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Glosario de abreviaturas

DMF - Dimetilformamida

DMSO - Dimetilsulféxido

DSC - Differential Scanning Calorimetry (Calorimetria Diferencial de Barrido)
ELRs - Elastin-like recombinamers (Recombindmeros tipo elastina)

FTIR - Fourier Transform Infrared Spectroscopy (Espectroscopia infrarroja por

Transformada de Fourier)

HAp - Hidroxiapatita

LVE - Limite lineal viscoelastico

PEG - Polietilenglicol

PLA - Polilactato

RMN - Resonancia magnética nuclear
TC - Tomografia computerizada

TMS - Tetrametilsilano

Tt - Temperatura de transicion

TTI - Temperatura de transicién inversa






1. Resumen

En el presente Trabajo Fin de Grado, se ha llevado a cabo el inicio del desarrollo y la
caracterizacién de una biotinta compuesta por recombinameros tipo elastina (ELRs)
e hidroxiapatita (HAp), con el objetivo de crear materiales avanzados para la
regeneracion 6sea. Los ELRs utilizados, VKV-ciclooctino, VKV-N3 y HRGD-N3, fueron
modificados quimicamente mediante la metodologia "click”, lo que permiti6 la
formaciéon de geles con propiedades mecanicas y viscoelasticas adecuadas para

aplicaciones biomédicas.

Se realizé una caracterizaciéon exhaustiva de los ELRs modificados utilizando
técnicas como Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR),
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).
Estos anadlisis confirmaron la incorporacién exitosa de los grupos funcionales
deseados, asi como la estabilidad térmica y estructural de los polimeros

modificados.

Posteriormente, se investig6 la formaciéon de geles mediante la combinacién de los
ELRs modificados con diversas concentraciones de hidroxiapatita, utilizando la
metodologia "click". Los estudios reoldgicos realizados revelaron que Ila
incorporacion de HA aumenta la rigidez de los geles, como lo indican los
incrementos en los modulos de almacenamiento (G') y de pérdida (G'"'). Sin embargo,
también se observd un aumento en la viscoelasticidad, lo que sugiere la necesidad
de equilibrar estos parametros para obtener un material que cumpla con los

requisitos especificos de cada aplicacién.

Finalmente, se evalué el efecto de la formulacion de la biotinta, incluyendo la adicién
de solventes como el etanol, en la homogeneidad y estabilidad de los geles. Los
resultados subrayan la importancia de optimizar la composicion de la biotinta para

garantizar su rendimiento éptimo en la regeneracién 6sea.

Este trabajo establece una base so6lida para futuras investigaciones orientadas a la
optimizacién y aplicacion de biotintas basadas en ELRs y HAp, con el potencial de
mejorar significativamente las técnicas de ingenieria de tejidos y medicina

regenerativa.



2. Abstract

In this Bachelor’s Thesis, the development and characterization of a bioink
composed of elastin-like recombinamers (ELRs) and hydroxyapatite (HAp) was
initiated, aiming to create advanced materials for bone regeneration. The ELRs used,
VKV-cyclooctyne, VKV-N3 and HRGD-N3, were chemically modified through the
"click" methodology, enabling the formation of gels with mechanical and viscoelastic

properties suitable for biomedical applications.

A comprehensive characterization of the modified ELRs was carried out using
techniques such as Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), Nuclear
Magnetic Resonance (NMR), and Differential Scanning Calorimetry (DSC). These
analyses confirmed the successful incorporation of the desired functional groups, as

well as the thermal and structural stability of the modified polymers.

Subsequently, the formation of gels was investigated by combining the modified
ELRs with various concentrations of hydroxyapatite using the "click" methodology.
Rheological studies revealed that the incorporation of HAp increases the stiffness of
the gels, as indicated by the increases in storage (G') and loss (G'') moduli. However,
an increase in viscoelasticity was also observed, suggesting the need to balance
these parameters to obtain a material that meets the specific requirements of each

application.

Finally, the effect of the bioink formulation, including the addition of solvents such
as ethanol, on the homogeneity and stability of the gels was evaluated. The results
underscore the importance of optimizing the bioink composition to ensure its

optimal performance in bone regeneration.

This work establishes a solid foundation for future research aimed at the
optimization and application of bioinks based on ELRs and HAp, with the potential

to significantly enhance tissue engineering and regenerative medicine techniques.



3. Introduccion

La bioimpresiéon 3D es una tecnologia disefiada para recrear estructuras complejas
en forma de scaffolds capaces de contener células. Mediante el uso de la técnica layer
by layer se puede imitar un tejido natural integrando células, biomateriales y sefiales
bioactivas en el espacio tridimensional. Esta técnica permite recrear patrones
complejos como es la estructura porosa e irregular del hueso destaca el gran

potencial en aplicaciones biomédicas [1][4].

La bioimpresion 3D tiene sus raices en la impresion 3D tradicional, que comenzé en
la década de 1980 con la invencion de la estereolitografia por Charles Hull en 1986.
Inicialmente, laimpresion 3D se centraba en la creacion de objetos poliméricos, pero
a finales de los anos 90, esta tecnologia se adapté para imprimir células vivas en
patrones bidimensionales. En el afio 2000, Thomas Boland dio un paso crucial al
modificar una impresora de inyeccion de tinta para imprimir células en un medio

bioldgico, sentando asi las bases de lo que hoy se conoce como bioimpresién [2].

Entre las principales ventajas de la bioimpresiéon 3D destaca la simplicidad en la
preparacion, que puede reemplazar los complejos procesos de desarrollo de moldes
para tejidos. Esta tecnologia ha demostrado su capacidad para producir scaffolds
altamente porosos, con una interconectividad Optima que favorece un mejor
transporte de nutrientes y una rapida integracién con los tejidos circundantes.
Ademas, la posibilidad de disefiar scaffolds especificos para formas anatémicas
complejas de manera rapida y reproducible resalta el papel fundamental de la

bioimpresiéon 3D en el avance de la medicina personalizada [1][4].

Mas alla de la creacidon de estructuras tridimensionales, la bioimpresién también
permite la colocacion precisa de células vivas y biomateriales en capas sucesivas, lo
que facilita la producciéon de tejidos funcionales que imitan mas fielmente las
propiedades biolégicas y mecanicas de los tejidos naturales [4]. Ademas, la
capacidad de integrar biomoléculas, factores de crecimiento y sefiales quimicas en
los scaffolds impresos crea entornos mas propicios para la regeneracién tisular y el

crecimiento celular controlado [5].



3.1. Regeneracion 0sea.

El hueso es un tejido muy activo e indispensable en diversas funciones del cuerpo
humano, como la proteccién de 6rganos y soporte mecanico [3]. Su metabolismo le
permite, mediante el proceso de remodelacién, adaptar su estructura ante estimulos
mecanicos, y si es necesario, reparar dafios estructurales. Sin embargo, esta
capacidad de autorregeneracion se puede ver comprometida por enfermedades,

dafios graves o extensos, o en areas sometidas a carga mecanica [6].

Uno de los factores que facilita la regeneracién es la estructura compleja
jerarquizada que abarca de nanoescala a macroescala. El hueso posee componentes
organicos, principalmente nanofibras de colageno, y componentes inorganicos,
principalmente hidroxiapatita nanocristalina [6]. Esta compleja organizacién de la
matriz extracelular organica y la parte inorganica forma una estructura porosa

crucial para la regeneracion [7].

Para que la regeneracion sea posible y 6ptima es necesario cumplir ciertas
condiciones: (i) la creacién de un entorno apropiado para el crecimiento de
elementos osteogénicos, conocido como osteoconduccion; (ii) la estimulacién de
células indiferenciadas para formar osteoblastos, un proceso llamado
osteoinduccion; y (iii) la presencia de osteoblastos que responsables de la formacién

del nuevo hueso, denominado osteogénesis [8].

El método clinico estdndar para la regeneracion dsea es el injerto 6seo, que puede
involucrar autoinjertos o aloinjertos. Sin embargo, este enfoque presenta
numerosas limitaciones, como el posible rechazo del injerto, el riesgo de infeccidn,
morbilidad del sitio donante e incluso la limitada disponibilidad de injertos éptimos
[4]. La bioimpresion 3D se presenta como una solucién prometedora a estos
desafios, permitiendo la creacion de scaffolds impresos a medida que optimizan el

proceso de regeneracion dsea [2].
3.2. Impresion 3D en medicina.

La bioimpresion 3D ha demostrado ser una herramienta prometedora en la
medicina regenerativa, permitiendo la fabricacion de scaffolds personalizados que

imitan la arquitectura del tejido 6seo natural. Estos scaffolds son esenciales para la



regeneracion de tejidos complejos, ya que pueden ser disefiados para facilitar la
osteoconduccion, la osteoinduccidon y la osteogénesis, integrando biotintas que
contienen células vivas y factores bioactivos [1][4]. Este avance tecnoldgico ha
abierto la puerta a la creaciéon de o6rganos y tejidos personalizados, mejorando

significativamente las posibilidades de regeneracion y trasplante [5].

Uno de los mayores logros de la bioimpresion 3D en medicina es su capacidad para
controlar de manera precisa la distribucion celular y la composicién de los
biomateriales en estructuras tridimensionales [9]. Ademas, esta tecnologia permite
la creacién de modelos especificos basados en la anatomia de cada paciente, lo que

facilita la personalizacién de los tratamientos y mejora los resultados clinicos [2].

El proceso de fabricacion de tejidos bioimpresos humanos en 3D consiste en tres
partes importantes: preprocesamiento, procesamiento y posprocesamiento.
Durante el preprocesamiento, primero se cultivan las células humanas y luego el
modelo de andamio se disefa para la bioimpresién. Estas células se aislan y cultivan
in vitro, y las técnicas de imagenologia como la resonancia magnética nuclear, RMN,
o la tomografia computarizada, TC, se utilizan para generar datos estructurales y
morfolégicos de alta resolucion de los tejidos objetivo. Estas imagenes se extraen

para crear una computadora para la bioimpresidn que la impresora entiende [9].

En la etapa de procesamiento, los bloques celulares se fabrican con el uso de
maquinas de bioimpresién que pueden emplear inyeccion de tinta, laser y extrusion.
Normalmente, los movimientos de los cabezales son controlados por una plataforma
mecanica de tres ejes que imprime los biomateriales basados en los modelos

tisulares 3D disefiados [2].

Durante el posprocesamiento tiene lugar la maduraciéon de las construcciones
celulares, es un paso crucial para la estimulacién de crecimiento del tejido deseado.
La viabilidad del tejido resultante requiere de un suministro adecuado de nutrientes
y oxigeno, y la eliminacion efectiva de productos de desecho. Ademas, las sefiales
quimicas y mecanicas también tienen un papel critico en el control del
comportamiento celular y el desarrollo tisular. Los factores de crecimiento y

diferenciacion, que se seleccionan y aplican selectivamente, actian sobre los



receptores celulares especificos y activan respuestas celulares especificas que son

responsables de la division, la sintesis de la matriz y la diferenciacion [1][4].

La necesidad de estimulacién mecanica in vitro en ingenieria de tejidos surge del
hecho de que la mayoria de los tejidos operan bajo condiciones biomecanicas
particulares in vivo. Estas condiciones son estimulos cruciales para la regeneracion
y remodelacidn de tejidos. Sin embargo, bajo condiciones in vivo, los constructos de
células 3D a menudo carecen de sefales de fluidos mecanicas durante la formacion.
Una de las formas en que se tratan estas necesidades es con la ayuda de avanzados
sistemas de cultivo de células in vitro, como los biorreactores. Los biorreactores,
ademas de ser capaces de regular y controlar factores como el pH, la temperatura,
la tension de oxigeno y la perfusion de las células, también pueden operar para
proporcionar estimulos externos, de manera que puedan considerarse que incluyen
el estrés de cizallamiento y las fuerzas mecanicas. Estos sistemas son muy
importantes para el desarrollo in vitro de los andamios celulares 3D después del

proceso de bioimpresién [2][9].
3.3. Biotintas.

