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Abstract

ABSTRACT

INTRODUCTION

Current approaches for bone regeneration such as autografts (bone tissue implants
from same patient) and allografts (from different patient) face important drawbacks, limited
tissue supply, increase surgical time or risk of immune rejection (in allografts option) (Burg et
al., 2002). In order to resolve these limitations bone tissue engineering has been focused in the
development of new bone graft substitutes which incorporates the combination of cells
precursor, biochemical factors and scaffolds, to promote wound healing and restore bone
function (Caplan, 2000).

The most important growth factors with potential for bone regeneration are the bone
morphogenetic proteins (BMPs). Members of the transforming growth factor B (TGF-B)
superfamily they have been frequently used because they stimulate cellular proliferation,
migration and differentiation to osteoblastic linage. Recombinant human BMP-2 (rhBMP-2) is
potentially a useful activation factor for bone repair, which can induce ectopic bone formation
(Lépez-Lacomba et al., 2006). Due to its high renal clearance and fast diffusion from tissues
BMPs need to be delivered in localized sites in order to repair bone defects and nonunions (Lo
etal., 2012).

Chitosan has been widely applied in drug delivery, gene therapy and tissue engineering
due to its biocompatibility, biodegradability and nontoxic effect (Kumar et al., 2004; Aranaz et
al., 2009). It is a natural polysaccharide comprising copolymers of glucosamine with N-
acetylglucosamine that can be obtained by alkaline N-deacetylation of chitin, the second most
abundant natural polymer after cellulose. It is structurally similar to glycosaminoglycans
(GAGs) presented in bone matrix and it is biodegradable by lysozyme and other unspecific
enzymes such as proteases and pectinases (Muzzarelli et al., 2009). In addition, its excellent
filmogenic properties and slow biodegradation rates make this biopolymer suitable to cover
complex surfaces (as titanium implants) and acts as a carrier for bioactive molecules, to
improve its osseointegration (Bumgardner et al., 2003).

However, care must be taken to ensure that chitosan used is pure, as protein, metal or
other contaminants to avoid any secondary effect in biomedical field. In order to develop an
osteoinductive biodegradable chitosan films it is important to characterize the main
physicochemical parameters that are going to affect its biological applications (Lopez-Lacomba
et al., 2006). Even if it is structurally modify or derivatizated to improve some characteristics, it

is important to evaluate chitosan parameters that influence its biological activity like Molecular
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weight (Mw) and Deacetylation degree (DD), defined as the percentage of NAG (N acetyl

glucosamine units) in the polymer chain (Rinaudo, 2006).

MATERIALS AND METHODS

Following ASTM rules (Standard Guide for Characterization and Testing of Chitosan
Salts as Starting Materials Intended for Use in Biomedical and Tissue Engineered Medical
Product Applications) we have acquired twelve chitosans from Biolog (Germany) and Primex
(Norway) companies with two different chitin origins. The protein rhBMP-2 was gently
supplied by Noricum S.L and radiolabelled rhBMP-2-'%| was purchased from Perking-Elmer.
Chitosan samples were evaluated in humidity, ash, insoluble and heavy metals contents. Mw
and DD were determined by viscosity measurements and spectroscopic techniques (*HRMN).
The obtained chitosan films by solvent casting solution in acetic acid 50 mM, were evaluated
by microscopic techniques (Scanning Electronic Microscopy and Interometry Microscopy) to
study surface morphology, thickness and roughness. Swelling behavior and contact angle
measurements were also studied. Degradation kinetics was determined by viscosity
measurements in different mediums, PBS (pH 7.4) and Acetate buffer (pH 5.4) with and
without lysozyme.

In addition chitosan films were evaluated as cell biocompatibility surfaces (Bradford,
MTS and Alamar Blue assays) using C2C12 premioblastic cell line. Activated chitosan films with
rhBMP-2 were also evaluated in vitro to determine cell differentiation (by ALP activity) and
morphology cell studied was performed to actin cytoskeleton. Protein released was quantified
by measurement of cell ALP content. In vivo experiments were performed using chitosan films
(with and without protein) in Wistar rats by intramuscular pocket surgery. Biokinetic studies
were performed in Wistar rats with radiolabelled protein during ten days and after them

Macroautorradioluminography (MARG) was performed.

RESULTS AND DISCUSSION

Characterization results showed physicochemical parameters that are approved by
different commercial chitosan companies to be used as TEMPs (Tissue Engineering Medical
Products) highlighting a wide range of values of Mw (240 to 1300 KDa) and DD (73 to 95%).

On the other hand, homogeneous, transparent and reproducible chitosan films were
obtained. Surface parameter results showed smoother surfaces and low thickness, directly
proportional to polymer concentration. Chitosan films showed fast swelling rate, and stabilized
at 60 minutes of being in contact with PBS. In acidic medium, films changes to a hydrogel state

which lead on higher swelling levels. Contact angle substantiated chitosan surfaces as
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hydrophilic and moderate hydrophilic surfaces being acceptable to use with cell experiments
(Lieder et al., 2012).

Moreover, in vivo chitosan was degraded by lysozyme. Degradation kinetics of chitosan
samples were evaluated during 21 days using acetate acetic buffer pH 5.4 which correspond to
pH of an inflammation process during wound healing in the in vivo conditions (Liu et al., 2004).
Results showed different patterns of degradation rates depending on its Mw and DD. The
faster behavior was found in the highest DD sample (Q12). Polymer degradation kinetic
performed in vitro was determined to be compatible with a second order kinectic.

