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RESUMEN.

En este Trabajo de Fin de Master se ha llevado a cabo un estudio sobre la preparacion
de hidrogeles fotosensibles basados en polimeros recombinantes tipo elastina (ELRs).
Los hidrogeles quimicos se entrecruzan via quimica click, a partir de biopolimeros
previamente modificados con grupos azida y grupos ciclooctino. Su fotosensibilidad
proviene de la utilizacion de azidas unidas al biopolimero a través de un enlace labil tipo
NB-carbamato. Una vez obtenido dichos geles se han caracterizado y analizado su
posterior degradacién en presencia de luz ultravioleta. Este trabajo tiene una finalidad
ultima de poder analizar el comportamiento celular en diferentes entornos y en funcién
de un estimulo determinado.

El trabajo ha comenzado con la preparacion del biopolimero modificado con grupos
azido fotolabiles y la comprobaciéon de su degradacion en presencia de luz UV-Vis.
Posteriormente se han preparado los biopolimeros modificados tanto con azidas labiles
como con azidas estables a la luz e, igualmente, se ha comprobado su degradacién. Los
polimeros modificados se caracterizaron por *H-RMN, espectrometria de masas y FTIR.

Posteriormente se han preparado hidrogeles fotosensibles con uno de los biopolimeros
modificados con azidas ldbiles y un biopolimero portador de grupos ciclooctino. El
entrecruzamiento del gel se produce por medio de la cicloadicién 1,3-dipolar de Hiisgen
seglin metodologia click. Se han estudiado las propiedades mecanicas y fisicas de los
hidrogeles preparados, asi como su comportamiento ante la irradiacién con luz UV-Vis.
Se han llevado a cabo estudios de la degradacidon de dichos geles, observando su
degradacion total para los que poseen todos sus entrecruzamientos mediados por azidas
fotolabiles y, sin embargo, se observa una degradacién parcial de aquellos hidrogeles
gue, ademas de azidas fotolabiles, poseen azidas estables a la luz. En estos hidrogeles se
analizan las propiedades mecanicas con distintos tiempos de irradiacién y se observa la
ruptura progresiva de los enlaces labiles conducente a propiedades mecdnicas elasticas
menores a medida que el tiempo de irradiacién aumenta.

En este trabajo, por tanto, se han preparado geles fotosensibles y se ha comprobado su
degradacion por accién de la luz. La variacion de las propiedades mecanicas controlada
por los tiempos de irradiacién pone las bases de estudios posteriores del
comportamiento celular bajo entornos con propiedades mecdnicas diferentes de
utilidad en Biomedicina.
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ABSTRACT.

In this Master Thesis, a study has been carried out on the preparation of photosensitive
hydrogels based on elastin-like recombinant polymers (ELRs). The chemical hydrogels are
crosslinked via click chemistry, from biopolymers previously modified with azide and
cyclooctyne groups. Their photosensitivity comes from the use of azides attached to the
biopolymer through a labile NB-carbamate bond. Once these gels have been obtained,
their subsequent degradation in the presence of ultraviolet light has been characterized
and analyzed. The ultimate aim of this work is to be able to analyze cell behavior in
different environments and in function of a given stimulus.

The work has started with the preparation of the biopolymer modified with photolabile
azide groups and the verification of its degradation in the presence of UV-Vis light.
Subsequently, the biopolymers modified with both labile azides and light stable azides
were prepared and their degradation was also tested. The modified polymers were
characterized by 1H-NMR, mass spectrometry and FTIR.

Subsequently, photosensitive hydrogels have been prepared with one of the labile azide
modified biopolymers and a biopolymer carrying cyclooctene groups. The crosslinking of
the gel is produced by 1,3-dipolar Huisgen cycloaddition according to click methodology.
The mechanical and physical properties of the prepared hydrogels have been studied, as
well as their behavior under UV-Vis light irradiation. Degradation studies of these gels
have been carried out, observing their total degradation for those that have all their
crosslinks mediated by photolabile azides and, however, a partial degradation is
observed for those hydrogels that, in addition to photolabile azides, have light-stable
azides. In these hydrogels the mechanical properties are analyzed with different
irradiation times and the progressive breakdown of the labile bonds leading to lower
elastic mechanical properties is observed as the irradiation time increases.

In this work, therefore, photosensitive gels have been prepared and their degradation
under the action of light has been tested. The variation of mechanical properties
controlled by irradiation times lays the foundation for further studies of cell behavior
under environments with different mechanical properties useful in biomedicine.
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LISTADO DE ABREVIATURAS.

DMSO
DMSO-ds
ECM

ELP

ELR

Tt

ITT

NB
'H-RMN
FTIR

MALDI-TOF

VKV-CC
RGD-N3

RGD-Ls

RGD-N3-L3

DMF
mL
mg

uL

Dimetilsulféxido.

Dimetilsulféxido deuterado.

Matriz extracelular.

Polimeros tipo elastina (Elastin Like Polymers).
Recombinameros tipo elastina (Elastin Like Recombinamers).
Temperatura de transicion.

Transicién Inversa con la Temperatura (Inverse Temperature
Transition)

Grupos nitrobencilo.
Resonancia Magnética Nuclear de protdn.
Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier.

Espectrometria de masas con ionizacién asistida por laser y
analizador de tiempo de vuelo.

Polimero VKVx24 modificado con grupos ciclooctinilo.

Polimero RGD modificado con la azida convencional: 2-(azidoetil)
(2,5-dioxopirrolidin-1-il) carbonato.

Polimero RGD modificado con la azida fotolabil: PC-azido-PEG-3-
NHS carbonatoester.

Polimero RGD modificado con la azida convencional y la azida con
enlace fotolabil.

Dimetilformamida.
Mililitros.
Miligramos.

Microlitros.
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1. INTRODUCCION.
1.1. ELR’S.

La matriz extracelular (ECM) es el microambiente que rodea las células y que ademas
sirve como soporte fisico y proporciona la mayoria de las propiedades mecanicas de los
tejidos. Estd formada por diferentes moléculas secretadas por la célula y es parte de los
tejidos y 6rganos. La matriz extracelular se compone de forma general por agua,
polisacaridos y proteinas, aunque cada tejido presenta componentes especificos de esta
matriz.

Una de las proteinas mas abundantes en la matriz extracelular es la elastina, cuya
principal funcidn es proporcionar elasticidad a los tejidos [1]. Ademas, tiene también un
papel importante en la modulacidon del comportamiento celular y la promocién para la
reparacion de tejidos.

La estructura primaria de aminoacidos de la elastina se compone por secuencias
repetitivas como VPGG, VPGVG, APGVG y VGVAPG denominados dominios
elastoméricos, cuya estructura les permite sufrir deformaciones sin romperse y volver a
su conformacion original una vez desaparece la tension. Por otro lado existe una zona
gobernada por la secuencia VPGKG llamada dominio de entrecruzamiento, donde tienen
lugar las uniones intermoleculares covalentes catalizadas por enzimas. Como resultado,
esta combinacion da lugar a fibras eldsticas capaces de sufrir millones de ciclos de
relajacidon y estiramiento sin sufrir dafios [2] (ANEXO 1 para cddigo de los diferentes
aminodcidos).

Estas propiedades de la elastina natural han dado lugar al desarrollo de polimeros tipo
elastina (ELPs) cuya composicion estd inspirada en el motivo (VPGXG), repetido en la
elastina natural, donde X es cualquier aminoacido excepto la L-prolina y n el nUmero de
repeticiones de la secuencia [3].

e e

G

i1y,

\' P G

Figura 1. Secuencia repetitiva de aminodcidos presentes en la elastina natural y caracteristica de los biopolimeros
tipo elastina VKVx24.

La maduracion de las tecnologias de ADN recombinante ha permitido que aparezca un
nuevo término, ELR (Elastin Like Recombinamer), para designar a los polimeros tipo
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elastina obtenidos a través de técnicas recombinantes. Esto implica que, mediante
ingenieria genética, es posible aislar una pieza de ADN y clonarlo en un vector que sirva
para facilitar la expresidon exclusiva de la proteina codificada por el gen. El resultado es
un polimero recombinante con secuencias de aminodacidos bien definidas, complejas y
controladas [4]. Estos ELRs pueden tener asi diferentes secuencias bioactivas en su
estructura, como la de adhesién o sensibles a enzimas, a parte de las propiedades
inherentes a la elastina, como es la naturaleza inteligente, sus propiedades mecanicas,
la biocompatibilidad [5] y su comportamiento autoensamblable [6]. Esta ultima
propiedad es especialmente importante, ya que el sistema inmunitario del organismo
huésped es incapaz de distinguir entre la elastina enddgena y un biopolimero ELR.

Ademads, los ELRs presentan un comportamiento termosensible en medio acuoso,
caracterizado por una temperatura critica, la temperatura de transicion (Tt), por debajo
de la cual el polimero es soluble ya que la cadena polimérica permanece hidratada y
rodeada por moléculas de agua que forman una estructura tipo clatrato, donde el agua
queda alrededor de los residuos apolares del polimero. Por el contrario, por encima de
esa Tt, los clatratos se rompen por agitacién térmica y esa organizacion compleja
finalmente desaparece [7]. El ELR se pliega hidrofdbicamente para formar una fase
separada en la que las cadenas adoptan una estructura regular, dindmica y no aleatoria
identificada como espiral B [8]. Los residuos apolares quedan asi en el exterior de la
hélice mientras que en el interior quedan los polares, que retienen moléculas de agua
cuando se transiciona de una conformacién a otra. En estas condiciones el polimero se
vuelve insoluble en un proceso completamente reversible. El proceso general se
denomina transicién inversa con la temperatura (ITT).

Hydrogen
bond

~ Hydrophobic

Oxygen of a -~ moiety

water molecule

v
= ngh Hydrogen bond
1} » Temperature ©C
s

Cieg $ "
*;/ \,/,\u__”_\c/"

'\‘:\u/“ i —
- 2 , LAY
& T A V7
‘_§‘Low Temperature - /

Figura 2. A) Representacion de la cadena de aminodcidos de los ELRs a baja y alta temperatura. B) Estructuras tipo
clatrato que forma el agua por debajo de la Tt. C) Esquema de la espiral 8 que aparece por encima de la Tt.
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1.2. HIDROGELES.

Los hidrogeles se pueden definir como redes poliméricas capaces de absorber una
cantidad significativa de agua (>20% de su peso seco) sin disolverse o perder su
estructura. Algunas de las caracteristicas de este tipo de materiales son:

e Presentan un caracter hidrofilico, debido a la presencia de grupos como
alcoholes, amidas o acidos carboxilicos.

e Son insolubles en agua cuando estdn en su forma de red tridimensional
entrecruzada.

e Tienen una consistencia blanda y eldstica.

e Son capaces de hincharse aumentando su volumen y manteniendo su
consistencia hasta llegar a un equilibrio fisicoquimico. Este equilibrio es el
resultado del balance entre las fuerzas osmoéticas originadas por el agua cuando
entra en el polimero y las fuerzas cohesivas de las cadenas poliméricas que se
resisten a la expansion.