La via principal de la impresién 3D son las biotintas, compuestas por mezclas
variadas y versatiles de uno o mas materiales hidrogel, aditivos y células. Se pueden
formar a partir de materiales sintéticos o naturales que se entrecruzan tras la

impresidn para crear una estructura estable [5].

Las biotintas se pueden clasificar en dos grandes grupos: las biocompatibles,
empleadas principalmente en aplicaciones médicas, y las no biocompatibles, que se
utilizan mayormente en sectores industriales. En el ambito biomédico, las biotintas
biocompatibles juegan un papel fundamental, ya que su interaccion con los tejidos
vivos es crucial para permitir una integracion adecuada sin provocar reacciones

adversas [10].

En cuanto a los materiales utilizados en las biotintas, los polimeros empleados
pueden dividirse en naturales y sintéticos. Los polimeros naturales, como el
colageno, la gelatina y el acido hialurénico, se utilizan ampliamente debido a su
biocompatibilidad y capacidad para imitar la matriz extracelular. Estos materiales

tienen la ventaja de interactuar eficazmente con las células, lo que facilita tanto la

6



adhesion como la proliferacion celular. No obstante, presentan limitaciones a la hora
de ajustar sus propiedades mecanicas, lo que puede ser un inconveniente en

aplicaciones que requieren una alta resistencia estructural [5].

Por otro lado, los polimeros sintéticos, como el polietilenglicol (PEG) y el polilactato
(PLA), se han disefado para ofrecer propiedades mecanicas especificas y una
degradacion controlada. Estos polimeros permiten un mayor control sobre
parametros clave como la viscosidad, la rigidez y la velocidad de degradacion,
haciéndolos ideales para la impresién de estructuras que deben mantener su forma
bajo presién. Sin embargo, aunque los polimeros sintéticos ofrecen ventajas en
términos de control mecanico, su biocompatibilidad puede ser inferior a la de los
polimeros naturales, lo que a menudo requiere modificaciones quimicas adicionales

para mejorar su integracion con las células [2] [5].

Los hidrogeles, otro componente esencial de las biotintas, se han convertido en uno
de los tipos mas utilizados para la fabricacién de scaffolds debido a su notable
capacidad para retener grandes cantidades de agua, creando un entorno humedo
similar al de los tejidos biolégicos. Su naturaleza hidrofilica permite un intercambio
adecuado de nutrientes y desechos, lo cual es crucial para mantener la viabilidad
celular durante y después del proceso de impresién. Ademas, los hidrogeles ofrecen
la posibilidad de ajustar sus propiedades, como rigidez y elasticidad, segun la
aplicacion especifica, lo que los hace sumamente versatiles para distintos tipos de

tejidos [10].

Hidrogeles como el alginato, el coldgeno y la gelatina metacrilada son ampliamente
utilizados gracias a su capacidad para formar redes tridimensionales que
promueven tanto la adhesidn celular como el transporte de moléculas bioactivas. El
alginato, por ejemplo, se entrecruza facilmente mediante gelificacion iodnica,
mientras que la gelatina metacrilada puede fotopolimerizarse, permitiendo un
control preciso sobre el momento y el lugar de la gelificacion [11]. Ademas de ser
funcionalizables, los hidrogeles pueden incorporar nanoparticulas u otros aditivos
para mejorar sus propiedades mecanicas, haciéndolos mas resistentes a la

compresion y manteniendo su estabilidad estructural durante periodos mas largos

[2].



En cuanto a los factores bioactivos incluidos en las biotintas, estos juegan un papel
crucial en guiar el crecimiento y la diferenciacion celular. La bioimpresiéon permite
integrar directamente estos factores, como proteinas y moléculas sefializadoras, en
las estructuras impresas, facilitando la creaciéon de un entorno biomimético para las
células. Factores de crecimiento como el factor de crecimiento endotelial vascular
(VEGF) o el factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) se utilizan
frecuentemente para estimular la proliferacion y diferenciacién celular, dirigiendo
el comportamiento de las células hacia funciones especificas dentro del tejido
impreso [10]. Estos factores también pueden modular el microambiente celular,
promoviendo la formacién de nuevos vasos sanguineos, un aspecto esencial para
desarrollar tejidos complejos como hueso y cartilago [11]. Asimismo, los factores
bioactivos son clave para asegurar que las células sobrevivan al proceso de
impresiéon y contintien proliferando y formando la matriz extracelular necesaria

para el mantenimiento y la reparacion de los tejidos [10].

La adecuada seleccion de la biotinta, que incluye polimeros, hidrogeles y factores
bioactivos, no solo debe cumplir con los requisitos de biocompatibilidad, sino que
también debe adaptarse a las condiciones especificas del tejido que se desea
replicar. Esto implica considerar no solo la viscosidad y capacidad de impresiéon de
la biotinta, sino también su capacidad para formar estructuras tridimensionales que

mantengan su integridad mecanica y funcionalidad bioldgica a lo largo del tiempo

[1] [4].

3.4. Biomateriales.

El uso de biomateriales ha sido crucial en la investigacion para el tratamiento de
tejido 6seo. Para su desarrollo, tanto de biomateriales naturales como sintéticos, es
crucial conocer los distintos factores biolégicos y quimicos que facilitan el proceso
de regeneracion. [7] Ademas es muy importante que estos biomateriales presenten
ciertas caracteristicas como que deben ser no toéxicos, biocompatibles y poseer

propiedades osteoconductivas y biomecanicas [7] [15].



3.4.1. Hidroxiapatita.

La hidroxiapatita (HAp) es uno de los componentes principales del hueso, llega a un
70% de su composicion [16]. La HA es el mas estable de los biomateriales de la
familia de fosfato de calcio, su excepcional biocompatibilidad y bioactividad es lo
que mas llamo la atencion a los investigadores [17]. Por esto es uno de los

materiales mas usado en la ingenieria de tejido 6seo [7] [15].

La HAp sintética es un material ceramico compuesto en su mayoria de fosfato de
calcio, su férmula quimica y propiedades son similares a la parte inorganica de los
huesos y dientes [16]. Posee una estructura porosa que permite la infiltracion
celular, el transporte de nutrientes y la formacidon de nuevo tejido. Esto se debe a
que puede imitar la matriz extracelular del tejido 6seo y de esta manera facilita la
unidn celular, proliferacién y diferenciacion. A pesar de las buenas propiedades que
posee, existen también deficiencias mecanicas como la baja resistencia a la traccion
o compresion, por esta razén en los dltimos afos se ha estado trabajando en

materiales hibridos para mejorar sus caracteristicas [18].
3.4.2. Recombinameros de tipo elastina

La elastina es una de las proteinas mayoritarias de la matriz extracelular en los
mamiferos. Su principal propiedad es aportar elasticidad a los tejidos, pero gracias
a su secuencia de aminoacidos también es capaz de regular la adhesion o

proliferaciéon, o las caracteristicas y composicién de la matriz celular [19].

La elastina tiene la capacidad unica de recuperarse tras miles de deformaciones sin
perder sus propiedades mecanicas. Esta proteina se produce principalmente en las
primeras etapas de desarrollo o cuando el tejido es dafiado, con muy poca secrecion

en adultos, lo que demuestra su estabilidad y durabilidad [20].

Los ELRs son polimeros proteicos obtenidos mediante técnicas recombinantes. Su
secuencia esta basada en la de la elastina natural que contiene motivos que se
repiten como: VPGVG, IPGVG, VPGG, VGVAPG. La composicién de aminoacidos de los
ELRs obtenidos esta totalmente controlada, se basa en la repeticion de 5
aminoacidos: VPGXG, donde la X se corresponde con cualquier aminoacido natural

excepto la prolina, que determina las propiedades fisicoquimicas del ELR [21].



Aminoacido Abreviatura (3 letras) | Abreviatura (1 letra)
Alanina Ala A
Arginina Arg R

Asparagina Asn N
Acido aspartico Asp D
Cisteina Cys C
Acido glutamico Glu E
Glutamina GIn Q
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina Ile I
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M

Fenilalanina Phe F

Prolina Pro P

Serina Ser S
Treonina Thr T
Triptéfano Trp w
Tirosina Tyr Y
Valina Val \'%

Tabla 1. Cédigo de aminodcidos

Una caracteristica crucial de los ELRs, que los distingue de otros polimeros, es su
comportamiento termosensible, conocido como Temperatura de Transicién Inversa
(TTI). A diferencia de la mayoria de los polimeros, cuya solubilidad tiende a
aumentar con la temperatura, los ELRs presentan una temperatura de transicion
(Tt), por debajo de la cual el polimero permanece soluble en agua, formando
soluciones liquidas y transparentes [22]. Este fendmeno ocurre debido a la
formacién de clatratos de agua alrededor de las cadenas laterales apolares de los
aminodacidos, lo que mantiene las cadenas poliméricas en un estado extendido y
desordenado [23]. Sin embargo, cuando la temperatura supera la Tt, los clatratos se
rompen, lo que provoca que la cadena del ELR se pliegue en una estructura espiral
B, expulsando el agua y facilitando la formacién de agregados estables mediante

interacciones hidrofébicas [24].

Este comportamiento de transiciéon inversa resulta esencial en aplicaciones

biomédicas, ya que permite utilizar los ELRs en condiciones controladas de
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temperatura para formar hidrogeles u otras estructuras funcionales. La Tt de los
ELRs esta influenciada por diversos factores, como la secuencia de aminoacidos
(especialmente el tipo de aminoacido en la posicion Xaa), la concentracion de sales,
el pH y la polaridad del polimero. Aminoacidos mas polares en la posiciéon Xaa
tienden a aumentar la Tt, lo que proporciona un alto grado de control sobre el

comportamiento térmico del polimero [25].

En investigaciones actuales se han conseguido hidrogeles formados con estos ELRs
que poseen secuencias especificas para facilitar la adhesién celular mediada por
integrinas y otras secuencias sensibles a la elastasa, permitiendo estudiar la
biodegradacion de los ELRs. Se demostré que estos hidrogeles podian estimular la
proliferacién de osteoblastos y ayudar a las células huésped a migrar al andamio,
mejorando asi la viabilidad celular. Ademas, la biodegradacién del andamio ocurrié
simultdneamente con la regeneracidn ésea, reafirmando que la remodelacion 6sea

del hueso es la que determina la degradacion del scaffold. [26]

El uso de materiales con componentes poliméricos y ceramicos nos proporciona
unas propiedades Unicas. Los materiales tienen bioactividad y resistencia mecanica
de la cerdmica, pero al mismo tiempo, biodegradabilidad, resistencia y flexibilidad
de los polimeros. La hidroxiapatita y los polimeros en la impresiéon 3D han tenido

éxito en la regeneracion 6sea [16].
3.4.3. Metodologia "Click" en la Creacion de Biotintas

La metodologia "click" se destaca por su capacidad para formar enlaces covalentes
especificos y estables entre los componentes de las biotintas, como los
recombinameros tipo elastina y la hidroxiapatita. Esta técnica, que utiliza una
reaccion de cicloadicion 1,3-dipolar entre un grupo azida y un grupo alquino, da
lugar a la creacion de un enlace triazol. Al no requerir catalizadores metalicos, es

altamente adecuada para aplicaciones biomédicas [12-14].

En la fabricaciéon de biotintas, la metodologia "click" permite la funcionalizacién
precisa de los biomateriales, lo que mejora la estabilidad y durabilidad de los
scaffolds impresos. Ademas, su alta selectividad y eficiencia son cruciales para
mantener intactas las propiedades mecanicas y bioactivas de la biotinta tanto

durante como después del proceso de impresion [12-14].
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Figura 1. Reaccién click entre un grupo azida y un alquino
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4. Objetivos

El objetivo principal de este Trabajo de Fin de Grado es el inicio del desarrollo de
una biotinta con hidroxiapatita y ELRs para regeneraciéon ésea, para ello se han

planteado los siguientes objetivos secundarios:

- Sintesis de los ELRs, VKV-ciclooctino, VKV-N3 y HRGD-Ns.