In vitro tests revealed that chitosan films were) cell biocompatible to C2C12 line
(Bradford, MTS and Alamarblue results) (Hirano et al., 1999). Polymer films allow cell adhesion
and proliferation with a similar behavior as TCP (tissue control Plastic treated for cell growth)
reaching same metabolic activity with a delay of nearly one day. Highlighting this cell delay it
started at the initial stages of cell adhesion. Cell density attached to chitosan surfaces at 4
hours of incubation was similar to control values but intermediate stages of adhesion process
(spreading step), were taken too long. Cell morphology results by actin inmunostaining
showed this delay with a non-adherent round shape. Polymer concentration was inversely
proportional to cell proliferation (Alamarblue results) and directly proportional to cell
adhesion, due to increase in roughness. In addition, higher DD of chitosan films increase the
number of cell interactions and produced an increase on cell proliferation, being Q12 the best
cell proliferation surface (Freier et al., 2005; Abarrategi et al., 2008).

Released protein from chitosan films is due to confluence of different process, such as
diffusion, swelling and degradation kinetics. C2C12 cells seeded on rhBMP-2 activated chitosan
films showed levels of ALP (bone early cell marker) due to the rhBMP-2 in cell culture medium.
Activated chitosan films showed a homogeneous cell growth behavior between chitosan and
plastic control as consequence of protein released compared to films without protein (Lee et
al., 2004).

According to this premise, activated chitosan films were tested in in vivo models, using
a simple surgery process by sample’s implantation in intramuscular pockets. Chitosan films
showed good biointegration, till it's completely extinction at 42 days of low Mw and low
concentration chitosan films (Q11-0.25%). Activated ones with rhBMP-2 produced new bone
tissue in accordance to its concentration. Furthermore active films showed good levels of
protein release, keeping it active during more than 6 weeks at the organism and producing
ectopic bone formation in rat’s muscle since the second week post-surgery. These results were
obtained through histological images (by Hematoxilin-Eosin and Masson Trichrome staining)

and p-CT.
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Biokinetic studies results showed urinary and feces as the main excretion ways found
ont hose samples high levels of '*°| at 24hours post-surgery. Throughout whole body
macroautorradiography (WBA) it was observed the retention sites of radiolabelled protein in
different tissues and organs, highlighting grey signal in the implantation area confirming

protein retain at site defect (Morcillo et al., 2002; Legget, 2010).

CONCLUSIONS

This work demonstrates that it is possible to predict chitosan film behavior on in vitro
and in vivo models based mainly on in its physicochemical parameters to a specific application.
Chitosan films retain protein rhBMP-2 and controlled its release to maintain protein effect
longer at surgical site avoiding high protein diffusion and subsequently its secondary effects.
Chitosan films can be a high potential cover to different kind of biomaterials and control the
delivery of different biomolecules, become an interesting biopolymer in tissue engineering

field.
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1. Introduccion

1. INGENIERIA DE TEJIDOS

1.1.  INTRODUCCION

La Ingenieria de Tejidos (TE del inglés Tissue Engineering) constituye un area de
investigacion intrinsecamente multidisciplinar en la que se puede englobar, en cierta forma, la
Medicina Regenerativa y la Terapia Celular. El principal objetivo de la TE es obtener sustitutos
biolégicos que restauren, mantengan o mejoren la funcién bioldgica dafiada de un tejido u
6rgano. Requiere, para el desarrollo de éstos sustitutos terapéuticos validos, la confluencia de
cientificos de muy diversas especialidades, tanto bdsicas como aplicadas, puesto que las
construcciones a disefiar han de incluir al menos tres tipos de elementos de naturaleza muy
diferente (Langer y Vacanti, 1993; Lanza et al.; 2000; Caplan, 2000; Atala, 2004).

Las células, uno de los elementos constituyentes de la TE han de proliferar y/o
diferenciarse hacia el fenotipo especifico del tejido a reparar. Este campo fundamentalmente
bioldgico abarca desde la modificacion genética de las células a implantar (terapia génica),
hasta el desarrollo y caracterizacion de mecanismos de diferenciacion de células progenitoras
(SC, del inglés Stem Cells) hacia tipos celulares dificiles de expandir in vitro, con los métodos
disponibles actualmente, a partir de cultivos primarios del propio paciente.

Por otra parte, estas células que forman parte de una construccién de TE, cuando se
implantan en su localizacién anatdmica definitiva se encuentran en un entorno bioldgico
complejo. Muchas veces la lesién se ha producido por ausencia de las sefiales bioldgicas
adecuadas que impulsan la reparacion per se del tejido, bien por la falta de los agentes
bioactivos necesarios en las cantidades adecuadas, o bien porque la lesidn existente excede los
limites que son capaces de reparar mediante mecanismos naturales del ser vivo (Maxson et al.,
2012).

Para afrontar este problema, se requiere tanto un aporte cientifico por parte de la
biologia del desarrollo (mediante la elucidacidon del mecanismo del desarrollo de los diferentes
6rganos en el tejido embrionario) como de la biologia molecular, que permita no sdlo la
identificacion de los genes implicados, sino también la expresion, purificaciéon y produccion de
las proteinas recombinantes que éstos codifican. Estos factores, segundo componente de la
TE, ejercen un papel regulador y muchas veces determinante en esos procesos, siendo
necesarios en cantidades suficientes para la experimentacion in vivo de su aplicacién clinica. Se
requiere tanto de conocimientos de la quimica y purificacién de proteinas como de la biofisica
y la biologia evolutiva, origen ambas del desarrollo de los andlisis mutacionales para la

produccidn de proteinas recombinantes con mayor estabilidad o actividad para su aplicacion
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clinica (Salgado et al., 2004).

Finalmente el tercer elemento constitutivo de cualquier construccién disefiada para la
regeneracion de tejidos son los biomateriales. Esta mencién final no es por su menor
importancia, al contrario, sino porque constituye el elemento imprescindible para que se
pueda hacer realidad cualquier aproximacién de la TE a la resolucién de un problema clinico.

Las células que se cultivan han de crecer sobre un soporte bi o tridimensional. Dicho
soporte ha de ser de tal naturaleza que permita dirigir el crecimiento celular (e incluso la
diferenciacion) de alguna manera. Los productos bioactivos que regulan el comportamiento
celular han de ser liberados en localizaciones estrictas, han de estar de alguna forma
confinados espacialmente de tal modo que ejerzan su accidn en el sitio deseado y no en otro.
Todas estas misiones subyacen en el disefio de un biomaterial adecuado.

