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ABSTRACT

Regenerative medicine and tissue engineering have gained importance due to the ageing
population and the need of new medical interventions. In this field, biomaterials play a
key role in the treatment of different pathologies. Silk fibroin is a promising biomaterial
due to its biocompatibility and structural manipulability. When it is in hydrogel
conformation, they are useful in the controlled release of drugs in biomedicine.

This work investigates the stability of hydrogels in a pathological environment for the
controlled delivery of therapeutic molecules. To accomplish this objective, the aim is to
improve current treatments for ocular pathologies, such as intravitreal injections, through
the intravitreal injection of silk fibroin hydrogels.

To this end, several analyses of the hydrogels were carried out in different environments,
including hydrogel degradation, variation in mechanical properties and changes in the
secondary structure of the hydrogel.

The results of the work show how the dimensions of the hydrogels decrease over time.
Also, a variation in their secondary structures is observed, indicating a possible process
of reorganisation and dynamic equilibrium. Furthermore, it was concluded that the
degradation of the hydrogels did not show significant variations between the different
environments analysed despite the difference in degradation in a pathological
environment. However, the presence of vitreous humour decreased the degradation of the
hydrogel.

This work provides results for understanding and using the hydrogel as a drug delivery
system in specific environments. However, more research is needed to better understand
the different underlying mechanisms and to optimise its clinical application.



CAPITULO I: INTRODUCCION

1.1. Biomateriales

En las Gltimas décadas, hemos vivido un aumento de la conciencia de la salud y la
importancia de tener una buena calidad de vida entre la sociedad. Las personas cada vez
prestan méas importancia a cuidar su cuerpo y llevar una vida mas sanay de mejor calidad.
(Lei et al., 2021). Esta situacion se ve agravada por el envejecimiento de la poblacion
mundial y el hecho de que muchos tratamientos clinicos ya existentes presentan un limite
sobre la capacidad de recuperar una funcion de manera completa de tejidos u érganos.
Todo ello, ha proporcionado un aumento de forma considerable en la demanda de nuevas
intervenciones médicas en los campos de ingenieria tisular y la medicina regenerativa.
(Soheilmoghaddam et al., 2021). Estos campos ofrecen una enorme esperanza para
conseguir el objetivo de obtener una mejor calidad de vida.

En la medicina de hoy en dia, los biomateriales juegan un papel vital gracias a su
capacidad de reestablecer las funciones y facilitar la recuperacion de los pacientes después
de una enfermedad o lesion. Un biomaterial es cualquier materia, superficie o
construccién que interactta con los sistemas biologicos y que se aplica en diferentes
especialidades de la medicina.(Morato et al., 2004) Se trata de una materia inerte disefiada
fundamentalmente para ser implantado en el cuerpo del paciente, evitando cualquier tipo
de alteracién(Antonia Lizarbe, 2007). Sin embargo, en la actualidad se observa como la
reaccion del sistema inmune ante el biomaterial implantado puede ser una ventaja y no un
inconveniente, ya que permitirian, en algunos casos, la degradacion del biomaterial para
la liberacidn de la sustancia deseada. (Othman et al., 2018) (Zhang et al., 2021). Pesea esta
controversia, la interaccion debe ser adecuada, es decir, biocompatible. Esta propiedad
indispensable para un biomaterial es la mas complicada de encontrar para los materiales
artificiales que se introducen en el interior del cuerpo humano. Esta caracteristica abarca
latolerancia del tejido/érgano a dicho material, la bioestabilidad quepresenta, la estructura
quimica propia del entorno en el que se introduce el biomaterial ysu mantenimiento dentro
del cuerpo. (Antonia Lizarbe, 2007) Estos productos, debido a sus prometedoras
caracteristicas son muy estudiados. Sin embargo, se encuentran en constante mejora.

1.1.1. Clasificacion

Existe una gran variedad de clasificaciones de los biomateriales. No obstante, la que
utilizaremos durante el proyecto sera la clasificacion segun su origen. De esta manera, l0s
biomateriales pueden diferenciarse en naturales (seda, lana, colageno) o sintéticos
(silicona, nylon).

Los biomateriales sintéticos son materiales disefiados y creados por el ser humano para
interactuar con el cuerpo humano especificamente. Estos materiales presentan diversas
aplicaciones médicas, desde dispositivos para la medicina hasta sustitutivos de tejidos y
organos.(Todros et al., 2021).

Entre los biomateriales sintéticos mas comunes destacas algunos ejemplos tales como:
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Polimeros: El polietileno, polipropileno y el politetrafluoroetileno (PTFE) se utilizan
normalmente en dispositivos médicos como proétesis vasculares, catéteres o implantes
ortopédicos.

Ceramicos: El hidroxiapatito y la alumina son comdnmente utilizados en implantes
dentales y huesos artificiales. Se trata de un biomaterial quimicamente inerte y estable.
(Pino Minguez & Gelabert Gonzalez, 2019).

Metales: El titanio y el acero inoxidable se utilizan en implantes ortopédicos y dentales

En la ingenieria de tejidos, destacan los biomateriales naturales gracias a que presentan
su actividad bioldgica inerte, que incluye la proliferacion de la célula, su adhesion y evita
la toxicidad con los tejidos sanos naturales. Entre los biomateriales naturales destaca el
colageno, la gelatina, la elastina, el fibrindgeno, la seda y la matriz extracelular
descelularizada (dAMEC). Entre los biomateriales naturales, la mayoria destacan por ser
componentes de la matriz extracelular (MEC) acelular. La MEC juega un papel
fundamental en la regeneracion tisular ya que proporciona apoyo fisico a las células y es
capaz de estabilizar actividades como el crecimiento celular, la proliferacion, la
diferenciacion, la migracion, la homeostasis y la morfogénesis, permitiendo que el cuerpo
repare los defectos menores en células, tejidos u 6rganos. Sin embargo, el cuerpo humano
presenta incapacidad para regenerar defectos extensos debido a la escasez de matriz
extracelular (MEC) para rellenarlos. Por ello, los biomateriales naturales presentan un
papel fundamental en la ingenieria tisular.(Ullah & Chen, 2020)

En los Gltimos afios, uno de los materiales usados desde la antigiiedad se esta utilizando
por su optima calidad y su enorme potencial en la ingenieria de tejidos. Este material es
la seda, en concreto la fibroina de seda. (Cenis, 2008)

1.1.2. Fibroina de seda

El gusano Bombyx mori (Linnaeus, 1758) también conocido como gusano de seda, es una
especie de insectos del orden de los Lepidopteros y la familia Bombycidae. Su ciclo vital
esta compuesto por 4 estados diferenciados: huevo, larva, crisdlida (pupa) y adulto
(mariposa) (D. Aznar Cervantes, 2013). Siguiendo unas condiciones nutricionales, de
temperatura y humedad adecuadas, es capaz de comenzar el proceso de transformacion
construyendo un capullo para su proteccion cuando se encuentra en estado de larva con
un hilo de seda (Rios Osorio et al., 2017). El capullo del gusano de seda ha sido
comercializado para aplicaciones textiles debido a sus particulares propiedades. No
obstante, las proteinas que lo componen han sido estudiadas en diversos campos como
pueden ser el de la medicina o el de la cosmética. (D. Aznar Cervantes, 2013)

El hilo de seda formado a partir del capullo estd compuesto por dos proteinas
estructurales. Dichas proteinas son la fibroina de seda (FS) y la sericina (Silk Sericin, SS).
La SS actia como pegamento siendo un revestimiento exterior. Cada fibra de seda esta
compuesta por dos filamentos de FS recubiertos por SS. Los diferentes filamentos se
ensamblan a partir de nanofibrillas de 3-5 nm de manera entrelazada. A su vez, las
diferentes nanofibrillas formadas se ensamblan en microfibrillas de hasta 200 nm de



didmetro. La posicion espacial de las microfibrillas es paralela unas a otras dando lugar a
los filamentos de FS. (Figura 1.1) (Rodriguez Martinez, s. f.)

AN o o

Sericin

f .

Fibroin

Figura 1.1: Imagen microscopia electronica de la fibroina de seda, donde se aprecian sus
proteinas estructurales: FSy SS. (Nguyen et al., 2919)

La primera de las proteinas, es decir, la fibroina destaca por ser una proteina novedosa y
atil para la medicina regenerativa.