En los ultimos afos, el uso de hidrogeles ha ido creciendo gracias a su utilidad en
aplicaciones farmacéuticas y biomédicas. Esto es posible debido a su biocompatibilidad
y a su parecido con algunos tejidos naturales.

Dependiendo de la manera en la que se forma la red tridimensional que los caracteriza,
los hidrogeles se pueden clasificar en dos grupos: hidrogeles fisicos y reversibles o
quimicos y permanentes.

o Hidrogeles fisicos. Presentan una red tridimensional que se mantiene unida por
medio de interacciones intermoleculares como fuerzas de Van der Waals,
puentes de hidrégeno o uniones hidrofébicas. Este tipo de geles cominmente no
son homogéneos y presentan zonas donde las interacciones moleculares son mas
fuertes.

o Hidrogeles quimicos. La red tridimensional del gel estd estabilizada mediante
enlaces covalentes entre las cadenas poliméricas, por lo que su ruptura da lugar
a su degradacién.

Para los hidrogeles que se han obtenido en este trabajo, se llevd a cabo una modificacion
guimica previa de dos polimeros ELRs diferentes. Esta modificacion es necesaria para
introducir en el polimero los grupos funcionales azido y ciclooctinilo que permiten crear
el hidrogel y sus entrecruzamientos a partir de las tecnologias de quimica “click”.

1.2.1. HIDROGELES POR REACCION TIPO CLICK.

El concepto de la “quimica click” fue presentado por Kolb, Sharpless y col. en 2001 para
referirse a una metodologia que permite, a partir de moléculas mas pequenas, la
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obtencion de estructuras complejas mediante reacciones altamente eficientes [9]. Este
tipo de metodologia tiene una serie de caracteristicas comunes:

e Facilidad experimental.

e Compatibilidad con una elevada variedad de grupos funcionales.
e Estereoespecificidad.

e Facil purificacién del producto final.

e Elevado rendimiento.

Una de las reacciones click mas conocidas es la cicloadicién 1,3-dipolar de Hiisgen entre
azidas y alquinos [10]. Esta metodologia combina su alta especificidad con un
rendimiento practicamente cuantitativo y ausencia de reacciones secundarias y
subproductos téxicos. Tipicamente, esta reaccion requiere un idn metdlico como
catalizador para iniciar la reaccién, generalmente Cu*. Dado que esto puede llegar a dar
algunos problemas de citotoxicidad [11], posteriormente se implementé el uso de
grupos alquinilo activados, como los derivados del ciclooctino, para evitar el uso de un
catalizador metalico[12].

R_H(}—\""@(\‘s |D > R'NH..@N\)
VN\ \

R

——z0

R

Figura 3. Esquema general para la reaccion de cicloadicion 1,3-dipolar entre azida y alquino (derivado de ciclooctino)
en ausencia de catalizador.

Los grupos alquinilo y azido son ademas grupos especialmente estables dentro de
sistemas bioldgicos, lo que hace que este tipo de reaccién click sea muy utilizada en la
preparacion de dispositivos para liberacién controlada de farmacos, la bioconjugacién
con proteinas y ADN, el marcaje de superficies celulares y la sintesis de hidrogeles [13]

En este trabajo se han obtenido hidrogeles por entrecruzamiento quimico de las cadenas
de los ELRs mediante dicha reaccién de cicloadicién 1,3-dipolar. Para ello, se hace
necesario modificar quimicamente los ELRs, polimeros VKVx24 y RGD, mediante la
transformacién quimica de los grupos amino de las lisinas presentes a lo largo de las
cadenas laterales, en grupos ciclooctinilo y azido, respectivamente.

1.2.2. HIDROGELES FOTOSENSIBLES.

Los hidrogeles fotosensibles son materiales que responden a la luz como estimulo, que
pueden llegar a ser muy Uutiles en diversas aplicaciones como la autocuracidn, la
biodeteccidn, la administracion de fdrmacos o la ingenieria de tejidos. Es por eso que los
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grupos fotolabiles han sido ampliamente utilizados. Algunos, como los basados en
grupos nitrobencilo (NB), es posible modificarlos para que sean capaces de responder a
dosis de luz citocompatibles, lo que les hace especialmente populares en el campo de la
biotecnologia.

Estudios previos han demostrado que la cinética de fotoescisién del grupo nitrobencilo
puede variar en funcién del sustituyente en posicidn bencilica, de manera que la eleccién
de este sustituyente permite controlar tanto las cinéticas de degradacién como los
subproductos generados. Este tipo de estrategias han dado lugar a diferentes derivados
de NB que actuan como entrecruzantes en hidrogeles y permiten la degradacion de
dichos hidrogeles de manera selectiva debido a sus propiedades variables en diferentes
microambientes.

En el grupo de Kloxin y colaboradores se aborda el estudio de diferentes derivados
nitrobencilicos para ajustar las tasas de fotdlisis de hidrogeles quimicos con
entrecruzantes labiles. Para ello, comparan cuatro tipos de derivados que poseen,
simultdneamente, enlaces fotoldbiles y enlaces hidrolizables como son los derivados de
NB: NB-ester, NB-amida, NB-carbonato y NB-carbamato. Se ha observado que, al irradiar
con luz ultravioleta de 365 nm, los hidrogeles con restos NB-carbamato dieron una
cinética de fotodegradacion rapida y presentaron estabilidad hidrolitica, mientras que el
correspondiente derivado NB-ester se degrada hidroliticamente en menos de una hora.
Para el derivado NB-amida se observé que la degradacién en disolucién y formando
parte del hidrogel diferian, lo que muestra la importancia de caracterizar el proceso de
degradacion en diferentes microambientes. [14] Este enfoque proporciona diversas
oportunidades para el disefio de materiales degradables con propiedades ajustables y
controladas para aplicaciones como la funcionalizacién superficial o la ingenieria de
tejidos.

1.3. PROPUESTA DE TRABAJO.

A la vista de los resultados obtenidos por Kloxin y colaboradores, en lo referente a la
degradacion, foto e hidrolitica, de los diferentes derivados de nitrobencilo, NB, en este
trabajo se pretende aplicar estos conocimientos para estudiar la dindmica de
degradacion de hidrogeles quimicos formados por medio de quimica click y con grupos
nitrobencilo fotolabiles como parte de la estructura del entrecruzamiento de las cadenas
biopoliméricas.

De entre los derivados nitrobencilicos estudiados previamente, el que incluye un grupo
NB-carbamato proporciona los mejores resultados en cuanto a capacidad de
fotodegradacion y a mayor estabilidad hidrolitica. Se propone utilizar un reactivo que
posea un grupo azido terminal, que porte el grupo fotoldbil NB-carbonato y que posea
en el otro extremo un grupo N-succinimidil ester, el cual serd capaz de reaccionar con
los grupos amino de las lisinas presentes en los biopolimeros tipo elastina, generando el

10
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correspondiente polimero modificado con azidas. La reaccién posterior con otro
biopolimero modificado con grupos ciclooctinilo permitira la preparacion de hidrogeles
via quimica click, tal y como se ha visto anteriormente.

0o
NEA\/O\/\O/\/O\/\NL/\/O NO;
H

~ o_ _O

0 T‘\N

Figura 4. Estructura quimica del PC-azido-PEG-3-NHS carbonatoester, utilizado en este trabajo como derivado
fotolabil.

2. OBJETIVOS Y PLAN DE TRABAJO.

El propdsito de este trabajo es la produccién, siguiendo la metodologia click, de
hidrogeles a partir de biopolimeros recombinantes que contengan enlaces fotolabiles,
con el fin de estudiar la variacion de sus propiedades mecdnicas al irradiarlos con luz
ultravioleta.

Este objetivo se engloba dentro de uno mas general y ambicioso propuesto en el grupo
de investigacidon Bioforge, relacionado con el estudio del comportamiento celular ante
variaciones en la presion ejercida por su entorno y teniendo en cuenta como la matriz
extracelular varia sus propiedades mecanicas en funcién de un estimulo, que para este
caso seria la luz ultravioleta, transmitiendo a su vez diferente.

Para realizar este objetivo se ha seguido el siguiente plan de trabajo:

1. Preparacion de biopolimeros tipo elastina, ELRs, modificados quimicamente con
grupos ciclooctinilo, VKVx24, y su caracterizacion.

2. Preparacién de ELRs modificados quimicamente con grupos azido y su caracterizacion.
Inicialmente se preparara un biopolimero modificado con grupos azido unidos a la
cadena polimérica a través de un enlace fotolabil, RGD-Ls. Posteriormente, se preparard
el mismo biopolimero modificado con dos tipos de grupos azido: los llamados
convencionales (utilizados previamente en el grupo para preparar hidrogeles quimicos
via quimica click, que no poseen enlaces fotoldbiles) y los mismos grupos azido que
poseen enlaces fotoldbiles, RGD-L3Ns.

3. Caracterizacién de la degradacién por el efecto de la luz ultravioleta de los polimeros
de tipo RGD modificados quimicamente, RGD-L3 y RGD-L3Ns.

4. Preparaciéon de hidrogeles quimicos con los diferentes tipos de RGDs modificados
previamente y en diferentes concentraciones.
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5. Caracterizacién los hidrogeles mediante la medicion de sus propiedades mecanicas
por reologia.

6. Estudio de la degradacion de los hidrogeles formados cuando estos son expuestos a
luz ultravioleta.

3. MATERIALES Y METODOS.
3.1. MATERIALES.

En la parte experimental de este trabajo, todos los reactivos han sido adquiridos de
fuentes comerciales y empleados sin ninguna purificacidon previa. Todos los disolventes
utilizados han sido adquiridos de casas comerciales de calidad sintesis o analitica.

Tabla 1. Reactivos y disolventes utilizados junto con las casas comerciales en las que se han adquirido.

2-(Azidoetil) (2,5-dioxopirrolidin-1-il)

carbonato GalChimia
et succinidion carbonato. Galchimi
Acetona Sigma-Aldrich
Dietiléter Scharlau
Dimetilformamida (DMF) Sigma-Aldrich
Dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-dg) Apollo Scientific
PC-azido-PEG-3-NHS carbonatoester Broadpharm

3.2. EQUIPAMIENTO.

Todo los equipos utilizados para llevar a cabo las modificaciones, la caracterizacién y las
pruebas experimentales pertenecen al grupo Bioforge excepto el equipo de Resonancia
Magnética Nuclear y el de espectrometria de masas que pertenecen al Laboratorio de
Técnicas Instrumentales de la Universidad de Valladolid y el microscopio electrdnico de
barrido que pertenece a la Universidad de Salamanca.
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Tabla 2. Relacion de técnicas instrumentales empleadas con el equipo y la casa comercial.

Centrifugacion

Espectrometria de masas MALDI-TOF

Espectrometria infrarroja (FTIR)

Irradiacion UV

Reologia

Resonancia Magnética Nuclear

(RMN)

Microscopio electrénico de barrido

(SEM)

3.3. POLIMEROS.

Centrifuga ST 16R
Centrifuga Avanti

Espectrometro de
masas Bruker Autoflex

Espectrofotémetro FT-
IR Tensor27

Lampara UV-LED
L11921

Redmetro AR 2000ex
RMN 400

JSM-IT500 con
detector EDX

Thermo-Scientific

Beckman

Bruker

Bruker

Hamamatsu
TA Instruments

Agilent Technologies

Jeol

Los dos ELRs utilizados en este trabajo fueron los llamados VKVx24 y RGD. Se sintetizaron
empleando técnicas estandar de ingenieria genética.