A continuacion se expone con algo mds de detalle algunos aspectos relevantes de los

diversos elementos constitutivos de una construccion de TE.

1.2. COMPONENTES BASICOS EN LA TE

1.2.1. Células

Como se ha indicado previamente, las células constituyen uno de los elementos
esenciales en cualquier aproximacion terapéutica de medicina regenerativa. La necesidad de
su empleo en estas aproximaciones ha puesto de manifiesto toda una serie de problemas
técnicos importantes relacionados con su uso, que ha sido preciso abordar y que han dado
lugar a campos de investigacidn independientes y, sin embargo, muy relacionados con la TE
(Forriol y Esparza, 2008).
El primero de ellos es: ¢De déonde provienen las células que han de proliferar y/o
diferenciarse sobre el biomaterial integrante de la construccién a emplear en la regeneracion
tisular? Realmente sélo existen dos opciones:
< Que provengan del propio tejido del organismo huésped: ésta opcién realmente esta
limitada a aquellos tejidos que poseen per se cierta capacidad de auto-regeneracion. Esto
sélo ocurre en un numero muy limitado de tejidos, entre los que destacaremos, dada su
importancia en el desarrollo de este trabajo, el tejido éseo.

< Que provengan de cultivos in vitro, bien de células especializadas, bien (y cada vez con
mayor frecuencia, dada la imposibilidad de expandir gran nimero de tipos celulares hasta
los niveles necesarios en estas aplicaciones) de células madre indiferenciadas.

Las células madre presentan una proliferacién practicamente ilimitada en las células
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madre embrionarias (ESC, del inglés Embrionic Stem Cell) o muy elevada en las células madre
adultas (ASC, del inglés Adult Stem Cell). Las ESC son capaces de diferenciarse a cualquier tipo
celular en el organismo adulto mientras que las ASC pueden diferenciarse solo a un nimero
limitado de ellos. Esto ha dado lugar a una explosién de diversas investigaciones sobre los
factores que regulan tanto el proceso de especializacién de las células hacia un determinado
tejido y funcidn, como el proceso de desdiferenciacién de las mismas, regresando al estado
indiferenciado para reconvertirla en el tipo celular deseado (Tuan et al., 2003; Bielby et al.,
2007; Kallai et al., 2010; Maxson et al., 2012).

Por otra parte, estas investigaciones han permitido no sélo un aumento del
conocimiento sobre los diferentes mecanismos de regulacion génica, que producen la
diferenciacion celular, sino también de aquellas sustancias (péptidos, proteinas, etc) cuya
presencia, a los tiempos y concentraciones adecuados, controlan y dirigen el destino final de la
célula (Duplomb et al., 2007). Estos factores son clave en la sefializacién que lleve a la
expresién de unos u otros genes y por lo tanto son fundamentales en los procesos de
regeneracion tisular. La identificacién de estas sustancias ha llevado a su incorporacién a los
soportes empleados en TE (Biomateriales de tercera generacidon, como se clasificaran
posteriormente).

En cualquier caso, independientemente de lo anteriormente expuesto, existen una
serie de problemas comunes que nos vamos a encontrar sea cual sea el origen de las células
gue colonicen la construccién de TE. {Cédmo afecta el biomaterial utilizado al proceso de
proliferacidn celular? éSe afecta el metabolismo celular? éSe favorece o se impide de alguna
manera los procesos de adhesion celular, previos al comienzo de la proliferacidon?

La respuesta a éstas preguntas ha dado lugar en los ultimos afios a un gran nimero de
trabajos experimentales y que, parcialmente, se abordan en este trabajo con relacién a

nuestro biomaterial de eleccidn.

1.2.2. Factores Bioactivos

Las células actuan y responden a los diferentes factores de su entorno (mecdnicos,
estructurales o quimicos). En este sentido, los Factores de Crecimiento (GF, del inglés Growth
Factor) desempefian un papel fundamental en la regulacidn de acciones celulares tales como
la migracién, la proliferacion o la morfogénesis. El conocimiento de la funcidén de los factores
de crecimiento en los procesos de remodelado y reparacién 6sea, ha llevado a intentar
incorporar estas moléculas mediante técnicas variadas en el disefio inicial del biomaterial

empleado en TE.
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Los GF son expresados y secretados por las células al medio y la presencia de éstos en
dicho medio provoca las modificaciones celulares pertinentes. La comunicacién celular puede
tener lugar de forma autocrina actuando en las mismas células que liberan los factores (mismo
fenotipo celular) de forma paracrina, actuando sobre células vecinas (fenotipos diferentes) e
incluso de forma endocrina, afectando a células de diferente fenotipo pertenecientes a otro
tejido (Lieberman et al., 2002).

La matriz dsea extracelular constituye una importante reserva de GF, especialmente
los sintetizados por las células éseas como son las proteinas morfogenéticas éseas (BMPs, del
inglés Bone Morphogenetic Proteins) y los factores de crecimiento transformante beta (TGF-B,
del inglés Transforming Growth Factor B). Existen otros factores que participan en la
osteogénesis y en la formacién de matriz dsea, reclutando e induciendo la diferenciacién de
células osteoprogenitoras hacia linajes especificos como son, los factores de crecimiento de
fibroblastos (FGF, del inglés Fibroblast Growth Factor), los factores de crecimiento insulinico
(IGF, del inglés Insulin like Growth Factor), el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF,
del inglés Vascular Endothelial Growth Factor) y el factor de crecimiento derivado de plaquetas
(PDGF, del inglés Platelet Derived Growth Factor) (Bose et al., 2012; King y Krebsbach, 2012).

