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RESUMEN:

La artrosis es una enfermedad degenerativa de las articulaciones que afecta a un gran nimero de
personas. Segun las estadisticas mas recientes, se estima que la incidencia de la artrosis en Espafa
es del 10% de la poblacién. Las terapias inyectables actuales solo tratan los sintomas y no
regeneran el tejido afectado, por lo que son poco efectivas a largo plazo.

Con el objetivo de crear una solucion mas efectiva, se plantea desarrollar un hidrogel de &cido
hialurénico (HA) inyectable y autorreticulable in situ con condroitin sulfato (CS) injertado para
su posterior liberacién controlada. Este hidrogel actuard como viscosuplemento, mimetizando las
principales propiedades del cartilago, y estimulando la produccion de nueva matriz. Para ello, se
han desarrollado estructuras basadas en glicosaminglicanos con el fin de obtener constructos
supramoleculares mas estables y evitar la respuesta inmunoldgica del organismo. Se ha empleado
acido hialurénico de alto peso molecular (1.5-1.8 MDa) modificandolo mediante la quimica
EDC/NHS para introducir grupos sulfhidrilo (SH) terminales y conferirle al HA la posibilidad de
gelificar in situ a través de los puentes de disulfuro trabajando dentro de un grado de tiolacion
optimo. Por otro lado, para el injerto de CS también se ha utilizado la quimica EDC/NHS y
posteriormente se ha evaluado su concentracion mediante la técnica de la fluorescamina. Una vez
puesto a punto el método de preparacion de los hidrogeles controlando la temperatura y pH de
estos, se ha llevado a cabo la caracterizacién quimica mediante la técnica de cromatografia por
permeacion de gel (GPC) y mecanica mediante ensayos de reometria, asi como la determinacion
de la liberacion controlada de condrotin sulfato mediante el ensayo de biodegradacién, trabajando
en condiciones fisiologicas similares a lo que sera el tejido real.

La investigacion establece la concentracion éptima de acido hialurénico (HA) para el hidrogel
SH-HA-g-CS en 0.5%. La eleccion entre SH-HA-g-CS 24/24 y 24/48 se basa en la mayor eficacia
de gelificacion del primero. Con este trabajo se obtiene una solucién que produce una liberacion
controlada de condroitin sulfato, que actia como condroprotector y que mejora las propiedades
viscoelasticas del tejido en el que se inyecta.

Palabras clave: Acido hialurénico; condroitin sulfato; artrosis; condroproteccion; quimica
EDC/NHS; biodegradacion; gelificacion in situ; viscosuplemento.
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ABSTRACT:

Osteoarthritis is a degenerative joint disease that affects a large number of people. According to
the latest statistics, the incidence of osteoarthritis in Spain is estimated to be 10% of the
population. Current injectable therapies only treat symptoms and do not regenerate the affected
tissue, making them ineffective in the long term.

In order to create a more effective solution, we plan to develop an injectable, self-crosslinking in
situ hyaluronic acid (HA) hydrogel with grafted chondroitin sulphate (CS) for subsequent
controlled release. This hydrogel will act as a viscosupplement, mimicking the main properties of
cartilage, and stimulating the production of new matrix. To this end, structures based on
glycosaminoglycans are developed in order to obtain more stable supramolecular constructs and
to avoid the body's immune response.

For this purpose, high molecular weight hyaluronic acid (1.5-1.8 MDa) will be modified by
EDC/NHS chemistry to introduce terminal sulphhydryl (SH) groups and give the HA the ability
to gel in situ through disulphide bridges working within an optimal degree of thiolation. On the
other hand, EDC/NHS chemistry is also used for CS grafting and its concentration is subsequently
evaluated by the fluorescamine technigue. Once the hydrogel preparation method has been fine-
tuned by controlling the temperature and pH of the hydrogels, chemical characterisation is carried
out using gel permeation chromatography (GPC) and mechanical characterisation using
rheometry tests, as well as the determination of the controlled release of chondrotin sulphate using
the biodegradation test, working under physiological conditions similar to what will be the real
tissue.

The research sets the optimal hyaluronic acid (HA) concentration for the SH-HA-g-CS hydrogel
at 0.5%. The choice between SH-HA-g-CS 24/24 and 24/48 is based on the higher gelling
efficiency of the former. This work results in a solution that produces a controlled release of
chondroitin sulphate, which acts as a chondroprotectant and improves the viscoelastic properties
of the tissue into which it is injected.

Keywords: Hyaluronic acid; chondroitin sulphate; osteoarthritis; chondroprotection; EDC/NHS
chemistry; biodegradation; in situ gelation; viscosupplementation.
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RESUM:

L’artrosi és una malaltia degenerativa de les articulacions que afecta a un gran nombre de
persones. Segons les estadistiques més recents, s’estima que la incidéncia de I’artrosi a Espanya
és del 10% de la poblaci6. Les terapies injectables actuals només tracten els simptomes i no
regeneren el teixit afectat, per la qual cosa sén poc efectives a llarg termini.

Amb I’objectiu de crear una solucié més efectiva, es planteja desenvolupar un hidrogel d’acid
hialuronic (HA) injectable i autorreticulable in situ amb sulfat de condroitina (CS) empeltat per
al seu posterior alliberament controlat. Aquest hidrogel actuara com viscosuplement, mimetitzant
les principals propietats del cartilag i estimulant la produccié de nova matriu. Per fer aixo, es
desenvolupen estructures basades en glicosaminoglicans amb la fi d’obtenir constructes
supramoleculars més estables i evitar la resposta immunologica de 1’organisme.

Per a aix0, s’emprara acid hialuronic d’alt pes molecular (1.5-1.8 MDa), modificant-lo mitjancant
la quimica EDC/NHS per introduir grups sulfhidril (SH) terminals i conferir-li al HA la
possibilitat de gelificar in situ a través de ponts de disulfur, treballant dins d’un grau de tiolacio
optim. D’altra banda, per a I’empeltament de CS també es pot emprar la quimica EDC/NHS i,
posteriorment, s’avalua la seua concentracidé mitjancant la técnica de la fluorescamina. Una
vegada a punt el métode de preparacio dels hidrogels, controlant la temperatura i pH d’aquests,
es du a terme la caracteritzacio quimica mitjangant la técnica de cromatografia per permeancia en
gel (GPC) i mecanica a través d’assajos de reometria, aixi com la determinaci6 de 1’alliberament
controlat de sulfat de condroitina mitjangant el assaig de biodegradacio, treballant en condicions
fisiologiques similars a les que es trobara en el teixit real.

Amb aquest treball se estableix la concentraci6 optima d'acid hialuronic (HA) per al hidrogel SH-
HA-g-CS en un 0,5%. La eleccid entre SH-HA-g-CS 24/24 i 24/48 es basa en l'eficiéncia de
gelificacié més alta del primer. Aquest treball dona com a resultat una solucié que produeix una
alliberacié controlada de sulfat de condroitina, que actua com a condroprotector i millora les
propietats viscoelastiques del teixit en qué es injecta.

Paraules clau: Acid hialuronic; sulfat de condroitina; artrosi; condroproteccid; quimica
EDC/NHS; biodegradacio; gelificacio in situ; viscosuplement.
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1. Introduccion

1.1. Contexto de la artrosis y limitaciones de las terapias actuales

Las enfermedades reumaticas afectan al aparato locomotor, y con ello, son aquellas que causan
dolor en los tendones, articulaciones, musculos y ligamentos. Este grupo representa un problema
importante en la salud publica ya que, en Espafa 1 de cada 5 personas padece una enfermedad de
este tipo, aumentando significativamente la cifra en pacientes mayores de 65 afos (Rojas, 2018).
Ademéas de dolor, este tipo de enfermedades provocan un dafio estructural irreversible en el tejido
diana, lo que supone una disminucioén o pérdida de la capacidad funcional, de la actividad fisica
o laboral y, con ello, un elevado coste socioecondmico.

Las enfermedades reumaticas se pueden clasificar en diferentes grupos en funcion del 6rgano
afectado. La artrosis afecta principalmente al cartilago articular y al hueso subcondral mientras
que la artritis, provoca la inflamacion del tejido sinovial de la articulacion. Por otro lado, estan
los reumatismos que afectan a las partes blandas o las enfermedades Oseas que afectan
directamente a los huesos (Rojas, 2018).

La artrosis, osteoartritis en inglés (OA), es una enfermedad muy heterogénea que afecta a todas
las articulaciones sinoviales, incluidas la mano, la rodilla, la cadera y la columna vertebral. La
enfermedad se caracteriza principalmente por la degradacion progresiva del cartilago articular y
la remodelacidon del hueso subcondral junto con sinovitis episodica secundaria, como se ve
representado en la Figura 1.

Normal Osteoarthritis

Muscle

Joint capsule

Subchondral bone Bone cyst

Inflammation of synovial
Synovial membrane membrane and joint cavity

Joint cavity with Osteophyte

synovial fluid
Bone and cartilage erosion
Cartilage

Narrow joint space

Figura 1. Representacion esquematica de la composicion estructural de una rodilla sana y
artrosica (Salgado et al., 2021).

Estudios recientes publicados en 2020 desvelan que la prevalencia de artrosis en Espafia asciende
al 29,35% (IC 95%: 27,77-30,97) y aumenta con la edad, alcanzando sus cifras mas altas en
personas mayores de 60 afios (52,6%; IC 95%: 46,97-58,29) (Blanco et al., 2021).

Durante muchos afios se han desarrollado numerosas investigaciones para dar con la etiologia de
la enfermad. El problema principal es que hay muchos factores heterogéneos que inducen al inicio
y la progresion de la artrosis. Ademas, aunque se ha demostrado que la incidencia es mayor en
personas mayores, muchos jovenes deportistas también padecen esta enfermedad debido a la
sobrecarga excesiva de las extremidades. Otros factores de riesgo estan relacionados con la edad,
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el sexo, la sobrecarga y la mala alineacion, los trastornos genéticos y los sindromes metabolicos
de las personas, asi como la obesidad, respuestas inflamatorias o la diabetes (Vina & Kwoh, 2018).
Por tanto, dado el envejecimiento progresivo de la poblacion y el aumento de las patologias
relacionadas con su etiopatogenia (obesidad y sedentarismo) la OMS considera que, en un plazo
corto de tiempo, mas de 579 millones de personas en el mundo la padeceran, convirtiéndose asi
en la cuarta causa de discapacidad en el mundo (Apostu et al., 2019).

Se han desarrollado diferentes terapias para mejorar la calidad de vida y el alivio del dolor de los
pacientes que padecen artrosis. Sin embargo, ninguna de ellas ha sido capaz de detener o retrasar
satisfactoriamente la progresion de la OA o proporcionar un alivio sintomatico eficaz y duradero
que disminuya significativamente el gasto econdémico en los sistemas de salud (Vina & Kwoh,
2018).

Su caracter "incurable" en la actualidad, es decir, la no disponibilidad de un tratamiento etiol6gico
eficaz, hace que se convierta en un reto desde el punto de vista terapéutico. El proceso debera
incidir en la prevencién y en tratar de los sintomas que incluyen: dolor e impotencia funcional o
hipomovilidad (secundaria al dolor y a la disminucion del arco de movilidad por los cambios
estructurales que comporta esta patologia). Actualmente se utilizan multiples métodos de
tratamiento basados en fisioterapia, administracién de farmacos (sistémicos o intrarticulares) y
técnicas quirdrgicas (Apostu et al., 2019). Se van a ir explicando por orden de menor a mayor
afectacion como asi dicta la ESCEO (European Society for Clinical and Economic Aspects of
Osteoporosis, Osteoarthritis and Musculoskeletal Diseases) (Bruyére et al., 2019):

En primer lugar, en el tratamiento no farmacol6gico se recurre a planificar cambios en el estilo
de vida del paciente, implementando ejercicios 0 cambios en su dieta.

Por otro lado, si se trata de pacientes que tienen una mala alineacion, el primer paso es derivarlos
al fisioterapeuta para comenzar un tratamiento con dispositivos de apoyo, asi como plantillas o
bastones, entre otros.

Cuando el paciente es sintomatico, el tratamiento mas utilizado durante afios ha sido a base de
medicamentos antiinflamatorios no esteroideos, AINES por sus siglas, como el paracetamol hasta
4 gr por dia. En caso de que el dolor persista se puede afiadir la capsaicina topica en crema para
aplicarla directamente sobre la articulacion unas 4 veces al dia. Se ha demostrado que este método
consigue aliviar el dolor y la inflamacion, aunque no evite el dafio producido en el cartilago
(Calvo, 2012).

Los AINES son medicamentos encargados de inhibir la enzima ciclooxigenasa (COX), tanto la
COX-1, como la COX-2 aunque es la inhibicion de esta tltima la responsable de la accion
antiinflamatoria y analgésica. La ciclooxigenasa es una enzima que sintetiza prostaglandinas,
responsables de la realizacion de funciones relacionadas con el dolor y la inflamacion. Sin
embargo, a pesar de que el paracetamol es un farmaco analgésico y antipirético, y pertenece al
grupo de los AINE, no presenta actividad antiinflamatoria ya que no inhibe la ciclooxigenasa
(COX) en lugares con altas concentraciones de peréxido como los sitios de inflamacion. Por lo
que, si el paciente continia con sintomas o son mas severos, se recurre a prescribir ibuprofeno
durante periodos mas largos. Hay que considerar el riesgo gastrointestinal, renal y cardiovascular
que conlleva el uso de AINE, por ello se evitan o se prescriben AINE selectivos a COX-2 o no
selectivos en funcion del riesgo asociado del paciente. Ademas, en caso de la artrosis de rodilla,
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también se puede recurrir a prescribir farmacos de glucosamina y/o condroitin sulfato
administrados por via oral para reducir el dolor y el deterioro funcional en la artrosis, aunque si
no hay respuesta en 6 meses se retiraran (Calvo, 2012).

Entrando en una fase mas aguda, si el paciente no responde a los analgésicos se recurre a la
“infiltracion”. Esto corresponde a la inyeccion intraarticular de corticoides o de productos de
acido hialurénico con el fin de restaurar la viscoelasticidad del liquido sinovial.

Finalmente, si la respuesta es minima después de estos tratamientos mencionados y los pacientes
padecen una discapacidad o gran dolor, se recurre al tratamiento quirargico donde se producira el
reemplazo total de la articulacion por una protesis (Sanchez Martin, 2013).

En la Figura 2 se puede ver un resumen de los tratamientos actuales de la artrosis.