- Caracterizacion fisica de los ELRs sintetizados.

- Desarrollo de hidrogeles mediante la combinacién de los ELRs sintetizados y
la hidroxiapatita utilizando la metodologia "click".

- Evaluacién de las propiedades reolégicas de los geles utilizando un reémetro,

determinando la viscosidad, elasticidad, y comportamiento bajo esfuerzo.
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5. Materiales y métodos

5.1. ELRs Utilizados

En esta investigacion, se utilizaron tres tipos de ELRs: VKV-ciclooctino, VKV-N3 y
HRGD-N3, sintetizados mediante técnicas recombinantes en el laboratorio del grupo
de investigacion Bioforge. Estos ELRs son fundamentales para la formacién de
hidrogeles debido a su capacidad para formar redes tridimensionales mediante la

reaccion "click", esencial para la bioimpresién 3D.

El HRGD integra la secuencia de adhesiéon celular RGD, esencial para la
biofuncionalidad de los scaffolds. La secuencia de aminoacidos de este ELR es:
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMESLLP[(VPGIG)2(VPGKG)(VPGIG)z]2
AVTGRGDSPASS[(VPGIG)2(VPGKG) (VPGIG)2]>.

Por otro lado, el VKV tiene una estructura similar, pero sin la secuencia bioactiva, lo
que lo hace util para comparar el efecto de la funcionalizacién especifica en las
propiedades del gel. Su estructura peptidica es: MESLLP VG VPGVG
[VPGKG(VPGVG)s]23 VPGKG VPGVG VPGVG VPGVG VPGV.

5.2. Otros reactivos

En el desarrollo de esta investigacion, se utilizaron los siguientes reactivos:

Reactivo Proveedor
2-(Azidoetil) (2,5-dioxopirrolidin-1-il) carbonato Galchimia
(1R, 8S, 9S)-biciclo (6.1.0.) non-4-yn-9- ilmetil Galchimia
succidimil carbonato
11-azidoundeciltrietoxisilano Galchimia
DMSO Sigma-Aldrich
Etanol Scharlau
Agua destilada BioForge
Agua ultrapura (miliQ) BioForge
Dietil éter Thermo Scientific
Chemicals
Dimetilformamida Scharlau
Diclorometano Sigma-Aldrich
Sulfato de cobre Fluka
Hidroxiapatita Sigma-Aldrich

Tabla 2. Reactivos utilizados en la investigacion.
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5.3. Equipamiento utilizado

En la Tabla 3, podemos ver todos los aparatos utilizados a lo largo de los

experimentos realizados para el TFG.

Aparato Casa comercial

Agitador termomagnético IKA

Balanza de precision Mettler Toledo

Campana de flujo laminar Telstar

Centrifuga Thermo Scientific

DSC Mettler Toledo 822e Mettler Toledo
Espectrofotometro FTIR Bruker Tensor 27
Espectrometro automatico RMN | Agilent Technologies NMR 400
Estufa Memmert

Redmetro AR-2000ex TA Instruments

Tabla 3. Aparatos utilizados durante la experimetnacion

5.4. Modificacion de los Polimeros

En esta investigacion, se llevaron a cabo modificaciones quimicas en dos ELRs,
especificamente VKV y HRGD, con el propésito de anadir grupos funcionales que
facilitaran su participacién en la reaccion "click". Para ello, se llevaron a cabo tres
tipos de modificaciones: la introduccién de ciclooctino en el ELR VKV, de azida en el

ELR VKV y de azida en el ELR HRGD.
5.4.1. Modificacion del ELR VKV con ciclooctino y HRGD con azida

Para modificar el VKV, se emplearon 0.18 g de ciclooctino (equivalentes a 0.42
mmol, 0.6 eq), disueltos en 1 ml de dimetilformamida (DMF). Esta solucion se afiadié
a una disolucién de 2.6 g de VKVx14 (conteniendo 0.692 mmol de grupos NH2, 24
lisinas, 0.6 eq, PM 60642 Da) en 50 ml de DMF.

De manera similar, la modificacién del HRGD se realizé utilizando 0.141 g de azida
(equivalentes a 0.42 mmol, 0.6 eq) disueltos en 1 ml de DMF, que se anadieron a una
disolucion de 2.6 g de HRGD, con la misma cantidad de grupos NH2 y lisinas que el

VKVx14, en 50 ml de DMF. Ambas mezclas se agitaron a temperatura ambiente
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durante 24 horas, manteniendo la presiéon adecuada mediante un globo colocado en

la parte superior del recipiente.

Finalizada la reaccion, las disoluciones se distribuyeron en tres tubos Falcon de 15
ml cada uno, afnadiendo 45 ml de éter dietilico a cada tubo para precipitar los
polimeros modificados. Los tubos fueron centrifugados a 10,000 rpm durante 10
minutos a 4°C, tras lo cual se eliminé el sobrenadante y se lavaron los precipitados
tres veces con 15 ml de acetona antes de secarlos bajo presion reducida. Los
precipitados secos se disolvieron en 20 ml de agua ultrapura a 4°C y se sometieron
a un proceso de didlisis utilizando membranas adecuadas. Este proceso se llevé a
cabo en tres etapas: dos cambios en 25 litros de agua destilada y un tercer cambio
en 25 litros de agua ultrapura, asegurando asi la eliminacién completa de los

solventes y reactivos.

Una vez finalizada la didlisis, la solucién resultante fue filtrada para eliminar
cualquier impureza residual, tras lo cual se distribuy6 en recipientes adecuados y se
congel6 a -80°C, preparando el material para la liofilizacién. Finalmente, las
soluciones congeladas se sometieron a un proceso de liofilizacién para obtener los
ELRs modificados, VKV-ciclooctino y HRGD-azida, que se almacenaron a

temperatura controlada hasta su uso en experimentos posteriores.

NH,

tha DMF L)

Y

Figura 3. Esquema general de la reaccion para modificar un ELR con ciclooctino.
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5.4.2. Modificacion del ELR VKV con azida sodica

La modificacion del ELR VKV mediante la introduccién de grupos azida se llevo a
cabo en dos etapas, utilizando azida sddica, diclorometano y trifluoruro anhidro, con
sulfato de cobre como catalizador. En la primera etapa, se disolvieron 2 gramos de
VKV en 24 ml de una solucidn fria, manteniendo la mezcla bajo agitacion hasta lograr
la disolucién completa del polimero. Una vez disuelto el VKV, se afiadié carbonato

de sodio como base para facilitar las etapas posteriores de la reaccion.

Simultaneamente, en una segunda disolucion, se disolvieron 5 gramos de azida
sddica en 14 ml de agua a temperatura ambiente. Una vez disuelta, la mezcla se
enfrié y se afiadié diclorometano, lo que provoco la formacidon de dos fases. Estas
fueron agitadas vigorosamente para asegurar una mezcla adecuada. Luego, se
afiadié trifluoruro anhidro y la mezcla se mantuvo en frio durante una hora. Tras
este tiempo, la fase organica (diclorometano) fue extraida y lavada con una solucién

saturada de carbonato de sodio para eliminar impurezas.

Tras finalizar la reaccion, se utilizé un embudo de decantacion para separar las fases.
La fase organica fue colocada en un evaporador rotatorio durante 24 horas para

eliminar el metanol residual y otros disolventes volatiles.

El polimero modificado se disolvié posteriormente en agua ultrapura a 4°C y se
sometio a un proceso de dialisis para eliminar los restos de disolventes y reactivos.
Este proceso consistio en tres etapas de dialisis: dos cambios en 25 litros de agua
destilada y un tercer cambio en 25 litros de agua ultrapura. Tras la dialisis, la

solucion fue filtrada para eliminar cualquier impureza residual.

Finalmente, la solucidn purificada se distribuy6 en recipientes y se congel6 a -80°C.
Las soluciones congeladas se sometieron luego a liofilizacién, obteniendo el ELR
VKV modificado con grupos azida, que fue almacenado a temperatura controlada

hasta su uso en experimentos posteriores.
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Figura 4. Esquema general de la reaccion para modificar un ELR con azida sédica

5.5. Caracterizacion de los polimeros

5.5.1. Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR)

La Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FTIR) es una técnica
analitica ampliamente utilizada para identificar los grupos funcionales presentes en
una muestra y caracterizar los enlaces quimicos que la componen. Es especialmente
util para comparar los espectros de polimeros antes y después de su modificacion
quimica, proporcionando evidencia de la incorporacion de nuevos grupos

funcionales [27] [28].

El principio de la FTIR se basa en la absorcién de luz infrarroja por las moléculas de
la muestra, lo que provoca vibraciones en los enlaces a frecuencias especificas [27]
[29]. Cuando la frecuencia de la radiacién infrarroja coincide con la frecuencia de
vibracion de un enlace particular, se produce una absorcion de energia que se refleja
en el espectro obtenido [30] [31]. Cada tipo de enlace quimico tiene una frecuencia
de vibracion caracteristica, determinada por la fuerza del enlace y la masa de los
atomos implicados, lo que permite una identificacion precisa de los grupos

funcionales presentes en la muestra [30] [31].

El espectro resultante es nico para cada sustancia, funcionando como una "huella
digital" molecular. Para interpretar el espectro, se emplea un interferémetro de
Michelson, que convierte la sefal de interferencia en un espectro legible mediante
la Transformada de Fourier. Este método permite analizar un amplio rango de

frecuencias simultaneamente, acelerando el proceso de caracterizacién [27] [32].

En este estudio, se utiliz6 la técnica de FTIR-ATR (Reflexion Total Atenuada), un
método rapido y no destructivo para el andlisis de muestras sélidas. El espectro se

obtuvo al reflejar un haz de infrarrojos a través de un cristal en contacto directo con

18



la muestra, lo que mejora la precision sin necesidad de una preparacion especial
[30]. El equipo empleado fue un espectrometro de infrarrojo Bruker Tensor 27, con
el software OPUS para el analisis de datos. Las mediciones abarcaron un rango de
4000 a 600 cm™*, permitiendo identificar los picos caracteristicos de los grupos
funcionales afiadidos a los ELRs modificados, como los grupos azida y ciclooctino

[32].

Espejo filo
Beam Soltter
A /
\ 4 §
;
\ 4

Muestra

Figura 5. Esquema de un espectrofotometro FTIR con interferémetro de Michelson

5.5.2. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

La Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC, por sus siglas en inglés) es una técnica
termoanalitica ampliamente utilizada en la ciencia de materiales debido a su alta
sensibilidad y precision para estudiar el comportamiento térmico de las sustancias.
Esta técnica permite medir la cantidad de calor absorbido o liberado por una
muestra durante un proceso de calentamiento o enfriamiento controlado,
proporcionando informacién valiosa sobre las transiciones de fase, la estabilidad
térmica, la capacidad calorifica y otros procesos térmicos del material analizado

[33].

El principio de funcionamiento del DSC se basa en la comparacion del flujo de calor
entre una muestra y una referencia, ambas sometidas al mismo programa de
temperatura. La muestra y la referencia se colocan en crisoles separados,

generalmente de aluminio, dentro del equipo. A medida que se aplica un programa
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de calentamiento o enfriamiento, cualquier cambio en la capacidad calorifica de la
muestra, como una transicion de fase, provoca una diferencia en el flujo de calor
entre los dos crisoles. Esta diferencia se mide y se registra como una funcién de la
temperatura [34] [35]. El resultado se representa en una curva DSC, donde los
procesos endotérmicos, en los que la muestra absorbe energia (como la fusién),
aparecen como picos negativos, mientras que los procesos exotérmicos, en los que
la muestra libera energia (como la cristalizacién), aparecen como picos positivos

[36].