De entre todos los factores que intervienen en este proceso de regeneracién ésea, las
proteinas morfogenéticas dseas son sin duda las proteinas que mas interés han despertado,
puesto que inducen la diferenciacién celular hacia fenotipos osteoblasticos, expresando
marcadores como la Fosfatasa Alcalina (ALP, del inglés Alcaline Phosphatase) o la Osteocalcina,
aparte de su efecto quimioatrayente de monocitos, neutrdéfilos, macréfagos y fibroblastos.

Las BMPs se consideran factores clave en la regulacién de procesos como el
crecimiento, la diferenciaciéon y la apoptosis celular, jugando un papel importante en el
desarrollo embrionario y de varios érganos y tejidos. Son las proteinas encargadas de formar el
tejido 6seo durante la embriogénesis e incluso actian en la vida adulta en los procesos de
reparacion de fracturas (Sykaras y Opperman, 2003). Forman parte de la superfamilia de las
TGF-B, junto con otras proteinas como las activinas/inhibinas, o los factores de crecimiento y
diferenciacion (DDF, del inglés Diferentiation Growth Factors). Las BMPs han demostrado ser
los GF mas efectivos en la curacidn de fracturas, fusién espinal y no uniones (Mehta et al,,
2012; Lo et al., 2012).

Actualmente se han identificado al menos 20 BMPs, que se encuentran divididas en
diferentes subfamilias atendiendo a las similitudes en la secuencia de aminoacidos. La mayoria
de ellas son citoquinas multifuncionales, a excepcion de la BMP-1 la cual es una
metaloproteasa y no pertenece a esta superfamilia TGF-B, destacando la BMP-2, BMP-4, BMP-

6, BMP-7 y BMP-9, como las proteinas que han demostrado presentar mayor actividad
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osteoinductora y capacidad de formacion de hueso ectdpico (Kempen et al, 2008; Bragdon et
al.,, 2011).

Gracias a técnicas de ingenieria genética se ha conseguido obtener la forma
recombinante humana de la proteina BMP-2 (rhBMP-2 del inglés Recombinant Human Bone
Morphogenetic Protein-2). Esta proteina se sintetiza como precursor inmaduro, que consta de
un péptido sefial que dirige la secrecién en el extremo N-terminal, un prodominio que
estabiliza el plegamiento y un péptido maduro en el extremo C-terminal. La eliminacién del
dominio presente en la preproteina por accién de serin endoproteasas tras la dimerizacién,
conlleva a la secrecion de la proteina madura activa (Sieber et al., 2009). La BMP-2 activa
puede ser homodimérica (BMP-2/BMP-2) o heterodimérica (BMP-2/7, BMP-2/6) presentando
ésta Ultima, mayor actividad (Wozney et al., 1988; Bragdon et al., 2011; King y Krebsbach,
2012).

La solubilidad de la proteina se encuentra en funcion de la fuerza idnica y del pH de la
solucion. La proteina alcanza el maximo de solubilidad a baja fuerza idnica y pH acidos (3-3,5).
A partir de un valor de pH 5,5 la solubilidad decrece drasticamente siendo minima a pH 6,5-
7,5. De ahi en adelante la solubilidad aumenta hasta alcanzar un nuevo maximo de solubilidad
relativo a pH 8-8,5 (pasado su punto isoelétrico de 7,9), donde la proteina se encuentra
desnaturalizada (Gonzalez-Mufioz, 2004).

La estructura de la proteina fue descrita por Scheufler y colaboradores mediante
estudios cristalograficos, revelando dos laminas B antiparalelas separadas, una a hélice y por
ultimo un nudo de cistina (Scheufler et al., 1999). En dicho nudo se localizan los 7 residuos de
cisteinas, caracteristicos de la superfamilia TGF-B. Las cisteinas se unen para formar 3 puentes
disulfuro intracatenarios (presentes en el extremo carboxi terminal) y la unién de los dos
monodmeros (de 114 aminoacidos) se establece entre las cisteinas 78 de cada unidad. La
proteina presenta dos cavidades en la estructura cristalina, que se corresponden a los centros
hidrofébicos (Figura 1).

En la cavidad |, presente en el lado convexo, predominan las cargas positivas debido a
la presencia de residuos con cadena bdsica, descrito a su vez como el sitio de unién a heparina.
La cavidad Il, localizada en el lado cdncavo, presenta predominio de cargas negativas debido a
las cadenas acidas de Glu-83 y Aps-105 y el extremo carboxilo, siendo la posible zona de unién

al receptor tipo de serina-treonina-quinasa (Bragdon et al., 2011).
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Figura 1. Representacién de la estructura secundaria de la proteina, BMP-2. En ella se aprecian los extremos Ny C

terminal, la a hélice, los tres puentes disulfuro intracatenarios y las cavidades convexa (I) y céncava (l1).

Las BMPs desarrollan su actividad biolégica mediante su uniéon a receptores
heterodiméricos en la superficie celular (BMPRs), los cuales presentan un dominio extracelular
rico en residuos de cisteinas, un dominio transmembrana y uno intracelular tipo serin-treonin-
quinasas (Figura 2). Estos receptores son comunes a la superfamilia TGF-B conociéndose dos
tipos de receptores, que en unién con la proteina BMP-2, dan lugar a un complejo estable. La
interaccion inicial tendrd lugar con el receptor que presente mayor afinidad. En general para la
mayoria de las BMPs, el receptor con mayor afinidad es el de tipo | (BMPR-1) en cambio para
otros miembros de la TGF-B es el de tipo Il (BMPR-II) (Sieber et al., 2009; Bragdon et al., 2011).

El reconocimiento y unién del ligando con el receptor desencadena un cambio
conformacional que conduce a la fosforilacién del BMPR-I por parte del receptor BMPR-II
(constitutivamente activo). La activacion del BMPR-I desencadena la cascada de sefializacion,
pudiéndose activar tanto la vias smad dependiente como independiente (Chen et al., 2004).