Cambios en el estilo de

vida
— Pacientes sin sintomas
Fisioterapeuta
Paracetamol
Pacientes con sintomas
leves
AINEs y/o capsaicina

T

1 . ,
= AINEs ciclos mas largos
— Pacientes con sintomas
Farmacos de glucosamina
y/o condroitin sulfato por
via oral
[Pacientes con sintomas mas| -
— Infiltracion
severos
'— Gran dolor o discapacidad Protesis

Figura 2. Esquema resumen del tratamiento de la OA.

1.2. Composicion del cartilago articular y su papel en la artrosis

El cartilago articular se localiza en las superficies de las articulaciones que permiten el
movimiento y se trata de un tejido carente de vasos sanguineos y nervios, por lo que no tiene
capacidad regenerativa. Su principal funcion es proveer una superficie suave que facilite el
movimiento sin friccion de los huesos subcondrales y distribuir las cargas adecuadamente entre
estos.
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El cartilago articular, también conocido como cartilago hialino, esta compuesto en su mayoria por
agua (70%), condrocitos y matriz extracelular (MEC). Este es un tejido con una alta relacion
MEC-células. La MEC del cartilago articular estd compuesta de colageno tipo II (70%),
proteoglicanos (30%) y lipidos en menor medida. Asimismo, contiene otros tipos menores de
colageno como el VI, IX y XI, y varias proteinas y glicoproteinas. Estos componentes forman una
extensa matriz extracelular hidratada. Tanto la cantidad de células como la produccion de la matriz
cartilaginosa son objetos cruciales en las propiedades y la funcion correcta del cartilago. Estos
componentes, asi como su organizacion, se ven daflados a medida que va incrementando la edad
en los pacientes, lo que conlleva a la pérdida de su funcion.

El cartilago se puede segmentar en cuatro regiones como se observa en la Figura 3. La primera
de ellas es la zona superficial, que se encuentra en la proximidad inmediata a la superficie
articular. Esta zona estd compuesta por fibras de coldgeno densamente empacadas alrededor de
condrocitos aplanados. Esta morfologia otorga una elevada resistencia a la traccion del cartilago,
lo que le permite adaptarse a las fuerzas generadas durante la carga y la movilidad de la
articulacion. Las fibras de colageno de la zona media del cartilago articular se encuentran
dispuestas al azar, y se ubican junto a condrocitos de forma esférica. Finalmente, la zona profunda
del cartilago articular esta conformada por columnas de condrocitos en forma de elipsoide, las
cuales se distribuyen entre fibras de colageno orientadas radialmente que se extienden en
direccion a la zona calcificada. En la zona calcificada del cartilago articular, se encuentran
condrocitos que expresan un fenotipo hipertrofico, los cuales sintetizan matriz calcificada que
proporciona una interfaz entre el cartilago no calcificado y el hueso subcondral subyacente
(Sacitharan, 2019).

b)

Figura 3. Representacion de la estructura del cartilago donde: a) representa la zona superficial;
b) representa la zona media; y ¢) representa la zona profunda (Sacitharan, 2019).

1.2.1. Condrocitos

Los condrocitos son las células que se encuentran en el cartilago articular. Son responsables de
mantener una renovacion equilibrada del cartilago y responden a los cambios inducidos por la
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carga articular, las citocinas, los factores de crecimiento y la presencia de moléculas fragmentadas
en la MEC del cartilago.

Como el cartilago es de naturaleza avascular, los condrocitos viven en condiciones hipoxicas y
dependen de los nutrientes obtenidos de la superficie articular por difusion, asi como de las
senales obtenidas por el entorno ionico extracelular y las interacciones de la MEC (Stockwell,
1991).

Se observa una pérdida sustancial de condrocitos por necrosis o apoptosis en las zonas
superficiales y medias del cartilago a lo largo de la progresion de la artrosis. La apoptosis de los
condrocitos puede ser el resultado de varios mediadores inflamatorios, disminucion del
metabolismo celular y disminucion de la proteccion contra la fuerza mecénica (Lotz & Caramés,
2011). La pérdida de condrocitos reduce el volumen del cartilago y la renovacion efectiva de la
ECM, lo que a su vez aumenta la pérdida de cartilago y conduce a la OA (Vaca-Gonzalez et al.,
2017).

1.2.2. Matriz extracelular

La matriz extracelular (MEC) del cartilago hialino est4d formada en su mayor parte por agua (60-
80% de la masa total) y por macromoléculas (20-40% de la masa total). Estas moléculas son
colageno, proteoglicanos y proteinas no colagenas. Su composicion se puede ver de manera mas
detallada en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion de la Matriz Extracelular del cartilago articular y funcién de cada uno de
los componentes (Vaca-Gonzalez et al., 2017).

Moléculas de

Elemento Tipo de elemento Porcentaje en masa y funcién
Agua 80% del total de la MEC
Colageno Tipo II (70%), VI, | El principal componente de la MEC es el colageno de tipo II.
XyXI Estas fibras de colageno se alinean de acuerdo con la direccion
de la carga soportada por el cartilago y le proporcionan mayor
rigidez.

Proteoglicanos Agrecanos: Estas macromoléculas principalmente retienen agua y
Queratan sulfato, | mantienen la distancia entre las células. Ademas, le brindan al
Hialuronato, tejido una capacidad de resistencia osmética y le proporcionan

Condroitin sulfato
Laminina,

adhesion integrinas y
fibronectina
Lipidos Participan en el desarrollo de la membrana celular
Proteasas Metaloproteasas | Enzimas encargadas de la degradacion y renovacion de los

propiedades de compresibilidad.
Participan en la union de las células y la MEC

componentes de la MEC.

En general, la funcion principal de esta matriz es servir como soporte de las células para que

puedan realizar sus funciones y permitir la transduccion de las sefiales durante las cargas
soportadas por la articulacion (Vaca-Gonzalez et al., 2017).
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1.2.3. Proteoglicanos

La sustancia fundamental del cartilago hialino contiene dos clases de glicosaminoglicanos: el
sulfato de condroitina (CS) y el sulfato de queratina. Ambos sulfatos se unen a una proteina central
para formar un monémero de proteoglicano. El monémero de proteoglicano mas importante en el
cartilago hialino es el agrecano (250 kDa). Cada molécula contiene unas 100 cadenas de sulfato
de condroitina y hasta 60 moléculas de sulfato de queratina. Debido a los grupos sulfato, las
moléculas de agrecano poseen una gran carga negativa con afinidad por las moléculas de agua.
Cada molécula lineal de acido hialurénico estd asociada a un gran ntimero de moléculas de
agregano (mas de 300). Las proteinas de enlace unen de forma no covalente el niicleo proteico de
los proteoglicanos a las moléculas lineales de acido hialurénico. Las cadenas laterales de
condroitin sulfato del proteoglicano se unen electrostaticamente a las fibrillas de colageno,
formando una matriz reticulada, como se muestra en la Figura 4. Las propiedades fisicas de estos
componentes de la matriz producen un material altamente hidratado, flexible y de gran resistencia.
Aproximadamente el 75% del peso humedo del cartilago hialino es agua.

En resumen, los proteoglicanos son altamente hidrofilos. Esta propiedad permite la entrada de
agua a través del proceso de dsmosis en la matriz extracelular; pero la hidratacion y la capacidad
de hinchamiento estan limitadas por las fibrillas de colageno (Sanchez T¢llez, 2019).

proteoglycan collagen fibril
monomer o Q
) Uy
iy, = %
i

core
protein

=
= — link
g L—~—— / protein

hyaluronic
acid

hyaluronic
acid

Figura 4. Representacion esquematica de las moléculas mas abundantes en la matriz del
cartilago que muestra la interaccion entre las fibrillas de colageno de tipo Il y los proteoglicanos
unidos al 4cido hialurénico (Sanchez Téllez, 2019).
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1.3. Viscosuplementacion de HA

- Acido hialurénico:

El acido hialurénico (HA) es un carbohidrato que esta presente de manera natural en muchos de
los tejidos vivos. Este polisacarido es un componente de la matriz extracelular y estd compuesto
por repeticiones de disacaridos de N-acetilglucosamina y 4cido glucurénico que estan unidos por
los enlaces glucosidicos beta-1,4 y beta-1,3 que van alternando. El niimero de disacaridos
repetidos puede superar los 10000, con una masa molar de hasta cuatro millones de Dalton. Esto
da como resultado cadenas muy largas de HA, con estructuras muy rigidas y estables (Necas et al.,
2008).

El HA desempeifia varias funciones organizativas importantes en la matriz extracelular uniéndose
a las células y otros componentes a través de interacciones especificas y no especificas. Ademas,
existe un receptor especifico de HA (CD44), que incita que las células (los condrocitos) se unan
al 4cido hialurénico.

Los grupos caracteristicos del HA le ofrecen unas propiedades determinadas que se ven a modo
resumen en la Tabla 2:

v Propiedades fisicas: El acido hialurénico tiene propiedades viscosas y elasticas, y la
prevalencia de cualquiera de ellas depende de la fuerza aplicada. Debido a esto, el acido
hialuronico imparte viscosidad al liquido sinovial, absorbiendo los golpes durante los
movimientos rapidos y actuando como lubricante durante los movimientos lentos.

v Efecto antiinflamatorio: La administracion intraarticular de acido hialurénico reduce
los niveles de mediadores inflamatorios en el liquido sinovial de pacientes con artritis.
Existe evidencia in vitro de que el acido hialurénico afecta en la liberacion de acido
araquidonico de los fibroblastos sinoviales, aunque esta propiedad depende de la dosis y
del peso molecular. Por lo que, el acido araquidonico extracelular es absorbido por los
gloébulos blancos sinoviales y convertido en mediadores inflamatorios como las
prostaglandinas y los leucotrienos (Tobetto et al., 1992).

v' Efecto anabdlico: La inyeccion intraarticular de acido hialurénico puede afectar a la
sintesis de acido hialurénico estimulando a los fibroblastos sinoviales. Varios estudios
han evaluado el efecto de varios preparados comerciales de 4cido hialurénico en las
articulaciones de pacientes con artrosis y se concluye que, tanto la concentracion como
el peso molecular de los mismos son importantes a la hora de estimular produccion de
acido hialuronico, siendo mas efectivo un peso molecular superior a 5x10° dalton (Smith
& Ghosh, 1987).

v' Efecto analgésico: El 4acido hialuronico intraarticular modula el dolor por dos
mecanismos: un mecanismo directo, mediante la inhibicion de los receptores del dolor, y
otro indirecto, mediante la sustancia P (péptido implicado en la sefializacion del dolor)
(Ghosh, 1994).

v' Efecto condroprotector: Se ha demostrado que el acido hialurénico tiene un efecto
condroprotector en modelos animales. Ya que, al incluir HA se observo un aumento en la
produccion de la matriz del cartilago en artrosis inducidas en perros (Adams & Brandt,
1991).
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Tabla 2. Tabla resumen de las propiedades del HA (Alonso Carro & Villanueva Blaya, 2002).

Propiedades del HA

Viscoelasticidad

Efecto antiinflamatorio

Efecto anabolico
Efecto analgésico
Condroprotector

Una rodilla sana contiene 2 ml de liquido sinovial con una concentracion de acido hialurénico de
2,5 a4,0 mg/ml. Sin embargo, en la artrosis, esta concentracion disminuye de la mitad a un tercio
del valor normal. Al igual que la interaccidn entre las moléculas de 4cido hialurdnico, el tamafio
de las moléculas también disminuye. Esto se expresa en una pérdida de propiedades reologicas,
una disminucion de la densidad dindmica, un cambio en las propiedades elasticas, una
disminucion de la accion de filtrado y barrera del liquido sinovial, lo que afecta a la nutricion del
cartilago. La pérdida de lubricacion aumenta las fuerzas de traccion y destruye la red de tejido de
colageno necesaria para la integridad de las superficies articulares (Alonso Carro & Villanueva
Blaya, 2002).

Por tanto, la naturaleza viscoelastica inica del HA, junto con su biocompatibilidad y no
inmunogenicidad, ha llevado a su uso en una serie de aplicaciones clinicas, incluida la
suplementacion del liquido articular en la artrosis (Necas et al., 2008).

- Viscosuplementacion:

La viscosuplementacion se trata de la administracion intraarticular de 4cido hialurénico con el
objetivo de recuperar las propiedades elasticas y viscosas del liquido sinovial, restableciendo asi
la homeostasis alterada en la articulacion artrésica. Esta terapia esta recomendada para pacientes
que presentan sintomas después de haber recibido tratamiento médico farmacologico y
rehabilitador (Alonso Carro & Villanueva Blaya, 2002).

A partir de 1980 se inici6 se inici6 la investigacion sobre la seguridad y eficacia de esta técnica,
pero no fue hasta 1990 cuando se demostro su seguridad, lo que desencadend una amplia variedad
de estudios para analizar su efecto (Puhl et al., 1993). Un estudio adicional, demostr6 la eficacia
de la viscosuplementacion con acido hialurénico en la rodilla de pacientes con osteoartritis (Clegg
et al., 2013). Pero no fue hasta el afio 1995 cuando la viscosuplementacion de HA comenzo a
utilizarse clinicamente en Europa (Necas et al., 2008).

A pesar de que se han llevado a cabo diversos estudios que evidencian los efectos beneficiosos
del acido hialurénico en pacientes con artrosis, aun no se cuenta con informacion suficiente para
establecer de manera concluyente su efectividad a largo plazo en seres humanos. Por lo tanto,
resulta imprescindible la realizacion de investigaciones adicionales que permitan determinar los
beneficios a largo plazo, la cantidad de inyecciones necesarias y el momento optimo para su
administracion (Clegg et al., 2013).

A dia de hoy, los productos mas utilizados clinicamente son el HA natural (Hyalgan) y Synvisc,
un hilano sintético G-F 20. El Synvisc es un HA reticulado que tiene mayor peso molecular y
viscoelasticidad, por tanto, tiene mejores propiedades mecanicas, lo que lo hace mas eficaz en el
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tratamiento de la OA, ya que perdura mas tiempo en la articulacion. Otros productos comerciales
analogos se basan en estrategias equivalentes al Hyalgan (Orthovisc) o al Synvisc (Monovisc),
con sutiles diferencias en la concentracion del soluto que afectan muy sutilmente al efecto clinico
o la persistencia en el tejido como se ve representado en la Tabla 3 (Alonso Carro & Villanueva

Blaya, 2002).