Existen dos tipos principales de calorimetros DSC: los de flujo de calor y los de
compensacion de potencia. En los calorimetros de flujo de calor, la muestra y la
referencia se colocan en una misma celda, separadas por un puente, y la diferencia
de flujo de calor entre ambas se mide directamente. En cambio, en los calorimetros
de compensacién de potencia, la muestra y la referencia se colocan en celdas
separadas, y se mide la diferencia de temperatura entre ambas para mantenerlas a
una potencia constante [35] [37]. Ambos métodos producen resultados
comparables, aunque el equipo utilizado en este trabajo, un Mettler Toledo 822e,
pertenece al tipo de flujo de calor y esta equipado con un enfriador de nitréogeno
liquido que permite trabajar en un rango de temperaturas desde la temperatura del

nitrégeno liquido hasta 802C [36].

Parallevar a cabo las mediciones, se prepararon soluciones de los ELRs modificados,
disolviendo 50 mg/ml del polimero en agua ultrapura. Estas soluciones se
mantuvieron a 42C para asegurar su estabilidad antes del experimento. En el
momento de la medicion, se depositaron 20 pl de la disolucién en un crisol de
aluminio, y la misma cantidad de agua ultrapura se colocé en un crisol de referencia.
Para asegurar la precision de las mediciones, se utilizo una balanza de alta precision

para igualar las masas de las muestras y las referencias.

El experimento de DSC sigui6 un programa que comenz6 con una fase de
estabilizacion isotérmica a 02C durante 5 minutos, seguida de un calentamiento a
una tasa de 42C por minuto hasta alcanzar 202C. Las curvas resultantes mostraron
los picos endotérmicos que indican la temperatura de transicion inversa de los

polimeros. Estos picos se analizaron para determinar la temperatura exacta de
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transicion térmica, calculada como la media de las mediciones repetidas para

asegurar la precision de los resultados.

Ademas de la temperatura de transicidn, la curva DSC permite calcular la entalpia
del proceso integrando el area bajo el pico, lo que proporciona informacién sobre la
energia involucrada en las transiciones de fase [36]. Este tipo de analisis es crucial
para entender cdmo las modificaciones quimicas afectan la estabilidad térmica y las
propiedades fisicas de los ELRs, aportando datos esenciales para su aplicacion en

biotintas y otros usos biomédicos.
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Figura 6. Esquema Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

5.5.3. Espectroscopia de Resonancia Magnética (RMN)

La Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una técnica analitica
esencial para la caracterizaciéon de la estructura molecular de compuestos tanto
orgdnicos como inorganicos. Su utilidad radica en la capacidad de estudiar el
entorno quimico de los nucleos atémicos dentro de una molécula al observar su
comportamiento en presencia de un campo magnético externo. En el contexto de
polimeros como los ELRs, la RMN resulta particularmente valiosa para determinar
la estructuray la pureza, proporcionando informacion detallada sobre la disposicion

y composicion atdmica de la molécula [38] [39].

El principio de la RMN se fundamenta en la capacidad de ciertos nucleos atémicos,
como el hidrégeno-1 (*H), el carbono-13 (*3C), el flior-19 (*°F) y el fésforo-31 (3*P),

para comportarse como diminutos imanes debido a su momento magnético. En
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ausencia de un campo magnético, los espines nucleares de estos nucleos estan
orientados aleatoriamente. Sin embargo, al aplicar un campo magnético externo,
estos espines se alinean con o en contra del campo. Los nucleos en un estado de
menor energia (alineados con el campo) pueden ser excitados a un estado de mayor
energia al absorber radiacién electromagnética a una frecuencia especifica,
conocida como frecuencia de resonancia. La diferencia de energia entre estos
estados depende de la intensidad del campo magnético aplicado. Cuando los nucleos
excitados regresan a su estado original, emiten una sefial que se registra en el

espectro de RMN [40] [41].

El espectro de RMN proporciona informacién clave sobre la intensidad, forma y
posicion de las sefiales, que son caracteristicas de los entornos quimicos de los
nucleos en la molécula. Por ejemplo, los ntcleos de hidrégeno estdn rodeados de
electrones que generan un campo magnético inducido opuesto al campo magnético
externo, en un fenémeno conocido como apantallamiento o diamagnetismo. Este
apantallamiento provoca que los protones en diferentes entornos electronicos
dentro de una molécula resuenen a frecuencias distintas, manifestindose en el
espectro como desplazamientos quimicos Unicos [42] [43]. El desplazamiento
quimico es una medida relativa que indica cdmo el entorno electrénico modifica la
frecuencia de resonancia de un nucleo especifico en comparacion con una referencia

estdndar, cominmente el tetrametilsilano (TMS) [43].

En este estudio, se empled la RMN para caracterizar estructuralmente los ELRs
modificados y cuantificar el rendimiento de las modificaciones quimicas. Las
muestras se prepararon disolviendo 6 mg del polimero en 0,6 ml de DMSO
deuterado, un solvente frecuentemente utilizado en RMN por su baja absorbancia
en la region de interés y su efectividad para disolver polimeros [40]. Los analisis se
realizaron en un espectrometro "Agilent Technologies NMR 400" del Laboratorio de
Técnicas Instrumentales de la Universidad de Valladolid, que permite obtener
espectros de alta resolucion, cruciales para identificar los grupos funcionales

afladidos durante la modificacion de los ELRs [38].

El andlisis de los espectros se llevé a cabo con el software MestreNova, que facilita
la integracion de los picos observados y el calculo del area bajo los mismos, esencial

para determinar la proporciéon de diferentes grupos funcionales presentes en la
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muestra. El software también permite comparar espectros antes y después de la
modificacidon quimica, evaluando asi el porcentaje de polimero modificado mediante

las sefales caracteristicas introducidas por los grupos azida y ciclooctino [41] [43].

Particularmente, la RMN de 'H desempefié un papel crucial en este estudio, al
ofrecer una vision detallada del entorno quimico de los protones en los ELRs. Los
desplazamientos quimicos permitieron identificar las posiciones de los grupos
funcionales introducidos, mientras que la integracién de los picos posibilité una
cuantificacion precisa del grado de modificacién del polimero. Este andlisis es
fundamental para garantizar que las modificaciones realizadas cumplen con los
requisitos necesarios para la formacién de biotintas y su aplicacién en la ingenieria

de tejidos [43].
5.6. Quimica “click” entre los polimeros modificados

Se prepararon varios hidrogeles, con y sin hidroxiapatita variando la concentracién

tanto de los elastémeros como de la HAp, mediante quimica click sin catalizador.

Para la preparacion de los geles, se disolvieron 75 mg/ml de cada ELR en agua
ultrapura, asegurando una disolucién completa y homogénea de las soluciones. Se
elaboraron tres tipos de geles por cada concentraciéon de hidroxiapatita dentro de
este rango de concentracién. Los primeros geles, utilizados como control, contenian
unicamente los ELRs modificados, sin la adicién de hidroxiapatita. En los siguientes
grupos de geles, se incorporaron concentraciones de 0.5, 1, 5y 10 mg/ml de HAp a
las soluciones de ELRs antes de iniciar la reaccién de formacion del gel. Este enfoque
se disefi6 para estudiar como varia la concentracion de HA las propiedades finales
del gel. Ademas, se prepararon geles con una concentracion mayor de ELRs,
disolviendo 125 mg/ml de cada uno. En estos casos, se siguié un procedimiento

similar, afiadiendo también 0.5, 1, 5 y 10 mg/ml de HAp antes de la reaccién "click".

La reaccion "click” se ejecuté mezclando las soluciones de ELRs modificados (con
grupos azida y ciclooctino) en proporciones equimolares. Para garantizar una
distribucién uniforme de los reactivos, la mezcla se agit6 suavemente y se dejo
reaccionar primero a 42C y después a temperatura ambiente. La cicloadicion entre
los grupos azida y ciclooctino permitié la formacidn de enlaces covalentes, creando

una red tridimensional y, en consecuencia, la formacién de los geles. En aquellos
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geles donde se habia afiadido HAp, este componente se integré en la matriz del gel,
lo que se espera que influya en las propiedades mecanicas y bioactivas del material

resultante.

El proceso de gelificacion se monitore6 tanto visualmente como mediante pruebas
tactiles, determinando el punto en el que se alcanzaba la consistencia adecuada de
gel. La formacidén completa del gel generalmente ocurriéo en un corto periodo,
variable segun la concentracién de ELRs y la presencia de HAp. Una vez formados,
los geles se almacenaron a 37°C en la estufa hasta su posterior caracterizaciéon y

analisis.
5.7. Reologia

Lareologia es una herramienta esencial para estudiar las propiedades viscoelasticas
de los geles formados mediante tecnologia "click". Estos analisis son fundamentales
para comprender cémo las diferentes concentraciones de ELRs y la adicién de HAp
influyen en las propiedades mecanicas de los geles, un aspecto crucial para su

potencial aplicacidn en la ingenieria de tejidos.

Para los experimentos reologicos, se utilizé un redmetro de control de esfuerzo AR-
2000ex (TA Instruments), equipado con una geometria de placa paralela y un
accesorio Peltier que permitié controlar y mantener la temperatura de las muestras.
Las mediciones se enfocaron en evaluar la evolucién de los moddulos de

almacenamiento (G") y de pérdida (G") en funcidn de la deformacién y la frecuencia.

Las muestras se colocaron entre las placas paralelas del reémetro a 4°C, asegurando
un gap en torno a 1000 pm para mantener la uniformidad en las mediciones. Se

realizaron dos tipos principales de analisis reoldgicos:

En el barrido de deformacién se mantuvo una frecuencia fija mientras se variaba la
deformacion aplicada, lo que permitié determinar los médulos de almacenamiento
(G") y de pérdida (G") en funcién de la deformacion. Este analisis fue clave para
identificar el limite lineal viscoelastico (LVE) del gel, el cual define el rango de

deformacion en el que el material mantiene un comportamiento elastico [44].

Por otro lado, el barrido de frecuencia se llevé a cabo manteniendo una deformacién

fija para evaluar cdbmo los médulos G’ y G” cambian con la frecuencia de oscilacion.
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Este tipo de analisis es fundamental para comprender la respuesta del gel bajo
diferentes condiciones de estrés mecanico, proporcionando informacion sobre su

comportamiento viscoelastico en diversas escalas de tiempo [44].

Las pruebas se realizaron a 37°C para simular condiciones fisiologicas. Estas
mediciones permitieron caracterizar la rigidez del gel y su capacidad para resistir la

deformacion bajo diferentes condiciones experimentales.

En este estudio, se analizaron varios parametros reoldgicos clave para caracterizar
el comportamiento viscoelastico de los geles. El modulo de almacenamiento (G')
representd la energia almacenada elasticamente en el material durante la
deformacion. Un valor mas alto de G’ indica un material més rigido y elastico, lo cual

es deseable en aplicaciones donde se requiere estabilidad estructural [45].

El médulo de pérdida (G"), por su parte, represent6 la energia disipada como calor
durante la deformacion, siendo un parametro esencial para entender la viscosidad
interna del material y su capacidad para disipar energia bajo esfuerzo [46]. El
moédulo complejo (|G*|) combiné G' y G”, proporcionando una visién general de la

rigidez total del material, considerando tanto la elasticidad como la viscosidad [47].

Finalmente, la tangente de delta (tan §), que es larelacion entre G” y G', proporcion6
informacion sobre la dominancia relativa de las propiedades viscoelasticas del
material. Un valor de tan 6§ menor que 1 indic6 un comportamiento mas elastico,

mientras que un valor mayor que 1 seflalé un comportamiento mas viscoso [48].

El andlisis de estos parametros permitid clasificar los geles en términos de su
comportamiento reoldgico bajo diferentes condiciones, lo cual es crucial para su

disefio y aplicacion en ingenieria de tejidos [39].
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6. Resultados y discusion.

En este apartado se analizan los resultados obtenidos mediante diversas técnicas,
con el fin de evaluar si se han cumplido los objetivos planteados en este trabajo.
Primero, se aborda la caracterizaciéon de los polimeros modificados, VKV-azida,
VKV-ciclooctino y HRGD-azida, utilizando técnicas como FTIR, DSC y RMN. Estos
andlisis permitiran confirmar la incorporacién de los grupos funcionales especificos

en las estructuras poliméricas y evaluar sus propiedades térmicas y estructurales.