La principal ruta de sefalizacidn celular (Smad dependiente) cursa con la fosforilacion
de las proteinas Smad (Figura 2) (Sieber et al., 2009). Existen diferentes tipos de proteinas
Smad las cuales se dividen en reguladas por receptores de membrana (R-Smad, como por
ejemplo Smad-1, Smad-5 y Smad-8), las mediadoras (CO-Smad, como es la Smad-4) y las
inhibidoras (I-Smad, como la Smad-6 y la Smad-7). Una vez fosforiladas las R-Smad, éstas
dimerizan en el citoplasma con una Co-Smad, dando lugar a un complejo que se transloca al
nucleo, actuando como factor transcripcional e iniciando la expresién de genes de respuesta
temprana a la BMP-2 (Schmierer y Hill, 2007).

Se han descrito rutas alternativas de sefalizaciéon intracelular, vias Smad

independiente, como las MAPK, ERK o JNK en respuesta a la BMP-2 que pueden afectar la
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proliferacion celular (favoreciendo los procesos de diferenciacién celular) existiendo todavia

un conocimiento limitado al respecto (Sieber et al., 2009).

Inhibidores extracelulares
[Magzina, Chordina, TSg, Gremblin,
Familia DanfCerberus)

Inhibldores del receptar
{BMP-3, BMP-13)

Pseudo y Co-receptores
{BAMBI, CRIML,
Endoglin )

Inhibidores

[I-smad, Smuris]

Marcadores dseas
> [Oc, ALP, caldgeno
tipa 1)

Citoplasma

| L |
Nucleo celular
Membrana celular

Figura 2. Esquema de la ruta de sefializacion celular de la BMP-2 via Smad. A través del reconocimiento con los
receptores de la membrana celular se desencadena una cascada de sefiales protagonizada por las proteinas Smad,
que traducen la sefal al interior del nucleo celular, iniciandose la respuesta a la accion de la proteina BMP-2. En ella

se muestra también los diferentes tipos de antagonistas que regulan la expresion del factor.

La BMP-2, presenta una gran capacidad de estimular la regeneracion dsea y de formar
hueso ectdpico en vertebrados adultos por lo que se considera de gran interés en el campo de
TE (Cao y Cheng, 2005). En el 2004, la FDA (Food and Drug Administration) aprobéd el uso
biomédico como productos sanitarios de la rhBMP-2 y la rhBMP-7 para determinadas
situaciones clinicas, como grandes defectos dseos, no uniones y fusidn espinal anterior, lumbar
y cervical. Existen diferentes productos disponibles en el mercado como Infuse™ (rhBMP-2,
Medtronic, Minneapolis, MN, USA), Inducto® (rhBMP-2, Wyeth Europa Ldt, London, UK),
Osigraph® (rhBMP-7, Wyeth Europa Ldt, Londres, UK) y OP-1 Putty, (rhBMP-7, Stryker Biotech,
MA, USA) que emplean como transportador esponjas de colageno (Lissenberg-Thunnissen et
al,, 2011; Lo et al., 2012).

Las BMPs actian como agentes locales, necesitando permanecer en el defecto éseo
durante un tiempo determinado para producir la diferenciaciéon celular y la consiguiente
regeneracion tisular. Por ello son proteinas que requieren de una matriz portadora que

permita su liberacion de forma prolongada en el sitio de accion y proteja al factor de procesos
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de degradacién. Dicho transportador serd indispensable para la administracion de los mismos
consiguendo disminuir la dosis a administrar y los efectos secundarios que conlleva (Epstein et

al., 2011).

1.2.3. Biomateriales

Un biomaterial se define como una sustancia farmacoldgicamente inerte, de origen
natural o sintético, disefiada para ser implantada o incorporada dentro del sistema vivo para
tratar, aumentar o reemplazar cualquier tejido, 6rgano o funcién del cuerpo.

El tipo de biomateriales empleados con fines regenerativos en el campo de la
biomedicina ha experimentado una evolucidon notable a medida que ha aumentado nuestro
conocimiento sobre las interacciones de los mismos con el cuerpo humano. Asi, en una
primera etapa surgen los materiales de primera generacién o “inertes”. El material se
empleaba exclusivamente como método para restaurar las funciones perdidas, es decir,
buscaban reemplazar el tejido minimizando efectos nocivos en el hospedador como por
ejemplo los implantes de titanio (Liu et al., 2004; Bose et al., 2012).

Posteriormente se produjo un cambio en el concepto de la funcidn de un biomaterial
en el proceso de la regeneracion tisular, pasando de considerarlo sélo un mero soporte
mecanico, a disefar sistemas en los que el material presenta per se cierta actividad biolégica.
Con mejores resultados, éstos materiales bioactivos o de segunda generacidn, interaccionan
en el organismo permitiendo su reemplazo por tejido del propio hospedador como por
ejemplo las ceramicas de fosfato tricalcico (B-TCP del inglés Tricalcium phospate Beta) o los
biovidrios y evitando asi una segunda intervencién de retirada del implante (Hench y Polak,
2000; Nair y Laurencin, 2007).

Finalmente se han desarrollado los materiales de tercera generacion, cuyo principal
objetivo es estimular de forma especifica la respuesta celular a nivel molecular mediante el
empleo de sustancias activas. Son materiales que se adaptan al medio fisioldgico, permitiendo
la proliferacion celular y el desarrollo del nuevo tejido, e incluso producen la activacién de
genes que estimulan la regeneracién del mismo, por ejemplo ceramicas de B-TCP activadas
con rhBMP-2 (Abarrategi et al., 2008a).

Los diferentes biomateriales se pueden clasificar en funcidn de su composicién
(materiales metadlicos, ceramicos, poliméricos o compuestos) de su origen (naturales o
sintéticos) e incluso en biodegradables o no biodegradables (Malafaya et al.,
2007 ,Schliephake, 2010).