Esta proteina se puede obtener directamente de las glandulas de los gusanos, de capullos
de alta calidad o a partir de subproductos fibrosos resultantes de la fabricacién de tela de
seda. Dichos subproductos se pueden obtener de capullos desechados, partes
desenrolladas del capullo u otros productos. (Rios Osorio et al., 2017)

Estructuralmente, la FS esta4 formada por una cadena pesada, una ligera, e IP 25. Cabe
destacar que mas del 75% de dicha proteina esta formada por residuos de alanina y de
glicina. Las dos primeras cadenas se unen a través de un enlace disulfuro mientras que
P25 se encuentra unida a la cadena pesada mediante interacciones hidr6fobas haciendo
asi que la cadena pesada sea la responsable de las propiedades fisicas y mecanicas propias
de la FS. (Caballero Méndez & Gaviria Arias, 2019)

Existen diversas caracteristicas que hacen de la fibroina un biomaterial muy interesante.

Para comenzar, se trata de un material de naturaleza proteica altamente biocompatible.
Ademas, sabemos que presenta una gran flexibilidad y una enorme resistencia mecanica
a la traccion.

Su capacidad de degradacion se produce a una tasa mas lenta en comparacion con otros
biomateriales organicos. Esta propiedad la convierte en un valioso biomaterial para la
consolidacién de tejidos. Ademas, la fibroina de seda puede ser procesada en diversas
configuraciones, como peliculas, microfibras y geles, ampliando su versatilidad y
aplicabilidad en el campo biomédico. Su produccién no implica unos costes muy elevados
ya que criar al gusano de seda se trata de un trabajo bastante sencillo, con un coste bajo y
con técnicas relativamente simples. (Cenis, 2008).



Hasta ahora, el problema principal han sido los biomateriales que se han tenido que
utilizar para el tratamiento de diversas enfermedades con la finalidad de reducir la
resistencia del individuo a este cuerpo externo. Ahi es donde entra la fibroina.

Aparte de las propiedades ya descritas de la FS, por las que es muy buen biomaterial, es
posible hacer modificaciones que varien sus propiedades estructurales. Estas capacidades
pueden verse modificadas durante el proceso de fabricacion o produccion de manera que
se obtendran estructuras secundarias diferentes a las iniciales, pudiendo asi modificar las
propiedades del biomaterial. (Gaviria Arias & Cenobia Caballero Mendez, 2015)

1.2. Hidrogeles

El término “hidrogel” apareci6 por primera vez en la literatura a finales del siglo
XIX para describir composiciones coloidales de sales inorganicas. (Larez Velasquez &
Graham, 2019) Aunque el concepto de hidrogel tal como lo conocemos hoy fue
introducido por Wichterle y Lim en 1960 cuando lo propusieron como materiales para
lentes de contacto blandas. Desde hace mas de cincuenta afios, la investigacion sobre los
hidrogeles ha ido en auge gracias a sus posibles aplicaciones en diversos campos
cientificos, principalmente la biomedicina. (Martinez Martinez, 2016)

Los hidrogeles son unos materiales poliméricos que se encuentran en forma de red
tridimensional que pueden ser de origen natural o sintético. (Pefia Blanque, 2016). Si el
hidrogel se encuentra en estado seco, se trata de un material sélido y duro que recibe el
nombre de xerogel (Ramirez et al., 2016) (Toribio Ruiz, 2021)

No obstante, cuando este xerogel se encuentran en contacto con el agua se hincha

formando lo conocido como materiales suaves y elasticos. Con esta capacidad, suvolumen
incrementa considerablemente mientras se mantiene su forma hasta alcanzar unequilibrio
fisico-quimico. Esta capacidad de hincharse les permite obtener un equilibrio gracias a un
balance entre fuerzas elasticas e hidratacion. Los hidrogeles tienen la capacidad de retener
la fraccion significativa de la misma en su estructura sin disolverse.En su estructura
destacan sus grupos funcionales entre los que se encuentran -OH,
"COOH, -CONH2, -CONH-, -SO3H; lo cual les confiere una naturaleza hidrofobica
permitiendo asi la hidratacion de dichos grupos en presencia de agua permitiendo el
entrecruzamiento de las cadenas de polimeros facilitando que el hidrogel formado no se
disuelva. (Benitez et al., 2015) (Martinez Martinez, 2016). Gracias a su elevado contenido
en agua, estos materiales son muy parecidos a tejidos naturales. (Fresneda Garcia &
Figueroa Hernandez, 2016)

Ademas, como su estructura se trata de una red polimérica tridimensional esto los hace
ser insolubles en agua. Otra de sus caracteristicas es su consistencia, estos materiales son
elasticos y con capacidad de aumentar de forma considerable su volumen en contacto con
el agua llegando a alcanzar un equilibrio quimico fisico. Pese a este fendmeno, no pierden
su forma. Estas caracteristicas hacen de los hidrogeles unos polimeros 6ptimos para ser
aplicados en el campo biomédico.

En el uso de la biomedicina, los hidrogeles posibilitan la inclusion de sustancias
para su posterior liberacion.(Pefia Blanque, 2016). Sin embargo, un factor crucial en la
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administracion de farmacos es la escasa biodisponibilidad del farmaco en el lugar de
accion. (Castro-Balado et al., 2020)

1.2.1. Mecanismos de liberacion de farmacos

En las ultimas décadas, el uso de liberacion controlada de farmacos ha tenido un gran
auge debido a sus numerosas ventajas en la practica médica. La accion del farmaco se
concentra de forma directa en el area local sin afectar negativamente otras partes del
organismo, reduciendo asi los posibles efectos secundarios. (Aragon Fernandez et al.,
2010)

La finalidad de la introduccion de un farmaco dentro de un hidrogel es su desprendimiento
y actuacion dentro del tejido u 6rgano diana permitiendo asi la una liberacién tanto
controlada como selectiva. (Spiridonova et al., 2019) Dependiendo de la cantidad de agua
absorbida por el hidrogel, se obtiene un grado de hinchamiento proporcional. Este grado
de hinchamiento en equilibrio presenta una elevada influencia en la permeabilidad del
hidrogel a los solutos y en su fuerza mecanica de manera que si se eleva el grado de
entrecruzamiento se reduce el hinchamiento del hidrogel y, al mismo tiempo, el tamafio
del poro, lo que dificulta el movimiento de los farmacos. De esta manera, es posible el
control de la liberaciéon del farmaco mediante la modificacion del grado de
entrecruzamiento.

Para inyectar farmacos en un hidrogel pueden seguirse dos técnicas: cargar el hidrogel
tras su formacion o la carga in situ del farmaco. En el primer caso, la carga del hidrogel
se realiza por el método de absorcidn. Si el hidrogel es inerte, entonces la liberacion del
farmaco se producira por difusion y/o hinchazon; si se considera que el hidrogel presenta
ligandos de unidn a farmacos se tendrd en cuenta las interacciones polimero-farmaco
durante la liberacién. Si se trata del segundo caso, el farmaco o la conjugacion farmaco-
polimero se mezclaran antes de la formacion de hidrogel, por lo tanto, la gelificacion y la
encapsulacion del farmaco ocurren al mismo tiempo. En este sistema, la liberacion del
farmaco puede ocurrir por difusién, hinchazén o controlado por productos quimicos.

Existen dos categorias principales del sistema de liberacion basados en hidrogeles: los
sistemas de liberacion controlados por el tiempo y los sistemas de liberacion inducidos
por estimulos. (Simdes et al., 2012).