A continuacion, se presentan los resultados de la formacién de hidrogeles a través
de la tecnologia click, junto con la evaluacién de sus propiedades mecanicas

mediante reologia.
6.1. Caracterizacion de polimeros.

Los polimeros utilizados en este proyecto fueron especificamente modificados por
mi para este TFG. Su caracterizacion se llevé a cabo mediante técnicas como FTIR,

DSC y RMN, con el objetivo de confirmar las modificaciones quimicas introducidas.
6.1.1. Espectrometria de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)

Se utilizd la FTIR para obtener el espectro del polimero modificado. Este espectro
fue comparado con el del polimero original, sin modificar, con el fin de verificar la

correcta incorporacién del grupo funcional deseado.
VKV-Azida

El espectro FTIR correspondiente al polimero VKV modificado con un grupo azida

se muestra en la siguiente figura:
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Figura 7. Espectro FTIR de VKV-N3

La principal caracteristica que se buscaba identificar en este espectro era la banda
de absorcion correspondiente al grupo azida (Ns), ubicada tipicamente en la regiéon
de 2100-2200 cm™. El espectro obtenido muestra un pico notable en esta area,
confirmando que el grupo azida ha sido incorporado exitosamente en la estructura
del polimero VKV. Al comparar este espectro con el del polimero VKV sin modificar,
se observa la aparicién de este nuevo pico, lo que indica que la modificacién quimica

se realizo de manera efectiva [49].
VKV-Ciclooctino

El espectro FTIR del polimero VKV modificado con un grupo ciclooctino se presenta

en la siguiente figura:
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Figura 8. Espectro FTIR de VKV-ciclooctino

La interpretacion de este espectro es mas compleja debido a la simetria del anillo de
ciclooctino, que provoca la cancelacién de las vibraciones del triple enlace de

carbono en la regién de 2500-2000 cm™.

Como resultado, no se observan
diferencias significativas al compararlo con el espectro del VKV sin modificar.
Debido a estas limitaciones inherentes a la técnica FTIR para esta modificacién
especifica, se decidi6 complementar la caracterizaciéon con técnicas adicionales,

como la RMN, que se describirdn mas adelante [49].

HRGD-Azida

El espectro FTIR correspondiente al polimero HRGD modificado con un grupo azida

se muestra en la siguiente figura:
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Figura 9. Espectro FTIR de HRGD-N3

De manera similar al caso de VKV-azida, se esperaba identificar una banda en la
region de 2100-2200 cm™?, correspondiente a la vibracion del grupo Ns. El espectro
muestra un pico en esta region, pero existe mucho ruido en ese intervalo. La
comparacion con el espectro del polimero HRGD sin modificar también evidencia

este cambio, para confirmar la modificacién usamos el RMN [49].
6.1.2. Calculo de la Temperatura de Transicion Inversa

La DSC se utilizé para determinar la TTI de los polimeros modificados VKV-
ciclooctino y HRGD-N3. Para determinar la TTI, se realizaron tres mediciones de DSC
con las disoluciones preparadas, calculando la media de los picos de transicion

obtenidos, junto con su desviacién estandar.

Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 4. Para la disolucion de VKV-
ciclooctino, la TTI fue de 19.89 + 0.20 2C, mientras que para HRGD-N3, la TTI se
registro en 16.19 + 0.17 2C. En el caso de VKV-N3, la temperatura de transicion

inversa calculada fue de 18.35 + 0.18 °C.

Como se explicé en el apartado 3.4.2, los ELRs presentan un comportamiento
termosensible caracteristico. A temperaturas inferiores a su TTI, las cadenas

poliméricas permanecen extendidas. Al superar esta temperatura, las cadenas se
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reordenan y pliegan, formando estructuras estables gracias a interacciones
hidrofébicas. Dado que las TTI medidas para los tres polimeros son inferiores a la
temperatura fisiologica (37 2C), se confirma que los ELRs tenderan a formar

agregados a dicha temperatura.

ELR Temperatura de transicion inversa
HRGD-N3 16.18 +0.16 °C
VKV-ciclooctino | 19.91 £ 0.18 2C
VKV-N3 18.35+0.18C

Tabla 4. Resultados de la temperatura de transicion inversa.

Los valores de TTI inferiores a la temperatura fisiolégica son especialmente
importantes porque indican que, bajo condiciones fisioldgicas, los ELRs tenderan a
formar agregados y redes estables, lo que es esencial para el éxito de los geles en

aplicaciones biomédicas, como la regeneracién 6sea.
6.1.3. Calculo del porcentaje de polimero modificado

Mediante un analisis de RMN se verificé la correcta modificacién de los polimeros
VKV-ciclooctino, HRGD-N3, y VKV-N3, y se determind el porcentaje de modificacion
en cada caso. El espectro de cada polimero modificado se comparé con el espectro

del polimero sin modificar, con el objetivo de identificar las diferencias entre ambos.
HRGD-N3

En la Figura 8 se muestra el espectro de RMN del HRGD-N3 modificado, donde se
integraron las sefiales para determinar cuantas lisinas fueron modificadas. Al
analizar la secuencia de aminoacidos del polimero HRGD puro, se identificaron las

siguientes cantidades y sefiales correspondientes a los grupos funcionales:

e 1356 CH; con sefiales alrededor de 1 ppm.
e 570 NH con sefiales en torno a 8 ppm.

e 382 CH; con senales entre 1.3 - 1.5 ppm.

e 827 CH; con senales entre 2.0 - 2.7 ppm.

e 1244 CH; con sefales entre 3.5 - 4.5 ppm.

Al comparar este espectro con el del HRGD-N3, se observa la aparicion de picos

adicionales en las regiones de 7.3 ppm, 3 ppm y 4 ppm, ausentes en el espectro del

30



polimero HRGD sin modificar. Estas nuevas sefiales corresponden a las lisinas

modificadas por la incorporacién del grupo azida.

La integral del pico situado en 7.3 ppm indica que aproximadamente 13.11 de las 24
lisinas presentes en el polimero fueron modificadas, lo que representa un porcentaje

de modificacién del 54.63%.
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Figura 10. RMN HRGD-N3

VKV-ciclooctino

En la Figura 9 se muestra el espectro de RMN del polimero VKV-ciclooctino. La
secuencia de aminoacidos del VKVx24 sin modificar revela las siguientes cantidades

de grupos funcionales:

e 1596 CH; con sefiales alrededor de 1 ppm.

e 564.69 NH con sefiales en torno a 8 ppm.

e 422.7 CH con sefales entre 1.7 - 1.8 ppm.

e 838.46 CH; con sefiales entre 2.0 - 2.7 ppm.
e 1261.15 CH; con sefiales entre 3.5 - 4.5 ppm.
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Estableciendo la linea base de referencia en los protones del grupo CHs, se asigna
una integral de 1596. Las sefales entre 1.0 - 2.7 ppm, cuya suma integra a 1079.55,
corresponden aproximadamente a los protones CH, del VKVx24 puro. En la regiéon
de 3.5 - 4.5 ppm, la suma de las integrales es 1224.35, coincidiendo con los protones
CH,, tedricos en esa zona. La sefial en 8 ppm corresponde a los grupos NH con una

integral de 556.34.

Ademas, aparecen tres picos adicionales en 3, 4, y 7 ppm, que no se observan en el
espectro del polimero sin modificar. Estos picos se asocian a la modificacién quimica
del polimero, con el pico a 7 ppm atribuido a la sustituciéon de los protones en el
grupo amina de la lisina por un protén adicional unido al grupo amida. Las sefiales
en 3y 4 ppm indican otras modificaciones estructurales debido a la introduccién de
grupos ciclooctino. La integral del pico en 7 ppm sugiere que 14.39 de las 24 lisinas

han sido modificadas, lo que representa un porcentaje de modificacion del 59.96%.
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Figura 11. RMN de VKV-ciclooctino
VKV-N3

En la Figura 10 se presenta el espectro de RMN del VKV-N3 modificado, donde se

integraron las seflales para determinar la cantidad de lisinas que fueron
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modificadas. En este caso las sefiales y cantidades de los grupos funcionales son

iguales a los del apartado anterior.

Al comparar este espectro con el del VKV sin modificar, se observan picos
adicionales en las regiones de 7.3 ppm, 3 ppm y 4 ppm, que no estan presentes en el
espectro del polimero VKV sin modificar. Estos picos adicionales se asocian con la
modificacién quimica del polimero, especificamente debido a la introduccién del

grupo azida.

En particular, la integral del pico a 7.3 ppm sugiere que se han modificado
aproximadamente 13.2 de las 24 lisinas presentes en el polimero, lo que

corresponde a un porcentaje de modificacién del 55%.
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6.2. Formacion de geles mediante quimica click

Al formar geles mediante la reaccién quimica "click" entre los polimeros VKV-ciclo
y HRGD-N3, y entre VKV-ciclo y VKV-N3, se observaron diferencias notables en su
comportamiento tras 24 horas de hidratacion en agua miliQ a 372 para simular

condiciones fisiolégicas. Estas diferencias se explican considerando tanto las
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propiedades quimicas y estructurales de los polimeros involucrados como las

interacciones moleculares que ocurren durante la formacion del gel.

Geles VKV-ciclo y HRGD-N3

Los geles resultantes de la combinacién de VKV-ciclo y HRGD-N3 mostraron una
hinchazén significativa y una textura blanda después de la hidratacion. Este
comportamiento se debe, en gran medida, a la composicion de HRGD-N3 que tiene
una alta densidad de grupos hidrofilicos debido a la presencia de glicina, prolina y
otros aminoacidos que facilitan la formacion de puentes de hidrégeno con las

moléculas de agua [50].

Al sumergir estos geles en agua miliQ, los grupos hidrofilicos de HRGD-N3 establecen
multiples interacciones de puentes de hidrégeno, lo que provoca la absorcién de
grandes cantidades de agua. Esto conduce a una expansidn significativa de la red
polimérica, aumentando su volumen y reduciendo su densidad, lo que da lugar a una
textura mas blanda y menos resistente. Aunque VKV-ciclo también participa en la
formacién del gel, su contribucion a la rigidez estructural es menor debido a la
predominancia de las propiedades hidrofilicas y la flexibilidad de HRGD-Ns. Asi, la
red resultante, a pesar de los enlaces covalentes formados entre el grupo ciclooctino
de VKV-ciclo y el grupo azida de HRGD-N3, sigue siendo altamente permeable al

agua, favoreciendo una estructura mas suave y flexible [51].

Geles VKV-ciclo y VKV-N3

Por otro lado, los geles formados por la reacciéon entre VKV-ciclo y VKV-N3
mostraron una ligera disminucion en el tamafo y una consistencia mas firme tras la
hidratacion en agua miliQ. Este comportamiento se debe a que VKV-N3, disefiado con
una estructura mas homogénea y menos hidrofilica que HRGD-N3, no favorece la
absorcion excesiva de agua. Los grupos funcionales de VKV-N3, compuestos
principalmente por secuencias de aminoacidos como valina, prolina y glicina, estan

configurados de manera que limitan la capacidad de hinchazdén del gel.

Ademas, la red reticulada formada por la reaccién "click" entre VKV-ciclo y VKV-N3

es mas densa y menos permeable, lo que restringe la absorcién de agua y preserva
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la forma y el tamafio del gel, resultando en una estructura mas compacta y estable
[42]. Esta estructura mas rigida es menos propensa a deformarse, lo que la hace mas
adecuada para aplicaciones que requieren una mayor resistencia mecanica y

estabilidad estructural.
Interpretacion de los resultados.