Los materiales metalicos de titanio, cobalto, aluminio y sus aleaciones
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correspondientes, son compatibles con los tejidos bioldgicos aportando buenas propiedades
mecdnicas (resistencia al desgaste por ejemplo) siendo empleados desde sus inicios en la
reparacion de tejidos duros de sostén. Sin embargo presentan ciertos inconvenientes, como
procesos importantes de corrosidn, que pueden derivar en el fracaso del biomaterial (Bose et
al., 2012).

Estos inconvenientes se solventan en parte con los materiales ceramicos (alimina,
porcelanas, hidroxiapatita, etc), con una baja reactividad quimica que les confiere un caracter
inerte y que conlleva una adecuada biocompatibilidad. Este tipo de materiales promueven la
proliferacidn celular (muchas veces de forma especifica), permitiendo la sintesis por parte de
éstas células de los componentes de la matriz extracelular (ECM del inglés Extracellular
Matrix). Sus puntos débiles residen en una baja resistencia mecéanica y nula elasticidad,
limitando su uso en el campo de la regeneracion ésea (Bose et al., 2012).

Los materiales poliméricos son, con mucho, el grupo mas variado y versatil dentro de
los biomateriales, pudiendo clasificarse en funcion de su origen en: naturales (alginatos,
dextranos, agarosa, celulosa, almiddn, colagenos, quitosanos, etc) o sintéticos (poliestireno,
poli-a-hidroacidos, poliésteres, polilactonas, etc).

Estos ultimos ofrecen la posibilidad de ser manipulados de multiples maneras, con
unas caracteristicas fisico-quimicas bien determinadas. Por todo ello, son los componentes
mas utilizados en la fabricaciéon de dispositivos biomédicos abarcando sus aplicaciones desde
un nivel extracorpdreo (catéteres, membranas de dialisis, lentes de contacto, vendajes para la
curacion de heridas, etc) hasta implantes permanentes (biosensores, valvulas cardiovasculares,
etc) o temporales (suturas degradables, chinchetas de poli-L-lactico, sistemas de liberacion de
farmacos, etc) (Nair y Laurencin, 2007).

Como vemos, los biomateriales pueden ser biodegradables o no, naturales o sintéticos,
pero siempre deben ser biocompatibles y no tdxicos, de tal forma que permitan y favorezcan
el desarrollo de tejido de novo. Si son biodegradables, ha de poderse controlar la velocidad de
degradacién de forma que se ajuste asimismo a la velocidad de reparacidn, de sustitucién del
biomaterial por el propio tejido y sus productos de degradacién han de ser inocuos.

En la actualidad es cada vez mas frecuente el uso de polimeros biodegradables a
expensas de los biomateriales tradicionales permanentes en aplicaciones de TE. Idealmente, al
degradarse los primeros en el medio biolégico y eliminarse sus productos de degradacion
mediante la actividad celular, se evita la necesidad de una segunda cirugia para retirarlos una
vez cumplida su funcidn regeneradora (Nair y Laurencin, 2007).

En este sentido, cobran fuerza los polimeros naturales derivados de la ECM tipo

colageno, condroitin sulfato, o los glucosaminoglucanos (GAGs del inglés Glycosaminoglycans)
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ya que son sustancias presentes de forma natural en los organismos (Dhanikula vy
Panchangnula, 2004). Estos Ultimos presentan la ventaja adicional de ser capaces de unir per
se a gran numero de sustancias bioactivas presentes en el organismo, pudiendo actuar como
sistemas reservorio controlando e interaccionando de forma especifica con el medio bioldgico
(Freier et al., 2005).

Nuestro Grupo de Ingenieria de Tejidos lleva afios desarrollando aplicaciones
regenerativas basadas en quitosano. Sus propiedades de biocompatibilidad, no toxicidad,
interaccion con proteinas, bajo coste y su capacidad filmogénica, hacen de este polimero un
material idéneo para el recubrimiento de superficies complejas en biomedicina (Lopez-
Lacomba et al., 2006).

Los estudios desarrollados previamente en nuestro el laboratorio nos han permitido
inmovilizar con éxito una proteina morfogenética ésea, concretamente la rhBMP-2 sobre
filmes de quitosano, demostrando el mantenimiento de su actividad diferenciadora hacia
lineas osteobldsticas de células ya pre-diferenciadas hacia otros fenotipos (Abarrategi et al.,
2008b).

Las investigaciones permitieron desarrollar una tecnologia para la obtencién de forma
reproducible de un material osteoinductor capaz de permitir la reparacién de lesiones dseas y
mejorar la oseointegracién de implantes dentales de titanio en experimentos realizados in

vivo, como se muestra en la Figura 3.

Figura 3. A) Radiografia de implantes dentales colocados en tibia de conejo, a su derecha los implantes activados
con filmes de quitosano y rhBMP-2, a su izquierda, los implantes control. La tibia izquierda se corresponde con los

implantes control (sin recubrimiento). B) Imagen de u-CT del implante dental superior de la tibia derecha.

En ella se puede observar una notable mejora de la regeneracién del defecto éseo en
los implantes recubiertos con filmes de quitosano y proteina rhBMP-2. Son evidentes tanto la

capacidad de creacion vertical de hueso alrededor del implante (imagen de u-CT), como la
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densidad de tejido 6seo de novo (radiografia aportada).

2. QUITOSANO

2.1. INTRODUCCION

La quitina (del griego chitén, manto, tunica) se encuentra distribuida ampliamente en
la naturaleza junto con la celulosa. Sus fuentes principales de obtencidn son el exoesqueleto
de los invertebrados, sobre todo artropodos (crustaceos e insectos), hongos (Aspergillus niger,
Mucor rouxii), algas y moluscos (Kurita et al., 2000; Kumar et al., 2004; Muzzarelli y Muzzarelli,
2005; Harish-Prashanth y Tharanathan, 2007; Kasaai, 2010; Domard, 2011). La principal fuente
industrial de este biomaterial procede del tratamiento de caparazones de crustaceos
(producto de desecho de la industria pesquera) (Goycoolea et al., 2000).