1.2.1.1. Liberacion por difusion

Entre los diversos mecanismos de liberacion de farmacos, este es el mas comun dentro
del formato de hidrogeles. (Simdes et al., 2012) La difusion se caracteriza por el
desplazamiento de moléculas individuales desde una region que presenta mayor
concentracion de soluto hacia otra region que presenta menor concentracion. Esto se lleva
a cabo a través de una membrana polimérica. Este proceso se atribuye al movimiento
aleatorio denomina movimiento browniano. (Martinez Martinez, 2016) En este caso, el
farmaco atravesara el polimero gracias al gradiente de concentracion existente entre el
medio circundante y el sistema de liberacion. (Aragon Fernandez et al., 2010) En el caso



de los hidrogeles, se debe tener en cuenta el tamafio del poro. De esta manera, aquellos
hidrogeles que presenten un tamafo del poro mayor a las dimensiones moleculares del
farmaco, el coeficiente de difusién aumentara. De lo contrario, en hidrogeles cuyo tamafio
del poro coincide con el tamafio molecular del farmaco, el coeficiente de difusion del
farmaco disminuira debido al impedimento estérico causado por las cadenas de polimero;
en estos casos, el volumen disponible para el movimiento se reduce y la resistencia
hidrodinamica aumenta, lo que provoca un incremento de la longitud del camino de
difusion del farmaco en comparacion con los hidrogeles de poro més extenso.

1.2.1.2. Liberacion por hinchamiento

Este tipo de sistema estd basado en una matriz hidréfila en la que la liberacion del
principio activo esta controlada por la penetracion de moléculas de disolvente, lo que
provoca que la matriz proteica se hinche. Ocurre cuando el farmaco se disuelve o dispersa
en el polimero en un estado cristalino o vitreo. En un sistema de liberacion controlada por
hinchamiento, el pardmetro que limita la relajacion de la cadena y, por lo tanto, la
liberacion del farmaco es la tasa de hinchamiento; a diferencia de lo que sucede en un
sistema controlado por difusién donde la tasa de difusion es el paso limitante. (Martinez
Martinez, 2016) (Fuertes et al., 2006)

La capacidad de hinchamiento que presentan los hidrogeles los hace 6ptimos para sus
aplicaciones. Cuando se encuentra en forma de xerogel presenta una estructura cristalina.
De lo contrario, cuando se encuentra con un medio acuoso presenta la capacidad de
absorber agua dando lugar a su forma de hidrogel. De esta manera, la cantidad de agua
absorbida incrementa desde el nucleo hacia la superficie. EI punto en el cual un hidrogel
en contacto con un medio acuoso alcanza el equilibrio es cuando las fuerzas osméticas y
las fuerzas cohesivas-elasticas se encuentran en un balance. Las primeras fuerzas, surgen
por el agua al entrar en la red de macromoléculas. Las segundas, son llevadas a cabo por
las cadenas del polimero. Estas cadenas se oponen a la extensidn del hidrogel.

Existe una proporcidn directa entre la cantidad de agua absorbida por el hidrogel y el
grado de hinchamiento que este mismo presenta. (Martinez Martinez, 2016)

1.2.1.3. Liberacion controlada quimicamente

Existen diferentes estimulos fisicos quimicos y bioldgicos que son capaces de alterar las
propiedades de los hidrogeles. Esta capacidad de influir en sus caracteristicas hoy puede
usarse para llevar a cabo una liberacion controlada del farmaco deseado. Estos estimulos
pueden ser tanto externos como internos. Entre los estimulos internos se encuentran
variaciones en el PH el potencial redox o la temperatura entre otros. En definitiva, son
aquellos que producen modificaciones dentro del cuerpo. De manera contraria, los
estimulos externos son, entre otros la luz o los ultrasonidos de manera que estos crean
modificaciones en los estimulos indicados anteriormente.

Una manera de modificar este tipo de liberacion se basa en la integracion de grupos
funcionales capaces de percibir las modificaciones dentro de los entornos fisioldgicos.



No obstante, este entorno es complejo y existen hidrogeles con capacidad de respuesta
Unica. Este tipo de hidrogeles puede no llegar a alcanzar la finalidad deseada. Por ello, el
uso de materiales poliméricos capaces de dar una respuesta a diversos estimulos supone
una innovacion a la hora de disefiar los sistemas de liberacion. De esta manera un solo
polimero conseguiria una especificidad elevada. (Ruiz et al., 2022) (Fu et al., 2018).

1.2.2. Hidrogeles de fibroina de seda

Gracias a su versatilidad y su potencial para diversas aplicaciones, la FS ha provocado un
gran interés en el campo de la ingenieria en los tejidos. Esta proteina puede disolverse en
una solucidén acuosa seguida de una reconstruccion de su estructura en diferentes formas
de material de manera sencilla. Esto la convierte en una atractiva opcion para la
construccién de andamios y matrices en la ingenieria tisular. (Sun et al., 2021)

Cuando la FS es llevada a forma de hidrogel se produce una combinacion de las
propiedades de ambos. Es decir, se combinan las propiedades de la FS como su
biocompatibilidad o su biodisponibilidad con las caracteristicas propias del hidrogel para
la liberacién de medicamentos. Como resultado, se obtienen materiales capaces de dar
respuesta al entorno que lo rodea. (Jiang et al., 2021)

1.3. Elojo

1.3.1. Composicion

El ojo es uno de los érganos méas importantes ya que mas de la mitad de la informacion
recibida del entorno es percibida gracias a este 6rgano. Se trata de un sistema Optico de
forma esférica rodeado de una capa exterior de tejido conectivo, la esclerotica.

Las diferentes estructuras dentro del globo ocular pueden dividirse en tres capas de
revestimiento y contenido intraocular. De fuera a dentro, estas capas son:

- Lacapa externa, formada por la conjuntiva, la esclerética y la cornea
- Lacapa media, también conocida cono Uvea
- Lacapa interna o retina.

Con el proposito de simplificar su analisis, se hace referencia a dos secciones del globo
ocular. Estas secciones se denominan el segmento anterior y el posterior. El segmento
anterior comprende desde la cornea hasta el cristalino, mientras que el segmento posterior
se encuentra detras del cristalino (Figura 1.2). (Pérez, 2015)

En primer lugar, aparece la capa externa del ojo, formado por la conjuntiva, la esclerotica
y la cornea. La conjuntiva es una membrana mucosa que envuelve la region frontal del
0jo, desde el limite entre la esclerética y la cornea hasta el area interna de los parpados.
Esta compuesta por dos partes: la conjuntiva bulbar, que cubre la superficie externa del
0jo, y la conjuntiva tarsal, que recubre la superficie interna de los parpados. (Alvaro
Martinez, 2020).



La esclerdtica es la también conocida como parte blanca el ojo. Se trata de un tejido
conectivo denso del globo ocular. Por Gltimo, la cornea es una capa clara que permite el
paso de los rayos luminosos del exterior al interior hasta que inciden en la retina. Es una
estructura transparente y convexa.

En segundo lugar, la Gvea, formada por la coroides, el iris, el cuerpo ciliar y el cristalino.
La coroides es una capa formada por vasos sanguineos y tejido conectivo que se encuentra
entre la esclerdtica y la retina. Su funcion es suministrar nutrientes a las partes internas
del ojo. Seguidamente se encuentra el iris, un diafragma que dispone de una apertura
llamada pupila. Esta apertura presenta la funcion de controlar la cantidad de luz que
accede al interior del ojo de forma que se dilata con poca luz y se contrae cuando hay una
luz excesiva. El iris define el color del o0jo, ya que es una estructura pigmentada capaz de
controlar el diametro de la pupila de manera automatica. A continuacion, se encuentra el
cristalino. El cristalino presenta una forma de lente biconvexa de consistencia elastica.
Esta capacidad permite ver de lejos o enfocar objetos que se encuentran cerca.

