grado de injerto CS | Cantidad Unidad unidad P— total
(€/ud) (€)
Plataforma para 1.00 Horas 0.05 0.05
pesar
Glicina 0.14 g 0.22 0.03
Fluorescamina 0.18 g 0.96 0.18
Condroitin sulfato 0.08 g 2.50 0.19
Condroitin 6 sulfato 0.29 g 0.46 0.13
L-prolactina 1.25 g 0.04 0.05
Espectrofotémetro
de masas Victor3 1.00 Horas 0.14 0.14
Perkin Elmer 8000
Albumina de suero
bovino (BSA) 0.16 g 0.23 0.04
Na2B407 0.10 mL 0.42 0.04
Puntas micropipeta
100-1000 ul 20.00 ud 0.03 0.60
Puntas micropipeta
9-200 ul. 15.00 ud 0.04 0.60
Eppendorf 1.5mL 8.00 ud 0.47 3.76
Frasco de vidrio
Teqler 20 mL 1.00 ud 2.24 2.24
Placa multipocillo 1.00 ud 0.79 0.79

p96 negra
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N-Acetil-D-

. 5.07 mg 0.74 3.75
galactosamina
Tutores
responsables del 4.00 Horas 40.00 160.00
proyecto
Estudiante de ing. 4.00 Horas 10.00 40.00
Biomédica
Costes indirectos 3.00 % 212.59 6.38
Recursos auxiliares 3.00 % 218.96 6.57
Total del capitulo 4.2 225.53
5. Obtencion de las muestras SH-HA-g-CS
Precio por . Precio
, . . . . Precio
5.1 Sintesis Cantidad Unidad unidad Sl (@ total
(€/ud) (€)
Plataforma para 3.50 ud 0.05 0.19
pesar
Agua Milli-Q 0.50 L 0.99 0.50
Acido hialurénico 1.02 g 31.00 31.62
EDC 1.16 g 34.40 39.90
NHS 0.58 g 3.98 2.31
Condroitin sulfato 0.93 g 91.40 84.55
Cisteamina 2.51 g 1.58 3.97
Hidroxido de sodio
(NaOH) 5.00 mL 0.40 2.00
Acido cloridrico (HCI) 10.00 mL 0.42 4.20
Pipeta Pasteur 1.00 ud 0.20 0.20
pH-metro PH30de | ¢ Horas 0.23 3.45
Violab
Espatula teflon 1.00 ud 1.99 1.99
laboratorio
Espatula metalica 2.00 ud 3.99 7.98
laboratorio
Sistema de
purificacién de agua
puray ultrapura 0.50 Horas 0.30 0.15
Direct-Q™ 3 de
Merck Millipore
Frascos de vidrio
Tegler 20 mL 5.00 ud 2.24 11.20
Bolsa Zip 1.00 ud 0.12 0.12
Probeta 100 mL 1.00 ud 4.36 4.36
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Tutores

responsables del 5.00 Horas 40.00 200.00
proyecto
Estudiante de ing. 7.50 Horas 10.00 75.00
Biomédica
Costes indirectos 3.00 % 473.68 14.21
Recursos auxiliares 3.00 % 487.89 14.64
Total del capitulo 5.1 502.52
6. Determinacion propiedades viscoelasticasdel hidrogel
Precio por . Precio
e . . . Precio
6.1 Gelificacién Cantidad Unidad unidad ekl total
(€/ud) (€)
Placa petri 12.00 ud 0.00 0.00
Hidroxido de sodio
1. L . .
(NaOH) 00 m 0.40 0.40
Agua oxigenada 0.50 L 1.16 0.58
Puntas micropipeta
9-200 ul. 3.00 ud 0.04 0.12
Acido cloridrico (HCI) 2.00 mL 0.42 0.84
Frascos de vidrio
Tegler 20 mL 1.00 ud 2.24 2.24
Tutores
responsables del 5.00 Horas 40.00 200.00
proyecto
Estudiante de ing. 6.00 Horas 10.00 60.00
Biomédica
Costes indirectos 3.00 % 264.18 7.93
Recursos auxiliares 3.00 % 272.11 8.16
Total del capitulo 6.1 280.27
Precio por . Precio
. . . . Precio
6.2 Redmetro Cantidad Unidad unidad parcial (€) total
(€/ud) (€)
Redmetro AR-200ex 14.00 Horas 0.52 7.28
Punta micropipeta
100-1000 ul. 1.00 ud 0.03 0.03
Accesorio plato 1.00 ud 30.00 30.00
reémetro
Tamiz troquelar 1.00 ud 5.50 5.50
Agua milli-Q 0.50 0.99 0.50
Agua destilada 0.10 0.15 0.02
Agua oxigenada 1.314 mL 1.16 1.52
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Tutores
responsables del 10.00 Horas 40.00 400.00
proyecto
Estudiante deing. | 4 5, Horas 1000 | 100.00
Biomédica
Costes indirectos 3.00 % 544.84 16.35
Recursos auxiliares 3.00 % 561.19 16.84
Total del capitulo 6.2 578.03
7. Reuniones del proyecto
. Precio por . Precio
7.1 R.e.um(.)rnes de Cantidad Unidad unidaF::I Pre_:uo total
planificacion (Horas) (€/ud) parcial (€) ©)
ESt“;':rr:; d‘?cea'”g‘ 8.00 Horas 10.00 80.00
Tutores
responsables del 2.00 Horas 40.00 80.00
proyecto
Costes indirectos 3.00 % 160.00 4.80
Recursos auxiliares 3.00 % 164.80 4.94
Total del capitulo 7.1 169.74
. Precio por . Precio
7.2 Retflacaon y Cantidad Unidad unidaF:i Prgao total
correcciones (Horas) (€/ud) parcial (€) ()
ESt”;'j:: d‘?cea'”g' 8.00 Horas 10.00 80.00
Costes indirectos 3.00 % 80.00 2.40
Recursos auxiliares 3.00 % 82.40 2.47
Total del capitulo 7.2 84.87
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1.3 Cuadro de presupuesto resumido