Se compone de unidades de 2-acetamido-2-desoxi-B-D-glucosa unidas mediante
enlaces B (1-4). Su férmula quimica es muy similar a la de la celulosa, diferencidandose de esta
ultima por la presencia de un grupo acetamida, sustituyendo el grupo hidroxilo del C, de la
celulosa (Figura 4) (Kumar et al., 2004). Esta similitud se refleja en los roles parecidos que
cumplen estos dos biopolimeros en la naturaleza, ambos actian como materiales
estructurales, de soporte y defensa del organismo frente a las condiciones ambientales que lo
rodea (Abdou et al., 2008). La quitina se encuentra también estructuralmente relacionada con
la mureina, principal polimero estructural de la pared celular de las bacterias (Kumar et al.,

2004; Muzzarelli y Muzzarelli, 2005).
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Figura 4. Estructura quimica de la quitina, destacando su grupo acetamido.

La quitina se presenta en una matriz compleja en unién con otras sustancias. En los
exoesqueletos de crustaceos e insectos estd unida con proteinas, mientras que en los hongos
se encuentra unida con otros polisacaridos, inclusive con celulosa. La quitina se aisla en el

laboratorio tras varios procesos de purificacion necesarios para la eliminacién de minerales
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calcareos, pigmentos y proteinas (Agullé et al., 2004).

En la actualidad el método industrial se basa en procedimientos quimicos para retirar
las proteinas y el material insoluble. Generalmente la materia prima se lava con agua,
detergentes y se muele hasta obtener pequefios fragmentos. Posteriormente se tratan con
bases y acidos fuertes para eliminar las proteinas y sales minerales respectivamente. Los
pigmentos se eliminan en una etapa posterior mediante disolventes organicos (Figura 5). La
quitina asi obtenida se presenta en forma de polvo o escamas, de color blanco a rosado
(Percot et al., 2003; Naznin, 2005).

Existen métodos otros alternativos para la obtencién de quitina, como la fermentacidn
microbiana o extractos enzimaticos, siendo procesos sostenibles con el medio ambiente ya

que no conllevan el empleo de acidos y bases fuertes (Xu et al., 2008; Manni et al., 2010).

Materia prima
(Caparazones de

Crustaceos)
1. Lavado y reduccién de tamaiio
2. Desproteinizacion
3. Desmineralizacion
4. Decoloracion
QUITINA

Figura 5. Esquema simplificado de la obtencién de quitina y quitosano a partir de desechos de crustdceos.

De estructura similar a la celulosa, la quitina es insoluble en solventes tipicos como
agua, solventes organicos, acidos y bases diluidas, siendo un polimero de dificil manipulacion
que se disuelve en acidos minerales concentrados y a elevadas temperaturas con la
consiguiente degradaciéon del polimero. Se disuelve empleando hexafluoreacetona,
hexafluoroisopropanol, cloroalcoholes asociados a dacidos minerales e incluso en N,N-
dimetilacetamida conteniendo un 5% de cloruro de litio, siendo éste un solvente tipico (Dutta
etal., 2004).

Esta estabilidad se debe a la disposicién ecuatorial estable de los sustituyentes y a la
unién B(1—4) de los anillos de piranosa. La configuracién 3 de los enlaces glicosidicos permite
estructuras de cadenas rectas con fuertes enlaces hidrégenos intercatenarios.

La desacetilacion de la quitina, via enzimatica o alcalina, conduce al polimero

quitosano que se define como “un polisacarido lineal constituido por unidades de 2-
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acetamido-2-desoxi-B-D-glucosa, unidad de N-acetil glucosamina (GIcNAc del inglés N-acetyl
glucosamine) y 2-amino-2-desoxi-B-D-glucosa, unidad de glucosamina (GIcN del inglés

Glucosamine) unidas mediante enlaces glicosidicos B (1->4)” (Figura 6) (Kumar et al., 2004).

~ OH OYCH3 OH ]
NH NH>
HO HO

HO 0
HO o )

NH, NH,
OH

OH

Figura 6. Estructura quimica del quitosano, enmarcando su grupo amino libre.

La obtenciéon de quitosano mediante desacetilacion del C, de la quitina puede
realizarse mediante diferentes metodologias (Figura 7). La via enzimatica se basa en el empleo
de la enzima quitina desacetilasa, identificada y purificada por primera vez a partir de
extractos del hongo Mucor rouxii. Esta via, no es muy efectiva ya que la enzima no actua sobre
quitina insoluble y, en consecuencia, requiere una quitina previamente tratada para favorecer
el acceso de la enzima a dichos grupos acetilo (Aranaz et al., 2009).

El método quimico consiste en una desacetilacion en fase homogénea o heterogénea
en funcién de las condiciones del proceso. Una desacetilacién heterogénea conlleva el empleo
de un medio fuertemente alcalino (hidréxido de sodio o potasio al 40-50% p/v) elevadas
temperaturas (60-130°C) y tiempos cortos (Aiba, 1991; 1992). Esta reaccion no ocurre al azar,
Kurita y colaboradores observaron que dicho proceso ocurre preferentemente en la region
amorfa de la quitina (Kurita et al.,, 1977). Como producto final se obtiene un quitosano con
secuencias de GIcNAc en bloques de tres residuos. En la actualidad, este es el tratamiento
industrial para la obtencién de quitosano a gran escala (Kumar et al., 2004).