Finalmente, se encuentran la retina, el humor acuoso y el humor vitreo (HV) queconforma
la capa interna del ojo. La retina es la capa mas interna, con la llegada de la luzsus
receptores son capaces de transformarlo en corriente eléctrica. Dicha corriente serad
trasportada por el nervio dptico hasta el cerebro. (Ferreruela, 2007) Dentro de la retina se
encuentra la macula, un &rea especializada encargada de la vision central. Ahi se
encuentran altas concentraciones de fotorreceptores. EI HV se trata de un liquido
transparente que se encuentra entre el cristalino y la retina. Se encuentra en contacto
directo con la retina, lo cual lo hace un buen medio de administracion de factores.
Ademas, destaca su capacidad de mantener la forma del glébulo ocular. (Aracon et al.,
2014)

Anterior segment Posterior segment
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Iris

Lens»
Aqueoushumor Optic nerve
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Figura 1.2: Anatomia del ojo de vertebrados. Se divide en los segmentos principales:
anterior y posterior. El segmento anterior incluye: Conjuntiva, cornea, humor acuoso,
lente e iris. EI segmento posterior incluye: Coroides, esclerdtica, retina y nervio éptico.
(Hidalgo-Alvarez et al., 2021)



La expresion denominada como “privilegio inmunitario” hace referencia a las
caracteristicas Unicas a nivel anatbmico de la sangre y la ausencia de drenaje linfatico de
manera directa. (Taylor, 2009) Este privilegio tiene el propésito de brindar al ojo una
proteccion inmunoldgica de manera que se reduzca al minimo el riesgo de inflamacién
intraocular, preservando la integridad de la vision. Tanto el ojo como el sistema
inmunoldgico llevan a cabo diversas estrategias para mantener dicho privilegio. Estas
estrategias implican la regulacién de la respuesta inmune tanto innata como adaptativa, la
tolerancia periférica por parte de los antigenos derivados del ojo y la creacién de un
microambiente inmunosupresor alrededor del ojo. (Keino et al., 2018)

1.3.2. Patologias y tratamientos

Entre la amplia variedad de afecciones oculares, existen algunas mas comunes entre la
poblacion. Ente ellas se encuentran los errores en la refraccion (graduacion) o aquellas
patologias que afectan a la retina, la macula y el cristalino.

Las mas comunes son:

- Cataratas: Condicion en la cual el cristalino se vuelve opaco, causando una vision
borrosa o distorsionada. (Nimazi & Gulani, 2022)

- Degeneracion macular relacionada con la edad (DMAE): La mécula se deteriora
con el tiempo causando la pérdida de la vision central.

- Glaucoma: Enfermedad en la que el dafio al nervio dptico causa pérdidas de la
vision periférica.

- Retinopatia diabética: Se trata de una complicacion de la diabetes en la cual los
vasos sanguineos de la retina se dafian lo cual puede terminar en la pérdida de la
vision. (Bourne et al., 2021)

Tanto las enfermedades locales como las sistémicas son capaces de afectar a diferentes
areas del ojo, lo que puede dar lugar a una serie de problemas visuales y a diversas
complicaciones. Con la finalidad de contrarrestar los efectos de estas enfermedades
oculares, se utilizan diferentes formas de administracion de medicamentos. Entre las
opciones menos invasivas se encuentran las formulaciones tépicas, como los colirios, y
las sistémicas, como comprimidos. Estos tratamientos suelen ser eficaces frente a las
patologias que afectan al segmento anterior ocular, como las enfermedades de la cdrnea
y del iris.

No obstante, el 0jo presenta un sistema de defensa y proteccion muy efectivo. Este sistema
puede limitar la penetracion de los farmacos y reducir su biodisponibilidad. La pelicula
lagrimal, la estructura y las propiedades de la cornea son algunas de las barreras que
resultan un impedimento a la hora de administrar medicamentos a traves de formulaciones
topicas. Ademas, las capas tisulares de la cdrnea y la conjuntiva también hacen que la
penetracion de farmacos en el ojo se encuentre obstaculizada. Estos biomateriales
presentan caracteristicas que les permite aumentar la viscosidad del farmaco o que
presentan la capacidad de adherirse a la superficie ocular. Esto da lugar a una



biodisponibilidad limitada y abre las puertas a la necesidad de administras dosis masaltas
para lograr el efecto terapéutico deseado. (Lorca Abajo, 2020) (Awwad et al., 2017)

Por otro lado, la administracion en el segmento posterior ocular presenta desafios
adicionales. En este segmento, las barreras tanto fisicas como quimicas son mas
significativas. Esto conlleva una dificultad en la entrega precisa y eficiente de los
farmacos.

Para abordar este problema, la técnica mas comlnmente utilizada es la inyeccion
intravitrea. Este método consiste en la introduccidon directa de medicamentos en el HV
del ojo. Gracias a su efectividad, esta técnica se emplea en tratamientos de diversas
enfermedades como la DMAE vy la retinopatia diabética.

Aunque las inyecciones intraoculares han sido beneficiosas, su efecto terapéutico suele
ser de corta duracion. Esta duracion requiere la administracion periddica y repetida de las
inyecciones, generando incomodidad y molestias para el paciente. Ademas, esto puede
generar un mayor riesgo de complicaciones, como endoftalmitis o desprendimiento de
retina. Por lo tanto, es necesario seguir investigando y desarrollando nuevas formas de
administracion de farmacos en el segmento posterior del ojo que sean més eficientes y
seguras. (Lorca Abajo, 2020)

Las inyecciones se realizan en el HV. EI HV es un gel fluido incoloro y transparente
(Monteiro et al., 2014) que forma el 80% del volumen interior del ojo. Esta compuesto en
un 99% de agua y el resto de una mezcla de colageno, proteinas, sales, aniones, cationes,
iones y trazas de acido hialurénico. Ademas, la presion que ejerce sobre la retirale permite
a esta mantenerse en su lugar. EI HV se forma durante la fase embrionaria y no se renueva.
Debido a esto, su viscosidad se ve reducida con la edad del sujeto de manera que el 80%
del HV es gel en adultos jovenes, pero, con el tiempo, la parte liquidadel HV se convierte
en el 80% del total. (Noia et al., s. f.) Actualmente, la manera mas eficaz de insertar un
medicamento en el humor vitreo del paciente es a través de dichas inyecciones
intravitreas.

Recientemente, se han desarrollado sistemas intraoculares de liberacion controlada. Estos
sistemas presentan una ventaja significativa en comparacién con las inyecciones
intravitreas, ya que con una sola administracién se logra un efecto terapéutico comparable
a multiples dosis de las inyecciones. Este enfoque revolucionario permite una liberacion
gradual y sostenida del medicamento en el 0jo. Esto se representa con una mejora de la
comodidad del paciente y una disminucién de la dosis necesaria para el tratamiento ocular.
(Guillermo Lucas & Montoro Moreno, 2016)

1.4. Objetivos

El objetivo principal es la creacion de un hidrogel de fibroina de seda que presente las
caracteristicas idoneas para la encapsulacién de moléculas bioactivas de manera que, al
inyectarse en el tejido/drgano diana, sea capaz de actuar de forma directa.

Obijetivos secundarios:

10



Desarrollar un hidrogel de fibroina de seda para la administracion in situ de
moléculas en el tejido/6rgano dafiado

Estudiar la estabilidad de los hidrogeles en un ambiente patolégico semejante al
tejido diana en el que seran implantados

Determinar las propiedades mecanicas de los hidrogeles de fibroina de seda bajo
diferentes condiciones experimentales
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CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1 Obtencion del hidrogel de fibroina de seda
2.1.1. Obtencion de la FS

El procedimiento descrito se realizé con el objetivo de preparar una muestra de FS
funcionalizada para su posterior uso en experimentos. Para ello, se siguieron varios pasos.
En primer lugar, la fibroina de seda funcionalizada al 0,5 se esteriliz6 mediante calor seco
a una temperatura de 160 °C durante 2 horas.

Una vez esterilizada, se introdujo en el congelador a una temperatura de -50°C durante 2
horas. Al finalizar este tiempo, se procedio a disolver la fibroina de seda al 2% en una
solucidn salina estéril (PBS), asegurandose de obtener una mezcla homogénea.

Posteriormente, la mezcla se centrifugd (Hettich Centrifuge Rotina 380R) a 4 °C durante
30 minutos a una velocidad de 5000 rpm, con el objetivo de separar los componentes y
obtener una muestra mas purificada.

2.1.1. Creacion del hidrogel de FS

Una forma de controlar el proceso de gelificacion es someter la FS a un proceso de
sonicacién. (Lucia Meler Garcia, 2015). Para realizar la sonicacién de la muestra, se
prepar6 un molde cilindrico en el sonicador (Branson Digital Sonifier 450 cell disruptor)
y se agreg0 agua destilada a una temperatura controlada entre 45-47 °C alrededor del
molde. La muestra se introdujo en el molde y se asegurd la punta del sonicador,
verificando su correcta sujecion con una llave inglesa.