Tabla 3. Preparados comerciales disponibles

Productos comerciales Peso molecular Concentracion Régimen de
x105 (MDa) de HA (mg/ml) tratamiento

Synvisc Hylan G-F 20 60 8 Semanal x 3
Hyalgan 5-7.3 10 Semanal x 6
Orthovisc >10 15 Semanal x 3
Monovisc 1-2.9 22 Semanal x 3

Actualmente, se emplean pesos moleculares de HA muy altos (3-6 MDa), medios-altos (0.5-2
MDa) y bajos (0.1-0.5 MDa). Los resultados de algunos estudios (Baron et al., 2019) han
demostrado que las inyecciones intraarticulares de acido hialurénico de alto peso molecular dan
mejores resultados que las inyecciones de bajo peso molecular. Esto se debe a que mejora la
calidad de vida de los pacientes al reducir el nimero de inyecciones, es un procedimiento menos
invasivo y tiene menores riesgos asociados. Sin embargo, la eficacia del HA de alto peso
molecular es limitada, ya que si es demasiado alto (=3-6 MDa) puede perder su capacidad de
union al receptor CD44 a pesar de la ventaja de proporcionar un tiempo de residencia mas
prolongado (Necas et al., 2008).

1.4. Uso de hidrogeles para la regeneracion del cartilago

Como se ha estado discutiendo repetitivamente en los apartados anteriores, el cartilago articular
tiene poca capacidad para regenerar y reparar tejidos después de lesiones o enfermedades
degenerativas debido a su naturaleza avascular, lo que hace que la reparacion del cartilago
articular sea un gran desafio. Debido a su alto contenido de agua y su parecido estructural con los
tejidos bioldgicos blandos naturales, los hidrogeles son candidatos prometedores para la
reparacion del cartilago. Los hidrogeles tienen una resistencia mecanica y una cinética de
hinchamiento que facilitan la difusion de nutrientes y metabolitos, para proporcionar un entorno
de matriz extracelular (MEC) biomimético similar al cartilago natural.

Se ha desarrollado una variedad de hidrogeles compuestos por polimeros reticulados fisica o
quimicamente de origen natural o sintético para aplicaciones biomédicas. Los hidrogeles basados
en polimeros sintéticos como el polietilenglicol, el alcohol polivinilico, el acido poliglicolico y la
poliacrilamida tienen altas propiedades mecanicas, pero estos materiales son relativamente
bioinertes y no muestran bioactividad. Por lo tanto, no puede proporcionar un entorno ideal para
la union celular, inducir la condrogénesis y apoyar la remodelacion de la matriz del cartilago (Han
et al., 2018).

Por otro lado, los glicosaminoglicanos (GAG) son un grupo importante de polimeros naturales
que pueden funcionalizarse para producir hidrogeles para su uso en ingenieria de tejidos
(Schuurmans et al., 2021). Estos grupos incluyen colageno, agarosa, fibroina de seda, quitosano,

19



Disefio de hidrogeles de acido hialuronico injertados con moléculas condroprotectoras

alginato, gelatina, elastina, acido hialurénico y sulfato de condroitina (CS), que presentan
excelentes actividades biologicas, incluidas las propiedades de sefializacion e interaccion celular
(Han et al., 2018).

La mayoria de los GAG que se encuentran en el cuerpo humano consisten principalmente en acido
hialuroénico y sulfato de condroitina. Todos los GAG, excepto el acido hialurénico, estan unidos
covalentemente a proteinas en agregados llamados proteoglicanos que, a su vez, interactiian con
otros componentes de la MEC para formar una estructura similar a un gel hidratado que permite
que los tejidos resistan las fuerzas de compresion (Schuurmans et al., 2021).

El CS es un glicosaminoglicano sulfatado compuesto por unidades alternas de acido glucurénico
unidas a B-14 y PB-1,3-N-acetil-D-glucosamina (Nam & Mooney, 2021). Estos
glicosaminoglicanos son componentes importantes de la matriz extracelular del cartilago y otros
tejidos corporales y desempefian un papel clave en la regulacion de funciones celulares como la
migracion celular y la unidn a receptores. Sin embargo, los hidrogeles naturales basados en CS
estan limitados en algunos estudios clinicos (p. €j., la regeneracion del cartilago) debido a las
malas propiedades mecanicas y la corta persistencia in vivo. Ademas, debido a su carga negativa,
CS no tiene una fuerte afinidad citoplasmatica por condrocitos, fibroblastos y neuronas del
hipocampo (E et al., 2022). Por lo tanto, es muy importante desarrollar hidrogeles basados en CS
para la regeneracion del cartilago que tengan una buena afinidad entre las células y los tejidos, asi
como propiedades mecanicas.

Estructuralmente, el HA y el CS son muy similares (Figura 5). Por una parte, como se ha visto en
el apartado 1.3, el HA consiste en unidades repetidas de disacarido de 4cido D-glucurénico y N-
acetil-D-glucosamina, que estan unidas a través de enlaces glucosidicos B-(1 — 4) y B-(1 — 3)
alternados. Mientras que, en el CS, la N-acetil-D-galactosamina combinada con el acido D-
glucurdnico constituye una unidad monomérica. La diferencia entre una galactosamina (presente
en CS) y una glucosamina (presente en HA) es la posicion del OH en la posicion —4, en HA este
OH es ecuatorial, para CS es axial. Ademas, CS se puede sulfatar en muchos patrones diferentes,
como la condroitina no sulfatada, condroitina-4-sulfato, condroitina-6-sulfato, condroitina-2-6-
sulfato y condroitina-4-6-sulfato (Schuurmans et al., 2021).
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Figura 5. Unidad de repeticion formada por un disacérido, a) Estructura HA y b) Estructura CS
(Schuurmans et al., 2021).

Tanto el HA como el CS se utilizan actualmente en el contexto clinico. El HA se usa a menudo
como relleno cosmético (en forma de particulas reticuladas) (Beasley et al., 2009), y el HA y el
CS (formulados en glucosamina) se usan para reducir el dolor en pacientes con osteoartritis de
rodilla (DiNubile, 2018). Sin embargo, cabe sefialar que la eficacia de tales configuraciones
requiere mas estudios cientificos (DiNubile, 2018; Roman-Blas et al., 2017). No obstante, debido

20



Disefio de hidrogeles de acido hialuronico injertados con moléculas condroprotectoras

a la presencia generalizada de sulfato de condroitina y acido hialurénico en el cuerpo humano y
su uso clinico generalizado, los derivados de estos polisacaridos capaces de formar hidrogeles
tienen un alto potencial como biomateriales deformables para su uso como andamios disefiados
para tejidos.

1.4.1. La quimica EDC/NHS

Debido a sus caracteristicas unicas, el HA ha sido ampliamente investigado y aplicado como
biomaterial para la administracion de farmacos y proteinas, andamios tridimensionales (3D) para
el cultivo de células, regeneracion de cartilago y hueso, curacion de heridas, bioimpresion, etc.
Sin embargo, como polimero natural, su rapida degradacioén in vivo y sus pobres propiedades
biomecanicas limitan en cierta medida sus aplicaciones biomédicas (Bian et al., 2016).

Para obtener unas propiedades mecanicas adecuadas y unas caracterizaciones metabdlicas
estables, se han desarrollado diversos métodos de reticulacion quimica y agentes de reticulacion
para producir materiales de HA en forma de gel mediante la formaciéon de redes covalentes.
Algunos ejemplos de estos métodos son la reaccion de adicion tipo Michael y la reaccion de base
de Schiff. Aunque estos métodos podrian preparar eficazmente hidrogeles de HA para su
aplicacion en el campo de la biomedicina, los investigadores siguen teniendo algunos problemas
para disolverlos, como la citotoxicidad derivada del aditivo exégeno o de los agentes reticulantes
o el control nulo en el proceso de gelificacion del hidrogel (Bian et al., 2016).

En los ultimos afios, el hidrogel reticulado con enlaces disulfuro ha atraido el interés de muchos
investigadores debido a su protocolo simple de sintesis, su método de gelificacion adecuado y sus
propiedades de gelificacion in sifu, entre otras.

Por lo que se prepar6 un nuevo hidrogel inteligente autorreticulante con propiedad de gelificacion
in situ a partir de derivados de acido hialurénico tiolado (SH-HA) de un solo componente, que se
obtuvo mediante una modificacion quimica EDC/NHS. Esta ruta quimica es interesante porque
se produce en fase acuosa, lo que es muy infrecuente en sintesis quimica ya que el agua suele ser
un inhibidor y, porque ademas, se puede producir a temperatura ambiente en periodos de tiempo
razonables, ya que el resultado puede estar listo en unas horas o en unos pocos dias. Los hidrogeles
SH-HA tienen una excelente biocompatibilidad porque el HA es un tipo de polimero natural y los
compuestos de sulthidrilo se distribuyen ampliamente en los tejidos animales (Bian et al., 2016).

EDC (clorhidrato de 1-etil-3-[3-dimetilaminopropil]-carbodiimida) es un agente de reticulacion
que se utiliza para acoplar grupos carboxilo a aminas primarias, normalmente a través de la
formacion de ésteres de NHS reactivos con amina (Bart et al., 2009). Esta reaccion se produce en
dos pasos que se ven representados en la Figura 6:

1. EDC reacciona con un carboxilo y en presencia de N-hidroxisuccinimida (NHS)
convierte los grupos de acido carboxilico en ésteres de NHS reactivos con amina (Bart
et al., 2009).

2. En este punto, las aminas primarias pueden hacer contacto donando pares de electrones
para formar amidas. Si la molécula a la que pertenece la amina primaria contiene un grupo
sulthidrilo terminal, puede verse afectado y formar puentes disulfuro por oxidacion.
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Figura 6. Ruta quimica EDC/NHS para crear modificaciones quimicas de polisacéaridos
carboxilados y formar hidrogeles SH-HA (Bart et al., 2009).

Este método de entrecruzamiento de hidrogeles permite la incorporacion de varios farmacos en
sus estructuras, lo que da como resultado estructuras HA funcionalizadas capaces de retener
propiedades viscoelasticas especificas para el tratamiento de diversas enfermedades.
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2. Objetivos y justificacion

2.1.Contexto de la invencion

Este Trabajo Fin de Master (TFM) pertenece a una de las fases de un proyecto de investigacion
mas amplio que se estd llevando a cabo en un grupo de investigacion del CBIT (Centro de
Biomateriales e Ingenieria Tisular). El nombre del proyecto es "Hidrogeles inyectables in situ de
acido hialurénico como viscosuplemento en osteoartritis y dispositivo de liberacion de
biomoléculas condroprotectoras”, la referencia es CIGE/2021/174 y su entidad financiadora es la
Generalitat Valenciana. Ademas, este TFM surge de otros Trabajos Fin de Grado defendidos
anteriormente en la Escuela Técnica Superior de Ingenieros Industriales de Valencia en los que se
consiguieron alcanzar unas condiciones de sintesis del HA-SH que permitieran su gelificacion.

El objetivo principal de este proyecto en cuestion 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 y que, ademas, produzca una liberacion controlada de CS para el
tratamiento de OA.

2.2. Objetivos particulares

Para poder llevar a cabo el objetivo principal del proyecto, se han abordado objetivos mas
especificos durante este trabajo:

- Fabricacion del gel a partir de la modificacion del HA con cisteamina (CSA) recurriendo
a la quimica EDC/NHS, para obtener asi el HA-SH mencionado anteriormente. Se parte
de la concentracion optima de HA ya que en el anterior TFG se demostré que la
concentracion de HA que mayor grado de sustitucién presentaba era 0.5% m/v
(Torregrosa Aragoneses, 2022), y se produce su caracterizacion usando alguna técnica de
cuantificacion colorimétrica para determinar el grado de sustitucion de los tioles.

- Determinacion de la concentracion optima (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 (1:15, 1:50, 1:100).

- Determinacion de la técnica de entrecruzamiento 6ptima (mayor grado de tiolacion y de
injerto de CS). Para ello se realizaran dos sintesis con la concentracion o6ptima de CS y
de HA, empleando dos procesos diferentes (reaccion competitiva o secuencial).

- Obtencion de un método de sintesis valido que permita la gelificacion in situ de los
hidrogeles controlando la temperatura y pH de estos.

- Caracterizacion quimica y mecanica de los hidrogeles, mediante la técnica de
cromatografia por permeacion de gel (GPC) y ensayos de reometria.

- Determinacion de la liberacion controlada de condroitin sulfato en un ensayo de
biodegradacion, trabajando en condiciones fisiologicas similares a lo que sera el tejido
real.
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3. Materiales y métodos

3.1. Obtencion del hidrogel SH-HA

3.1.1. Sintesis SH-HA

Tal y como representa la Figura 7, el primer paso para la obtencion del gel SH-HA fue preparar
la solucidén de acido hialurénico con agua Mili-Q y se dejo en agitacion a temperatura ambiente
durante un periodo flexible de 24 a 72 horas. Se eligi6 este intervalo temporal con la consideracion
de que, posiblemente, se haya logrado una interaccion inicial significativa después de 24 horas,
pero se permite un maximo de 72 horas para garantizar interaccion completa y optimizar sus
propiedades. El agua Milli-Q que se utiliza en los laboratorios es agua de conductividad
controlada, ya que ha sido filtrada y purificada por 6smosis inversa. El acido hialurénico
empleado tenia un peso molecular 1.5-1.8 MDa (Sigma Aldrich, 99% pureza, 401 g/mol) y la
solucion contenia una concentracion de HA de 0.5% (% m/v), es decir, 5 mg/ml, valor 6ptimo
segun estudios preliminares del grupo de investigacion.

Una vez preparada la solucion se comenzo la reaccion EDC/NHS utilizando la proporcion 1/4/2/4
equivalente a las proporciones molares HA/EDC/NHS/CSA como sugieren estudios previos (Bian
et al., 2016). Para ello, se peso la masa de NHS (Sigma Aldrich, pureza 98%, 15.09 g/mol) y se
puso su cantidad en el frasco de vidrio donde anteriormente se habia preparado la solucion de
HA. Se agit6 durante 10 minutos y, mientras tanto, se realiz6 el mismo procedimiento para el
EDC-HCI (Sigma Aldrich, pureza 99% ,191.70 g/mol) y se vertio la cantidad correspondiente en
la solucidn anterior. Pero esta vez, la muestra se dejo agitando durante 2 horas para conseguir que
la reaccion tenga lugar, pues durante estas dos horas, el EDC activa los COOH y el NHS se acopla
a estos. Realmente el NHS tarda mas en disolverse que el EDC-HCI en fase acuosa, pero la
reaccion no comienza hasta que se le afiade el EDC-HCIl a la muestra ya que este es el responsable
de que el NHS se fije al HA.