Tabla 3. Abreviatura, estructura y peso moleculares de los polimeros empleados.

RGD

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSH-MESLLP-

60661

{[(VPGIG)2(VPGKG)(VPGIG),].-AVTGRGDSPASS-

[(VPGIG)2(VPGKG)(VPGIG):]2]}6-V

VKVx24 MESLLP VG VPGVG [VPGKG (VPGVG)5]23 VPGKG 60451

o VKVx24.

(VPGVG)s VPGV

Se trata de un polimero estructural caracterizado por la repeticion del
pentapéptido VPGVG, un bloque hidrofébico que proporciona al polimero cierto
comportamiento termosensible ademas de biocompatibilidad. Por otro lado,
contiene la secuencia VPGKG, con un cardcter hidrofilico, que contiene lisina
como aminodcido invitado. La lisina posee un grupo amino terminal, que es el
gue permite que se lleven a cabo modificaciones quimicas en el polimero y le
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confiere algunas caracteristicas como la sensibilidad al pH del medio o una carga
positiva en condiciones fisioldgicas.

o RGD.

Este polimero esta basado en la repeticién del monémero VPGIG, formando un
bloque hidrofébico que proporciona al polimero su comportamiento
termosensible y su biocompatibilidad. Asi mismo, contiene la misma secuencia
VPGKG, presente en el biopolimero anterior, que permite su modificacién
quimica posterior y le confiere las mismas caracteristicas. Este polimero, ademas,
se caracteriza por poseer una secuencia bioactiva formada por arginina, glicina y
acido aspartico, RGD, que promueve la adhesién celular.

3.4. TECNICAS INSTRUMENTALES.
3.4.1. ELECTROFORESIS.

La electroforesis es una técnica empleada para la separaciéon de moléculas en funcion de
su tamafio y su carga. Se basa en la diferente movilidad que tienen las moléculas frente
a un campo eléctrico inducido alrededor del gel en el que previamente se han
depositado las muestras. Este campo eléctrico se genera dentro de una cdmara llena de
una disolucién amortiguadora en la que esta sumergido el gel. El alto contenido en
electrolitos de la disolucién amortiguadora permite la transmisién de la corriente
eléctrica manteniendo estable el pH con el paso de la corriente.

En el gel, preparado previamente en funcién del peso molecular del polimero que se
vaya a emplear, se inyectan en los diferentes carriles las muestras y un marcador que
sirve de referencia a la hora de analizar el peso de las muestras. Antes de inyectarlas, las
muestras han de ser tratadas con un tampén de carga (azul de bromofenol) para poder
visualizar el recorrido de las proteinas en el gel tras tefiirlo al acabar la descarga con una
disolucién de azul Coomassie, metanol y acético.

Esta técnica nos ha permitido visualizar la muestra proteica producida después de la
degradacion del gel, por lo que en este caso se emplea para el andlisis de los polimeros
generados.

3.4.2. RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN).

La espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) se basa en las propiedades
magnéticas de los nucleos de los elementos. Con esta técnica se puede obtener
informacion sobre el entorno de estos nucleos dentro de la molécula en la que se
encuentran. Para que esto sea posible es necesario que los nucleos sean
magnéticamente activos, es decir, que tengan un numero cuantico de espin diferente de
cero, lo que hace que se comporten como pequefios imanes con sus correspondientes
momentos magnéticos. Es lo que sucede en dtomos como 1H, 36C o 1%F.
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De esta forma se aplica un campo magnético sobre la muestra que produce un
desdoblamiento de los niveles de energia del espin nuclear, induciendo transiciones
entre los diferentes niveles de energia. Para cada nucleo de una molécula el entorno
quimico es diferente, por lo que el campo magnético al que resuena en cada caso, a este
efecto se le denomina apantallamiento. Por lo general, el apantallamiento para cada
protén de una molécula es diferente, lo que provoca diferentes frecuencias de emision
y como resultado da un espectro donde cada conjunto de nucleos especificos da lugar a
una sefial Unica en el RMN a un desplazamiento quimico diferente. En funcién de los
protones que contribuyen a una misma sefial esta se representa con mayor o menor
intensidad. Esto se representa con una curva superpuesta en las sefiales denominada
integral, que es proporcional al nimero de protones presentes en la molécula.

Para caracterizar las muestras de polimero, tanto puro como modificado con esta técnica
es necesario disolverlas. Para ello se pesan 5-6 mg de polimero y se disuelven en 0,6 mL
de DMSO-ds. A continuacion, la disolucién se pasa a un tubo de RMN que es el que se
introducird en el equipo para realizar el analisis. Los disolventes empleados son
deuterados, en los que 99% de sus protones estan sustituidos por deuterio para evitar
gue den sefiales que interfieran en el espectro.

El equipo utilizado en todos los RMN hechos ha sido el espectrémetro automatico
Agilent MR 400 del Laboratorio de Técnicas Instrumentales de la UVa.

3.4.3. ESPECTROSCOPIA INFRARROJA (FTIR).

La espectroscopia infrarroja permite obtener informacién, mediante el estudio de las
vibraciones moleculares, sobre la presencia de grupos funcionales y determinados
agrupamientos.

Sobre la muestra incide un haz de radiacién monocromatica que hace un barrido de
frecuencia entre 600-4000 cm?, produciendo modificaciones en el estado de vibracién
de los enlaces. Asi, los enlaces absorben energia cuando la frecuencia de radiacién
coincide con la suya de vibracién, dando lugar a una banda en el espectro.

Se ha utilizado la técnica FTIR-ATR (Espectroscopia Infrarroja con Transformada de
Fourier de Reflectancia Total Atenuada). La técnica permite que se dé una reflexién
interna total cuando la radiacién infrarroja llega al cristal ATR (transmisor con alto indice
de refraccién) creando asi una onda que mantiene el contacto con el cristal registrando
el espectro infrarrojo. Con la Transformada de Fourier es posible, ademas, convertir el
espectro del dominio del tiempo a un dominio de frecuencia, obteniéndose espectros
mas rapidos, con menos ruido vy, por ello, mas precisos.

El equipo utilizado es un espectrémetro de Infrarrojo Bruker TENSOR 27.
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3.4.4. ESPECTROSCOPIA DE MASAS.

La espectroscopia de masas es una técnica analitica con la capacidad de estudiar
compuestos de diferente naturaleza obteniendo informacion tanto cualitativa como
cuantitativa sobre su masa molecular y estructura.

En el caso de la espectroscopia de masas MALDI-ToF (Desorcidn Laser Asistida por Matriz
con analizador de Tiempo de Vuelo), inicialmente la muestra se ioniza, ya que no detecta
formas neutras y, a continuacidn, los iones se aceleran desde la fuente de iones hasta el
analizador del espectrémetro. En el analizador, los diferentes iones se separan en
funcidn de su relacién masa/carga mediante la accién de un campo eléctrico o magnético
y, por ultimo, los iones seleccionados llegan al detector.

El equipo utilizado para analizar las muestras es un MALDI-TOF modelo Bruker Autoflex
gue se encuentra en el Laboratorio de Técnicas Instrumentales de la UVa. En este caso,
esta compuesto por una fuente de ionizacidn por laser asistida por una matriz (MALDI)
y un analizador de tiempo de vuelo (ToF). La técnica permite determinar asi el peso
molecular del polimero.

3.4.5. REOLOGIA.

La reologia es una ciencia que estudia la deformacidn vy el fluir de la materia tanto en
estado solido como en estado liquido.

Desde el punto de vista del comportamiento mecanico existen dos propiedades
principales para caracterizar los materiales, la elasticidad y la viscosidad. La primera,
fundamentada en la Ley de Hooke, muestra que en los sdlidos ideales la fuerza aplicada
sobre el material es directamente proporcional a la deformacién que este presenta a
dicha fuerza y la energia necesaria para esta deformacién se recupera totalmente en
cuanto se elimina la tension. Por el contrario, en el caso de los fluidos ideales o fluidos
Newtonianos, la fuerza aplicada es proporcional a la velocidad de deformacién. Asi, al
dejar de aplicar fuerza al material éste no revierte a su estado inicial y la energia
empleada se disipa dentro del fluido.

Los hidrogeles descritos en este trabajo se consideran materiales viscoelasticos y tienen
un comportamiento intermedio entre un sdlido de Hooke y un fluido viscoso. De esta
forma, la relacion entre la tensidn y la deformacion en este caso no es constante en el
tiempo. Al retirar la fuerza, el material puede volver a su estado original en un tiempo
gue dependera del tipo de moléculas que constituyen el material.

Las dos magnitudes clave que hay que tener en cuenta en reologia son la fuerza por
unidad de seccidn (stress) y el desplazamiento (strain). Representando stress frente a
strain, se obtiene la curva fundamental que permite la caracterizacién del material y a
partir de la cual se puede obtener la métrica que permite determinar las propiedades
mecdnicas de este.
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A la hora de interpretar los datos obtenidos es importante conocer los parametros que
aparecen en las graficas. Por un lado se obtendra el Mddulo Eldstico (G’) y por otro el
Moddulo Viscoso (G”). El médulo eldstico, o de almacenamiento, va indicando la parte
eldstica que tiene el material hasta llegar a un maximo en el que este es puramente
eldstico. Por otro lado el mddulo viscoso o de pérdida indica la energia que se va
disipando dentro del material durante el proceso de deformacién. Estos dos médulos
estan relacionados por medio de la tangente de pérdida, cuyo valor permite determinar
la energia perdida en relacion con la almacenada. Cuanto mayor es el valor de la
tangente, menor comportamiento elastico presenta el material en ese punto, mientras
que valores pequefios caracterizan materiales con un comportamiento enteramente
eldstico.

G”(m)
G'(w)

tand =

Figura 5: Ecuacion para la tangente de pérdida.

Las medidas reoldgicas para los hidrogeles elaborados se han llevado a cabo con un
redémetro AR2000ex que actua a tension (stress) controlada y plato termostatado.

Figura 6. Reémetro con geometria y plato termostatado donde se llevan a cabo las mediciones de los geles.

Los hidrogeles han sido elaborados previamente en moldes cilindricos de 12 mm de
didmetro y con un volumen de 400 uL. Las medidas se han llevado a cabo sobre el plato
termostatado a 37 °C.
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3.5. METODOLOGIA.
3.5.1. PRODUCCION DE POLIMEROS.

La sintesis de los polimeros que se han utilizado en este trabajo, HRGDe y VKVx24, sigue
una metodologia que consiste en su disefio a través de tecnologia de ADN recombinante
y posterior bioproduccion en la bacteria Escherichia coli [15].