A continuacion, se afiadié la rodamina en aquellos hidrogeles que se utilizaron para el
estudio de degradacion del hidrogel en los diferentes grupos experimentales. Por ello, en
dichos hidrogeles se mantuvieron todo el proceso en oscuridad.

La sonicacion se llevo a cabo durante 12 minutos, permitiendo una dispersion y
homogeneizacién adecuada de los componentes.

Una vez finalizada, se utilizd una pipeta para resuspender la muestra y verter el contenido
en una Placa Petri. Dicha placa fue previamente envuelta en papel de aluminio para
mantener la oscuridad y evitar alteraciones en los componentes sensibles. La placa con la
muestra se incubd en una incubadora (CO2 Thermo Scientific 3111 Water Jacket) durante
24 horas, permitiendo que los componentes se asienten y estabilicen.

Transcurrido el tiempo de incubacion, la placa con la muestra se almaceno en la nevera
para su posterior uso, asegurando la conservacion adecuada de la muestra.

2.1.2. Corte de hidrogeles de fibroina de seda
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Para la obtencion del hidrogel de FS, se corté el hidrogel de laplaca p100 inicial.con un
sacabocados de 3mm de diametro previamentelavado en etanol durante 30 minutos.

2.2. Obtencién del medio activado

En el estudio realizado, se empleo la linea celular BV2, que corresponde a una linea
celular microglial inmortalizada obtenida de ratones (Timmerman et al., 2018). Deriva de
la microglia neonatal murina raf/myc-inmortalizada. (Sanchez Mico, 2019) Estas células
son parte del sistema inmunitario y se encuentran presentes en el cerebro y la médula
espinal. La eleccion de la linea celular BV2 se debe a que es una linea microglial
ampliamente utilizada en estudios cientificos, principalmente porque presenta funciones
similares a las de la microglia primaria. Las células BVV2 son consideradas un sustituto
adecuado este tipo de investigaciones. Su uso ha demostrado ser valioso en diferentes
procesos fisioldgicos y patolégicos en el sistema nervioso.

2.2.1. Descongelar células BV2

Para descongelar las células, se llevé a cabo un proceso de incubacién en agua destilada
durante 1 minuto. Posteriormente, se realiz6 una dilucion 1:10 de las celulas utilizando
medio DMEM (Dubelcco's Modified Eagle medium: Nutrient Mixture F12) (1:1,
12634010, Gibco). Esta dilucién permiti6 obtener una concentracion adecuada de células
para su posterior uso.

2.2.2. Cultivo de la linea celular

Se cultivo a 37°C y 5% de CO2 en medio de cultivo rico en glucosa (Dubelcco’s Modified
Eagle medium: Nutrient Mixture F12) (1:1, 12634010, Gibco) con un 10% de suero fetal
bovino (FBS, 10100, Gibco), un 1% de penicilina/ estreptomicina (P/S)(15140122,
Gibco) y un 1% de L- glutamina (Glu)(G7513, Sigma). Las células crecieron en placas
p100, con cambio de medio cada 2-3 dias hasta alcanzar la confluencia deseada (80%).

2.2.3. Siembra de células

Una vez alcanzada la confluencia deseada, se procedio a realizar la siembra de las células
en placas p24. Todo el procedimiento se llevo a cabo en una campana de extraccion
(LabGard ES UN-540 Class Il Type A2 biosafety cabinet) para garantizar la esterilidad.

Parainiciar lasiembra, se lavaron las células con 3 mL de solucién PBS y se retird. Luego,se
afiadié1 mL de tripsina-EDTA 0,05% (25300062, Gibco) a las células y se dejo incubar 5 -
15 minutos para permitir el desprendimiento de las células de la superficie de la placa a
37°C y 5% de CO2.
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Seguidamente, se agregaron 3 mL de medio de cultivo DMEM (1:1, 12634010, Gibco) y
se resuspendio suavemente, asegurandose de cubrir toda la superficie de la placa. A
continuacion, el medio y las células fueron recogidos en un tubo Falcon (10263041, Cell
Culture Flask. Fisher Scientific) y se centrifugd (Hettich Centrifuge Rotina 380R) durante
5 minutos a una velocidad de 1250 rpm a 4°C.

Tras la centrifugacion, se retird el medio sobrenadante y se afiadié 1 mL de medio sin rojo
fenol al sedimento celular, resuspendiéndolo para obtener una suspension homogénea.
Con el fin de determinar el nimero de células presentes en la muestra, se realiz6 un conteo
utilizando una Camara de Neubauer, que permite calcular la concentracion celular. Se
sembraron 25.000células/pocillo.

2.2.4. Activacion de células

Para la obtencién de medio patolégico, se llevé a cabo la activacion de las células
BV2. En primer lugar, se retird el medio presente en la placay se realiz6 un lavado celular
con PBS. Seguidamente, se activaron con medio suplementado con 1%P/S, 1%Glu y 2%
FBS introduciendo 500 pl de dicho medio en cada pocillo de una placa p24. Para
conseguir la activacion celular, se afiadieron 100ng/mL de lipopolisacéarido (LPS) para la
estimulacion del sistema inmune.

2.2.4.1. Medida de la activacion celular

Tras 48h, se midid la activacion celular a través de la absorbancia gracias a un lector de
microplacas (Biotek 800 TS Absorbance Reader) a una longitud de onda de 490 nm. Para
ello, se realiz6 una recta de calibrado previa para obtener la concentracion necesaria para
validar como correctamente activado el medio. Se utilizo un medio activado con una
absorbancia de 0.98.

2.3.0btencion de humor vitreo de cerdo

2.3.1. Extraccion del humor vitreo

El ojo de cerdo utilizado para la extracciébn de HV fue cedido por el Instituto de
Investigacion Hospital Universitario de la Paz. En el proceso de extraccion del HV, se
colocé cuidadosamente el 0jo en una placa Petri para eliminar cualquier rastro de grasa
indeseada. Luego, se procedié a levantar la cornea y extraer el cristalino utilizando tijeras
y pinzas de manera precisa. Finalmente, se logré obtener el HV ejerciendo presion sobre
el ojo. Debido a su consistencia gelatinosa, fue necesario realizar multiples
resuspensiones, de 10 a 11 veces, para homogeneizar su textura antes de su uso.
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2.3.2. Dilucién de humor vitreo de cerdo

Se disolvio el HV al 25% con medio DMEM suplementado con 1%P/S, 1%Gluy
2%FBS. Se resuspendio la muestra hasta la obtencion de una solucion homogeénea.

2.4.Caracterizacion de hidrogeles de FS en diferentes grupos experimentales

Para los diferentes ensayos con los hidrogeles de FS, se crearon 5 grupos experimentales.
En primer lugar, como control positivo se utilizd una concentracion de 0,6 u /mL de
proteinasa K disuelta en medio DMEM suplementado con 1% P/S'y 1% Glu, este grupo
se denomino (E). El segundo grupo (O), se trata del control negativo en el cual se utilizo
medio DMEM con 1% P/S 1% Gluy 2% FBS. En tercer lugar, se utilizé el medio activado
obtenido del crecimiento de las células BV2 (P). Como cuarto grupo experimental, se
disolvié el HV extraido de cerdo en medio DMEM suplementado con 1% P/S 1% Glu y
2% FBS al 23% (HVN). Por ultimo, se disolvid el HV extraido en el medio activado
obtenido anteriormente (HVP).

Todos los grupos anteriores presentaban una réplica de n = 8. Asimismo, cada réplica de
cada grupo presentaba un hidrogel de FS a partir del cual se analizaban los diferentes
comportamientos. Para asegurar unas condiciones de mantenimiento correctas, las
muestras se mantuvieron en la incubadora hasta el momento de su analisis.