Pasadas las 2 horas, se afiadié a la disolucion la cisteamina hidrocloruro (CSA-HCI (Sigma
Aldrich, pureza 97% 113.61 g/mol)). Como el NHS es una molécula inestable, en presencia de
una amina (en este caso el CSA) es capaz de sacrificarse y dejar su lugar (Figura &). Debido a esta
sustancia es altamente higroscopica, la cisteamina hidrocloruro se prepard en una camara sellada,
inundada con nitrégeno. Para ello, se cogio una cantidad en exceso de CSA-HCl y se puso en un
Eppendorf como se observa en color rojo en la Figura 7 dentro del ambiente de nitrégeno. Este
Eppendorf se peso antes y después de poner la cisteamina dentro, para saber en todo momento las
cantidades con las que se estaba trabajando. Por tultimo, se diluy6 en 1 ml de agua Mili-Q (para
controlar el agua que interacciona con el reactivo) y se vertio la cantidad necesaria en la disolucion
preparada anteriormente.
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Figura 7. Proceso de sintesis SH-HA.
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Figura 8. En la figura se observa como la molécula de HA al reaccionar con la cisteamina,
forma el grupo quimico amida dejando expuestos los sulthidrilos.

Una vez preparada la mezcla de reaccion, se regulo su pH (anadiendo 1.0 M NaOH o 1.0 M HCI)
y se midi6 mediante pH-metro hasta alcanzar un pH 4.75. Es muy importante dejar la muestra a
un pH acido para poder controlar su gelificacion, evitando asi la desprotonacion de los grupos
sulthidrilo para que se formen prematuramente los puentes disulfuro. Por ultimo, se dejo la
reaccion agitando durante 24 horas para que se produjese la tiolacion.

3.1.2. Dialisis

La dialisis es una técnica que consiste en el intercambio de sustancias o moléculas segiin su
tamafio a través de una membrana. El intercambio ocurre de altas a bajas concentraciones y
depende de la permeabilidad y el area superficial de la membrana. Como resultado, las moléculas
pequefias y los solventes pasan, pero las moléculas grandes no.

Por tanto, tras agitar la mezcla durante 24 horas, se transfiri6 a la membrana de dialisis y se dializo
contra una solucion de HCI diluido (pH 3,5) que contenia 100 mM de NaCl durante 24 horas.
Tras 24 horas, se cambi6 el medio de dialisis a H20 destilada, para evitar mantener la disolucion
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de HA mucho tiempo en condiciones acidas, que pueden catalizar su biodegradacion. El volumen
del medio en el que se puso la membrana era de al menos 100 veces superior al volumen de la
muestra, como asi recomienda el fabricante de esta (Bian et al., 2016).

En este caso, como se utilizdo una membrana de 3500 Da y el 4cido hialurénico utilizado es de
alto peso molecular (1,5 MDa), este y sus derivados permanecieron dentro de la membrana,
mientras que las sales reactivas, asi como la CSA libre, se transfirieron al medio de dialisis por
difusion (Figura 9).

/ “ "\ Agitado 24h Y=
sH-HA | WA //“ —_— i >
ll')" 4 7(5 \ Medio SH-HA \ /-\ —_—

K \ ans 75 \
‘ e pe \ destilada

(Agitado 24h)

Figura 9. Proceso dialisis SH-HA

3.1.3. Determinacion del grado de tiolacion

Para determinar el grado de tiolacion (sustitucion de grupos carboxilo terminal (-COOH) por
-SH, también llamados tioles o sulthidrilos) que se ha producido en las cadenas SH-HA se emplea
el método de Ellman (Ellman, 1959).

Este método utiliza el reactivo DTNB (5,5'-ditio-bis-[acido 2-nitrobenzoico]) (Sigma Aldrich,
99% Pureza), el cual reacciona con un grupo sulfhidrilo libre para dar una mezcla de disulfuro y
acido 2-nitro-5-tiobenzoico (TNB) como representa la Figura 10.

a) b)

o
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Ellman's Reagent; P 0
5,5"-Dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid) > S’S N \y + 8 N Y
R— .

C,4HgN,04S2
Mol. Wt.: 396.35 mixed disulfide TNBZ

Figura 10. a) Estructura quimica del reactivo de Ellman; b) Reaccion del DTNB en presencia de
-SH (sulfhidrilos) (Thermo Scientific, s. f.).

El DTNB permite cuantificar los grupos sulthidrilo (-SH) expuestos en una solucién ya que
cuando reacciona con estos se produce un producto de color amarillo. Esta reaccion es muy rapida
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y se analiza utilizando el coeficiente de extincion molar del TNB en valores de 14.150 M cm™ a
412 nm (Thermo Scientific, s. f.).

Para poder cuantificar los grupos (-SH) es necesario crear una curva patréon a partir de
concentraciones conocidas de un compuesto que contenga sulthidrilo. En este caso se empleara
también la CSA, ya que se trata de una molécula sencilla que contiene un grupo sulfhidrilo como
se ve representado en la siguiente figura.

HS 4—\_
NH

Figura 11. Estructura molecular de la cisteamina.

2

Siguiendo el protocolo de Thermo Scientific para Ellman’s Reagent (Thermo Scientific, s. f.), en
primer lugar, se prepar6 el tampon de reaccion o reaction buffer (RB), la cisteamina hidrocloruro,
una solucion del reactivo de Ellman, y la muestra SH-HA en las condiciones optimas para llevar
a cabo el protocolo (Tabla /Tabla 4).

Tabla 4. Material necesario para seguir el protocolo de de Thermo Scientific para Ellman’s
Reagent (Thermo Scientific, s. f.).

Preparacion del material
Reaction Buffer 0.1M fosfato de sodio a pH=8 y conteniendo 1 mM EDTA
Cisteamina hidrocloruro 1.5mM diluido en RB
Reactivo de Ellman 4mg DTNB en 1ml de RB
Muestra SH-HA 1.5mM diluido en RB

Una vez todo preparado, se pusieron en 7 tubos diferentes concentraciones de CSA. Estos estaban
nombrados de la A (CSA 1.5 mM) a la G (CSA 0.1 mM). Este proceso se trataba de 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 disolucion tampon a partir de CSA (expresada en mmol/l), de la concentracion del
protocolo (1.5mM) y del volumen seleccionado: V1Ci = V»(».

Se preparo otro tubo para la muestra SH-HA. Para ello, esta se diluyo en tras la dialisis en reaction
Buffer para asegurar que la concentracion de sulfhidrilos se encontrara dentro del rango de trabajo
de la curva estandar (1.0 mM) incluso si el grado de tiolacion fuera el 100%.

A continuacion, se prepararon de nuevo 7 tubos nombrados de la A a la G y el blank (o blanco de
referencia, cuya concentracion equivalente es de 0 mM). En estos, se disolvio 50 ul del reactivo
de Ellman, 2.5 ml del RB y 250 pl de cada una de las muestras anteriores. Todo este proceso se
ve representado en la (Figura 12).
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Figura 12. Protocolo de Thermo Scientific para Ellman’s Reagent: a) Primer paso donde se
prepara el proceso seriado de la dilucion de CSA para la recta patron; b) Segundo paso donde se
preparan las muestras definitivas para sacar resultados en el espectofotometro.

Después de hacer esta mezcla, se esperd 15 min para cada muestra antes de medir la absorbancia
a una longitud de onda de 412 nm con el espectrofotometro Cary 60 de Agilent (Cary 60 UV-Vis
Spectrophotometer). Las mediciones se tomaron durante 1 segundo y con un intervalo de 1 minuto
entre cada muestra, tiempo suficiente para limpiar y volver a llenar la cubeta del instrumento.

3.2. Incorporacion de moléculas condroprotectoras

3.2.1. Injerto de CS a cadenas de HA

Se realiz6 la sintesis de acido hialuronico con condroitin sulfato injertado (HA-g-CS) en tres
proporciones molares HA:CS diferentes (1:15, 1:50 y 1:100, denominadas HA-g-CS 1:15, HA-
g-CS 1:50 y HA-g-CS 1:100, respectivamente), con el objetivo de conseguir que el CS se injertara
a las cadenas laterales de las cadenas de HA y poder verificar que concentraciones de condroitin
sulfato serian las mas interesantes. Para ello, se sigui6 la misma técnica utilizada para la sintesis
de SH-HA explicada en el apartado 3.1.1, es decir, la ruta quimica EDC/NHS pero esta vez se
utilizaria CS (Sigma Aldrich) en vez de CSA, como se puede observar en la Figura 13.
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Figura 13. Proceso de sintesis HA-g-CS (1:15, 1:50, 1:100).

Teniendo en cuenta que por cada mol de carboxilos terminales del HA (1 por cada unidad de
repeticion, de masa molar 401 g/mol) se requiere un mol de macromoléculas enteras de CS (ya
que solo hay una amina terminal por cada macromolécula), se estudiaron diferentes proporciones
de CS 1:15, 1:50, 1:100. No se ha podido trabajar con proporciones mas altas ya que resultaban
muestras muy viscosas por la gran cantidad de CS que hubiera supuesto afiadir a la mezcla
(Prudnikova et al., 2018).

3.2.2. Dialisis

Una vez las muestras (HA-g-CS 1:15, HA-g-CS 1:50 y HA-g-CS 1:100) estaban preparadas, los
materiales se purificaron mediante dialisis siguiendo el mismo procedimiento explicado en el
apartado 3.1.2.

Solo en el caso de la muestra HA-g-CS 1:50, se pasaron 10 ml de esta ademas de la membrana, a
una columna Float-A-Lyzer (Spectra-Por® Float-A-Lyzer® G2) con capacidad de 10 ml y un
tamaifio de poro de 100 kDa durante 24 horas frente H>O destilada (Figura 14), con el objetivo
de obtener también la mezcla purificada sin CS no injertado (o libre) para evaluar cuanto CS libre
quedaba con las técnicas que se explican en apartados posteriores (apartado 3.5).

La otra parte de las muestras se reservo sin dializar con el Gltimo paso, de cara a evaluar cuanto
CS libre quedaba sin injertar (ver punto siguiente, 3.2.3).

Agitado 24h ) Agitado 24h
HA-g-CS ) Medio Hagcs |\
pds | | o Ha7s | | i
*\ acido P X destilada
™ 4
Float-A-Lyzer
(Agitado 24h)

Figura 14. Dialisis completa de HA-g-CS 1:50.
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3.2.3. Determinacion del grado de injerto de CS

El injerto de CS en las cadenas de HA se confirm6 con la técnica de la fluorescamina (Thermo
Scientific, s. f.). La fluorescamina (FCA) (Sigma Aldrich, >98% pureza, 278.26 g/mol de peso
molecular) es un reactivo fluorométrico que reacciona con las aminas primarias (PA) de forma
que la fluorescencia resultante de esta reaccion es directamente proporcional a la concentracion
de PA que hay en la solucion. En este caso, como a cada cadena de CS le pertenece una amina
primaria, la fluorescamina permite medir esta cantidad de PA y con ello, la cantidad de cadenas
de CS que no se han injertado al HA, como se ve representado en la Figura 15.

HQN\/ + .

Amina primaria Fluorescamina Complejo fluorescente

Figura 15. Reaccion de la fluorescamina con una amina primaria.

La intensidad de la fluorescencia se midio con el espectrofotometro de placas (Victor3 Perkin
Elmer 8000), utilizando una placa negra de 96 pocillos para evitar que la luz interviniera tanto en
el reactivo como en las muestras. La reaccion fluorescamina-PA se produce a 390 nm, con una
longitud de onda de emision a 475 nm (Sarkar et al., 2012) por eso se utilizo los filtros de 355 nm
(excitacion) y 460 nm (emision) disponible en el laboratorio ya que era el mas cercano a estos
valores.

Como blanco de las lecturas se utilizé agua destilada, como control positivo se utilizé albimina
de suero bovino (BSA) (Sigma Aldrich, >98% pureza, 66.430 g/mol) ya que tiene una alta
proporcion de PA por molécula (19,74 + 4,45 PA/molécula) (Sarkar etal., 2012). Esta
concentracion es tan alta porque muchos de los aminoacidos en el esqueleto de la proteina BSA
contienen PA. Por ultimo, como control negativo se usd la L-prolina (Sigma Aldrich, 115,13
g/mol) y la N-acetil-galactosamina (GalNAc) (Sigma Aldrich, 98% pureza) porque tienen una
amina secundaria pero no primaria y, ademas, la segunda molécula es el constituyente aminado
de la unidad de repeticion del CS, a fin de demostrar que estas macromoléculas no interferian en
la medida. Se empleo6 agua destilada para preparar las soluciones de cada muestra.

Para hacer el calibrado se utilizo la glicina (Gly-HCI) (Sigma Aldrich, >99% pureza,75.07 g/mol).
La glicina tiene una amina primaria por molécula y se trata de un aminoacido muy similar al que
el CS utiliza para anclarse a la proteina del nucleo del proteoglicano. Se realiz6 una dilucion
seriada de la glicina en tubos de la A a la F y el blanco para obtener la recta patron.

Posteriormente se afiadio la fluorescamina a cada una de las muestras preparadas y se analizaron

empleando el espectrofotometro lector de placas Victor® (Perkin-Elmer), siguiendo el
procedimiento establecido por (Sarkar et al., 2012).
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Finalmente, se midieron las muestras de los patrones, Gly-HCI, CS, BSA, GalNAc, L-prolina y
las muestras a determinar (HA-g-CS a diferentes concentraciones) por triplicado en la placa negra
de 96 pocillos (Sarkar et al., 2012).

Cabe destacar que, ademas, el ensayo también se realiz para las muestras adicionales SH-HA-g-
CS 24/24 y 24/48. Estas muestras son los geles que se describen més adelante en el apartado 3.3.

A partir de la region lineal obtenida de la curva estandar o recta patron de la glicina se calculd la
concentracion 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
concentracion que permitia un grado satisfactorio de injerto.

3.2.4. Liofilizacion

Los resultados de la fluorescamina llamaron la atencion ya que daba la sensacion de que se estaba
perdiendo CS en el proceso de didlisis. Para salir de dudas, se decidio realizar un analisis
gravimétrico dedicado al CS.

El objetivo de este ensayo era conocer la cantidad de CS que habia en la muestra después de la
dialisis en la membrana de 3500 Da en medio acido durante 24h, después de la didlisis en la
membrana de 3500 Da en agua y después de la didlisis en columna Float-A-Lyzer 100 kDa. Para
ello, se siguid el siguiente procedimiento: En primer lugar, se pesaba un Eppendorf® vacio,
después se rellenaba con la solucion correspondiente, se congelaba cada muestra a -80°C y
finalmente, se ponian las muestras a liofilizar para eliminar por completo el agua de la muestra.

El primer paso fue preparar 5 ml de la solucién principal de CS en H,O destilada siguiendo con
la concentracion utilizada anteriormente en HA-g-CS 1:50.