3.5.1.1. Siembra de la bacteria y seleccion de la colonia.

Este proceso de bioproduccidon comienza con la siembra de la bacteria Escherichia coli
en una placa Petri que contiene el medio de cultivo. Esta bacteria ha sido previamente
modificada, introduciéndose en ella un pldsmido que contiene un gen que codifica la
secuencia del polimero. La placa se incuba durante 24 horas a 37 °C. Pasado este tiempo
se lleva a cabo un screening y se seleccionan las colonias que mayor produccion dan.
Tras ser incubadas de nuevo, se someten a una electroforesis con el fin de separar las
bacterias en funcion de su tamafio y analizar su crecimiento celular y su capacidad de
produccién.

3.5.1.2. Produccion de la bacteria.

La colonia seleccionada se introduce durante 20 horas a 37 °Cy a un pH de 6.6 en un
fermentador con el medio TB estéril que favorece su crecimiento. Cada 30 minutos se
toman muestras y se mide la absorbancia a 600 nm, de forma que, cuando esta deja de
aumentar indica el punto en el que la bacteria ha llegado a su maximo crecimiento,
consumiendo todo el medio de cultivo y dejando de reproducirse.

3.5.1.3. Lavado y ruptura celular.

Terminada la fermentacion, se recoge la bacteria y se centrifuga a 4 °C y 3500 rpm
durante 15 minutos con el fin de separar el pellet (bacteria) del sobrenadante (medio de
cultivo). El pellet se resuspende en un tampdn de lavado y se centrifuga de nuevo. Este
proceso se repite hasta que el sobrenadante quede trasparente.

Por ultimo las bacterias se suspenden en un tampdn de sonicacién. Este, junto con un
inhibidor de proteasas (PMSF100), se encargan de evitar la degradacion del polimero y
la ruptura enzimatica.

Las bacterias resultantes, tras el proceso de lavado se someten a una ruptura celular
utilizando un disruptor de células. Este equipo opera a una temperatura de 4 °C y con
una presién de unos 1500 bar y consigue fracturar la pared celular mediate un cambio
de presion, liberando asi las proteinas. Este proceso se lleva a cabo por triplicado.

3.5.1.4. Purificacion del polimero.

El polimero obtenido se purifica mediante ciclos de transicion inversa (ITC). Esta técnica
emplea un protocolo que depende de los pardmetros del polimero (composicién del
residuo, longitud, temperatura de transicidn..) y consta de una secuencia de
calentamiento, centrifugacién, enfriamiento y solubilizacién. El sobrenadante obtenido
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es el extracto crudo al que se le siguen aplicando cambios de pH y temperatura, a los
que sera sensible el polimero, facilitando asi su separacion de las impurezas que puedan
qguedar.

Por ultimo, se procede a dialisis y liofilizacién del polimero. Para ello, el sobrenadante
frio resultante de la etapa anterior se introduce en tripas de didlisis y estas a su vez en
recipientes con agua ultrapura a 4°C, realizando cambios del agua cada 24 horas hasta
un total de tres veces. Las tripas estan formadas por una membrana de celulosa porosa
gue permite que tenga lugar un proceso de dsmosis en el que las impurezas que pueda
tener el polimero con tamafio menor al del poro de la tripa sean eliminadas.

Tras la didlisis, el polimero disuelto se congela a -20 °C y finalmente se liofiliza. En este
proceso la muestra, a baja presion, se deshidrata y el agua contenido en el material se
sublima, es decir, pasa de fase sdlida a gaseosa directamente sin pasar por el estado
liquido.

3.5.2. CARACTERIZACION.

El polimero puro obtenido se caracteriz6 empleando diferentes técnicas: Resonancia
Magnética Nuclear (RMN), Espectrometria de Masas (MALDI-TOF), Espectroscopia
Infrarroja (FTIR), Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) y electroforesis.

3.5.3. MODIFICACION QUIMICA DE POLIMEROS.

Para poder utilizar los polimeros en reacciones click y formar hidrogeles, es necesario
realizar una serie de modificaciones quimicas previas que permitan introducir el grupo
azido y el grupo ciclooctinilo responsables del entrecruzamiento quimico de las cadenas
via cicloadicién 1,3-dipolar. Se modificard asi el biopolimero VKVx24 con grupos
ciclooctinilo y se modificara el polimero HRGDs con grupos azido.

Se van a realizar tres modificaciones quimicas del biopolimero HRGDs para introducir
en él diferentes grupos azido: en la primera se introduciran grupos azido estables a la
luz, en la segunda grupos azido fotolabiles (portadores de grupos
nitrosobencilcarbamato, NB) y en la tercera modificacidon quimica se introduciran
grupos azido fotolabiles y grupos azido estables a la luz, en proporciéon 1:1.

Tabla 4. Abreviaturas para los ELRs y los diferentes grupos sustituyentes que participan en las modificaciones quimicas.

Simbolo Grupo

MGSSHHHHHHSSGLVPRGSH-MESLLP-  {[(VPGIG)(VPGKG)(VPGIG)2]2-
Rl AVTGRGDSPASS- [(VPGIG),(VPGKG)(VPGIG)2]2]}s-V 0
MESLLP VG VPGVG [VPGKG (VPGVG)5]23 VPGKG (VPGVG)s VPGV
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3.5.3.1. Modificacion de VKV con ciclooctino.

Se disuelve el polimero VKVx24 (1154,7 mg, 0,458 mmol, PM 60451) en DMF (53 mL) en
atmosfera de nitrégeno a temperatura ambiente. A continuacién se afiade via jeringa
una disolucién de (1R, 8S, 9S)-biciclo (6.1.0.) non-4-yn-9-ilmetil succinidimil carbonato
(80,13 mg, 0,28 mmol, 0,6 eq, PM 291,30) en DMF (1 mL) y la mezcla se agita a
temperatura ambiente durante 48 horas. Transcurrido ese tiempo, la disolucion se
deposita en falcons, llenandolos hasta un maximo de 7 mL, y el polimero se precipita por
adicion de 45 mL de Et,0, tras lo cual, se centrifugan a 17000 G durante 40 minutos. El
sobrenadante se elimina y el sélido se lava con acetona, que se elimina por
centrifugacion a 17500 G durante 30 minutos (3x30 mL). El sélido resultante se seca a
presién reducida durante la noche y, posteriormente, se redisuelve el 15 mL de agua
Mili-Q a 4°C. Disuelto el sélido, se dializa en agua Mili-Q (3x25 mL). Finalmente, se liofiliza
para obtener el polimero modificado VKV-CC.
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|'/ M
| |
N A
O .O.__/ T
1

NH,
; NH, NH, NH, Ni, a N, NH R? NH, R?
R DMF
! —t, O tad8h )
NH, NH, WH, NH, NH, R2 Rt NH, 2
(0,6 eq.) &

o >—o
o_ _o
RI—nNH, + N \rr g2 oMF - RI——NH
0 t.a. 48h
)

(0,6 eq.)

Figura 7. Esquemas de la modificacion quimica del polimero VKVx24 con el grupo ciclooctino.
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3.5.3.2. Modificacion de RGD con azida, RGD-Ns.

Se disuelve el polimero HRGDs (2650,4 mg, 1,05 mmol, PM 60661) en DMF (53 mL) en
atmosfera de nitrégeno. Una vez disuelto se adiciona via jeringa una disolucién de 2-
(azidoetil) (2,5-dioxopirrolidin-1-il) carbonato (143,6 mg, 0,63 mmol, 0,6 eq, PM 228,17)
en DMF (1 mL) y se deja agitando a temperatura ambiente durante 48 horas. El
procesado de la reaccidn sigue el mismo protocolo que la modificacion del VKV-CC,
descrito en el apartado 3.5.3.1.

0./~
NH, NH, (o] =
; 2 N'M, NH, NH, \\1\ .50 Ny HN Pt NH, R}
) ! § . /N7 l( e DMF .
‘ ) Nk tadsh ; v )
NH, NH, NH, NH, NH, (g : R’ R’ NH, R’ NH,
6 eq.
N
0 /_/
N/o 0\ R3 DMF - 2 O
RY——NH + \ﬂ/ s /\
2 0 t.a. 48h RI——NH
(0,6 eq.)

Figura 8. Esquemas de la modificacidn del polimero RGD con un grupo azido.

3.5.3.3. Modificacion de RGD con azida con enlace fotoldbil, RGD-Ls.

Se disuelve HRGDs (250 mg, 0,099 mmol, PM 60661) en DMF (5 mL) en un matraz en
atmosfera de nitrégeno a temperatura ambiente. Una vez todo esta disuelto se adiciona
una disolucidn previamente preparada de PC-azido-PEG-3-NHS carbonatoester (38,00
mg, 0,0989 mmol, 0,6 eq, PM 640,6) en DMF (1 mL). La mezcla se agita a temperatura
ambiente durante 48 horas. El procesado de la reaccion se efectua siguiendo el mismo
protocolo utilizado en la modificacién del VKV-CC (apartado 3.5.3.1).

oM
ofdJ
f‘}nﬁ

0 4
OaN 9]

Nk, NH, NH, NH, M, 0 o NH, HN-&C; r4 NHy R?

: A . N7 \A/O‘\ R DMF ) ; ¢
) ) t.adgh T 1
HH, NH, M, NH, NH, R? R* iy R? [y

(0,6 eq.)

~ \/\)’L /'\_/ S Y ~"n,
—NH; \If/ ta th R'/ Y wﬁ

(0,6 eq.)

Figura 7. Esquemas de la reaccion de modificacion del polimero RGD con un grupo azida labil.
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3.5.3.4. Modificacion de RGD con azida estable a la luz y azida con enlace fotoldbil, RGD-
N3L3.

Se disuelve el polimero HRGDs (403,2 mg, 0,1595 mmol, PM 60661) en DMF (8 mL) en
atmédsfera de nitrégeno y a temperatura ambiente. Una vez comprobado que esta
disuelto se afladen via jeringa, y de forma simultanea, las disoluciones de 2-(azidoetil)
(2,5-dioxopirrolidin-1-il) carbonato (10,92 mg, 0,0479 mmol, 0,3 eq, PM 228,17) y de PC-
azido-PEG-3-NHS carbonatoester (30,66 mg, 0,0479 mmol, 0,3 eq, PM 640,6) en DMF
(0,5 mL en cada una). Se deja agitando en ausencia de luz a temperatura ambiente
durante 48 horas. El procesado de la reaccion se efectua siguiendo el mismo protocolo
utilizado en la modificacién de VKV-CC (apartado 3.5.3.1).

o]
&I T
NH, NH, NH, NH, NH, o R} NH, R? R? NH,

DME
tadsdh

NH, NH, o} " = e 0
(o] (o]
~ ~
& 1{ R4
o

(0,3 eq.)

+ (0,3eq.)

NH, NH, NH,

Figura 8. Esquema de la modificacion de polimerol RGD con un grupo azida convencional y un grupo azida fotolabil.

3.5.4. DEGRADACION POR LUZ DEL POLIMERO.

Una vez modificado el polimero RGD, tanto con azida estable y azida Iabil, RGD-Ns-Ls,
como sélo con azida labil, RGD-Ls, se pretende estudiar la degradacion de estos
polimeros al irradiarlos con luz ultravioleta.