2.4.1. Ensayos de propiedades mecanicas y analisis de estructuras secundarias del
hidrogel

2.4.1.1. Preparacion de los hidrogeles

En el momento previo al tiempo de analisis, se llevo a cabo la preparacion en cada
muestra. En primer lugar, se elimind el sobrenadante cuidadosamente, evitando cualquier
dafo al hidrogel. A continuacion, se agregd 1 mL de PBS a cada muestra, permitiendo un
lavado durante 5 minutos. Este lavado se repitio dos veces. De esta manera, se asegura
una eliminacion completa de cualquier residuo. En la tercera repeticion, se dejo el PBS
en contacto con los hidrogeles durante 30 minutos, favoreciendo una hidratacién
adecuada. Finalmente, se retir6 el PBS y se reemplaz6 con una nueva solucion fresca de
PBS, la cual mantendra los hidrogeles hidratados durante el analisis. Es importante
destacar que, en esta etapa del experimento, el PBS no necesita ser estéril, ya que la
esterilidad ya no es un requisito necesario.

15



2.4.1.2. Medida de las dimensiones del hidrogel

Se retird el PBS de la muestra con el hidrogel. Seguidamente el hidrogel se introdujo en
una placa Petri pl000 para poder realizar las diferentes fotografias a través de un
microscopio (Leica EZ4 HD Stereo Microscope).

En primer lugar, se ajustaron los diferentes parametros: se utilizé un brillo del 33%, una
saturacion del 98% y Gamma del 1%. Seguidamente, se tomaron imagenes de un
calibrador con los diferentes parametros ajustados. A continuacion, se tomaron dos
imagenes diferentes de cada hidrogel. Una de las imagenes se tomé de la altura del
hidrogel mientras que la otra imagen se tomé de la base de esta. (Figura 2.1) Una vez
tomadas las imagenes, cada una de ellas fue introducida en el software imageJ (Wayne
Rasband (NIH)) para su analisis.

Para el analisis de la primera imagen, se trazo una linea recta vertical de la altura del
hidrogel. En la segunda imagen, se midio el area de la base con un circulo. Una vez
obtenidos ambos resultados, se calculd la dimensién de cada hidrogel. Las imagenes
fueron tomadas tras 24 horas de contacto con los diferentes medios, tras 7 dias y tras 14
dias.

Figura 2.1: Grupo experimental P el dia 7 del experimento. Figura a: Imagen tomada de la altura
del hidrogel con recta trazada en Image J para medir la altura. Figura b: Imagen tomada de la base
del hidrogel con circulo trazado en Image J para la medida del area de la base del hidrogel. para
la determinacién de sus dimensiones con microscopio.

2.4.2. Analisis de la estructura secundaria y laminas beta del hidrogel de FS

Para llevar a cabo el andlisis de las estructuras secundarias presentes en hidrogel, se utilizo
el programa Fourier-transform infrared spectroscopy (fTIR) Nicolet 1s5 (Thermofisher,
Estados Unidos). Este programa ofrece informacion relevante sobre la composicion
bioquimica del hidrogel y las modificaciones que sufre en un estado patolégico.
(Fadlelmoula et al., 2022) Este programa es capaz de medir la absorbancia infrarroja de
la sustancia que se posa en el cristal.
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En primer lugar, se tomaron las medidas del PBS no estéril como fondo. De esta manera,
se evitd plasmar el ruido en las diferentes gréficas. Para la obtencion de las diferentes
gréficas se sellaron unos limites de 8 picos requeridos para el andlisis. Dichos picos
gaussianos se tomaron a una longitud de: 1600, 1615, 1624, 1632, 1641, 1660, 1680,
1700. Ademas, se limitd la region entre 1715 barra 1593 cm-1. Se coloco la muestra en la
base y se asegurd con el punzén de precision. Ademas, se lavo el cristal con PBS no estéril
y se tomé las medidas de este como fondo cada vez que se realizaba un cambio degrupo
experimental. De esta manera, se disminuyeron los errores posibles.

Una vez obtenidas las diferentes graficas de todas las muestras, se analizaron los datos en
Paquete Estadistico de las Ciencias Sociales/ Statical Package for the Social Science
(SPSS) (IBM Corp. Released 2021. IBM SPSS Statistics for Windows, Version 28.0.
Armonk, NY: IBM Corp). Se analizaron las muestras en el dia 0, dia 7 y dia 14.

2.4.3. Obtencion de propiedades fisico-mecanicas del hidrogel de FS

Para la deteccion de los cambios en las propiedades mecénicas del hidrogel tras su
contacto con los diferentes grupos experimentales se realizaron los ensayos mecanicos con
una maquina Universal de ensayos Instron 4411 (Figura 2.2) junto con una balanza de
precision modelo PRECISA XT 220 A. Esta balanza, que presenta una resolucién de 0,1
mg fuerza, se conect6 a un ordenador con un programa para la obtencion de los datos del
peso frente a tiempo propios de los ensayos de traccion. Los ensayos se realizaron bajo
condiciones nominales tanto de temperatura como de humedad relativa. (Perea Abarca,

2010)
F

Figura 2.2: Maquina Universal de ensayos Instron 4411.Compuesto por un
bastidor, cabeza de carga, actuador, celda de carga, Software de control y dispositivo de sujecion.

Una vez realizado el ensayo de traccion en el dia 0 y dia 7 del experimento, se llevé a
cabo el andlisis de los datos obtenidos con el Software MATLAB (MATLAB. (2010).
Version 7.10.0 (R2010a). Natick, Massachusetts: The MathWorks Inc.).
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2.5 Degradacion de hidrogeles

Aquellos hidrogeles que presentaban un marcador fluorescente, la rodamina B, fueron
utilizados medir la degradacion del hidrogel. En esta situacion, se utilizaron 8 grupos
experimentales. El primer grupo experimental (E), se trababa del control positivo. Un
hidrogel de FS con rodamina, con 0,6 u/mL de Proteinasa K en medio DMEM
suplementado con 1% P/S y 1% Glu. El segundo grupo experimental (O), fue Unicamente
medio DMEM suplementado con 1%P/S, 1%Glu, 2%FBS. El tercer grupo (Ofs), incluia
el hidrogel de FS con rodamina en medio DMEM suplementado con 1%P/S,1%Glu Y
2%FBS. El cuarto grupo (Pfs), se trataba del hidrogel de FS con rodamina en medio
activado. Ademas, se utilizé un grupo con medio DMEM suplementado con 23%HV,
1%P/S, 1%Glu y 2%FBS (HVN) y otro grupo (HVP) con medio activado suplementado
con 23%HV. El siguiente grupo (HVNfs) se trataba del hidrogel de FS con rodamina en
medio DMEM suplementado con 23%HV, 1%P/S, 1%Glu y 2%FBS. Otro grupo
(HVPfs), el hidrogel de FS con rodamina en medio activado suplementado con 23%HV.
Cada 1 de los grupos presentaba una replicacion de n=8. Se observo la degradacion en
diferentes tiempos, el dia 0, dia 1, dia 3, dia 7 y dia 14.

2.5.1 Control visual de la degradacion

Se llevo a cabo un control visual de las imagenes tomadas con un microscopio de
fluorescencia (Olympus BX51 System Microscope Ballerup, Dinamarca) equipado con
los filtros U-MNU (360-370), U-MWIY (545-580) y U-MWIBA (450-480). Dicho
microscopio muestra, a través de la excitacion del fluorocromo (en este caso, la rodamina)
la longitud de onda roja. Para la toma de las imagenes se fijaron los diferentes parametros:
exposicion 764, ganancia 10%, gamma 3,75, pseudocolor 666.Se tomaron 3 imagenes
aleatorias de cada pocillo. De esta manera, se obtuvo una idea global de la degradacion de
la fibroina de seda en los diferentes grupos experimentales enlos tiempos seleccionados a
partir de la fluorescencia detectada en las imagenes.

2.5.2 Degradacion del hidrogel mediante el porcentaje de fluorescencia

Se realizO, de manera paralela, dos experimentos con similares condiciones y grupos
experimentales. Se tomaron imagenes de los diferentes grupos experimentales con un
fluoroscopio. Este dispositivo permite tomar imagenes en tiempo real. Para observar la
degradacion a través de la medida de la fluorescencia en cada uno de los grupos, una vez
obtenidas las imagenes fueron introducidas en el Software ImageJ.