Para preparar la muestra numero 1 se peso el primer Eppendorf® vacio, inmediatamente se lleno
de 1 ml de la solucion CS en H20 destilada y por tltimo se puso a congelar a -80°C. Los 4 ml
restantes de la solucion se transfirieron a la membrana de dialisis de 3500 Da y se dializ6 contra
una solucion de HCI diluido (pH 3,5) que contenia 100 mM de NaCl durante 24 horas. Tras 24
horas, se pesoé el segundo Eppendorf® vacio, se lleno de 1 ml de la solucién sometida a la dialisis
y se congelo a -80°C. De la misma forma, los 3 ml restantes de la solucidn se transfirieron a la
membrana de dialisis de 3500 Da contra H,O destilada durante 24 horas. Tras esas 24 horas, se
peso el tercer Eppendorf® vacio, se lleno de 1 ml de la solucion sometida a la dialisis en agua y
se congelo a -80°C. De la misma forma, los 2 ml restantes de la solucion se transfirieron a la
columna de dialisis Float-A-Lyzer 100 kDa contra H,O destilada durante 24 horas. Por tltimo,
finalizadas las ultimas 24h de la dialisis, se pesoé el cuarto Eppendorf® vacio, se llen6 de 1 ml de
la solucion sometida a la didlisis en Float-A-Lyzer y se congel6 a -80°C.

Una vez las cuatro muestras estaban congeladas se liofilizaron durante 48 horas. La liofilizacion
se trata de un proceso en el que inicialmente se congela el material a -80°C como se ha comentado
antes, de manera que produce una transicion de fases entre solido-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. De esta forma se pesaria el Eppendorf®
liofilizado y se podria saber la cantidad de CS que persiste después de cada una de las dialisis.
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En la Figura 16 se muestra el equipo que se emple6 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.

Figura 16. Liofilizadora (Freeze-Dryer).

3.2.5. Caracterizacion de HA-g-CS mediante cromatografia

Como se tenia la sospecha de que el peso molecular del CS era bastante disperso, (ya que proviene
de un agrecano natural de tiburén), se decidi6 recurrir a la técnica de cromatografia de permeacion
en gel (GPC) para determinar la distribucion del peso molecular de las muestras. Este ensayo
consiste en hacer pasar las muestras a través de una columna rellena con un lecho de particulas
de dextrano con poros de diferente tamafo, permitiendo obtener una medicion del tiempo de
llegada de las cadenas, lo cual esta estrechamente relacionado con la longitud (y, con ello, el peso
molecular) de estas. Para ello, previamente al ensayo, es necesario realizar una calibracion
haciendo uso de las muestras patron, fracciones con mezclas monodispersas de polietilenglicol de
peso molecular conocido. Las sefiales obtenidas con estas permiten calcular la recta patron que
relaciona el tiempo de llegada con el peso molecular de las cadenas. Este tiempo sera menor para
las cadenas de mayor peso, que se lixivian mas rapidamente por no poder entrar en los poros de
las particulas del lecho de la columna.

Para ello, se utilizo el Waters Breeze GPC 1525 Binary HPLC (Waters Corporation, Milford, MA,
EEUU) equipado con un detector de indice de refraccion 2414 y columnas Waters Styragel HR
THF.

Se utilizo agua Mili-Q como eluyente con un caudal de 0,5 mL/min. El volumen de inyeccion de
cada muestra fue de 50 uL, y se realizaron dos inyecciones. Los pesos moleculares precisos de
las muestras de CS y HA se calcularon a partir de los pardmetros de Mark-Houwink-Sakurada,
donde kcs = 0.04 [dL/g], acs = 1.14 y kpya = 0.01019 [dL/g], ana = 0.524, respectivamente
(Simulescu et al., 2016; Wu et al., 2010).

En este ensayo se analizaron ocho muestras diferentes: HA, CS, CS dializado con Float-A-Lyzer,
HA-g-CS 1:15, HA-g-CS 1:50 y HA-g-CS 1:100 y HA-g-CS 1:50 + Float-A-Lyzer.

Para poder llevar a cabo el ensayo, se prepararon todas las muestras en una concentracion 2 mg/ml
en un volumen total de 5 ml de agua Mili-Q. En el caso de las muestras de acido hialurénico con
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CS injertado, se utilizo la formula V1-C1 = V2 - (2 para conseguir estas concentraciones.
Finalmente, antes de la inyeccion al equipo se pasaron por filtros con un tamafio de poro 0.22
micras de la marca Chrom Tech® para eliminar las impurezas y poder comenzar con el ensayo.

3.3. Sintesis de geles con injerto de CS

Se realizaron procedimientos de sintesis diferentes de los geles SH-HA-g-CS competitivo (SH-
HA-g-CS (24/24)) y secuencial (SH-HA-g-CS (24/48)) para compararlos y poder determinar cual
de los dos representa mayor grado de tiolacion y de injerto de CS, y, por tanto, resulta el gel més
interesante.

Dado que la funcionalizacién y el injerto se basan en el mismo mecanismo de reaccion quimica,
las dos sintesis de SH-HA-g-CS (24/24) y SH-HA-g-CS (24/48) se pueden realizar utilizando solo
la técnica EDC/NHS y afiadiendo CS a concentracion 1:50. La justificacion de por qué se ha
trabajado con esta concentracion se explicard posteriormente en el apartado de resultados.

Ambas sintesis se realizan en paralelo como representa la Figura 17. La unica diferencia entre
SH-HA-g-CS (24/24) y SH-HA-g-CS (24/48) radica en el momento de agregar CSA durante la
sintesis. En el caso de 24/24, la CSA se anade al inicio de la sintesis, mientras que en 24/48, la
CSA se incorpora por primera vez después de 24 horas de reaccion.

a) 10 min después

NHS EDC-HCI

Ajustar pH
4.75

itado 2 f itado 2

Agitado 24h | Agitado 2h (Agitado 24h)

HA HA/EDC/NHS (Camara de N2)

(0,5%, 1% (wiv)) 1/4/2 (Relacion molar)
10 min después
NHS EDC-HCI
b) ,\ (.
i s Ajustar pH
L 475
i B — — >
Agitado 24h i Agitado 2h .

| (Agitado 24h)

HA HA/EDC/NHS (Cdmara de N2)

(0,5%, 1% (w/v)) 1/4/2 (Relacion molar)

Figura 17. Proceso de sintesis de los geles. La diferencia entre a) y b) radica en el periodo de
agitacion entre la adicion de CS y la de CSA.

Una vez las muestras estaban preparadas se sometieron a la misma dialisis con membrana de 3500
Da realizada en el apartado 3.1.2. De esta forma se pueden comparar a futuro las propiedades
viscoelasticas y el punto de gelificacion de los hidrogeles.

Ademas, se determind el grado de tiolacion y el grado de injerto de CS en los hidrogeles siguiendo
los mismos procedimientos explicados anteriormente en el apartado 3.1.3 y 3.2.3
respectivamente.
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3.4. Reologia de los hidrogeles

Las propiedades viscoelasticas de los hidrogeles SH-HA y SH-HA-g-CS (24/24) se analizaron
mediante el reémetro Discovery HR 20 (TA Instruments) y se compararon los resultados con los
obtenidos respecto al viscosuplemento comercial Synvisc One.

Dada la importancia que tiene el pH en la gelificacion de los hidrogeles, puesto que la presencia
de iones en el medio condiciona la desprotonacion de los grupos sulthidrilo para poder formar
enlaces disulfuro, resultd interesante analizar las caracteristicas viscoelasticas de ambos en
diferentes condiciones. Para ello, antes de realizar el ensayo se regul6 el pH de las muestras con
el pH-metro anadiendo 1.0 M NaOH o 1.0 M HCI hasta obtener diferentes muestras de SH-HA 'y
de SH-HA-g-CS (24/24) a distintos pH (6, 7, 7.5, 8 y 8.5).

Para la caracterizacion, se disponian 330 ul de cada muestra (a su pH correspondiente) en el plato
inferior utilizando la geometria de platos paralelos de 20 mm de diametro de acero inoxidable del
reémetro. Ademas, al mismo tiempo que se ponia la muestra en el plato, se afiadian 10 ul de
peréxido de hidrogeno (H»0.) diluido ya que este reactivo ayudaba al proceso de la gelificacion,
por incorporar oxigeno libre a la reaccion de formacién de puentes de disulfuro (Torregrosa
Aragoneses, 2022). Este procedimiento se ve representado en la Figura /8.

10 ul H202 [ 330 pul gel

diluido ¢

Figura 18. Representacion de la muestra y el peroxido de hidrogeno en el redmetro, antes del
ensayo.

Finalmente, se programo un barrido oscilatorio dentro de un intervalo de tiempo de 1800 segundos
fijando el strain (deformacién) al 1% y la frecuencia a 1 Hz (Torregrosa Aragoneses, 2022) a 37°C
para emular condiciones fisiologicas. En estos ensayos se registro la evolucion temporal de G'
(mddulo de almacenamiento o elastico) y G” (moédulo de pérdidas o viscoso) del barrido
oscilatorio y del de frecuencia.

Ademas, también se realizo el ensayo reométrico en las mismas condiciones al producto
comercial Synvisc One, ya que se trata de uno de los productos mas utilizados clinicamente en
pacientes con artrosis (Alonso Carro & Villanueva Blaya, 2002). Por tanto, parecié muy interesante
poder tener una comparacion directa de las propiedades de los productos que se estan
desarrollando en este proyecto frente a lo que hay actualmente en el mercado.
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3.5. Ensayo de biodegradacion de los hidrogeles

Por ultimo, se realizo el ensayo de biodegradacion para analizar y comparar la cantidad de CS
que liberaban los hidrogeles conforme pasaban los dias. Pues, en este caso y a diferencia de un
dispositivo de liberacion pasiva convencional, al tener el CS injertado, primero se tiene que dar
la degradacion del extremo de la cadena para poder liberarse, lo que permite un control mas
detallado y lento de la misma, e incluso abre la puerta a que las células nativas del tejido condral
puedan proveerse del CS modulando su metabolismo en funcion de las necesidades.

Tabla 5. Resumen ensayo de biodregradacion.

Ensayo Biodegradacion
Medios Buffer
Medio alcalino

Medio enzimatico

Geles SH-HA + CS

SH-HA-g-CS (24/24)

SH-HA-g-CS (24/48)
Synvisc One + CS

Puntos de medida 1 dia

3 dias

7 dias

10 dias

15 dias

Como representa la Tabla 5, el ensayo se analiz6 en tres medios diferentes para poder comparar
como trabajan los hidrogeles en diferentes ambientes. Para ello se trabajo con: tampdn fosfato
salino de Dulbecco (DPBS), que contiene la composicion salina basica de un medio fisioldgico
simulado y esta tamponado a pH = 7.4; en medio alcalino (pH = 8.5, ajustado con NaOH 1M) y
en medio enzimatico. El medio enzimaético estaba formado por Tripsina (Sigma Aldrich, >8.500
unidades BAEE/mg de proteina), Papaina (Sigma Aldrich, >10 unidades/mg de proteina) y H,O
Mili-Q a concentraciones 0.0083 mg/ml y 0.029 mg/ml, respectivamente. Teniendo en cuenta que
la tripsina se encuentra activa en un rango de pH 7.5-8.5 e inactiva a pH 4.75-6 (Merck, s. f.) y
que la papaina se encuentra activa a pH 4-7 ¢ inactiva a pH > 8 (Bromme, 2004), se decidio que
la solucion del medio enzimatico estuviera a un pH = 7, ajustado con NaOH 1M.

Ademas, en el ensayo se llevd a cabo una comparacion del comportamiento de los hidrogeles
objeto de estudio en el marco de este proyecto, en relacion con el viscosuplemento comercial
Synvisc One. Para preparar las muestras SH-HA + CS, y Synvisc One + CS se afiadio la misma
concentracion de CS que se utiliza en la formacion de los hidrogeles SH-HA-g-CS (24/24) y SH-
HA-g-CS (24/48) (12,45 mg CS/ml), pero en estos casos el CS no estaba covalentemente
vinculado al HA, sino que podia difundir libremente en virtud a los fendmenos de transporte de
materia.

Se emplearon timepoints de 1-3-7-10 y 15 dias con el proposito de evaluar la evolucion en la
liberacion de las muestras.
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Una vez todo preparado, las muestras fueron gelificadas a un pH de 7,5, poniendo 50 ul de cada
gel en los respectivos pocillos correspondientes. Para controlar la variabilidad experimental, cada
muestra se ensayd por cuadriplicado (N=4). Posteriormente, se afadieron los medios a sus
respectivos pocillos y placas con el fin de dar inicio al ensayo como representa la Figura 19.

Dia 1 Dia 3 Dia 7

Dia 10 Dia 15

() Buffer

Medio alcalino

() Medio enzimatico

Figura 19. Disefio de las placas utilizadas durante el ensayo de biodegradacion en los diferentes
timepoints. Donde: Fila A: SH-HA + CS; Fila B: SH-HA-g-CS 24/24; Fila C: SH-HA-g-CS
24/48; Fila D: Synvisc One + CS.

En cuanto al andlisis del CS liberado, para cada timepoint y cada muestra se recogio el
sobrenadante soluble (es decir, que no formaba parte del hidrogel), ya que cuando se produce la
biodegradacion del enlace entre el HA y el CS, este ultimo pasa a formar parte del medio
circundante. El reactivo empleado para medir la cantidad de CS presente, conocido como Blyscan,
presenta una limitacion en su capacidad de cuantificacion que no permite medir concentraciones
superiores a 5 mg por cada 200 microlitros de muestra. Con el fin de evitar que los resultados
obtenidos se encuentren fuera de la linea estandar de referencia, se requiere un paso inicial de
dilucién para todas las muestras. Para llevar a cabo esta dilucion, se realiza el siguiente calculo
basado en la concentracion maxima de condroitin sulfato presente en las muestras.

Suponiendo que en cada pocillo se encuentra una cantidad de 50 microlitros del gel y que dicho
gel tiene una concentracion de 12,5 mg de CS por mililitro, se estima la cantidad méxima de CS
que podria estar presente en las muestras. Ademads, se considera una degradacion completa del
hidrogel y, por lo tanto, una liberacion del 100% de CS en estas condiciones. Este calculo arroja
un valor de 0,625 mg de CS por cada 50 microlitros de muestra.

En consecuencia, para que las muestras puedan ser analizadas de manera adecuada utilizando el
reactivo Blyscan, se debe diluir cada muestra en una proporcion de 1 parte de muestra por cada
125 partes de diluyente. Una vez las muestras estan diluidas (Biocolor Life Science Assays, s. f.):

1. Se coloca cada muestra diluida (un total de 300 muestras) en un tubo tipo Eppendorf, al
que se le anaden 100 microlitros de agua destilada (H20).
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Posteriormente, se agrega 1,0 mililitro del reactivo colorante Blyscan a cada uno de los
tubos.

Se tapan los tubos y se colocan los tubos en el agitador Vortex, manteniéndolos en esta
condicion durante un periodo de 30 minutos. Durante este tiempo, se forma un complejo
entre el colorante y el glicosaminoglicano sulfatado que precipitard del reactivo,
separandose de la fraccion soluble no unida.