Este comportamiento diferencial es crucial en aplicaciones biomédicas, donde las
propiedades mecanicas y la estabilidad estructural de los geles pueden determinar
su éxito en distintas aplicaciones, como en scaffolds para ingenieria de tejidos o en
sistemas de liberacién controlada de farmacos. Los geles con HRGD-N3, mas
hidrofilicos, tienden a hincharse mas y a ser mas blandos, mientras que los geles con
VKV-N3 son mas compactos y estables, lo que resulta en una menor hinchazén y una
mayor consistencia. Estas diferencias subrayan la importancia de la composicion
quimica y la estructura molecular en la determinacién de las propiedades finales de

los geles.
6.3. Pruebas reoldgicas

Las pruebas reoldgicas realizadas en este trabajo permitieron evaluar las
propiedades mecanicas de los geles formados por los polimeros modificados
mediante la quimica "click". En particular, se analizaron los modulos de
almacenamiento (G'), médulo de pérdida (G"), el médulo complejo (|G*|), y el factor
de pérdida (tan §8), que proporcionan informacién crucial sobre la rigidez,
elasticidad y comportamiento viscoeldstico de los geles en funcién de la

deformacion (strain) y la frecuencia.
Analisis de los mddulos G', G" y |G*| en funcién de la frecuencia

Para este analisis, se han representado los resultados obtenidos a diferentes
concentraciones de HAp y con los ELR y HRGD modificados, centrandonos en los

datos obtenidos a una frecuencia de 1 Hz. Esta frecuencia es especialmente
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relevante para evaluar el comportamiento de los geles bajo condiciones de estrés

mecanico moderado.

En una primera fase, se analiz6 la evolucion de los médulos de almacenamiento (G')
y pérdida (G'") en funcién de la frecuencia (Figura 12), observando cémo varian
ambos modulos en distintas formulaciones. Sin embargo, para obtener una
visualizacion mas clara y comparativa entre las diferentes formulaciones, se decidio
representar los resultados a 1 Hz mediante graficos de barras. Esto facilita la
identificacién de diferencias significativas en las propiedades mecanicas de los geles

bajo estas condiciones especificas.
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Figura 12. Médulos vs. frecuencia de geles control de 75 mg/ml ELR

En los geles control de 75 mg/ml de ELR (Figura 13), se observa que el modulo de
almacenamiento (G') es significativamente mayor que el médulo de pérdida (G'"), lo
que indica un comportamiento mayoritariamente eldstico. La red polimérica
entrecruzada almacena eficientemente la energia durante la deformacién, lo que
refleja la estabilidad estructural del gel. Esto sugiere que, a bajas concentraciones de
HA, la red de ELR puede mantener una estructura robusta con una capacidad

limitada para disipar energia.

La adicién de 0.5 mg/ml de HAp provoca un aumento en G'y G", lo que sugiere que
la matriz polimérica se refuerza. Sin embargo, el incremento mas pronunciado en G"
indica que el gel comienza a comportarse de manera mas viscoelastica, lo que refleja

una mayor interacciéon entre la HAp y la matriz de ELR. La hidroxiapatita, al
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introducir nuevos puntos de entrecruzamiento, aumenta la rigidez del gel, aunque
también introduce heterogeneidades que favorecen la disipacién de energia. Este
comportamiento concuerda con estudios previos que indican que la HAp puede
funcionar como refuerzo mecanico, pero también aumentar las complejidades

viscoelasticas en la matriz.

A concentraciones de 5 mg/ml de HAp, G' alcanza su valor mas alto, lo que indica
una mayor rigidez en el gel. Esto puede deberse a la creacion de una estructura mas
densa por la mayor cantidad de puntos de entrecruzamiento proporcionados por la
HAp. Sin embargo, el aumento en G" sugiere una mayor disipacion de energia,
posiblemente debido a la formacion de microdominios de HAp que distribuyen el

estrés de manera desigual, lo que aumenta la viscoelasticidad.

Cuando la concentracién de HAp llega a 10 mg/ml, los valores de G' y |G*|
disminuyen. Este comportamiento podria explicarse por la aglomeracion de
particulas de HAp, lo que afecta la homogeneidad de la red polimérica,
comprometiendo su capacidad de almacenamiento eficiente de energia. A
concentraciones tan elevadas, es probable que la HAp deje de funcionar como un

refuerzo homogéneo y se convierta en un factor de inestabilidad que debilita la red.
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Figura 13. Médulos a frecuencia 1 Hz de geles de 75mg/ml ERL

Al comparar los geles que contienen VKV-N3 con los de HRGD-N3 (Figura 14), se

observan diferencias importantes. Los geles con HRGD-N3 presentan valores mas
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bajos de G', lo que sugiere que la interaccion entre HRGD-N3 y HAp es menos eficaz
para formar una red densa y entrecruzada. Esto puede estar relacionado con la
estructura del propio HRGD-N3, que parece tener menos capacidad para formar

interacciones fuertes con la HAp en comparacién con VKV-Ns.

Ademas, el aumento de G" en los geles con HRGD-N3 indica una mayor disipaciéon de
energia durante la deformaciéon, lo que sugiere un comportamiento mas
viscoelastico. Este fendmeno podria estar vinculado a una distribucion menos
uniforme de los puntos de entrecruzamiento, creando zonas de concentracién de
estrés que facilitan la disipacién de energia. La mayor viscoelasticidad observada en
estos geles también puede deberse a la incapacidad del HRGD-N3 para mantener una

estructura cohesiva y elastica a concentraciones mas altas de HAp.

La adicién de una mezcla de 50% agua y 50% etanol a los geles con 0.5 mg/ml de
HAp (Figura 14) reduce considerablemente los valores de G' y |G*|. Esto sugiere que
el etanol interfiere en el proceso de autoensamblaje del ELR, disminuyendo la
capacidad de las cadenas poliméricas para formar una red sélida. El agua, por ser
altamente polar, facilita la solvataciéon de las cadenas de ELR, favoreciendo las
interacciones moleculares. Sin embargo, el etanol, menos polar, reduce esta
solvatacién, afectando negativamente la capacidad del ELR para formar una red
entrecruzada. Como resultado, la rigidez del gel disminuye, haciéndolo mas

susceptible a la deformacién.
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Figura 14. Médulos a frecuencia 1 Hz de geles de 75mg/ml ERL con otras
composiciones

En los geles con mayor concentracion de ELR (125 mg/ml) representados en la
Figura 15, se observa un aumento significativo en los valores de G' y |G*| en
comparacion con los geles de 75 mg/ml. Esto indica que una mayor densidad de ELR
proporciona una red mas resistente y estable, con mayor capacidad para soportar la
deformacion. No obstante, al incrementar la concentracién de HAp a 1 mg/ml, se
detecta un aumento en G'", lo que indica un comportamiento mas viscoelastico. La
interaccién entre una red mas densa y las particulas de HAp parece crear
microdominios que interfieren con la distribucion homogénea del estrés, lo que

provoca una mayor disipacion de energia.

A concentraciones de 5 mg/ml de HAp, los valores de G' y G" disminuyen
ligeramente en comparacién con concentraciones menores, lo que sugiere que la
aglomeracién de particulas de HAp puede estar comprometiendo la red polimérica,
reduciendo su rigidez y capacidad para almacenar energia elastica. Sin embargo, en
comparacién con los geles de 75 mg/ml, los geles de 125 mg/ml muestran mayor
estabilidad estructural, lo que sugiere que una red polimérica mas densa es menos

susceptible a las heterogeneidades introducidas por la HAp.
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Moddulos a frecuencia 1 Hz
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Figura 15. Médulos a frecuencia 1 Hz de geles de 125 mg/ml ERL

Al analizar los médulos de almacenamiento (G'), de pérdida (G") y el moédulo
complejo (|G*|) en funcién de la frecuencia, se incorporaron barras de error en las
Figuras 13, 14 y 15 para reflejar la variabilidad observada entre las formulaciones
de geles de ELR con HAp y HRGD-N3. Estas barras permiten evaluar la consistencia
de los datos y la precision de los resultados obtenidos en los experimentos
reologicos. Aunque los datos presentan cierta dispersion, las tendencias principales
se mantienen claramente definidas, lo que sugiere que las variaciones no alteran de
manera significativa las conclusiones generales sobre el comportamiento de los

geles.

En los geles de 75 mg/ml de ELR (Figura 13), se detecta una mayor dispersion de
los valores a concentraciones mas altas de HAp, especificamente en las
formulaciones con 5 mg/ml y 10 mg/ml. Esta variabilidad podria deberse a las
heterogeneidades introducidas en la red polimérica a medida que se incrementa la
cantidad de HAp, lo que afecta la rigidez y la viscoelasticidad del gel. La formacién
de microdominios o incluso la aglomeraciéon de particulas de HAp a estas
concentraciones puede contribuir a las diferencias observadas entre los

experimentos, reflejadas en las barras de error mas amplias.

El efecto de HRGD-N3 es aun mas evidente en la Figura 14, donde las barras de error
muestran una mayor dispersiéon en comparaciéon con los geles sin HRGD-Ns. La

presencia de este componente parece interferir en la formaciéon de una red
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polimérica uniforme, lo que genera una menor reproducibilidad de los resultados.
Esto sugiere que la interaccidon entre HRGD-N3 y HAp no es tan eficiente como en los
geles sin HRGD-N3, lo que lleva a una estructura menos estable y mas heterogénea,

afectando asi la coherencia de las mediciones.

Por el contrario, en los geles con una mayor concentracion de ELR (125 mg/ml)
mostrados en la Figura 15, las barras de error son mas reducidas, lo que indica una
menor variabilidad en los resultados. Esto sugiere que una red polimérica mas densa
proporciona una mayor estabilidad estructural, reduciendo las fluctuaciones
experimentales incluso a concentraciones mas altas de HAp. En este caso, la mayor
densidad de ELR parece mejorar la capacidad de la red para integrar HAp de manera
mas uniforme, disminuyendo las heterogeneidades que tipicamente aparecen a

concentraciones elevadas.

En resumen, las barras de error revelan que la reproducibilidad tiende a disminuir
con el aumento de la concentracién de HAp y la adicién de HRGD-N3, reflejando un
comportamiento mas heterogéneo en la red polimérica. Sin embargo, en geles con
una mayor concentracién de ELR, la estructura parece ser mas robusta y menos
susceptible a estas variaciones, lo que resulta en una mayor consistencia entre las

repeticiones experimentales.
Analisis de tan(8) en funcion de la frecuencia

Los valores de tan(8) ofrecen informacidn crucial sobre la relacion entre la energia
almacenada (G') y la energia disipada (G') durante la deformacion de los geles. Un
valor bajo de tan(6) indica que el material es predominantemente elastico, mientras
que un valor mas elevado sugiere un comportamiento viscoelastico, lo que implica

una mayor pérdida de energia.

En la Figura 16, se observa el comportamiento de tan(6) en geles de 75 mg/ml de
ELR con diferentes concentraciones de HAp. El gel control presenta el valor mas bajo
de tan(6), lo que confirma su naturaleza predominantemente eldstica y su capacidad
para almacenar eficientemente la energia durante la deformacioén, lo que indica una
red polimérica bien estructurada. Con la incorporacién de 0.5 mg/ml de HAp, tan(5)

aumenta ligeramente, aunque el gel sigue siendo mayoritariamente elastico. Este
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incremento moderado sugiere que la HAp, en pequefias concentraciones, actia

como un refuerzo que no compromete significativamente la elasticidad del material.