Se tomo el area del pocillo entero descartando el hidrogel de fibroina de seda. Una vez
obtenido el promedio de cada grupo experimental, se restd el promedio del grupo o a los
grupos experimentales E, Ofs y Pfs. Asimismo, para los grupos HVNfs y HVPfs se les
restd el promedio de los grupos HVN y HVP respectivamente. A partir del resultado
obtenido del porcentaje de fluorescencia de cada grupo y se realizaron las graficas en
SPSS.
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CAPITULO 3: RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Degradacion hidrogel

3.1.1. Evaluacién visual

Se observo el aspecto microscépicamente de cada hidrogel con la finalidad de
obtener una idea inicial de la fluorescencia en los diferentes grupos experimentales. Como
se muestra en la Figura 3.1, el grupo que contiene la proteinasa K (E) presenta una
elevada cantidad de fluorescencia. Esto indica que la enzima es capaz de degradar el
hidrogel de manera que asi podemos comprobar como reacciona ante el resto de los
grupos experimentales. Si realizamos una comparativa entre el grupo Ofs y el grupo que
presenta el medio activado con FS, Pfs, podemos observar cdmo en este segundo aumenta
la fluorescencia. Esto indicaria que existe un mayor grado de degradacion del hidrogel
cuando se encuentra en un ambiente patologico. Ademas, los grupos que presentan el
medio con HV y el hidrogel presentan la misma diferencia. De manera contraria, se puede
visualizar como en este caso hay menos fluorescencia en ambos grupos lo cual indica una
menor degradacion del hidrogel.

Figura 3.1: Imégenes de la fluorescencia (rojo) en el dia 6 de los hidrogeles de FS enlos grupos
experimentales: E, HVN, Pfs, O, HVNfs, Ofs y HVPfs. Tomada con microscopio de fluorescencia.
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3.1.2. Degradacion del hidrogel de FS a través de la fluorescencia.

Tras la realizacion de un control visual de las muestras, se realizé el calculo de la
media fluorescencia presente en cada grupo experimental en los tiempos determinados.
En la figura 3.2 se muestra la comparativa entre los grupos experimentales y la
fluorescencia debida a la degradacién de los hidrogeles por dia y grupo experimental del
experimento 1. Los resultados revelaron un aumento en la fluorescencia en el medio
activado con fibroina de seda (Pfs), mientras que se observaron niveles similares en los
grupos con HV. Por otro lado, el control positivo mostré una disminucion gradual en la
degradacion a medida que pasaba el tiempo a diferencia de otros estudios donde la
variacion del hidrogel presentdé un aumento constante de la degradacion (Yonesi et al.,
2023) . Esto indica que la efectividad de la enzima disminuye con el tiempo en el ambiente
seleccionado.

Media de fluorescencia en el medio en diferentes tiempos-
Experimento 1

35000
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© mE
S 25000
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o
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& 20000 0
S
% 15000 Ofs
g m HVN
10000
= B HVP
5000 B HVNfs
0 B HVPfs
DO D1 D3 D6 D14

Tiempo (dias)

Figura 3.2: Representacion de la media de la fluorescencia de las muestras en los diferentes
tiempos y grupos experimentales en el experimento 1. Se agrupan en los tiempos (dia0, 1, 3,6y
14) los grupos experimentales (E, Pfs, O, Ofs, HVN, HVP, HVNfs, HVPfs) para comparar la
media de fluorescencia presente en cada grupo.

Se realiz6 un andlisis estadistico de los datos obtenidos a través de una prueba deAnalisis
de Varianza (ANOVA) para evaluar si existian diferencias significativas entre los grupos
analizados. El valor de p asociado a la variacion entre grupos era mayor que
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el nivel de significancia predefinido (a =0.05). Esto indica que no se encontraron
diferencias significativas entre los grupos en las diferentes medidas de los datos. Por ello,
el hidrogel no sufre variacion en la degradacion del hidrogel si se encuentra en ambiente
patoldgico o por lo contrario en un ambiente condicional. Por otro lado, la interpretacion
cualitativa de los datos nos muestras una disminucion de la actividad grupo E, como se
ha indicado anteriormente.

Para asegurar la reproducibilidad del experimento, se realizé un segundo experimento al
mismo tiempo replicando las mismas condiciones. En la figura 3.3 se muestra la
comparativa entre los grupos experimentales y la fluorescencia debida a la degradacion
de los hidrogeles por dia y grupo experimental del experimento 2. En este caso, el grupo
E sigue presentando una disminucion de la fluorescencia, aunque la caida es menos
pronunciada. En el resto de los grupos, la fluorescencia se mantiene practicamente similar
con el paso de tiempo. Se realizd un andlisis estadistico ANOVA para evaluar la existencia
de diferencias significativas entre los grupos experimentales. Al igual que en el
experimento 1, el valor p asociado a la variacion fue mayor que el nivelde significancia
predefinido.

Media de fluorescencia en el medio en diferentes tiempos-
Experimento 2
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Figura 3.3: Representacion de la media de la fluorescencia de las muestras en los diferentes
tiempos y grupos experimentales en el experimento 2. Se agrupan en los tiempos (dia 0, 1, 3, 6y
14) los grupos experimentales (E, Pfs, O, Ofs, HVN, HVP, HVNfs, HVPfs) para comparar la
media de fluorescencia presente en cada grupo.

Realizando una comparativa entre ambos experimentos, tanto en el experimentol como
en el experimento 2 se observa un descenso de la degradacion del hidrogel del FSen la
proteinasa K en el transcurso de los dias. A modo diferencial entre ambos experimentos,
en el experimento 1 se observa una elevacion de la fluorescencia en dia 1. Este aumento
no se observa en el experimento 2. Observando de manera mas detenida el grupo
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experimental E, tanto en lafigura 3.2 como en la figura 3.3 sufre un descenso del porcentaje
medio a lo largo del tiempo. De manera general, esteno es el resultado esperado ya que la
proteinasa K tiene la funcion de degradar el hidrogeldando lugar asi a un aumento de la
fluorescencia. Este aumento de la fluorescencia es directamente proporcional a la cantidad
de degradacion. Por ello, podemos concluir que el grupo funcional de la proteinasa K no
funcionaba adecuadamente.

Esto puede deberse a dos factores. En primer lugar, que la cantidad de enzima sea
inadecuada de manera que si la enzima es demasiado baja no podria degradar el hidrogel.
Esta hipotesis fue descartada ya que en el resto de los experimentos la misma
concentracion de la enzima si presentaban la degradacion esperada (Yonesi et al., 2023).
En segundo lugar, este descenso en la actividad de la proteinasa K puede deberse a una
inactivacion de la enzima. Esto puede haberse llevado a cabo por compuestos presentes
tanto en la muestra como en el entorno de trabajo.

Observando el grupo del medio activado con la fibroina de seda, en la figura 3.3, se
observa un crecimiento elevado del mismo transcurridos 14 dias. Si comparamos dicho
grupo con el grupo que presenta las mismas condiciones con HV se observa que este
segundo experimenta un crecimiento limitado. Esto nos lleva a poder concluir que uno de
los efectos del HV podria ser que ralentiza la degradacién del hidrogel en un ambiente
patoldgico. De este modo, se podria llevar a cabo un control mas preciso de la liberacion
de la molécula terapéutica.

3.2. Estructuras secundarias del hidrogel

Una variacion en las estructuras secundarias del hidrogel de FS indican un cambiotanto en
las caracteristicas como en la organizacion de las proteinas presentes. Estas variaciones a
nivel molecular una variacion en la ordenacion y la estabilidad del hidrogel.

En este apartado, examinaremos la variacion en las estructuras secundarias del hidrogel
en funcion del tiempo transcurrido desde el contacto del hidrogel con los diferentes tipos
de medio. Como puede observarse en la Figura 3.4, de manera general, el porcentaje de
laminas beta en todos los grupos sufre un crecimiento entre los dias 0 y 7 seguido de un
descenso desde el dia 7 hasta el 14. Este ultimo porcentaje es muy similaral porcentaje
inicial de laminas beta en el hidrogel.
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Media de Laminas Beta presentes en el hidrogel en diferentes tiempos
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Figura 3.4: Porcentaje medio de laminas Beta presentes en el hidrogel en los distintos grupos y
tiempos analizados. Se agrupan en los tiempos (dia 0, dia 7 y dia 14) los grupos experimentales
(E, O, P, HVN, HVP) para la medida del % medio de ldminas beta presentes en cada grupo. Se
decretan barras de error +/- 1 SE. Se afiade leyenda con los grupos experimentales.