Para ello se preparan una disolucion del polimero en DMSO deuterado a una
concentracion de 75 mg/mL (60 mg de RGD modificado en 0,8 mL de DMSO-ds). Esta
disolucidn se deposita en una cubeta de cuarzo con un iman vy, en agitacidén, se irradia de
forma perpendicular con una luz UV-Vis de 365 nm. Se van tomando alicuotas a
determinados tiempos de exposicion a la luz UV y se analiza la degradacidn del polimero
por 'H-RMN.
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Figura 9. Esquema de la metodologia para la irradiacion de los polimeros disueltos en DMSO-de.

En el caso del polimero en el que se han modificado Unicamente con 0,3 equivalentes de
la azida fotolabil, RGD-Ns-Ls, se irradia la muestra y se coge una alicuota cada 15 minutos
hasta llegar a un tiempo total de exposicidon de 1 hora. En el caso del RGD modificado
con 0,6 equivalentes de la azida con enlace fotolabil, RGD-Ls, se cogen alicuotas cada 5
minutos hasta llegar a un tiempo total de exposicidon de 25 minutos.

Las muestras recogidas se analizan por H-RMN para determinar en qué medida se ha
producido la ruptura de los enlaces labiles de la azida con la luz ultravioleta en funcién
del tiempo.

3.5.5. FORMACION DE HIDROGELES.

La preparacidn de hidrogeles siguiendo la metodologia click sin catalizador comienza con
la preparacion de la disoluciéon de los polimeros en agua. Asi, el primer paso es dejar
disolviendo durante la noche cada polimero por separado en agua Mili-Q a 4°C, en este
caso VKV-CC y RGD (RGD-Ns3-L3 o RGD-L3). Los geles se van a preparar a partir de
disoluciones de ambos polimeros a concentraciones de 75 mg/mLy 100 mg/mL. Una vez
disueltos los polimeros modificados, para preparar el gel a una concentracidon de 75
mg/mL se mezclan 200 pL de VKV-CC a concentracion 75 mg/mLy la misma cantidad del
RGD con el que se vaya a hacer el gel, a una concentracion de 75 mg/mL, en un
eppendorf y, una vez juntos, la mezcla se deposita en moldes cilindricos de 12 mm de
diametro. Durante todo este proceso es necesario mantener la temperatura a 4°C. Se
deja gelificar durante 1 hora a esa temperatura y, posteriormente, 2 horas mas a
temperatura ambiente.

Se preparan dos tipos diferentes de hidrogeles, Gel-Lsz y Gel-NsLs3, con concentraciones
de 75y 100 mg/mL:

e VKV-CC + RGD-L3: Gel-Ls.
e VKV-CC + RGD-N3-L3: Gel-NslLs.
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3.5.6. CARACTERIZACION DE HIDROGELES.
3.5.6.1. Reologia.

Una vez preparados los hidrogeles se miden sus propiedades mecdnicas mediante
reologia, tanto en las condiciones iniciales como tras diferentes tiempos de irradiacién.

Previo a las medidas, el gel se mantiene en agua Mili-Q en las condiciones en las que lo
vamos a querer probar para atemperarlo. En este trabajo, las medidas se llevaron a cabo
a37°C.

Una vez se calibra el equipo, el hidrogel se coloca en el plato termostatado y se ajusta la
distancia entre este y la geometria del equipo, que es de 12 mm al igual que el diametro
del gel. Se ajusta esta altura (GAP) de manera que la fuerza normal que ejerce el
instrumento sobre el gel sea de 0,01 N aproximadamente.

Fijados estos parametros se hacen las medidas de los geles. Inicialmente tiene lugar un
barrido de deformacidn (strain). Este se realiza para establecer en qué rango de strain el
modulo de almacenamiento (G’) presenta un comportamiento viscoeldstico lineal. Este
barrido de deformacién se realiza entre 0,01 y 20 % de strain, a la temperatura que se
requiera en la medida y con una frecuencia constante de 1 Hz.

Una vez establecido el rango lineal de comportamiento viscoeldstico, se realiza el barrido
de frecuencia. Para ello se fija la deformacién en un 1%, a la temperatura deseada y en
un rango de barrido entre 0,1 y 10 Hz, que corresponde con el rango lineal que ha
seguido G’ en el barrido de deformacidn.

3.5.6.2. SEM.

La microscopia electrénica de barrido hace incidir un haz de electrones sobre la muestra,
gue interaccionan con la misma dando lugar a diferentes sefiales que son recogidas por
detectores y transformadas en imagenes de alta resolucién que permiten conocer la
topografia de la superficie de la muestra.

Para poder emplear esta técnica es necesaria una previa preparaciéon de la muestra. Para
ello se sumerge el hidrogel en nitrégeno liquido para congelarlo de forma rapida.
Mientras esta congelado, se parte el hidrogel con unas pinzas y con el corte mas limpio
posible y se liofiliza.

En este trabajo, el uso de esta técnica permitird ver la diferencia de porosidad vy
compactaciéon de dos hidrogeles, Gel-Ns3.L3 formados por VKV-CC y RGD-Ns-L3 a
diferentes concentraciones.

El equipo utilizado ha sido un Joel JSM-IT500 con detectores de electrones secundarios
y retrodispersados y detector EDX perteneciente a la Universidad de Salamanca.
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3.5.7. DEGRADACION POR LUZ DE LOS HIDROGELES.

Con el fin de estudiar la degradaciéon de los diferentes hidrogeles se llevan a cabo
distintas pruebas en las que se irradian con luz ultravioleta de 365 nm tanto los geles
NsLs de ambas concentraciones como los geles L3 de concentracién 75 mg/mL. Para
evitar que se sequen durante el tiempo en el que se les aplica la luz, la irradiaciéon tiene
lugar de forma vertical y con los geles contenidos en viales y sumergidos en 1 mL de agua
Mili-Q.

N

Figura 10. Esquema de la metodologia de irradiacion de los hidrogeles.

Se llevan a cabo cuatro pruebas diferentes:

o Hidrogel Gel-Ls de 75 mg/mL formado por VKV-CC + RGD-Ls. Estudio de la
degradacion del gel por iluminacidn con luz ultravioleta. Se realizan exposiciones
del gel a luz UV-Vis de 5 minutos. Trascurrido este tiempo se seca y se pesa el
gel, efectuando el proceso repetidamente hasta su desaparicion completa.

o Hidrogel Gel-Ls de 75 mg/mL formado por VKV-CC + RGD-Ls. Estudio de los
productos de degradacién obtenidos tras la aplicacién de radiacién UV-Vis al gel.
Se realizan exposiciones del gel a la luz ultravioleta y cada 5 minutos de
exposicién se extrae del vial una alicuota de 100 pL del agua de alrededor y se
anaden 100 pL de agua Mili-Q. Las alicuotas se analizan por medio de
electroforesis para determinar el peso aproximado de las moléculas obtenidas
por la degradacién con la luz.

o Hidrogel Gel-LsN3 de 75 mg/mL formado por VKV-CC y RGD-N3-Ls. Se irradia en
gel durante 5 minutos por cada una de sus caras. A continuacién se miden sus
propiedades mecanicas mediante reologia.

o Hidrogel Gel-L3N3 de 100 mg/mL formado por VKV-CC y RGD-Ns-Ls. Se irradia el
gel por una sola de sus caras durante 5, 10 y 15 minutos, sucesivamente
midiendo las propiedades mecdnicas por reologia después de cada una de las
exposiciones.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION.
4.1. MODIFICACION QUIMICA DEL POLIMERO VKV CON CICLOOCTINO.

El polimero VKVx24 se ha sometido a una modificacién quimica con (1R, 8S, 9S)-biciclo
(6.1.0.) non-4-in-9-ilmetil succinidimil carbonato. De esta forma, los grupos amino
presentes en la cadena lateral de los aminoacidos lisina sufren una reaccién de
amidacién con el derivado de NHS-ester portador de un anillo de ciclooctino. La reaccion
de modificacién se realiza en medio orgdnico, en atmosfera de nitrégeno vy, tras
liofilizacién, el rendimiento del producto aislado fue del 65%.

0]
X
N
-~
R o o
(@] 0]
HO-
Rl NH') NHS ester R/U\N/ Rl + N
pH 7-9 H
Amina primaria o
NHS

Figura 11. Esquema de la quimica del NHS-succinimidil ester presente en las reacciones de modificacion quimica de
los ELRs.

El VKV-CC es caracterizado por FTIR, NMR y MALDI-ToF.

o FTIR.
El polimero modificado con grupos ciclooctinilo da lugar a un espectro de
infrarrojo similar al del polimero sin modificar. Es por esto que mediante esta
técnica no se puede verificar su ha tenido lugar la modificacion quimica del
polimero. Esto se debe a que el ciclooctino es simétrico y hace que la absorciéon
sea inactiva y no se vea el triple enlace sobre 2200 cm™™.
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Figura 12. Espectro de infrarrojo para el VKV-CC.
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o Resonancia Magnética Nuclear.

El espectro de 'H-RMN de VKV-CC posee las sefiales caracteristicas del
biopolimero de partida y, ademas, muestra nuevas sefiales caracteristicas del
polimero modificado a 7.1, 4.0 y 3.0 ppm. A partir de la integracién del espectro
de 'H-RMN obtenido, se puede ver el numero de lisinas del polimero que han

sido modificadas.
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Figura 13. Espectro de 1H-RMN del polimero de VKV-CC en que se presenta el valor de las integrales y el
desplazamiento quimico. Comparacion del desplazamiento quimico del protén del grupo amino con la prediccion

hecha por el programa Chemdraw.

Si se compara el espectro con el del VKVx24 de partida (ANEXO 2), se comprueba
que hay varios grupos nuevos de sefiales. La mas representativa, y que mejor nos
permite ver las integrales al ser una sefial aislada, es la que aparece entornoa 7
ppm. Al producirse la modificacion se forma un carbamato en el lugar en el que
estaba el grupo amino, haciendo que el protdn de esa posicidon aparezca a un
desplazamiento mayor. En este caso, el pico integra como 14,03 protones, lo que
indica que de las 24 lisinas presentes en el polimero puro, se han modificado
aproximadamente 14.

Teniendo en cuenta que se pretendia una modificacion de 0,6 equivalentes, es
decir, solo se puede modificar un 60% de las lisinas del polimero (14 lisinas), la
conversidn de esta reaccion es practicamente de un 100%.
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o MALDI-TOF.

A partir del espectro de masas (ANEXO 3) se puede conocer que el peso
molecular del polimero modificado VKV-CC es de 62845 Da. Si se compara con el
peso inicial del VKVx24 (60450 Da) se obtiene una diferencia de peso de 2394 Da.
Conociendo que el incremento de la masa del grupo ciclooctinilo que se esta
introduciendo con la modificacién quimica es de 174 Da por lisina modificada,
por diferencia de pesos se puede calcular el niumero de lisinas que se han
modificado de la siguiente forma:

PmVKVcc—PmVKVx24 62845 Da—60450 Da
Pm producto - 176 Da

n? lisinas modificadas = =136

Se han modificado aproximadamente 14 lisinas de 24, es decir, el porcentaje de
sustitucion ha sido casi del 100% teniendo en cuenta los equivalentes utilizados
en la reaccion. El resultado obtenido concuerda con el de RMN.