Cuando se incrementa la concentracion de HAp a 1 mg/ml, se observa un aumento
notable en tan(d). Este comportamiento indica que el gel se vuelve mas
viscoelastico, probablemente debido a la introduccion de heterogeneidades en la
red polimérica, como la formaciéon de microdominios de HAp, que afectan la
uniformidad en la deformacién. A 5 mg/ml de HAp, tan(6) alcanza su valor maximo,
lo que refleja una mayor viscoelasticidad y una estructura menos homogénea, con
mayor pérdida de energia durante la deformacién. Finalmente, con 10 mg/ml de
HAp, se produce una ligera disminuciéon en tan(6), probablemente debido a la
aglomeracién de particulas de HAp, lo que genera una estructura mas heterogénea,
pero con una menor pérdida de energia en comparacién con concentraciones

intermedias de HAp.

tan(delta) a frecuencia 1Hz
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0,15 m 1 mg/mlHAp
B 5 mg/mlHAp
0,1
B 10 mg/mlHAp
0,05
0

Figura 16. tan(delta) a frecuencia 1 Hz de geles de 75 mg/ml ELR

tan(delta)

En la Figura 17, se presenta el andlisis de tan(8) a 1 Hz para geles de 75 mg/ml de
ELR con diferentes composiciones de HAp y HRGD-Ns. El gel formado con 0.5 mg/ml
de HAp en una mezcla de 50% agua y 50% etanol muestra valores bajos de tan(§),
lo que refleja un comportamiento predominantemente elastico, similar al de los
geles sin etanol. La adicion de etanol no parece haber incrementado
significativamente la viscoelasticidad del gel, lo que sugiere que la interaccion entre

el ELR y la HAp no se ve drasticamente afectada por este solvente.
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Al incrementar la concentraciéon de HAp a 5 mg/ml e introducir HRGD-N3, tan(6)
muestra un aumento, indicando una transiciéon hacia un comportamiento mas
viscoelastico. La presencia de HRGD-N3 parece interferir con la estructura de la red
polimérica, lo que resulta en una mayor disipacion de energia durante la
deformacion. Con 10 mg/ml de HAp y HRGD-N3, tan(8) alcanza su valor maximo, lo
que sugiere que la estructura del gel se ha vuelto aun mas viscoelastica,
probablemente debido a la mayor concentraciéon de HA y a la interferencia de HRGD-
N3 en la red, creando una estructura mas heterogénea y menos eficiente en el

almacenamiento de energia.

tan(delta) a frecuencia 1 Hz
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0,04 N3
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Figura 17. tan(delta) a frecuencia 1 Hz de geles de 75 mg/ml ELR con distintas
composiciones

En la Figura 18, que muestra el comportamiento de tan(d) en geles de 125 mg/ml
de ELR, se observan diferencias notables en comparaciéon con los geles de menor
concentracion de ELR. Para los geles con 0.5 mg/ml de HAp, tan(8) sigue siendo
relativamente bajo, lo que indica que la red polimérica es mayoritariamente elastica.
La mayor concentracion de ELR proporciona una estructura mas densay resistente,
lo que permite almacenar eficientemente la energia sin un aumento significativo en

la viscoelasticidad.

Al aumentar la concentracion de HAp a 1 mg/ml, tan(6) alcanza su valor mas alto, lo
que refleja un cambio hacia un comportamiento mas viscoelastico. Esto sugiere que,
aunque la red polimérica es mas densa, la mayor cantidad de HAp introduce

heterogeneidades que aumentan la pérdida de energia durante la deformacion. A 5
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mg/ml de HAp, tan(8) disminuye, lo que indica una recuperacion parcial del caracter
elastico del gel, posiblemente debido a una mejor integracidn de las particulas de
HAp en la red polimérica. Finalmente, con 10 mg/ml de HAp, tan(8) disminuye
ligeramente, lo que sugiere que el gel mantiene una buena elasticidad a pesar de la
alta concentracién de HAp. Esto podria estar relacionado con la capacidad de la red
polimérica mas densa para manejar mejor las particulas de HAp, evitando una

mayor pérdida de energia.

tan(delta) a frecuencia 1Hz
0,1
0,09
0,08

0,07
m0,5mg/mlLHAp

0,06
B 1 mg/mlHAp

0,05
B 5 mg/mlHAp
0,04
B 10 mg/mlHAp
0,03
0,02
0,01
0

Figura 18. tan(delta) a frecuencia 1 Hz de geles de 125 mg/ml ELR

tan(delta)

Las barras de error presentadas en las graficas de los mddulos (Figuras 13, 14y 15)
y de tan(8) (Figuras 16, 17 y 18) proporcionan informacién crucial sobre la
reproducibilidad de los datos y la coherencia de los resultados obtenidos en los

experimentos reolégicos.

En los geles de 75 mg/ml de ELR (Figuras 13y 16), se observa una mayor dispersion
en los valores conforme aumenta la concentracion de HAp, especialmente en las
formulaciones con 5 mg/ml y 10 mg/ml. Esta variabilidad podria deberse a la
introduccion de heterogeneidades en la red polimérica, como la formacion de
microdominios de HAp o la aglomeracion de particulas, lo que afecta la uniformidad
del gel y aumenta la variabilidad en las mediciones. Este fendmeno es
particularmente evidente en los valores de tan(6), donde las barras de error se
amplian en concentraciones intermedias de HAp (5 mg/ml). En contraste, las

concentraciones mas bajas de HAp muestran una mayor consistencia en los
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resultados, con barras de error mas estrechas, lo que sugiere una mejor integracion

de los componentes en estas formulaciones.

Por otro lado, los geles que contienen HRGD-N3 (Figuras 14 y 17) presentan una
mayor variabilidad en comparacion con los geles que contienen solo ELR y HAp. Esta
mayor dispersidon podria estar relacionada con la interferencia de HRGD-N3 en la
estructura de la red polimérica, lo que introduce mas heterogeneidades y
dificultades para formar una red bien entrecruzada, afectando la coherencia de los
resultados. En estos casos, la adicion de HRGD-N3 parece debilitar la capacidad de la
red polimérica para integrarse homogéneamente, lo que se refleja en la mayor

dispersion de las mediciones.

En cuanto a los geles con mayor concentracion de ELR (125 mg/ml, Figuras 15y 18),
se observa una mayor consistencia en los resultados, con barras de error mas
reducidas en comparacién con los geles de 75 mg/ml de ELR. Esto sugiere que una
red polimérica mas densa y estable es capaz de incorporar mejor las particulas de
HAp, reduciendo la heterogeneidad del sistema y permitiendo obtener mediciones
mas reproducibles. No obstante, en concentraciones intermedias de HAp, se detecta
una mayor variabilidad, reflejada en barras de error mas amplias, lo que podria estar
relacionado con la formaciéon de microdominios de HAp que introducen

heterogeneidades en la estructura del gel.

En conjunto, los resultados sugieren que la reproducibilidad de los datos tiende a
disminuir con el aumento de la concentraciéon de HAp y la adicién de HRGD-N3, lo
que refleja un comportamiento mas heterogéneo en la red polimérica. Por otro lado,
en los geles con mayor concentracién de ELR (125 mg/ml), la estructura parece ser
mas robusta y menos susceptible a estas variaciones, lo que se traduce en una mayor

consistencia entre las repeticiones experimentales.
Analisis de los médulos G', G", |G*| y tan(8) en funcion de la deformaciéon

El andlisis de los moédulos de almacenamiento (G'), de pérdida (G") y del médulo
complejo (|G*|) en funcion de la deformacién, como se muestra en la Figura 19,
revela que los geles de 75 mg/ml de ELR mantienen un comportamiento
relativamente estable en la mayoria de los casos. G' se mantiene casi constante, lo

que sugiere que la estructura del gel es lo suficientemente robusta para resistir
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deformaciones sin alterar significativamente su capacidad de almacenamiento de
energia elastica. Sin embargo, a medida que la deformaciéon aumenta, en algunos
geles se aprecia una ligera disminucién de G', 1o que indica una relajacién estructural

bajo condiciones de mayor estrés.

En los geles de control, que no contienen HAp, los valores de G' son mas bajos en
comparaciéon con los geles que incorporan HAp, lo que confirma que la
hidroxiapatita refuerza la estructura. Con el aumento de la concentracion de HAp, G'
incrementa significativamente, sobre todo en las formulaciones que contienen 5
mg/ml y 10 mg/ml de HAp. Esto sugiere que la presencia de HAp favorece un
entrecruzamiento mas eficaz de la red polimérica, haciendo que el gel sea mas

resistente a la deformacion.
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Figura 19. G"vs. deformacion de geles de 75 mg/ml de ELR

En la Figura 20, los médulos de pérdida (G") muestran una mayor dispersion,
especialmente en las formulaciones con concentraciones mas altas de HAp. Este
comportamiento indica que la viscoelasticidad del gel aumenta a medida que se
incrementa el contenido de HAp, ya que la energia se disipa mas durante la
deformacion. Las formulaciones con 5 mg/mly 10 mg/ml de HAp presentan valores

mas elevados de G", lo que sugiere que la presencia de microdominios de HAp
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genera areas dentro del gel que se relajan y contribuyen a una mayor pérdida de

energia.

G~ frente a % deformacion

0 5 10 15 20

% deformacion

1400
1200
1000
80
60
40
20

Médulos (Pa)
o o o

o

0

mControl m®0,5mg/mlHAp ®B1mg/mlHAp mB5mg/mlHAp ®10mg/mlHAp

Figura 20. G”" vs. deformacion de geles de 75 mg/ml de ELR

El andlisis del moédulo complejo (|G*|) en la Figura 21 refuerza esta tendencia
observada en G' y G". A medida que aumenta la concentracién de HAp, también lo
hace el valor de |G*|, lo que indica una mayor rigidez total del material. Las
formulaciones con 5 mg/ml y 10 mg/ml de HA presentan los valores mas altos de
|G*|, destacando el papel de la HAp como un agente que refuerza significativamente
la red polimérica al actuar como puntos adicionales de entrecruzamiento que

mejoran la resistencia del gel ante la deformacion.
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Figura 21. |G*| vs. deformacién de geles de 75 mg/ml de ELR

Cuando se comparan los resultados con los geles que contienen HRGD-N3 (Figuras
22-24),los valores de G', G" y |G*| son notablemente mas bajos en comparacion con
los geles que contienen VKV-N3. Esto sugiere que HRGD-N3 no forma una estructura
de entrecruzamiento tan eficiente con la HAp, resultando en una red polimérica
menos rigida. Ademas, la mayor dispersion de G" en estos geles refleja un
comportamiento mas viscoelastico, con una mayor pérdida de energia durante la

deformacion.

En cuanto a los geles que incorporan una mezcla de 50% agua y 50% etanol, estos
muestran un comportamiento intermedio en cuanto a rigidez, con valores de G'y G"
menores que en los geles con mayores concentraciones de HAp. Esto sugiere que el
etanol afecta la homogeneidad de la red polimérica, generando una estructura

menos eficiente en el almacenamiento de energia elastica.
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Figura 22. G"vs. deformacioén de geles de 75 mg/ml de ELR
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|G*| frente a % deformacion
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Figura 24. |G*| vs. deformacién de geles de 75 mg/ml de ELR
Por otro lado, los geles de 125 mg/ml de ELR (Figuras 25-27) presentan una

tendencia similar a la observada en los geles de menor concentraciéon, con
incrementos en G', G" y |G*| a medida que aumenta la concentraciéon de HAp. Las
formulaciones con 5 mg/ml y 10 mg/ml de HAp exhiben los valores mas altos de G'
y |G*|, lo que indica que una red polimérica mas densa es capaz de soportar mejor
las deformaciones sin comprometer su rigidez. Sin embargo, se observa una mayor
dispersion en G'" en estas formulaciones, lo que indica que la viscoelasticidad
aumenta cuando la red polimérica se vuelve mas heterogénea, posiblemente debido

a la aglomeracion de particulas de HAp.
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Figura 25. G vs. deformacion de geles de 125 mg/ml de ELR
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Figura 26. G vs. deformacion de geles de 125 mg/ml de ELR
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Figura 27. |G*[ vs. deformacién de geles de 125 mg/ml de ELR

En conclusion, el analisis de los mddulos G', G" y |G*| en funcion de la deformacion
revela que la incorporacion de HAp refuerza la red polimérica de ELR, aumentando
su rigidez y resistencia a la deformacion. Sin embargo, a concentraciones mas altas
de HAp, también se incrementa la viscoelasticidad, lo que sugiere la formacién de
una estructura menos homogénea con una mayor disipacion de energia. Los geles
que contienen HRGD-N3 presentan una menor rigidez y mayor viscoelasticidad en
comparaciéon con los geles con VKV-N3, mientras que la mezcla de etanol y agua
genera una estructura mas débil y heterogénea, menos eficiente en términos de

almacenamiento de energia elastica.