El caso de las hélices alfa es similar (figura 3.5), sufriendo un aumento seguido de un
descenso. A diferencia de las laminas beta, el punto final (dia 14) resulta ser mayor que
el inicio (dia 0). Esto ocurre en todos los grupos salvo en el grupo de la enzima donde se
puede observar que la cantidad de hélices Alfa presentes nos sufre una variacion elevada.

Es decir, ambos patrones de plegamiento y organizacion de las cadenas de proteinas
sufren variaciones parecidas. Esta variacion para volver a su estado normal podria indicar
un proceso dinamico de reorganizacion de las estructuras secundarias.

La variacion entre el dia 0 y el dia 7 puede deberse a la formacion de nuevas interacciones
entre las cadenas proteicas del hidrogel. Esto significaria un aumento de la ordenacién
asociado a la maduracion del hidrogel. Sin embargo, la variacion entre el dia 7 y el dia 14
puede indicar que se trate de un equilibrio dinamico propio del hidrogel.

En este caso, la variacién del tramo inicial podria significar la capacidad de liberacién
que presenta el hidrogel seguida de, en el segundo tramo, una reorganizacion del hidrogel
lo cual lo haria posible para su reutilizacion o regeneracion.
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Media de Helices Alfa presentes en el hidrogel en diferentes tiempos
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Figura 3.5: Porcentaje medio de hélices Alfa presentes en el hidrogel en los distintos grupos y
tiempos analizados. Se agrupan en los tiempos (dia 0, dia 7 y dia 14) los grupos experimentales
(E, O, P, HVN, HVP) para la medida del % medio de ldminas beta presentes en cada grupo. Se
decretan barras de error +/- 1 SE. Se incluye leyenda con los grupos experimentales.

En ambos casos, se llevo a cabo un analisis estadistico ANOVA. El valor de p asociado
a la variacion entre grupos era mayor que el nivel de significancia predefinido (a=0.05).
Al igual que en el apartado anterior, esto resultado muestra que el hidrogel no se encuentra
influido de manera significativa por el ambiente en el que se encuentra. (Yonesi et al.,
2023) Esto indica que el proceso de reorganizacion que sufre el hidrogel no se encuentra
determinado por el ambiente en el cual evoluciona.

3.3.Dimensiones del hidrogel

Un factor muy importante para el uso de hidrogeles como liberadores de farmacos
es el control de su degradacion. (Joon Kong et al., 2004)
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En este trabajo, se puede observar como las dimensiones de los hidrogeles en los
diferentes tiempos disminuyen de manera notable (Figura 3.6). En primer lugar, destaca
el grupo experimental de la proteinasa K, el cual sufre un pequefio crecimiento en las
dimensiones seguido de una enorme caida. Principalmente, estas variaciones pueden
deberse a errores propios del analisis de las imagenes obtenidas. Otra opcidn podria
tratarse de la efectividad de la enzima en los diferentes tiempos de estudio punto de esta
manera, la enzima presentara una elevada accion cuando se encuentra en contacto con el
hidrogel. Dicha accion aumenta de manera elevada tras 14 dias de contacto.

Evolucion de las dimensiones del hidrogel
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Figura 3.6: Evolucion de las dimensiones del hidrogel en los diferentes grupos experimentales y
tiempos analizados. Se agrupan en los tiempos (dia 0, dia 7 y dia 14) los grupos experimentales
(E, O, P, HVN, HVP) para la medida de la media de las dimensiones del hidrogel en cada grupo
Se decretan barras de error +/- 1 SE. Se incluye leyenda con los grupos experimentales.

En lineas generales, no se observa ninguna variacién significativa entre los grupos que
presentan HV y aquellos que no. Tampoco se encuentran diferencias entre los grupos que
presentan el medio condicional y aquellos que presentan el ambiente patoldgico, es decir,
el medio activado.

La degradacion del hidrogel es proporcional al tiempo transcurrido en los diferentes tipos
de medio. Esto indica que, en este caso, no se observa una influencia significativa entre
dichos grupos experimentales. Esto nos lleva a concluir que si el hidrogel se introdujera
en el HV para la liberacion del farmaco presentaria la misma degradacidn que si se hiciese
en un medio condicional.

3.4. Caracteristicas mecanicas del hidrogel de FS

Analizar la variacion de las caracteristicas mecanicas del hidrogel es muy importante para
asegurar que es capaz de soportar las fuerzas de tension a las cuales estara expuesto.
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Los resultados representados en las figuras 3.7 y 3.8 muestran comportamientomecanico
de los hidrogeles de FS el dia 0 y el dia 7 respectivamente. En ambos resultados,se llevé a
cabo un analisis estadistico ANOVA en el cual no aparecieron variaciones significativas
entre los diferentes grupos experimentales. Sin embargo, esto no se debe al
comportamiento del hidrogel en diferentes ambientes.

Comportamiento mecdnico el hidrogel bajo carga de traccion el D0
35

Estrés (KPa)

0.35 0.4

Tension (Ratio)

Figura 3.7: Comportamiento mecéanico del hidrogel de FS en los diferentes gruposexperimentales
(E, O, P, HVN, HVP) el dia 0. Se compara la tension con el estrés al que se someteel hidrogel.
Analisis estadistico p-value (a =0.05). Se incluye leyenda con los grupos experimentales.

Posiblemente, se deba a errores experimentales como fallos en la calibracion de los
equipos y sistemas utilizados o errores de ejecucion como la correcta colocacion del
hidrogel o (calibracion o errores de ejecucién). Tambien puede deberse a errores propios
de las condiciones ambientales como la temperatura o la humedad.
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Comportamiento mecinico del hidrogel bajo carga de traccion el D7
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Figura 3.8: Comportamiento mecanico del hidrogel de FS en los diferentes gruposexperimentales
(E, O, P, HVN, HVP) el dia 7. Se compara la tension con el estrés al que se someteel hidrogel.
Anédlisis estadistico p-value (o =0.05). Se incluye leyenda con los grupos experimentales (E, O,
P, HVN y HVP).

Por ello, los resultados representados en la figura 3.8 no muestran el comportamiento
esperado del hidrogel (Yonesi et al., 2023) ,ya que se parte de una teoria en la cual la
variacion en los tiemposde incubacién no deberia dar como resultado una variacion sin
patrén. Se puede observarcomo el comportamiento del grupo experimental E y el grupo
experimental HVN son parecidos. Ademas, estos presentan diferencias con los grupos P
y HVP, los cuales contienen el medio activado. Esto nos lleva a concluir que transcurrido
este tiempo la capacidad del hidrogel de resistencia a traccién varia notablemente.
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CAPITULO 4: CONCLUSIONES

La enzima proteinasa K es capaz de degradar el hidrogel de FS, evidenciado
gracias a su elevada fluorescencia. Sin embargo, se observo un descenso de la
efectividad de la enzima con el tiempo.

Un ambiente patoldgico induce una mayor degradacion del hidrogel. Ademas, la
presencia de HV proporciona una disminucién de la degradacion del hidrogel.
No se encontraron diferencias significativas en la degradacion del hidrogel entre
un ambiente condicional y uno patoldgico.

Las estructuras secundarias del hidrogel experimentan variaciones a lo largo del
tiempo. Dichas variaciones pueden relacionarse con procesos de reorganizacion y
equilibrio dindmico del hidrogel.

No se encontraron variaciones significativas entre los grupos experimentales en
las estructuras secundarias del hidrogel. Esto sugiere que los factores evaluados
no influyen de manera directa en las estructuras secundarias del hidrogel.

El hidrogel de FS sufre variacion en su comportamiento mecénico con el paso del
tiempo, lo cual puede suponer una variacion sobre la liberacion de moléculas
terapéuticas.

Con el paso del tiempo, se produce una degradacion de los hidrogeles plasmada
en la disminucién de las dimensiones de los hidrogeles.

En general, el estudio demuestra que el hidrogel de FS puede degradarse de
manera controlada presentando una variacion en las estructuras secundarias y las
dimensiones a lo largo del tiempo.
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