4.2. MODIFICACION DEL POLIMERO RGD CON GRUPOS AZIDO.

Este ELR se modifica quimicamente de igual forma que el VKVx24, sustituyendo los
grupos amino presentes en la cadena lateral de las lisinas por grupos azido. En este caso,
se realizan tres transformaciones quimicas diferentes.

En todos los casos una vez hecha la sustitucién, se caracteriza el polimero por *H-RMN y
espectrometria de masas, determinando asi mismo tanto el rendimiento como el grado
de modificacién.

4.2.1. CARACTERIZACION DEL POLIMERO RGD-Ns.

Se modifica el polimero RGD con 0,6 equivalentes de 2-(azidoetil) (2,5-dioxopirrolidin-1-
il) carbonato, a temperatura ambiente y atmosfera de nitrogeno, y se obtiene el
biopolimero modificado en un 89% de rendimiento aislado.

(0] O’h
NH, NH, NH, NH, NH, ON .50 NHy HN/r— Y NH, R?
A - ~
L CNY @ DMF
¢ L%
\— ° 6 tadsh
NH, NH, NH, NH, NH, R’ R’ NH, R? NH,
(0,6 eq.) y g
N
0 /_/ ’
RSP DMF &
) \“/ R & o
R*——NH; & o t.a. 48h
.a. 1
R*——NH
O
(0,6 eq.)

Figura 14.Esquemas de la modificacion del polimero RGD con 2-(azidoetil) (2,5-dioxopirrolidin-1-il) carbonato
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o Resonancia Magnética Nuclear.

La modificacion con el grupo azido introduce tres sefiales nuevas respecto del
espectro que se espera de un RGD sin modificar, estas aparecen a 3,4y 7 ppm.
La sefial a 3ppm se corresponde con los hidrégenos del grupo metileno contiguo
al grupo amino de la cadena lateral de la lisina modificada. La sefial que aparece
sobre 7 ppm corresponde al H del carbamato formado. Integrando el espectro
de protdn y analizando esta ultima sefal se conoce el nimero de lisinas del
polimero que se han modificado.
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Figura 15.Espectro de 'H-RMN del polimero de RGD-Ns en que se presenta el valor de las integrales y el
desplazamiento quimico. Comparacion del desplazamiento quimico del protén del grupo amino con la prediccion
hecha por el programa Chemdraw.

Se observa que la sefial que aparece sobre 7,2 ppm integra como 14,07, es decir,
se han modificado 14 lisinas de 24 presentes en el polimero. Dado que con 0,6
equivalentes solo se pueden modificar un 60% de las lisinas, se puede considerar
que se ha producido una conversion del 100%.

4.2.2. CARACTERIZACION DEL POLIMERO RGD-Ls.

La modificacion quimica del polimero RGD con 0,6 equivalentes de la azida PC-azido-
PEG-3-NHS carbonatoester se lleva a cabo a temperatura ambiente y atmésfera de
nitrégeno y se obtiene el biopolimero modificado en un 90% de rendimiento aislado.
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Figura 16. Esquemas de la reaccion de modificacion del polimero RGD con un grupo azida labil.

o FTIR.

Mediante espectroscopia infrarroja se ha podido observar la modificacidon del
RGD con grupos azido, ya que este presenta la banda caracteristica de las azidas
sobre 2100 cm™ que no se observa en el espectro del polimero sin modificar.
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Figura 17. Espectro de infrarrojo en el que se puede apreciar la banda caracteristica del grupo azido a 2100 cm™.

o Resonancia Magnética Nuclear.

La sefial caracteristica en la que nos fijamos para analizar la sustitucion

corresponde al protén metinico adyacente al grupo carbamato y aparece

aproximadamente a 6,1 ppm. En este caso, se han utilizado 0,6 equivalentes de

azida fotolabil, por lo que el nUmero mdaximo de lisinas modificables seria 14.
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Figura 18. Espectro de 1H-RMN del polimero de RGD-L3. Comparacidn del desplazamiento quimico del protén del
grupo CH adyacente al carbamato con la prediccion hecha por el programa Chemdraw.

Analizando el H-RMN obtenido se comprueba que la modificacién quimica no
ha tenido lugar de forma completa, ya que la sefal integra por 13 protones,
indicando que una de las 14 lisinas derivatizables no ha sido modificada. Por
tanto la conversidn para la reaccién en este caso es del 93%.

4.2.3. CARACTERIZACION DEL POLIMERO RGD-Ns-Ls.

En este caso, la modificacidn quimica se lleva a cabo adicionando simultdaneamente 0,3
equivalentes de cada una de las dos azidas 2-(azidoetil) (2,5-dioxopirrolidin-1-il)
carbonato y PC-azido-PEG-3-NHS carbonatoester, a temperatura ambiente y en
atmodsfera de nitréogeno, y se obtiene el biopolimero modificado en un 93% de
rendimiento aislado.

o Resonancia Magnética Nuclear.
Tras esta modificacidn quimica, el espectro obtenido por *H-NMR, muestra, como
era de esperar, las mismas sefiales caracteristicas del biopolimero RGD-L; del
apartado anterior (4.2.2) pero con una menor intensidad de las mismas, ya que
se han utilizado Unicamente 0,3 equivalentes de esa azida. Sin embargo, cabe
esperar sefales nuevas correspondientes a la azida con el enlace fotolabil. La mas
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caracteristica aparece sobre los 6,1 ppm y corresponde con el grupo metino
adyacente al carbamato de dicha azida labil.
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Figura 19. Espectro de 'H-RMN del polimero de RGD-Ns-L;. Comparacion de los desplazamientos quimicos obtenidos
con la prediccion hecha por el programa Chemdraw.

Se observan en el espectro recuadradas las sefales representativas del polimero
modificado. La seial a 7.2 ppm corresponde al protén amidico de la azida estable
a la luz e integra como 7 protones (I= 7.39). La sefial a 6.1 ppm corresponde al
metino adyacente al carbamato de la azida fotoldbil, que integra como 7
protones (I= 6,67). Del valor de las integrales deducimos que en el polimero se
han modificado un total de 14 lisinas, en igual proporcidén de ambas, como era
deseado. La conversidon de esta reaccidn es, por tanto, de aproximadamente un
100 %.

o MALDI-TOF.
Mediante espectrometria de masas (ANEXO 4) se ha determinado que el peso
molecular del RGD-Ns-L3 es de 64421 Da. Teniendo en cuenta el peso del RGD
inicial sin modificar (60600 Da), se observa un aumento de 3821 Da. Dado que
en este caso el polimero ha sido modificado quimicamente con dos tipos de azida
diferentes, como hemos visto anteriormente, se esperan dos fragmentos
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diferentes que contribuyen al aumento del peso molecular con diferentes masas,
113 Da para la incorporacion de la azida convencional y 525 Da para la
incorporacion de la azida fotolabil. De esta forma, y confirmando con el RMN,
suponemos que 7 de las 14 lisinas se han modificado con la azida convencional,
aportando un peso de 791 Da. El peso restante serd, por tanto, de las lisinas
modificadas con azida fotolabil, dando un total de 6 lisinas sobre 14 modificadas
con este grupo. Se observa, por tanto, una pequena discrepancia en la
determinacién de la modificaciéon de las lisinas por ambos métodos
espectroscopicos, propia de la naturaleza diferente de los analisis.

4.3. ESTUDIO DE LA DEGRADACION DEL POLIMERO AL IRRADIARLO CON LUZ UV.

Una vez modificado el polimero RGD, tanto con azida estable y azida |abil, RGD-Ns-Ls,
como sélo con azida labil, RGD-Ls3, se estudia la degradacidon de estos polimeros al
irradiarlos con luz ultravioleta.

El procedimiento utilizado consistié en la irradiacidn, con una luz UV-Vis de 365 nm, de
una disolucién del polimero en un disolvente deuterado como el DMSO. La disolucidn
del polimero, en agitacion, se irradia durante un determinado periodo de tiempo, tras el
cual, se toma una alicuota del mismo y se analiza por *H-RMN (apartado 3.5.4 de
materiales y métodos. En la Figura 9 se muestra una representacion del montaje
disefiado.)

La exposicion de los ELRs a la luz ultravioleta provoca la ruptura de los enlaces labiles de
la azida. El analisis de las alicuotas de los diferentes tiempos de exposicidén a la luz por
'H-RMN permitié observar la evolucion de los fragmentos de la azida fotolabil.

Como se muestra en la Figura 20 tras irradiacién con luz UV-Vis, la azida labil rompe
generando un grupo carbonilo por oxidacién del metino inicial adyacente al carbamato,
por lo que esta sefial del metino desaparece a medida que se produce la degradacidn
del biopolimero. Es, por tanto, esta sefial del metino a 6.2 ppm la que tomaremos de
referencia para analizar la degradacion del polimero por *H-RMN.

0 0
H OZ:QOMN/\,O\/\O/\,O\/-NS N; O:N O\/\)LN’\VO\/\D’\VQ\/“‘N:5

RI’NYQ ’ O/ H 365 nm 0 0/ H
0

Figura 20. Esquema general de la ruptura de la azida labil al ser irradiada con luz ultravioleta.
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o Comportamiento de RGD-Ls frente a la irradiacién con luz UV-Vis.

Con objeto de estudiar el comportamiento de la azida fotoldbil frente a la
irradiacién UV-Vis, llevamos a cabo en primer lugar el analisis de la degradacion
del biopolimero RGD-Ls; en donde todos los grupos azido presentan enlace labil.

En el caso del RGD-Ls se toman muestras a cinco tiempos diferentes y se va
observando el oscurecimiento de la disolucidn del polimero al aumentar el
tiempo de irradiacion.

0 min 5 min 10 min 15 min 20 min

Figura 21. Cambio de color de la disolucion del polimero RGD-Ls en DMSO-ds a los diferentes tiempos de exposicion a
la luz ultravioleta.
Inicialmente este ELR poseia 13 lisinas modificadas tal y como se ve en el
apartado 4.2.2. A partir de los 'H-RMN se comprueba que tras 5 minutos de
exposicioén a la luz, la integral de la sefial del grupo metino a 6,2 ppm disminuye
de 13 a 11,2, lo que significa que se han degradado dos de los enlaces fotolabiles
de dos de las lisinas modificadas.
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Segun los tiempos de irradiacién aplicados, la sefial a 6,1 ppm que nos indica el

numero de lisinas que siguen teniendo enlace con la azida fotolabil varia de la

siguiente forma:

Tabla 5. Numero de lisinas modificadas con azida fotoldabil que se detectan por *H-RMN a diferentes tiempos de

irradiacion con luz ultravioleta.

N @ Lisinas

t (minutos)

modificadas
5 11
10 9
15 7
20 5
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25 4-5

Se comprueba de esta forma que, en este polimero en el que hay modificadas
quimicamente 13 de 24 lisinas con una azida fotosensible, cada 5 minutos se
rompen aproximadamente dos de estos enlaces fotoldbiles hasta llegar a los 20
minutos de exposicidn, donde se estabiliza el nimero de lisinas no degradadas,
probablemente debido a un problema en la experimentacion, ya que la
disolucion se encuentra muy densa (ANEXO 5, 6 y 7).

o Comportamiento de RGD-Nsls frente a la irradiacién con luz UV-Vis.