Seguidamente, se transfieren los tubos a una microcentrifuga y se centrifugan a una
velocidad de 13,000 veces la fuerza de gravedad (x g) durante 10 minutos.

Se retira el sobrenadante, es decir, la parte liquida en la parte superior, dejando el
complejo insoluble de sulfato de glicosaminoglicano (sGAQG) y tinte en el fondo de los
tubos.

A cada uno de los tubos se le afiade 0,5 mililitros del reactivo de disociacion.

Se vuelven a tapar los tubos y se procede a agitar vigorosamente durante 10 minutos en
el Vortex. Esto tiene como objetivo liberar el colorante que esta unido a la solucion.
Finalmente, se realiza una segunda centrifugacion a una velocidad de 13,000 x g durante
5 minutos, con el propdsito de eliminar cualquier espuma presente en la muestra.

Por ultimo, para el proceso de medicion de absorbancia:

1.

Se transfieren con cuidado 200 microlitros de cada muestra (por lo que de cada muestra
salen 2 pocillos, siendo un total de 600 pocillos utilizados y analizados) a pocillos
individuales en una placa de 96 micropocillos, evitando el pipeteo rapido, ya que la
formacion de espuma podria generar lecturas de absorbancia erroneas.

Se ajusta el lector de microplacas a una longitud de onda de 656 nm.

Se mide la absorbancia de cada pocillo en comparacion con un blanco de reactivo (agua),
asi como de los estandares (que son CS en agua a concentraciones de 0 a 50) y las
muestras de ensayo.
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4. Resultados y discusion

4.1. Determinacion del grado de injerto del CS en diferentes concentraciones

Para poder determinar cual es la concentracion 6ptima de CS se ha llevado a cabo la prueba de la
fluorescamina en las muestras HA-g-CS 1:15, HA-g-CS 1:50 y HA-g-CS 1:100 que anteriormente
no habian pasado por el Float-A-Lyzer, ya que esta técnica mide la cantidad de CS que no se ha
injertado como se ha explicado en el apartado anterior (3.2.3). Se ha realizado esta técnica con el
objetivo de conocer cual de ellas contenia una concentracion menor de aminas primarias, y, por
tanto, mayor grado de injerto de CS (si se puede medir la amina terminal del CS es que no se ha
enlazado covalentemente al HA). La Tabla 7 muestra los resultados obtenidos.

Tabla 6. Concentracion de aminas primarias de las muestras HA-g-CS

Muestra Cra (mM)
HA-g-CS 1:15 0.0842
HA-g-CS 1:50 0.1215
HA-g-CS 1:100 0.3899

Sabiendo la cantidad de aminas primarias presentes en cada muestra:

1. Para calcular la concentracion de CS en la muestra se utiliza una regla de tres. Dado que
la concentracion de CS en la muestra es conocida (3,3 mg/ml) y la sefial de aminas
primarias que se ha contado, se puede determinar la concentracion de CS correspondiente
a esa sefial, es decir, la concentracion de CS que no se ha injertado en cada muestra.

2. Sabiendo esto, para calcular la concentracion de CS que si se ha injertado se resta a
concentracion inicial de CS en la muestra diluida (3,3 mg/ml) y la concentracion de CS
que no se ha injertado

3. Por ultimo, se calcula el porcentaje de injerto dividiendo la concentracion de CS que se
ha injertado por la concentracion inicial de CS en la muestra diluida y multiplica por 100
para obtener el porcentaje:

Estos resultados permiten hablar del grado de injerto de CS, calculado como la relacion entre la
concentracion de CS que si que se ha injertado y la concentracion de CS que habia previamente
en todas las muestras (3.30 mg/ml). Y, como se puede observar la Tabla 7, cuanto mayor es la
cantidad de CS utilizado, mayor es la cantidad de CS injertado

Tabla 7. Grado y rendimiento de injerto de la muestra HA-g-CS a diferentes concentraciones.

Muestra Grado de injerto de CS Rendimiento del injerto
HA-g-CS 1:15 95% 17%
HA-g-CS 1:50 93% 56%
HA-g-CS 1:100 76% 91%

Por otro lado, también se representa el rendimiento del injerto. Estos valores se han calculado
teniendo en cuenta el porcentaje de injerto que se ha producido con respecto al rendimiento
maximo que se podria haber injertado. Es decir, si en una muestra se habla de una proporcion
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1:15, significa que por cada 15 HOOC- del HA hay una cadena de CS, por tanto, el porcentaje del
injerto no puede exceder de ese limite. En este caso, los resultados son justo contrarios ya que a
mayor cantidad de CS (HA-g-CS 1:15), menor rendimiento ha tenido el injerto que se ha
producido.

Debido a los resultados obtenidos y haciendo un balance de todos ellos, en futuros ensayos en
este trabajo so6lo se trabajard con una proporciéon 1:50 entre unidades de repeticion de HA y
macromoléculas de CS.

4.2. Determinacion de las propiedades del CS

4.2.1. Analisis de la pérdida de CS en el proceso de dialisis

Con el proposito de evaluar si se producia una pérdida de CS durante el proceso de dialisis, se
opto por llevar a cabo un analisis gravimétrico. Esta eleccion se fundamenta en la intuicion previa
que sugiere que las cadenas de CS podrian ser altamente dispersas en el transcurso de este
procedimiento. La metodologia utilizada se describe en detalle en la seccion 3.2.4, y los resultados
obtenidos se exponen a continuacion.

Se planteaban las siguientes expectativas para los diferentes casos:

En la Muestra 1, se anticipa que la masa medida deberia corresponder a la cantidad inicial de CS
introducida, es decir, 12.4 mg, dado que esta muestra no ha sido sometida a ningtin proceso de
dialisis.

En las Muestras 2 y 3, también se espera que la masa obtenida refleje la cantidad inicial de CS,

ya que la dialisis se llevo a cabo utilizando membranas de 3500 Da, lo que tedricamente deberia
impedir la pérdida de CS.

Por otro lado, en la Muestra 4, se espera que la masa sea igual a cero, ya que se supone que la
columna de Float-A-Lyzer ha permitido que todo el CS pase a través de ella.

Tabla 8. Resultados obtenidos en el ensayo siendo; Muestra 1: CS en H20 destilada; Muestra 2:

CS en H20 destilada + membrana de dialisis de 3500 durante 24 horas; Muestra 3: CS en H20

destilada + membrana de didlisis de 3500 durante 48 horas; y Muestra 4: CS en H20 destilada +
membrana de dialisis de 3500 48 durante horas + Float-A-Lyzer 100 kDa durante 24 horas.

Muestra A\ m Eppendorf m Eppendorf masa CS (mg) masa teorica
(mL) vacio (mg) liofilizado (mg) CS presente
(mg)
Muestra 1 1 1139,30 1137,59 -1,71 12,40
Muestra 2 1 1163,60 1064,50 -99,10 12,40
Muestra 3 1 1139,01 1029,15 -109,86 12,40
Muestra 4 1 1109,87 1027,25 -82,62 0,00
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Sin embargo, como representan los resultados del ensayo en la Tabla 8 en todas las muestras
muestran valores negativos que carecen de coherencia. La diferencia entre el peso de los tubos
Eppendorf vacios y los que contienen las muestras es inverosimil, incluso después de la
liofilizacion.

Se plantea la hipdtesis de que la presencia de humedad previa en los tubos Eppendorf podria
explicar esta discrepancia, ya que los pesos de los tubos vacios son mayores que los de los tubos
con las muestras. Esto sugiere que los tubos Eppendorf no fueron adecuadamente desecados ni
liofilizados previamente, o bien que la técnica no es suficientemente sensible.

En consecuencia, se concluye que la técnica utilizada no ha resultado apropiada para determinar
la pérdida de CS mediante el andlisis gravimétrico en este contexto.

4.2.2. Determinacion del peso molecular del CS utilizado

Para la caracterizacion de las propiedades del CS, se hace uso del ensayo de GPC-SEC. Con este
ensayo, es posible tener una primera idea de la distribucion del peso del HA y del CS, permitiendo
saber si efectivamente el condroitin sulfato esta formado por cadenas muy dispersas o no.

En primer lugar, se obtuvo la recta patrén que relaciona el tiempo de llegada de las cadenas con
el peso molecular utilizando las muestras patron (polietilenglicol) descritas en el apartado 3.2.5.
Como se puede observar en la Figura 20, conforme aumenta el tiempo que tarda la muestra en dar
sefal (en pasar los poros de la columna), el valor del peso molecular comienza a disminuir, por
lo que se tratara de cadenas mas pequeiias.

y =-0.1814x + 9.7142
R?=0.9874

0 T T T T T T T T T T T 1

20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44
tiempo (min)

Figura 20. Logaritmo del peso molecular frente al tiempo de elucion de las muestras de los
patrones de referencia de polietilenglicol. La recta representa el ajuste lineal utilizado
posteriormente para la obtencion de los pesos moleculares de las diferentes muestras.

Para cada una de las muestras descritas, se obtiene una sefial temporal como la que se muestra a
continuacion en la Figura 21, a). De la sefal bruta obtenida en el ensayo (linea negra), se hace un
primer preprocesado con el objetivo de eliminar las partes que no proporcionan informacion de
la sefial (linea verde).
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Con estos valores de amplitud en funciéon del tiempo, se calcula la fraccion de area bajo la curva
para cada incremento temporal (de menos de un segundo) con respecto al area total. A
continuacion, conociendo los parametros de la recta de calibrado y los coeficientes de Mark-
Houwink-Sakurada, se puede calcular el peso molecular para cada instante de tiempo de llegada.
Este proceso permite representar la curva que muestra la distribucion de los pesos moleculares de
una muestra en funcion de la fraccion de area bajo la curva instantdnea, como se muestra en la
Figura 21, b).

a) b)
5.0 4 1.0%
45 1 —sefial obtenida 0.9%
4.0 Sefial procesada 0.8%
3.5 1 0.7%

L]

5 307 g 0%

T as ‘ Z 05%
E =
220 | | 0.4%
<

15 | | 0.3%

10 | 0.2%

|
0.0%
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12 14 16 18 20 22 24
tiempo (min) Log (Mw)

Figura 21. A) Representacion de la sefial obtenida en el ensayo GPC-SEC de la muestra HA-g-
CS 1:50 pasada por el Float-A-Lyzeer (curva negra) y su procesado (curva verde). B)
Distribucion de los pesos moleculares en funcion de la fraccion de area bajo la curva para cada
instante temporal con respecto al area total.

A partir de las sefiales obtenidas para cada muestra, se comparan algunas de ellas con el objetivo
de poder conocer las caracteristicas del CS.

En primer lugar, en la Figura 22 se ven representadas la muestra de HA 'y de HA-g-CS 1:50 pasada
por el Float-A-Lyzer, es decir, muestra que representa solo la cantidad de CS que se ha injertado
al 4cido hialurénico, ya que las cadenas de CS deberian haber sido eliminadas (puesto que, de
acuerdo al fabricante, la masa molar promedio era muy inferior a 100 kDa).

Como se puede observar, hay un pico marcado en ambas curvas entorno a un valor de peso
molecular (en escala logaritmica) de 5.6, representando el peso molecular de la mayoria de
cadenas de HA. Para la muestra con CS se observa que también hay un pico menos pronunciado
a partir de 6.2, el cual representa las cadenas mas pesadas de CS que se han injertado en el acido
hialurénico.

Cabe destacar que los pesos moleculares derivados mediante el ajuste de Mark-Houwink-
Sakurada no son completamente precisos. Esta discrepancia se debe principalmente a que los
coeficientes del acido hialuronico (HA) y del sulfato de condroitina (CS) son diferentes y, como
solucion, se ha implementado un promedio para llevar a cabo los analisis de manera conjunta.
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Figura 22. Grafico comparativo de la distribucion de los pesos moleculares de las muestras HA

y de HA-g-CS 1:50 pasada por el Float-A-Lyzer, en funcion de la fraccion de area bajo la curva

para cada instante temporal con respecto al 4rea. El detalle (cuadro rojo) se amplia en la figura
siguiente.

Cabe destacar un ligero aumento en la Figura 23 que representa las cadenas de CS que tenian un
peso molecular superior a 100 kDa y que, por tanto, no han atravesado la membrana del Float-a-
Lyzer, pese a que su peso molecular promedio es bastante inferior. Esto confirma la hipétesis de
que el CS utilizado es muy disperso (Sarkar et al., 2012).
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Figura 23. Grafico comparativo con detalle e la Figura 22 que representa la distribucion de los
pesos moleculares de las muestras HA y de HA-g-CS 1:50 pasada por el Float-A-Lyzer en
funcion de la fraccion de area bajo la curva para cada instante temporal con respecto al rea.

Por otro lado, en Figura 24 se observa la comparacion de las sefiales obtenidas para las muestras
HA-g-CS 1:50 y HA-g-CS 1:50 pasada por el Float-A-Lyzer. Se puede ver como la curva en verde
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comienza a representarse a partir del valor 5. Este valor coincide con el limite que tiene la columna
Float-A-Lyzer para dejar pasar las cadenas. Por tanto, se afirma que la columna funciona muy
bien eliminando todo lo que esté por debajo de ese umbral, el cual si que se aprecia en la muestra
sin pasar por el filtro (curva en rojo).

0.4% =
0.4% - ——1:50
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c 0.3% o Float-A-Lyzer
-]
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Figura 24. Grafico comparativo de la distribucion de los pesos moleculares de las muestras HA-
g-CS 1:50 y de HA-g-CS 1:50 pasada por el Float-A-Lyzer en funcién de la fraccion de area
bajo la curva para cada instante temporal con respecto al area.

Por ultimo, al comparar las muestras HA-g-CS 1:15, 1:50 y 1:100 entre si como representa la
Figura 25 con los resultados obtenidos anteriormente en el ensayo de fluorescamina, se observa
como la cantidad de las cadenas injertadas en las muestras 1:15 y 1:50 son muy similares. Esto
concuerda con la similitud en los valores de grado de injerto de ambas (95 y 93%
respectivamente). Por otro lado, es curioso como en 1:100 da una proporcion tan alta de CS
injertado teniendo en cuenta que el grado de injerto es menor para 1:100 (es decir, que hay menos
moles de CS injertados en total por cada cadena de HA). Lo tnico que puede justificar esto es que
hay una afinidad especial en el caso del procedimiento hecho con 1:100 por el injerto de la cadenas
mas grandes de CS. Es decir, cuanto mas CS pones inicialmente, mas probable es que los
fragmentos pequeflos se unan al -COOH del HA. Por el contrario, si pones pocas cadenas de CS
(1:100), las cadenas injertadas seras las mas grandes, en detrimento de las pequefias (de ahi que
haya menos porcentaje en la franja 5.6-5.8 y luego, un repunte grande en 6.2).
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Figura 25. Grafico comparativo de la distribucion de los pesos moleculares de las muestras HA-
g-CS 1:15, 1:50 y 1:100 en funcién de la fraccion de area bajo la curva para cada instante
temporal con respecto al area.