En este apartado,

se muestra el

cuadro de costes anterior de forma

resumida,

consecuentemente, se puede determinar el coste asociado a cada unidad de obra y el resultado
del sumatorio, el cual determina el coste del capitulo. Ademas, se puede observar que la suma
de todo da lugar al presupuesto de ejecucion del material.

Ne L ,
i Descripcion capitulo
1 1. Sintesis HA-SH
Descripcion Unidad | Mediciéon Precio (€) Precio total (€)
1.1 Quimica EDC/NHS (ud) ud 9 407.53 3,667.76
1.2 Dialisis (ud) ud 11 129.92
Presupuesto parcial del Capitulo 1 3,667.76
2 2. Grado de tiolacidn
Descripcion Unidad | Medicién Precio (€) Precio total (€)
2.1 Det;m;”na(clﬁr)‘ de ud 4 954.76 3,819.03
Presupuesto parcial del Capitulo 2 3,819.03
3 3.Liofilizacidn
Descripcion Unidad | Medicién Precio (€) Precio total (€)
3.1 Liofilizacién (ud) ud 9 115.66 1,040.93
Presupuesto parcial del Capitulo 3 1,040.93
4 4. Caracterizacién de las muestras HA-CS
Descripcion Unidad | Medicion Precio (€) Precio total (€)
4.1 Injerto de CS ud 4 485.46 1,941.86
4.2 Grado de injerto de CS ud 4 225.53 902.13
Presupuesto parcial del Capitulo 4 902.13
5 5. Obtencion de las muestras SH-HA-g-CS
Descripcion Unidad | Medicion Precio (€) Precio total (€)
5.1 Sintesis ud 1 502.52 502.52
Presupuesto parcial del Capitulo 5 502.52
6 6. Determinacion propiedades viscoeldsticas del hidrogel
Descripcion Unidad | Medicién Precio (€) Precio total (€)
6.1 Gelificacién ud 1 280.27 280.27
6.2 Redmetro ud 1 578.03 578.03
Presupuesto parcial del Capitulo 6 858.29
7 7. Reuniones del proyecto
Descripcion Unidad | Medicién Precio (€) Precio total (€)
7.1 Reuniones de ud 10 169.74 1,697.44
planificacion
7.2 Redaccion y ud 9 84.87 763.85
correciones
Presupuesto parcial del Capitulo 7 2,461.29
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1.4 Cuadro de resumen de capitulos

En presupuesto final se muestra el coste de cada capitulo obtenido en el apartado anterior, el
presupuesto de ejecucion del material, el presupuesto por contrata (considerando los gastos
generales y el beneficio industrial) y, el presupuesto total (considerando el IVA).

Presupuesto de ejecucion material, por contrata y base de licitacion

1. Sintesis HA-SH
2. Grado de tiolacion

3. Liofilizacién

4. Caracterizacidén de las muestras HA-CS

5. Obtencién de las muestras SH-HA-g-CS

6. Determinacién propiedades viscoelasticas del
hidrogel

7. Reuniones del proyecto

Presupuesto de ejecucién material
Gastos generales (13 %)
Beneficio industrial (6%)

Presupuesto de ejecucidn por contrata

IVA (21%)
Presupuesto base de licitacion

3,667.76 €

3,819.03 €

1,040.93 €

902.13 €

502.52 €

858.29 €

2,461.29 €

Total: 13,251.95 €
13,251.95
1,722.75 €
795.12 €
15,769.82 €
3,311.66 €
19,081.49 €
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