Una vez comprobada la capacidad del grupo NB-carbamato para ser degradado
por irradiacién con UV-Vis, llevamos a cabo el estudio de la degradacion del
biopolimero RGD-Ns-L3 utilizando la misma metodologia que en el apartado
anterior para RGD-Ls. Se observa de igual forma el cambio de color, a medida que
aumenta la exposicién a la luz ultravioleta, que va desde un amarillo palido
caracteristico de la azida PC-azido-PEG-3-NHS carbonatoester a un marrén-
amarillo intenso.

En el caso de del RGD-NsLs se toman muestras a cuatro tiempos diferentes, que
se analizan por NMR y se va observando el oscurecimiento de la disolucién del
polimero al aumentar el tiempo de irradiacidn.

—

Qs

10.00mm

15 min 30 min 45 min 60 min

Figura 23. Progresion del color de la disolucion de RGD-N3-Lzen DMSO-ds al aumentar el tiempo de irradiacion.

Tal y como se ve en la Figura 19 del apartado 4.4.3 el espectro de 'H-RMN del
biopolimero RGD-Ns-Ls cuenta con 7 lisinas modificadas con la azida fotolabil
como muestra la integral de su sefial a 6.2 ppm correspondiente al metino
adyacente al carbamato que tomamos de referencia. Si se comparan los
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espectros de *H-RMN tras la irradiacion, se puede observar que a los 15 minutos
de exposicidn la integral del metino practicamente no ha variado, es decir, que
los enlaces fotoldbiles aun no se han roto. Sin embargo, tras 30 minutos de
exposicién se comprueba que la sefial caracteristica ya sélo integra por 2
protones (Figura 24), tras 45 minutos de irradiacion, la seial correspondiente al
metino practicamente ha desaparecido, por lo que todos los enlaces de la azida
fotosensible ya se han roto. Por tanto, comprobamos que la irradiacidon con UV-
vis es eficaz para degradar el enlace fotolabil propuesto, NB-carbamato, cuando
se encuentra unido a la cadena biopolimérica, tanto en el polimero RGD-Ls; como
en RGD-NslLs.
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Figura 24. Comparacion de la integral de sefial caracteristica de la azida fotoldbil a los 15, 30 y los 45 minutos tras la
irradiacion con luz ultravioleta.
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4.4. FORMACION DE HIDROGELES.

Una vez comprobada la eficacia de la irradiacion UV-vis para degradar los enlaces NB-
carbamato presentes en los biopolimeros tipo elastina modificados con grupos azida
fotolabiles, nuestro siguiente objetivo fue la preparacion de los hidrogeles fotosensibles.
Los hidrogeles que se obtuvieron en este trabajo fueron formados a partir de los
polimeros modificados quimicamente VKV-CC, RGD-NsL3 y RGD-Ls, por entrecruzamiento
via quimica click sin catalizador. Como se ha comentado anteriormente, esta
metodologia se basa en la cicloadicién de Hiisgen de los grupos azido y ciclooctino que
dan lugar a la formacién de un anillo de 1,2,3-triazol, a través del cual ambos polimeros
guedan enlazados.

RGD-L3 / RGD-N3-L3 VKV-CC

S N
i i
- o DD
/
NZ NT 4
4

N ‘M N
N NH
N o=’
"N [ B

HN HN
- i oo
| N |
N N N
NN NN
PN NG~ NS g | [~
NN NN
N N
°_o 0 _o
HN HN
It | I | TN et it~
HN NH
o 0 0%
N N
NN NN

Figura 25. Esquema de la formacion del hidrogel por el entrecruzamiento de las cadenas laterales de los polimeros
que han sido previamente modificadas quimicamente con grupos azida y ciclooctino.

Siguiendo la metodologia comentada en el apartado 3.5.5. se obtienen diferentes
hidrogeles con concentraciones de 75 y 100 mg/mL, en moldes cilindricos y con un
didametro de 12 mm. Los hidrogeles Gel-Ls de concentraciéon 75 mg/mL se preparan a
partir de las disoluciones de VKV-CC y de RGD-L3; de concentracién 75 mg/mL y
mezclando volimenes iguales de ambas concentraciones (200 uL de cada uno) en el
molde de 12 mm de didmetro.
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Los geles Gel-N3-L3 de 75 mg/mL se preparan de manera similar al Gel-Ls, si bien
utilizando disoluciones de RGD-NsLsy de VKV-CC a 75 mg/mL. Finalmente, los Gel-NsL3
de 100 mg/mL de concentracion se obtienen con la misma metodologia pero utilizando
en esta ocasion disoluciones de VKV-CC y de RGD-NslLs, ambas, de concentracién 100
mg/mL y utilizando volimenes iguales en la mezcla depositada en el molde de 12 mm
de didmetro. En la Figura 26 se muestra una imagen del Gel-N3-Lsz a una concentracion
de 100 mg/mL.

e VKV-CC + RGD-Ls.
e VKV-CC + RGD-Nsls.

Figura 26. Fotografia del hidrogel Gel-NsLs de concentracién 100 mg/mL obtenido por entrecruzamiento de VKV-CCy
RGD-N3-L3

4.5. DEGRADACION POR LUZ DE HIDROGELES.

Una vez obtenidos los hidrogeles, el siguiente objetivo consistié en estudiar su
degradacion via exposicion a luz ultravioleta. Para ello, los hidrogeles se irradian con luz
UV-Vis en un vial donde se encuentran sumergidos en agua. La exposicién a la luz se da
en diferentes condiciones y se obtienen asi los siguientes resultados.

o Hidrogel Gel-L; de 75 mg/mL formado por VKV-CC + RGD-Ls.
Se aplica luz ultravioleta sobre el hidrogel y cada 5 minutos, este se seca y se
pesa con el fin de ver la evolucion de su pérdida de peso y su consistencia, en
relacién a su degradacion fotosensible. Se obtiene asi la siguiente grafica:
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Figura 27. Representacion de la variacion en el peso del hidrogel con su exposicion a la luz ultravioleta.

Como se puede observar en la grafica, cuanto mayor es el tiempo de exposicidén
el peso va disminuyendo, la consistencia del gel va siendo cada vez menos
compacta y el color cada vez es mas amarillento, hasta llegar a los 35 minutos
deirradiacion. En este punto el hidrogel ha perdido su consistencia por completo
y queda en forma de pequeios fragmentos.

Estos resultados concuerdan con los obtenidos para la degradacién del polimero
modificado RGD-Ls;, del que estd compuesto el hidrogel, con el mismo
procedimiento, donde se observa la casi total desaparicion de los enlaces
fotolabiles tras 25 minutos de exposicidn a la radiaciéon UV. Por tanto, podemos
decir que los hidrogeles fotosensibles preparados son, efectivamente,
degradados totalmente por radiacién UV.

o Hidrogel Gel-L; de 75 mg/mL formado por VKV-CC + RGD-Ls.

Comprobado que el gel fotosensible, efectivamente, es degradable por la luz UV,
analizamos los productos de degradacién del mismo en el siguiente
experimento. De igual forma que en la prueba anterior, se aplica luz ultravioleta
sobre el gel sumergido en agua y en este caso cada 5 minutos se extrae de la
disolucién del vial una alicuota, a partir de la cual se hara una electroforesis para
analizar la presencia o no de material polimérico proteico. Esto sirve para evaluar
la degradacién del hidrogel a partir de los restos de polimero que quedan en
disolucién durante la irradiacién.
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66,2 kDa

45 kDa

Figura 28. Electroforesis de la descomposicion del hidrogel Gel-Ls.

La electroforesis realizada con las alicuotas tomadas cada 5 minutos de
exposicién a UV, junto con el marker correspondiente a la primera calle, muestra
las bandas observadas en la Figura 28. Analizando el rango en el que han
aparecido las bandas de las alicuotas se comprueba que, para todas ellas,
aparece una banda entre el marcador con peso molecular de 45 kDa y el de 66,2
kDa (remarcados en rojo), estando mas cerca de este ultimo.

Dado que los ELRs, RGD y VKVx24, de los que estd compuesto el hidrogel que se
estda degradando, presentan un peso molecular de 60661 y 60451 Da,
respectivamente, se puede comprobar que la sefial que se obtiene a los
diferentes tiempos aparece a una altura en la que podria corresponderse en
peso con estos biopolimeros. Ademads, se puede ver como cuanto mayor es el
tiempo de exposicidn a la luz ultravioleta, mas ancha es la linea, es decir, se
encuentra en disolucién mas cantidad de biopolimero.

Por tanto, el estudio de los resultados de la electroforesis nos permite confirmar
gue al aplicar luz ultravioleta al hidrogel, los enlaces fotosensibles de los grupos
azido van desapareciendo, ocasionando que el gel pierda su consistencia al
romperse el entrecruzamiento de las cadenas del gel y haciendo que los restos
de los polimeros pasen a formar parte de la disolucién. El peso obtenido para las
alicuotas muestra la ruptura de todos los enlaces fotoldbiles hasta formar
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polimeros proteicos de peso molecular analogo a los de los ELRs utilizados en la
formacion del gel, alrededor de 60000 Da, como muestra la altura de la banda
obtenida.

Por tanto, hemos comprobado con los dos experimentos anteriores que, los hidrogeles
fotosensibles preparados, efectivamente, pueden ser degradados por irradiacién con luz
UV-Vis. Ademas, la degradacién se produce de manera gradual en el tiempo, por lo que
nos podria servir para cumplir con el objetivo propuesto de estudiar la variacion de las
propiedades mecanicas de los hidrogeles al irradiarlos con luz ultravioleta.

o Hidrogel Gel-N3-Ls3 de 75 mg/mL formado por VKV-CC y RGD-Ns-Ls.

Una vez comprobada la degradacién de los hidrogeles que poseen todos sus
entrecruzamientos con enlaces fotolabiles, nos propusimos estudiar el
comportamiento ante la irradiacion con UV de los hidrogeles Gel-L3N3, que
poseen entrecruzamientos con enlaces fotolabiles y con enlaces estables a la luz.
El siguiente experimento realizado consistio en irradiar el gel durante 5 minutos
con luz UV por cada una de sus caras y, posteriormente, medir sus propiedades
mecanicas por reologia. Los resultados obtenidos se presentan en funcion del
madulo eldstico G’ y médulo de pérdida G”” medidos para los geles “Gel-N3-L3
irradiado 5-5 min”y se explica en el apartado 4.6.

o Hidrogel Gel-N3-L3 de 100 mg/mL formado por VKV-CC y RGD-N3-Ls.

Con el fin de comprobar si la luz ultravioleta aplicada Unicamente por una cara
afecta a las propiedades mecdnicas de todo el hidrogel, este se irradia durante 5
minutos sélo por una cara y se miden sus propiedades mecdnicas mediante
reologia. Dado que el gel sigue manteniendo su consistencia se aplican 10
minutos mas de luz ultravioleta por la misma cara y, finalmente, 15 minutos
adicionales, midiendo de nuevo la variacién de las propiedades mecanicas del
hidrogel mediante reologia. Los resultados obtenidos para los diferentes tiempo
de exposicién se presentan en el apartado 4.6 como “Gel-Ns-Lsz irradiado 5 min,
15 min y 30 min”.