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

4.3.1. Determinacion del grado de tiolacion y de injerto de CS en las muestras
SH-HA y SH-HA-g-CS.

Para determinar la concentracion de grupos SH (modificacion por CSA) que presentaban las
muestras se emple6 el método de Ellman.

Para poder visualizar como funciona la técnica colorimétrica, se realiz6 una comparacion de los
espectros de absorbancia 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 la Figura 26, el DTNB en presencia
de SH a 412 nm (longitud de onda que indica el protocolo de Ellman (Thermo Scientific, s. f.))
da mas sefial que unicamente el DTNB, por tanto, podemos concluir que es un buen método para
cuantificar los -SH.
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Figura 26. La curva naranja representa el espectro de absorbancia del DTNB, mientras que la
azul, representa el del DTNB en contacto con grupos SH.
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Para calcular el grado de tiolacion, se obtuvo previamente una recta patréon empleando las medidas
que se realiz6 mediante el espectrofotdmetro. Esta, se obtuvo a partir del blank, y de los estandares
de la A-G. A partir de la misma, se pudieron obtener las concentraciones de grupos SH. El grado
de tiolacion se calcul6 haciendo la division de la concentracion (C) de SH entre la de grupos
CsH

COOH provenientes de las unidades de repeticion del HA introducido originalmente (C .
COOH_HA

Notese que el resultado del cociente seria 1 si todos los grupos carboxilo del HA hubieran sido
funcionalizados con la CSA.

Los resultados obtenidos en cuanto a la muestra SH-HA han sido muy buenos ya que representa
un grado de tiolacion de hasta un 40.52%. Este valor ha sido un poco mas pequeio en las muestras
con condroitin sulfato, no siendo significativamente mayor en SH-HA-g-CS 24/24 cémo se puede
observar en la Tabla 9.

Tabla 9. Resultados del grado de tiolacion de las muestras: SH-HA, SH-HA-g-CS 24/24 y SH-
HA-g-CS 24/48.

Muestra % de tiolacion

SH-HA 40.52%
SH-HA-g-CS 24/24 27.31%
SH-HA-g-CS 24/48 26.79%

Por otro lado, para determinar el grado de injerto de CS que se ha producido en las muestras SH-
HA-g-CS 24/24 y SH-HA-g-CS 24/48 se utiliza la prueba de la fuorescamina siguiendo el mismo
procedimiento explicado en el apartado 4.1. En la Tabla 10 destaca el porcentaje de CS injertado
en el caso de la muestra SH-HA-g-CS 24/48.

Tabla 10. Grado y rendimiento de injerto de la muestra SH-HA-g-CS 24/24 SH-HA-g-CS 24/48.

Muestra % de CS injertado Rendimiento del injerto
SH-HA-g-CS 24/24 64% 38%
SH-HA-g-CS 24/48 92% 56%

Por tanto, con respecto a elegir si es mejor el SH-HA-g-CS 24/24 o el SH-HA-g-CS 24/48, se
observa que claramente, el segundo tiene mas CS injertado y que, ademads, el porcentaje de
tiolacion no se ve apenas afectado a pesar de que el CS actue primero que la CSA en la sintesis
de la muestra (cosa que se podria esperar antes de conocer los resultados). Por lo que se puede
concluir que es muy interesante analizar SH-HA-g-CS 24/48 también en futuros ensayos.

4.3.2. Optimizacion en el proceso de gelificacion

En este apartado el objetivo es estudiar cudles son las condiciones Optimas para conseguir la
gelificacion in situ de los hidrogeles SH-HA, SH-HA-g-CS 1:50 24/24 y SH-HA-g-CS 1:50
24/48.
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Para que la muestra gelifique es necesario que se formen los puentes disulfuro. Para ello, en primer
lugar, se hace un ajuste estequiométrico para conocer la cantidad de H»O, que hay que afiadir.
Sabiendo el nimero de unidades de repeticion presentes en el volumen de HA, como cada unidad
de repeticion tiene 1 tnico grupo — COOH y suponiendo que se modifican todos los -COOH para
acabar siendo -SH en el extremo. Como la reaccion para formar un puente de disulfuro es:

2—-SH+10 =-S-S- +1H20

Hacen falta 2 -SH por cada O. Entonces, como el H>O; se descompone en H,O + O-, resulta en
1 mol de O por cada mol de 1 H202 que se afiade. Por tanto, la concentracion que se necesita de
H»O, serda la mitad de 1la de -SH presentes, asi como representa la

H20:=H20 +O

S...R'4
H OH ]
= RS
- - ',0:\;‘@/0.
n O;-_,(-NH n
CH,
H202=H20 +O
S...R'+
H OH N
IR - RS
- ol - H%\_ . o
n O= N n

Figura 27. Ajuste estequiométrico para formar puentes disulfuro.

Uno de los resultados de mayor relevancia que se ha obtenido en el transcurso de la investigacion
es la significante influencia que ejerce el pH en el proceso de gelificacion del material gel. La
Figura 28 corrobora este fenomeno: cuando el gel se encuentra en un entorno con un pH 4cido, la
gelificacion es practicamente inalcanzable, y una situacion similar se presenta cuando el gel esta
sometido a condiciones de pH claramente alcalino, resultando imposible gelificar. Por lo
contrario, cuando el pH del entorno se mantiene en torno a un valor de 7.5, se manifiesta de
manera evidente la formacion y consistencia del gel. Este descubrimiento pone destaca la
dependencia del pH en el proceso de gelificacion y la necesidad de mantener condiciones
apropiadas para lograr la estructura y las propiedades deseadas del gel en el contexto de nuestras
investigaciones.
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Figura 28. Gelificacion de las muestras SH-HA a pH=4.5, 7.5y 9.

Ademés, para respaldar esta observacion, se realizé un ensayo de reometria que proporciona una
mayor evidencia. En este ensayo, se puede apreciar claramente, como muestra la Figura 29, que
la muestra con un pH de 7.5 exhibe propiedades de gel, ya que se observa una considerable
separacion entre los valores de G' (modulo de almacenamiento o contribucion elastica) y G"
(moddulo de pérdidas o contribucion viscosa). Sin embargo, este fenomeno no se manifiesta de la
misma manera en las otras muestras, lo que sugiere una distinta respuesta reologica en funcion
del pH y confirma la importancia critica del pH en la formacién y las propiedades del gel.
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Figura 29. Comportamiento de las muestras SH-HA pH = 4.5, SH-HA pH = 7.5 y SH-HA pH =
8.5 en el ensayo de reometria donde las series con relleno corresponden a G'y las vacias a G".

4.3.3. Caracterizacion de las propiedades viscoelasticas

Se utilizé también el ensayo de reometria con el fin de conocer las propiedades viscoelasticas de
los hidrogeles estudiados, siguiendo la metodologia explicada en el apartado anterior 3.4. Los
resultados obtenidos consisten en la evolucion temporal de los mdédulos de almacenamiento (G')
y de pérdidas (G”’) mediante un barrido oscilatorio de frecuencia.

La tangente delta es una medida que indica la relacion entre el modulo de almacenamiento de
energia (G') y el modulo de disipacion de energia (G") en un material viscoelastico, como un gel.
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tand = G"/ G’

En términos simples, un valor bajo de tan 6 significa que el material tiene una menor capacidad
de disipar energia (viscosidad) en relacion con su capacidad de almacenar energia (elasticidad)
cuando se somete a una deformacion o una tension. Por lo que la relacion G' > G" en un gel indica
que el componente elastico es dominante en comparacion con el componente viscoso en el
comportamiento del material. Esto significa que el gel tiene una estructura que le permite
recuperar su forma original después de una deformacion, lo que es una caracteristica tipica de los
materiales gelificados. Dado que este parametro es representativo para comprender las
caracteristicas de los hidrogeles, se determiné la tangente delta para cada una de las muestras para
comparar comportamientos.

Los resultados obtenidos para la muestra SH-HA se presentan en la Tabla 11. Como se observa,
la muestra con un pH de 7.5 tiene una tangente delta mas cercana a 0 que el resto. Esto concuerda
con las caracteristicas que ya se podian observar en la textura de las muestras (Figura 28).

Tabla 11. Resultados del reometro del gel SH-HA a diferentes pH.

Valor pH tan &
4.5 0.649

6 1.394

7.5 0.193

8 0.477

8.5 0.515

En el caso del hidrogel con condroitin sulfato SH-HA-g-CS (24/24), se observa un patron similar
en la Tabla 12, pues la muestra con un pH de 7.5 presenta una tangente delta mas cercana a 0.

Tabla 12. Resultados del redmetro del gel SH-HA-g-CS (24/24) a diferentes pH.

Valor pH tan &
6 0.241
7.5 0.055
8 0.071
8.5 0.087

Es relevante explicar por qué en este ensayo no se ha empleado el compuesto SH-HA-g-CS 24/48,
a pesar de sus prometedores indicios. A pesar de su inicial atractivo en términos de grado de
injerto, se descartd debido a la incapacidad para gelificar de manera efectiva. Como resultado, los
valores de reometria obtenidos no mostraban sensibilidad al pH, lo que lo descalifica para su
aplicacion, ya que se requiere que los hidrogeles sean capaces de gelificar in situ. Es importante
sefalar que, aunque parecia prometedor desde el punto de vista del grado de injerto, la falta de
gelificacion plantea interrogantes sobre su idoneidad para las aplicaciones especificas que
demandan hidrogeles gelificables in situ. Una posible explicacion tedrica podria apuntar al exceso
de injerto de sulfato de condroitina (CS), que podria haber actuado como una barrera estérica,
dificultando la formacion de entrecruzamientos mediante puentes de disulfuro u otro mecanismo.

Por tanto, dado que el pH de 7.5 se relaciona con las propiedades mas favorables, se comparan
los resultados de ambas muestras en la siguiente figura (Figura 30), que representa la evolucion
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temporal de los modulos G" y G'. Aqui se aprecia que el hidrogel con CS exhibe propiedades
claramente superiores en comparacion con el hidrogel sin CS, aunque en ambos casos se obtienen
resultados altamente satisfactorios que se pueden relacionar con la formacion de un hidrogel, el
objetivo perseguido en este estudio.

100 -
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;_“? 10 -
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Figura 30. Grafico que representa la comparacion de los geles SH-HA y SH-HA-g-CS (24/24) a
pH=7.5

Finalmente, se llevd a cabo el ensayo de reometria en el hidrogel comercial Synvisc One con el
proposito de comparar los resultados con los hidrogeles de ensayo. Tal y como representa la Tabla
13, los tres hidrogeles se encuentran en un rango cercano en términos de sus propiedades

reoldgicas. En consecuencia, se puede concluir que se han desarrollado dos hidrogeles de alta
calidad.

Tabla 13. Comparacion del valor de la tan d de los geles estudiados con respecto al valor gel
comercial Synvisc-One.

Gel tan 8

SH-HA 0.193
SH-HA-g-CS (24/24) 0.055
Synvisc-One 0.247

4.3.4. Determinacion de la liberacion de CS de los geles

Conforme se explica en el apartado anterior 3.5, este ensayo engloba diversas muestras: SH-HA
+ CS, SH-HA-g-CS (24/24), SH-HA-g-CS (24/48) y Synvisc One + CS, las cuales han sido
evaluadas en tres distintos medios: buffer, alcalino y enzimatico. El andlisis se centra en
determinar el porcentaje de liberacion de condroitin sulfato que cada muestra experimenta en
distintos intervalos de tiempo: 1, 3, 5, 7, 10 y 15 dias.

El primer paso es obtener la recta patron (Figura 31). Para ello ha puesto CS en agua a
concentraciones de 0 a 50 como representa el eje x. Donde el valor de la absorbancia del 0 sera el
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blanco que posteriormente se le va a restar a todas las absorbancias de las muestras que obtenemos
como resultados.
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Figura 31. Recta patrén obtenido. La recta representa el ajuste lineal utilizado posteriormente
para la obtencion de la concentracion de CS presente en cada muestra.

Para la obtencion del porcentaje de liberacion de CS en los diferentes hidrogeles, en distintos
medios y momentos especificos, se implementa el siguiente procedimiento:

Inicialmente, se calcula el promedio de los valores de absorbancia. A dicho promedio se le resta
el valor de absorbancia del blanco, previamente determinado. Utilizando estos valores promedio
y el ajuste lineal de la recta, se calcula la concentracion de CS presente en cada pocillo de muestra
segun la siguiente formula: C (ug/ml) = (Absorbancia - 0.012) / 0.0179. Por ultimo, una vez que
se conoce la concentracion promedio de CS en los pocillos de muestra del mismo tipo,
considerando el volumen estandar presente en cada pocillo (125 ml) y la concentracion inicial de
CS en las muestras evaluadas (0.0004 mg/ml), se procede a calcular el porcentaje de liberacion
de CS en cada uno de los hidrogeles estudiados, en relacion con los distintos medios y momentos
de exposicion.

Ademas, dado que este ensayo es extenso y proporciona una variedad significativa de resultados,
también se determina la desviacion estandar de los resultados de absorbancia obtenidos en cada
muestra, asi como se evalua la variabilidad en el proceso de pipeteo. Estas consideraciones son
importantes exponerlas ya que se observa una dispersion apreciable en los resultados obtenidos
dentro de las mismas muestras.

Analizando la Figura 32, la Figura 33 y la Figura 34, los resultados obtenidos indican que los
hidrogeles SH-HA-g-CS (24/24) y SH-HA-g-CS (24/48) presentan una liberacion de CS
controlada en diversos medios, destacando especialmente el 24/24, esto puede estar relacionado
con la dificultad encontrada en la gelificacion del 24/48.

Por otro lado, se observan resultados inusuales en los geles sin CS injertado (SH-HA + CS y
SynviscOne + CS), ya que, en ciertos puntos temporales, el porcentaje de liberacion supera el
100%. Este fendmeno podria deberse a que no se llevo a cabo una verificacion para determinar si
el acido hialurénico o las unidades estructurales del mismo en si generan sefiales en el ensayo
Blyscan (no se realizaron controles positivos del HA pero si del CS). Por lo tanto, es posible que
los hidrogeles proporcionen sefales, contribuyendo a los excesos observados en los resultados.
En las graficas se observa que la serie amarilla (SH-HA + CS) muestra valores que exceden el
100% en las graficas. Esto podria deberse a la falta de pruebas para determinar si el acido
hialuréonico (HA) genera sefales, lo cual podria estar contribuyendo a estos resultados atipicos.
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Figura 34. Evolucion temporal de la liberacion de CS de las muestras SH-HA + CS, SH-HA-g-
CS (24/24), SH-HA-g-CS (24/48), Monovisc + CS y Synvisc One + CS en medio enzimatico.