Las barras de error en los graficos de los modulos frente al porcentaje de
deformacion son esenciales para evaluar la precisién y reproducibilidad de los
resultados obtenidos en los experimentos reoldgicos. En los geles de 75 mg/ml de
ELR, se observa que estas barras varian considerablemente segun la concentracién
de HAp, proporcionando informacién clave sobre la variabilidad en las propiedades

mecanicas de los geles.

En los geles de control, que no contienen HAp, las barras de error son pequeiias, lo
que sugiere una red polimérica homogénea y estable, con datos consistentemente
reproducibles. Esto indica que no existen heterogeneidades significativas en la
estructura de estos geles, lo que asegura una uniformidad en su comportamiento

mecanico. Sin embargo, al incorporar concentraciones crecientes de HAp,
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especialmente en las formulaciones con 5 mg/ml y 10 mg/ml, se observa una
ampliacién notable en las barras de error. Este aumento en la variabilidad parece
estar relacionado con la formacion de agregados o microdominios de HAp dentro de
la red de ELR, generando una estructura mas heterogénea y, por tanto, mayor
dispersion en los resultados obtenidos. En particular, los graficos de G' y G" reflejan
que, aunque los geles con HAp son mas rigidos, también muestran una mayor
variabilidad en la disipaciéon de energia, lo que sugiere un comportamiento

mecanico mas impredecible.

Los geles que incorporan HRGD-N3 muestran una tendencia similar, pero con una
mayor ampliacion de las barras de error en comparacion con los geles que contienen
VKV-Ns. Esto sugiere que la interaccion entre HRGD-N3 y HAp no es tan eficiente
para formar una red de entrecruzamiento homogénea. La mayor variabilidad en los
resultados indica que estas formulaciones generan una estructura polimérica menos
estable, con una mayor dispersion en las mediciones reolégicas. Ademas, en los geles
formados con una mezcla de 50% agua y 50% etanol, también se observa una mayor
dispersion, lo que podria reflejar un impacto negativo del etanol sobre la
uniformidad de la red polimérica. La ampliacion de las barras de error en estos casos
indica que el etanol podria estar afectando la solubilidad y la distribucién
homogénea de los componentes del gel, generando un comportamiento menos

predecible en las propiedades mecanicas del material.

Por el contrario, los geles de 125 mg/ml de ELR presentan una tendencia diferente.
En general, las barras de error son mas reducidas en comparaciéon con los geles de
75 mg/ml, lo que sugiere una mayor estabilidad y uniformidad en la red polimérica.
Esto implica que la mayor concentracién de ELR proporciona una estructura mas
densay robusta, reduciendo las heterogeneidades en la matriz del gel y permitiendo
obtener resultados mas reproducibles. Sin embargo, incluso en estos geles, las
barras de error se amplian ligeramente a medida que aumenta la concentracién de
HA, especialmente en G'". Esto podria estar relacionado con la formacién de
microdominios de HAp a concentraciones mas altas, que introducen cierta
variabilidad en la estructura del gel, aunque no tan marcada como en los geles de

menor concentracion de ELR.
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En resumen, el analisis de las barras de error revela que la reproducibilidad y
precision de los resultados estan principalmente influenciadas por la concentracion
de HAp y el tipo de ELR empleado. Las concentraciones mas altas de HAp tienden a
introducir mayor variabilidad, especialmente en los geles con HRGD-N3 y en
aquellos preparados con una mezcla de agua y etanol, lo que refleja la formacién de
estructuras mas heterogéneas. Por otro lado, los geles con una mayor concentraciéon
de ELR presentan una red polimérica mas densa y estable, lo que contribuye a una
mayor consistencia en los resultados experimentales y a una menor dispersion en

las mediciones.

En esta seccidn, se compararon los resultados obtenidos en los analisis reoldgicos
de los geles de ELR modificados, considerando tanto su comportamiento frente a la
frecuencia como frente al porcentaje de deformacion. Estos dos enfoques
proporcionan una visiéon detallada de cémo las concentraciones de HAp, los
diferentes tipos de ELR, y la inclusién de solventes o aditivos como el HRGD-N3,

influyen en las propiedades mecanicas y viscoelasticas de los geles.

En el analisis de frecuencia, los geles de 75 mg/ml de ELR mostraron un
comportamiento predominantemente elastico, con valores elevados de los médulos
de almacenamiento (G'") y valores bajos de tan(6), lo que indica una buena capacidad
para almacenar energia elastica. Este comportamiento se mantuvo constante en los
geles con concentraciones mas bajas de HAp, pero, a medida que se incrementa la
cantidad de HAp, especialmente en los geles con 5 mg/ml y 10 mg/ml, se observé
un aumento de la viscoelasticidad. Esto se refleja en los incrementos de G" y tan(9),
lo que indica que, aunque la rigidez de la red polimérica mejora, el gel pierde parte
de su capacidad para recuperar eficientemente su forma tras la deformacion. Esta
limitacion podria ser significativa en aplicaciones que requieren una alta estabilidad

estructural.

En el analisis frente a la deformacién, se evidencié que los médulos G' y G" también
se mantuvieron estables en los geles de control a lo largo del rango de deformacion.
Sin embargo, al incrementar la concentracion de HAp, los valores de G' aumentaron,
sugiriendo un refuerzo estructural del gel. De manera similar al analisis de
frecuencia, la viscoelasticidad se hizo mas pronunciada en los geles con

concentraciones mas altas de HAp, reflejada en el mayor tan(§) y la ampliacion de
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las barras de error, lo que confirma que la adicion de HAp introduce
heterogeneidades en la red polimérica. Estas heterogeneidades afectan la
consistencia del gel y su capacidad para manejar de manera uniforme el estrés

mecanico.

Un aspecto clave al comparar ambos analisis fue el comportamiento de los geles con
HRGD-Ns. En ambos casos, los resultados mostraron una menor rigidez y mayor
viscoelasticidad en comparacion con los geles formados con VKV-Ns. Esto sugiere
que el tipo de ELR desempeiia un papel crucial en la formacién de la red polimérica
y en las interacciones con la HAp. Los geles de HRGD-N3, con valores mas altos de
tan(d) y barras de error mas amplias, presentaron una estructura menos consistente
y mas propensa a la disipacién de energia, lo que los hace mas adecuados para
aplicaciones que requieran materiales con mayor deformabilidad o capacidad de

amortiguacion.

En contraste, los geles con una concentracién de 125 mg/ml de ELR mostraron una
mayor estabilidad estructural en ambos anadlisis. Los valores de G' y G" fueron mas
elevados, y las barras de error mas reducidas, lo que sugiere una red polimérica mas
densa y homogénea. Aunque la viscoelasticidad aument6 ligeramente con
concentraciones mas altas de HAp, el comportamiento general de los geles de 125
mg/ml de ELR se mantuvo mas elastico y consistente que en los geles de 75 mg/ml.
Esto sugiere que una mayor concentracion de ELR ayuda a mitigar los efectos

negativos de la HAp en términos de heterogeneidad estructural y viscoelasticidad.

En conclusidn, los resultados de ambos analisis indican que la incorporaciéon de HAp
refuerza la estructura de los geles, pero también introduce mayores niveles de
viscoelasticidad, particularmente en los geles con concentraciones mas bajas de
ELR. Los geles con HRGD-N3 y aquellos preparados con una mezcla de agua y etanol
tienden a ser mas viscoelasticos y menos consistentes, mientras que los geles de 125
mg/ml de ELR mostraron una mayor estabilidad y reproducibilidad. Esto sugiere
que estos ultimos son mas adecuados para aplicaciones que requieren rigidez y
resistencia mecanica. Estos resultados serviran de base paralas conclusiones, donde

se integraran todos los hallazgos con mayor profundidad.
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7. Conclusiones y lineas futuras de investigacion

En este Trabajo Fin de Grado, se ha llevado a cabo un estudio detallado sobre el
desarrollo y la caracterizacién de biotintas basadas en recombinameros tipo
elastina (ELRs) e hidroxiapatita (HAp) con el objetivo de aplicarlas en la
regeneracion ésea. A partir de los resultados obtenidos, se pueden extraer las

siguientes conclusiones:

Modificacion y caracterizacion de polimeros: Los ELRs, VKV-ciclooctino y HRGD-N3,
fueron modificados de manera efectiva utilizando la quimica "click”, lo cual fue
verificado mediante técnicas analiticas avanzadas como FTIR, RMN y DSC. Estas
modificaciones permitieron la incorporaciéon exitosa de los grupos funcionales
necesarios para la formacién de geles con propiedades mecanicas especificas,

adecuadas para su aplicacion en ingenieria de tejidos.

Formacion de geles y evaluacidon reoldgica: Se lograron desarrollar geles con
diversas concentraciones de HAp, lo que permitié evaluar la influencia de estas
variaciones en las propiedades mecdanicas y viscoelasticas del material resultante.
Se observo que los geles con mayores concentraciones de HAp exhibieron una
mayor rigidez, acompafiada de un incremento en la viscoelasticidad, lo que sugiere
la necesidad de encontrar un equilibrio adecuado entre elasticidad y resistencia

para maximizar su funcionalidad en aplicaciones biomédicas.

Impacto de la formulacién en las propiedades del gel: Los estudios reolégicos
realizados destacaron la importancia critica de la formulacidn, particularmente en
lo que respecta a la concentracion de HAp y el tipo de ELR utilizado. Mientras que
los geles formados con VKV-N3 demostraron una mayor rigidez, aquellos
compuestos con HRGD-N3 presentaron una mayor flexibilidad, lo que podria
resultar ventajoso en aplicaciones que requieren materiales con un grado de

deformabilidad mas alto.

Efecto de los solventes en la homogeneidad del gel: La introduccién de una mezcla
de 50% agua y 50% etanol no mejoré de manera significativa las propiedades
mecanicas de los geles. De hecho, los resultados sugieren que la presencia de etanol

podria afectar negativamente la uniformidad de la red polimérica, incrementando la
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viscoelasticidad y reduciendo la rigidez, lo que podria limitar su aplicabilidad en

ciertas situaciones.
Lineas Futuras

Optimizacion de la formulacion: Sera esencial profundizar en la investigacion sobre
cémo ajustar de manera éptima las concentraciones de HAp y ELRs para mejorar la
estabilidad mecanica de los geles sin comprometer su elasticidad, buscando un
balance ideal para diferentes aplicaciones. Ademas, serda crucial evaluar la
inyectabilidad de los geles, ese es un factor fundamental para asegurar que puedan
ser administrados de manera minimamente invasiva. Optimizar las propiedades
reologicas para facilitar su administracion sin comprometer la integridad

estructural de los geles sera un aspecto clave en su implementacion clinica.

Estudios alargo plazo y evaluaciones in vivo: Se recomienda realizar estudios a largo
plazo bajo condiciones fisioldgicas simuladas y llevar a cabo pruebas preclinicas in
vivo para evaluar de manera exhaustiva la biocompatibilidad y la eficacia de estos
geles en la regeneracion 6sea, asegurando que cumplan con los requisitos clinicos

necesarios.

Incorporacion de factores bioactivos: La exploracion de la integracion de factores de
crecimiento u otros bioactivos en los geles podria potenciar sus propiedades

osteogénicas, mejorando asi su desempefio en la regeneracion tisular.

Ampliacion del estudio a otros polimeros: Sera beneficioso examinar el uso de otros
polimeros recombinantes o sintéticos en combinaciéon con HAp, con el fin de
desarrollar nuevas biotintas que ofrezcan caracteristicas mejoradas, ampliando las

posibilidades de su aplicacion en diversas areas de la ingenieria de tejidos.

En conjunto, estas conclusiones y propuestas para futuras lineas de investigacion no
solo validan el enfoque y la metodologia empleados en este trabajo, sino que
también proporcionan una base so6lida para continuar avanzando en la optimizacion
y aplicacion de biotintas en el campo de la regeneracion 6sea y la ingenieria de

tejidos.
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DSC 1 HRGD-N3 disuelto en miliQ
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