4.6. MEDIDAS REOLOGICAS EN HIDROGELES.

La reologia, tal como se ha comentado anteriormente, es la ciencia que estudia la
deformacién y el fluir de la materia. Podemos, asi, a partir de esta técnica medir las
propiedades mecdnicas de los hidrogeles, caracterizadas por los valores de los médulos
eldstico (G’) y de pérdida (G”).

Una vez preparados los geles, fueron caracterizadas sus propiedades siguiendo el
procedimiento explicado en el apartado 3.5.6.1. En todos los casos, los geles preparados
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han sido de 12 mm de didmetro, como corresponde para la geometria del reémetro
utilizada para su analisis. Se han obtenido asi los siguientes resultados para los diferentes
hidrogeles medidos.

En la Figura 29 se muestran los valores de los médulos eldstico y de pérdida obtenidos
para los geles preparados a 75 y 100 mg/mL. Asi, para una frecuencia de 1 Hz se observa
un G promedio de 1650 Pa para el gel de 75 mg/mL y un G" de 2128 para el de 100
mg/mL. Al comparar los mddulos eldsticos para los geles de distinta concentracion, se
comprueba que cuanto mayor es la concentracién, mayor es también el
comportamiento eldstico.
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Figura 29. Representacion grdfica de la variacion del modulo eldstico (G’) y el médulo de pérdidas (G”’) de dos
hidrogeles a concentraciones de 75 y 100 mg/mL y medidas a 37 °C.
En ambos casos se puede ver que, el mddulo eldstico o de almacenamiento (G’) es
siempre mayor que el médulo viscoso o de pérdida (G”’). Esto nos confirma, que en las
condiciones propuestas, los hidrogeles medidos tienen un comportamiento
esencialmente eldstico.

En cuanto a la dependencia de la concentracidn, el hidrogel de 100 mg/mL presenta un
moédulo de almacenamiento mas elevado, es decir, la capacidad del material para
reestablecerse tras serle aplicado una energia mecanica es mayor haciéndolo mas
elastico y consistente.

El estudio de las propiedades mecanicas del gel tipo Gel-Ns3Lsz de concentracién 75
mg/mL muestran un moddulo eldstico (G’) que oscila entre 1596 y 1897 Pa para
frecuencias entre 0,1 y 10 Hz y unos valores de G”” entre 48 y 94 Pa. Las propiedades
mecanicas del Gel-NsL; son similares a las de los hidrogeles obtenidos en estudios
previos del grupo cuando los enlaces de las azidas eran estables a la luz, en los que para
concentraciones de 50 mg/mLy 100 mg/mL, a 37 °C, los geles poseen valores medios de
G’ de 1600 Pa y 4500 Pa respectivamente [16]
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A continuacidn, llevamos a cabo las medidas reoldgicas del Gel-NsLs irradiado durante 5
minutos por cada una de sus caras con luz ultravioleta, medido en las mismas
condiciones de temperatura, 37 °C. El andlisis reoldgico muestra maddulos mucho mas
pequefios con valores de G’ entre 225y 448 Pay G entre 5y 44 Pa, lo que indica que el
gel ha variado sus propiedades mecdanicas en gran proporcién tras la irradiaciéon (Figura
30). Este resultado corrobora la pérdida parcial de entrecruzamiento quimico de las
cadenas del hidrogel, materializado en médulo G y G”" mucho mas bajos. La siguiente
irradiacién de 5 minutos en ambas caras del gel llevada a cabo en la muestra dio lugar a
un gel “roto” al cual ya no se le pudieron siquiera medir sus propiedades reoldgicas.
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Figura 30. Representacion grdfica de los mdédulos de almacenamiento (G’) y perdida (G”) frente a la frecuencia para
dos geles de tipo Gel-Ns-L uno de ellos irradiado durante 5 minutos por cada una de sus caras y medidas a 37 °C.

Por lo que respecta a los hidrogeles tipo Gel-Ns3L; de concentracion 100 mg/mL, se
llevaron a cabo diferentes medidas. En el caso del gel sin irradiar el médulo de
almacenamiento se encuentra en un rango entre 1986 y 2523 Pa (Figura 31). Cuando se
analiza en las mismas condiciones el gel irradiado con luz ultravioleta durante 5 minutos
por una de sus caras, se comprueba que el médulo elastico disminuye hasta una media
de unos 1600 Pa. Con las siguientes exposiciones a la luz ultravioleta los valores para el
maodulo de almacenamiento siguen disminuyendo hasta una media de 1400 y 1100 Pa
después de los 15 y 30 minutos de irradiacidn, respectivamente.
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Figura 31. Representacion grdfica de los médulos de almacenamiento (G’) y perdida (G”’) frente a la frecuencia para
dos geles de tipo Gel-N3-L3 con concentracién 100 mg/mL, uno de ellos irradiado durante 5, 15 y 30 minutos por una
de sus caras y a 37 °C.

Por tanto, vamos observando cémo los entrecruzamientos de las cadenas van
degradandose progresivamente en el tiempo y el gel va perdiendo sus propiedades
mecanicas.

El hecho de haberlo irradiado sélo por una cara, y su mayor concentracién respecto al
de 75 mg/mL previamente ensayado, ha hecho que las propiedades mecanicas del gel
varien mas lentamente que para el gel irradiado por ambas caras. Estos estudios previos
nos permiten afirmar que la degradaciéon por UV es gradual con el tiempo de exposicién
y abren la puerta a nuevos estudios para determinar con mayor rigor el comportamiento
de los hidrogeles fotosensibles frente a la radiacion UV.

Los experimentos realizados en este trabajo fin de Master han permitido preparar los
hidrogeles y realizar los estudios previos de su degradabilidad gradual con la luz UV-Vis,
poniendo las bases para estudios posteriores, si bien parecen resultados prometedores
en si mismo.

4.7. SEM.

En este trabajo, el uso de la microscopia electrdnica de barrido permite la obtencién de
las micrografias que se muestran en la Figura 32. Con estas imagenes se puede realizar
un andlisis cualitativo a partir de los de los parametros morfoldgicos del hidrogel. Se han
utilizado para ello muestras de Gel-NsLs a las concentraciones de 75 mg/mL y 100
mg/mL.
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Figura 32. Micrografias SEM representativas del Gel-NsL3 a concentraciones de a) y b) 75 mg/mL y c) y d) 100 mg/mL

Las micrografias de SEM muestran geles porosos, con tamafio de poro mayor para los
geles de 75 mg/mL. Como se puede observar, al aumentar la concentracion del hidrogel,
la estructura se vuelve mds densa y compacta y presenta una pared un poco mas gruesa.
El aumento de concentracion provoca que el tamafio de poro disminuya, al contrario que
lo hace el espesor de la pared.

Se aprecia para ambos geles una geometria de los poros mayormente circular o
elipsoidal. La morfologia de los geles es similar a la de los hidrogeles obtenidos via click
previamente en el grupo para azidas estables a la luz, como consecuencia de la
naturaleza similar de los biopolimeros utilizados.
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5. CONCLUSIONES.

En este trabajo se ha llevado a cabo un estudio para la preparacidon de hidrogeles
quimicos fotosensibles, via reacciones click, utilizando para ello biopolimeros tipo
elastina, ELRs, que hemos modificado quimicamente con azidas con enlace Iabil NB-
carbamato sensible a la luz. Se han preparado geles fotosensibles de diferentes
concentraciones, se han caracterizado y se ha estudiado su degradacién por irradiacién
con luz UV-Vis.

Destacamos las siguientes conclusiones:

e El biopolimero RGD se ha modificado quimicamente y se ha caracterizado
satisfactoriamente tanto cuando se han introducido 0,6 equivalentes de la azida
fotoldbil como cuando se han introducido 0,3 equivalentes de azida fotolabil y
0.3 equivalentes de azida estable a la luz.

e Se ha estudiado la cinética de degradacién de los polimeros modificados, RGD-
Ns3-Ls y RGD-Ls, tras ser irradiados con luz ultravioleta, observandose Ia
degradacion de ambos y siendo ligeramente mds rapida dicha degradacién en el
caso del biopolimero con todas sus azidas labiles, RGD-Ls.

e Se han preparado hidrogeles via metodologia click a partir de los polimeros RGD
modificados con azidas labiles junto con otro polimero modificado con
ciclooctino, VKV-CC.

e Se ha estudiado la degradacion del Gel-Ls bajo luz UV-Vis observandose su total
desaparicion y la generacidn como residuos de polimeros proteicos de pesos
similares a los biopolimeros de partida, tras la ruptura de todos los enlaces labiles
NB-carbamato.

e Se ha estudiado la degradacién del Gel-NsL; bajo luz UV-Vis observandose la
variacién progresiva de sus propiedades mecanicas debida a la ruptura de
enlaces l|4dbiles NB-carbamato. El analisis reolégico muestra la pérdida de
entrecruzamientos de las cadenas que dan la consistencia eldstica al hidrogel con
el tiempo de exposicidn a la luz.

Por tanto, en este trabajo fin de Master, se han puesto a punto las bases para la
obtencion de hidrogeles fotosensibles con propiedades mecanicas regulables con la
exposicion a la luz UV-Vis. Se ha cumplido, por tanto, con el objetivo del trabajo y se
prevén futuras investigaciones que puedan analizar el comportamiento celular en geles
diferentemente irradiados y, por tanto, con propiedades mecdnicas diferentes. Estos
resultados tendran gran aplicacion en el area de la Ingenieria de tejidos.
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ANEXOS.

1. Codigo de 1y 3 letras para los aminoacidos.

Abreviatura Aminoacido

A Ala Alanina

c Cys Cisteina

D Asp Ac Aspartico

E Glu Ac Glutamico

F Phe Fenilalanina

G Gly Glicina

H His Histidina

I lle Isoleucina

K Lys Lisina

L Leu Leucina

M Met Metionina

N Asn Asparragina

P Pro Prolina

Q Gln Glutamina

R Arg Arginina

S Ser Serina

T Thr Treonina

Vv Val Valina

w Trp Triptofano

Y Tyr Tirosina

2. 'H-RMN VKVx24.

45
35
10

T T T T T T T T T T T T T T T T T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
1 (ppm)
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3. MALDI-ToF VKV-CC.

62845

25000 30000 35000 0000 45000 50000 55000 80000 ) mda

4. MALDI-ToF RGD-N3-Ls.

300 4
200
100 o w3ss
Z3ss
o
T T T T T T
20000 30000 40000 S000 0000 70000
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5.H-RMN RGD-Ls tras irradiarlo con luz UV durante 10 minutos.
10 min
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]
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e o = =1
E [ P E & b
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= i R S i 3 F ]
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6. 'H-RMN RGD-Ls tras irradiarlo con luz UV durante 15 minutos.
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7.'H-RMN RGD-Ls tras irradiarlo con luz UV durante 20 minutos.
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8.1H-RMN RGD-Ns-Ls tras irradiarlo con luz UV durante 60 minutos.
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