En conclusion, se puede afirmar que la interpretacion de las graficas desempefia un papel esencial
y claramente, los geles injertados, en comparacion con los mezclados, presentan una liberacion
mas controlada, como se observa de manera concluyente.
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5. Conclusiones

El aumento global de la incidencia de la artrosis y la limitada disponibilidad de productos
efectivos para su tratamiento han despertado un interés significativo en la investigacion y
desarrollo de soluciones mas innovadoras y eficaces tanto a nivel clinico como comercial.

En este Trabajo de Fin de Master, se propone abordar esta problematica mediante el desarrollo de
un tratamiento innovador basado en la inyeccidn intraarticular. El objetivo es lograr un efecto
condroprotector y viscosuplementador, permitiendo una dosificacion mas precisa del farmaco.
Esta estrategia busca satisfacer las necesidades de los pacientes y alinearse con las tendencias
comerciales mediante la aplicacion de dos enfoques terapéuticos competentes.

Se ha empleado una ruta quimica sencilla que evita la presencia de proteinas, generando asi un
producto libre de complicaciones asociadas a respuestas a cuerpo extrafio. La inspiracion proviene
de la imitacion de estructuras basadas en los GAG presentes naturalmente en la MEC.

La investigacion confirma que la concentracion optima de acido hialurénico (HA) para la creacion
del hidrogel SH-HA-g-CS es del 0.5% w/v. La caracterizacion del mismo se llevo a cabo mediante
espectrofotometria y el método de Ellman.

La técnica de fluorescencia ha revelado que a mayor cantidad de condroitin sulfato (CS) utilizado,
mayor es la cantidad de CS injertado, aunque el rendimiento del injerto disminuye con una
proporcion mas alta de CS (HA-g-CS 1:15). La sintesis con un ratio 1:50 (CS:Carboxilo) se
selecciona tras un analisis exhaustivo de los resultados, siendo la primera vez que se logran estos
objetivos de manera integral.

La eleccion de la técnica de entrecruzamiento 6ptima entre el proceso de reaccion competitiva y
secuencial se basa en la comparacion entre SH-HA-g-CS 24/24 y SH-HA-g-CS 24/48. Se observa
que el segundo presenta un mayor porcentaje de CS injertado (56% frente a 38%), y el porcentaje
de tiolacion apenas se ve afectado, sugiriendo la necesidad de explorar SH-HA-g-CS 24/48 en
futuras investigaciones.

Se ha desarrollado un método de sintesis que permite la gelificacion in situ de los hidrogeles,
controlando temperatura y pH. La influencia del pH en la formacion y consistencia del gel destaca
la importancia de mantener condiciones adecuadas para alcanzar las propiedades deseadas.

La caracterizacion mecanica mediante ensayos de reometria demuestra que los hidrogeles
desarrollados presentan propiedades similares al hidrogel comercial Synvisc One, estableciendo
asi su potencial como dispositivo médico.

El analisis detallado de las propiedades del CS mediante la técnica GPC-SEC confirma la
dispersion de cadenas de diferentes pesos moleculares, respaldando la hipétesis de
macromoléculas de CS con masas molares muy dispares y diferentes entre si.

Finalmente, la evaluacion de la liberacién de condroitin sulfato en condiciones fisiologicas
muestra que los hidrogeles SH-HA-g-CS (24/24) y SH-HA-g-CS (24/48) presentan una liberacion
controlada de CS, destacando el primero. Ademas, se confirma que los geles injertados ofrecen
una liberacion mas controlada en comparacion con los geles mezclados.
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La eleccion entre SH-HA-g-CS 24/24 y SH-HA-g-CS 24/48 plantea una decision clave: ;cual es
el gel mas adecuado? Inicialmente, la opcion predeterminada seria el 24/48 debido a la mayor
cantidad de injerto de CS sin pérdida aparente. Sin embargo, al analizar los resultados de
reometria, solo se cuenta con datos del 24/24, ya que el 24/48 no logré gelificar completamente,
a pesar de seguir el método de sintesis exitoso aplicado al 24/24.

En conclusion, resulta intrigante que, con una diferencia tan pequefia en el grado de tiolacion, el
24/48 no logre la gelificacion mientras que el 24/24 si lo hace. Se puede especular que la mayor
cantidad de CS en ¢l 48 podria estar provocando un fendomeno estérico, es decir, posiblemente
separando las cadenas y evitando que encajen adecuadamente.

Por lo tanto, la decision final es apostar por el gel SH-HA-g-CS 24/24, ya que ha demostrado su
capacidad para gelificar y excelentes propiedades. Como trabajo futuro, seria crucial verificar si,
de hecho, el CS en exceso estd impidiendo la formacion de la gelificacion. A pesar de que el 48
posee una mayor cantidad de CS vy, tedricamente, tendria propiedades condroprotectoras
superiores, enfrenta desafios significativos, como la dificultad para gelificar.
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6. Trabajo en proceso y futuro

El presente Trabajo de Fin de Master (TFM) se enmarca en el contexto del proyecto "Hidrogeles
inyectables in situ de &cido hialurénico como viscosuplemento en osteoartritis y dispositivo de
liberacion de biomoléculas condroprotectoras”. En el marco de esta iniciativa, se han ejecutado
las labores inherentes a la caracterizacion de los hidrogeles. Una vez obtenidos los hidrogeles con
las propiedades especificas y previamente definidas en la descripcion del proyecto, la fase final
del mismo, la cual se esté llevando a cabo actualmente, implica la evaluacion de estos materiales
en ensayos in vitro y ex vivo con el propoésito de analizar la viabilidad de su utilizacion y su
funcionalidad en un entorno mas cercano a la investigacion preclinica.

Las actividades a realizar de acuerdo a la memoria cientifico-técnica del proyecto, son descritas
a continuacién en dos subobjetivos distintos:

- Evaluacion de la viabilidad del uso de sustratos tridimensionales basados en geles en
cultivo celular in vitro. Para testear el SH-HA-g-CS como hidrogel inyectable en tejidos
celularizados, se sembraran lineas celulares de condrocitos suspendidos en una disolucién
que deberia producir la transicién sol-gel en condiciones de cultivo celular, cuya
distribucion y expresién génica sera determinada.

- Evaluacién del efecto antiinflamatorio y regenerativo de los hidrogeles en modelo ex vivo
de explante recurriendo a explantes osteocondrales tipo tapon de rata, mediante la
gelificacion in situ de hidrogeles SH-HA-g-CS, se realizara un cultivo ex vivo en un
modelo tisular relevante, tanto en estructuras sanas como dafiadas, para cuantificar
mediante histologia el impacto inflamatorio y regenerativo a medio plazo.
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1. Presupuesto

En este capitulo se realiza una estimacion econdmica de este Trabajo Final de Master: "Disefio de
hidrogeles de acido hialurénico injertados con moléculas condroprotectoras". Contiene los costes
parciales de los materiales y equipos utilizados, asi como los costes de mano de obra. Finalmente,
se calcula el presupuesto total del proyecto.

1.1.Presupuesto parcial

1.1.1. Costes de l1a mano de obra

El desarrollo de este trabajo cont6 con la participacion de un estudiante del Master en Ingenieria
Biomédica asi como de dos supervisores, que guiaron y corrigieron el proyecto. Los precios
mostrados a continuacion en la Tabla 14 son orientativos, considerando que un estudiante recibe
20 e/h. y los profesionales ingenieros e investigadores reciben 40 e/h.

Importe
N° | Codigo | Unidad Descripcion i itari i
g p Cantidad Precio Unitario | Precio total
© ©
1 | MO.1 | Horas Ingeniero/a Biomédico 600.00 20.00 12000.00
Tutor/a responsable del
2 | MO.2 | Horas Droyecto 161.50 40.00 6460.00
Precio total de la mano de obra (€) 18460.00

1.1.2. Costes de material fungible
El desglose de los materiales utilizados en el desarrollo del proyecto se muestra en la Tabla 15.

Importe

N° | Coédigo | Unidad Descripcion . Precio Precio

’ i Cantidad | (742 ri0 (€) | total (€)
1 |MAT.01 ud Blyscan GAG Assay 3.00 339.00 1017.00
2 |MAT.02| ud Accesorio plato reémetro 1.00 30.00 30.00
3 |MAT.03| ml Acido clorhidrico (HCI) 4.50 0.42 1.89
4 | MAT.04 g Acido hialurénico 0.80 31.00 24.80
5 | MAT.05 L Agua destilada 646.13 0.15 96.92
6 | MAT.06 L Agua mili-Q 683.57 0.06 43.75
7 | MAT.07 L Agua oxigenada 30% v/v 0.50 1.16 0.58
8 | MAT.08 g Albumina de suero bovino (BSA) 0.32 0.23 0.07
9 | MAT.09| Horas Caja de guantes 1.50 0.01 0.02
10 | MAT.10 g Cisteamina 0.11 1.58 0.18
11 | MAT.11 g Cloruro de sodio (NaCl) 6.13 0.04 0.25
12 |MAT12| mi | NeRePO4 6.00 0.40 2.40
13 | MAT.13 g Condroitin sulfato 3.15 2.50 7.87
14 | MAT.14 mg DNTB 4.00 11.50 0.05
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15 | MAT.15 g EDC-HCL 0.76 34.40 26.31
16 | MAT.16 g EDTA 0.07 0.01 0.00
17 | MAT.17| ud Eppendorf 1.5 mL 431.00 0.07 30.17
18 | MAT.18 ud Eppendorf 2 mL 7.00 0.08 0.56
19 |MAT.19| ud Espéatula metélica laboratorio 6.00 3.99 23.94
20 | MAT.20 ud Espatula tefldn laboratorio 3.00 1.99 5.97
21 | MAT.21 g Fluorescamina 0.36 0.96 0.35
22 | MAT.22 ud Frascos de vidrio Tegler 20 mL 12.00 2.24 26.88
23 | MAT.23 g Glicina 0.28 0.22 0.06
24 | MAT.24| ml Hidroxido de sodio (NaOH) 23.00 0.40 9.20
25 | MAT.25 g L-prolactina 2.50 0.04 0.10
26 | MAT.26 m Membrana de dialisis (35KDa) 9.00 22.40 201.60
27 |MAT.27| ml Na-B4Oy 0.20 0.48 0.10
28 | MAT.28 g Na;HPO4-H,0 0.40 0.32 0.13
29 |MAT.29| mg N-Acetil-Dgalactosamina 10.14 0.74 7.50
30 | MAT.30 g NHS 1.26 3.98 5.03
31 |MAT.31| mg Papaina 1.25 2.20 2.75
32 | MAT.32 m Papel de aluminio 22.00 0.05 1.10
33 |MAT.33| ud Parafilm 4.00 10.00 40.00
34 | MAT.34 ud Pinzas pléastico 8.00 0.29 2.32
35 |MAT.35| ud Pipeta Pasteur 3.00 0.20 0.60
36 | MAT.36 ud Placa multipocillo p96 4.00 0.79 3.16
37 | MAT.37 ud Plataforma para pesar 10.00 0.05 0.50
38 | MAT.38 ud Placa multipocillo p96 negra 2.00 0.79 1.58
39 | MAT.39| Horas Placa petri 10.00 3.38 33.80
40 |MAT.40| ud Probeta 100 mL 3.00 4.36 13.08
41 | MAT 41 ud Puntas micropipeta 100-1000 uL 51.00 0.03 1.53
42 | MAT .42 ud Punta pipeta 25 mL 10.00 0.47 4.70
43 | MAT .43 ud Puntas micropipeta 2-200 uL 43.00 0.04 1.72
Spectra-Por® Float-A-Lyzer® G2
44 |MAT.44| ud pblue, 10 ml, MWCO 1\60 KDa 2.00 12.00 24.00
45 |MAT.45| ud Synvisc-One® HYLAN GF-20 1.00 56.67 56.67
46 | MAT.46 ud Tamiz troquelar 1.00 5.50 5.50
47 |MAT.4A7| mg Tripsina 4.40 0.19 0.81
48 | MAT.48 ud Tubo de vidrio cilindrico 1.00 10.00 10.00
49 | MAT.49 ud Tubos de ensayo 24.00 1.15 27.60
50 | MAT.50 ud Tubos Falcon 50 ml 3.00 3.10 9.30
Precio total material fungible (€) 1804.39

1.1.3. Costes de material inventariable

El desglose de los costes de la maquinaria requerida para desarrollar el presente proyecto se

muestra en la Tabla 16 calculado siguiendo la siguiente ecuacion:
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€
Precio total (€) = Precio unitario (E) - Cantidad (h)

donde el precio unitario se obtiene del coste total de la maquina dividido entre el periodo de
amortizacion de la misma medido en horas.

Importe

o| ~aA : Ry Precio | Precio
N°| Codigo |Unidad Descripcion Cantidad | Unitario | total

© ©

Sistema de purificacion de agua pura y
1 | MAQ.01| Horas ultrapura Direct-Q™ 3 de Merck 2.00 0.30 0.60
Millipore
Espectrofotometro de masas Victor3

2 IMAQ.02| Horas P Derkin Elmer 8000 10.00 0.14 1.40
3 | MAQ.03| Horas Liofilizadora Cool vacuum 24.00 0.20 4.80
4 | MAQ.04| Horas Redmetro Discovery HR 20 15.00 0.52 7.80

PH-metro de sobremesa PH50 marca
5 | MAQ.05| Horas Violab 7.50 0.23 1.73
Espectrofotometro Cary
6 | MAQ.06| Horas 60 uv-vis Agilent 12.00 0.11 1.32
technologies
Centrifugadora marca Eppendorf,

7 | MAQ.07| Horas O o s0am 6.00 363 | 21.78

Precio total maquinaria (€) 39.43

2. Presupuesto total

Por ultimo, el presupuesto total se muestra en la Tabla 17 donde los costes directos indicados
anteriormente, asi como el IVA (21 %) y los costes indirectos, que incluyen los gastos generales
(13 %) y el beneficio industrial (6 %), que suelen suponer hasta el 18 % de los costes directos.

Descripcién | Precio (€)
COSTES DIRECTOS:
Precio de la mano de obra 18460.00
Precio materiales 1804.39
Precio maquinaria 39.43
Total 20303.81
COSTES INDIRECTOS:
(18% de los costes directos ) 3654.69
Presupuesto parcial 23958.50
IVA 21% 5031.28
Presupuesto final 28989.78
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