En cambio, una desacetilacion homogénea requiere condiciones mas suaves, tanto de
alcalis (concentraciones moderadas de un 13% p/v) como temperaturas bajas y tiempos
prolongados e incluso de un pretratamiento de hinchamiento de la quitina alcalina (Sannan et
al., 1975). De esta manera el proceso de desacetilaciéon de la quitina transcurre de forma
aleatoria, produciendo quitosanos con una distribucién de residuos de GIcNAc y GIcN al azar
(Varum et al., 1997; Kurita, 1998; Goycoolea et al., 2000). No obstante, la N desacetilacion
homogénea requiere tiempos prolongados y conlleva a una destruccion de la estructura
secundaria, siendo las principales razones por las que no es frecuente emplear dicho método

(Tsaih et al., 2003).
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HO Quitina

O e Ovnn,
(o] 0
CH, CH,
0 Desacetilacién Enzimatica: Q Desacetilacion Alcalina:
Quitinadesacetilasa a) Homogénea NaOH 13%, TA, dias)
(EC3,5,1,41) b) Heterogénea (NaOH 40%, 120°C, 1-3h)
HO
uitosano
o Q
MWD 1 oA
%
HO NH, HO NH, HO NH,

Figura 7. Métodos de obtencién de quitosano mediante desacetilacion de la quitina. Existen dos variantes de la
desacetilacion mediante alcali, cuyas principales diferencias se basan en las condiciones empleadas del proceso,
fase heterogénea (condiciones mas severas, método industrial) y fase homogénea (requiere condiciones mas suaves
y tiempos mas largos). La desacetilacién enzimatica, menos frecuente, emplea la quitina desacetilasa (Fuente Dai et

al., 2011).

El quitosano es insoluble en agua, una de las razones de esa insolubilidad radica en la
rigida estructura cristalina de estos polimeros, y sobre todo como afirman Kurita vy
colaboradores, en la formacién de asociaciones puente hidrégeno intra e intermoleculares
entre residuos de acetamida (Kurita et al., 1991). No obstante, la desacetilacidon de la quitina
produce un derivado mas soluble que ella, ya que en medios acidos diluidos, tanto organicos
como inorganicos, se protonan los grupos amino libres del quitosano, produciéndose un
polication que permite las formacion de soluciones. Cuando un contraion polivalente, por
ejemplo, sulfato o fosfato estdn presentes, puede ocurrir la interaccién iénica entre las
cadenas del polimero cargadas, resultando en un aumento de la viscosidad de la solucién,
llegando incluso con altas concentraciones de contraiones a la precipitacion del quitosano

formando agregados (Roberts, 1992; Roberts, 1998).
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2.2. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA

El quitosano es un polimero heterogéneo de unidades de GlcN y de GIcNAc, cuyas
propiedades también se ven influenciadas por la estructura y composicion del mismo. La
fuente y el método de obtencién determinan la composicion y tamafio de las cadenas de
quitosano (Galed et al., 2005). La relacion entre las unidades de GlcN / GIcNAc se define como
Grado de desacetilacion (DD) y se expresa en porcentaje. La quitina al disponer tedricamente
de todos sus grupos amino acetilados, presentaria un DD del 0% mientras que si se alcanza la
desacetilacion completa dispondriamos de quitosano (DD del 100%). En la practica los
polimeros con un DD superior al 50-60% se consideran quitosanos (Domard y Domard, 2002).
Existen numerosos métodos que permiten valorar y determinar este pardmetro fundamental,
como son técnicas espectroscépicas (IR, UV, NMR), cromatografia de exclusion molecular
(GPC), valoraciones titulométricas, etc (Brugnerotto et al., 2001a). El DD es un valor
fundamental que determina no soélo la solubilidad del quitosano, sino también sus propiedades
bioldgicas (Roberts, 2008; Rinaudo, 2008). Este parametro representa el nimero de grupos
amino libres capaces de protonarse, pudiendo interaccionar con moléculas o estructuras
cargadas negativamente, como son las proteinas o las membranas celulares (Aranaz et al.,
2009).

La estructura primaria depende de la secuencia de los dos mondmeros en la cadena:
de GIcNAc (A) y GIcN. (D). La estructura secundaria se establece en solucién con las
interacciones inter e intramoleculares con las moléculas de agua o solvente. Ambas
estructuras presentan diferentes patrones de difraccidén de rayos X, en funcién del estado en el
que se encuentre el polimero (Figura 8). Asi por ejemplo, el quitosano en estado sélido
muestra una estructura similar a una doble hélice rigida muy diferente a la estructura cristalina
del quitosano en solucidon, ya que ésta sufre una torsion debida a la presencia de aniones
presentes en el solvente, mostrando una hélice relajada (Weinhold et al., 2009).

Sakajiri y colaboradores estudiaron la estructura terciaria del polimero, observando
que a 310k, la doble hélice extendida cambiaba a una estructura en forma de horquilla, la cual
se mantiene estable incluso al congelar la muestra (Sakajiri et al., 2006). La asociacién de
muchas cadenas poliméricas mediante interacciones intermoleculares conduce a la estructura

cuaternaria.
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Figura 8. Modelo de las estructuras cristalinas de un oligdmero de quitosano totalmente desacetilado (Aly A2) y de
hidrocloruro de quitosano (B1 y B2). Al presenta una hélice extendida muy estable debido a la formacién de
enlaces de hidrégeno intramoleculares (entre los oxigenos 03—05, 03-06,) e intermoleculares (N2—-06) similar a los
enlaces presentes en la quitina. En Bl la estructura helicoidal cambia de extendida a relajada debido a las
interacciones idnicas (por la presencia de aniones cloruro) que debilitan los enlaces intra e intermoleculares de

hidrégeno produciendo un giro de la cadena en su eje ¢ (Fuente Weinhold et al., 2009).

Ogawa y colaboradores, estudiaron la estructura cristalina de diferentes muestras de
quitina y quitosano preparadas mediante dos procesos fundamentales, la desacetilacion
parcial de la quitina y la parcial reacetilaciéon del quitosano (Ogawa, 1991). Observaron que el
material obtenido mediante reacetilacidn presentaba una estructura menos cristalina que el
quitosano de procedencia. La solubilidad del quitosano aumenta al disminuir el indice de
Cristalinidad (IC) pero existen otros factores como el origen de la quitina, o tratamientos
posteriores como reprecipitaciéon, secado o liofilizacién, que van a influir es la estructura
cristalina residual del quitosano (Qgawa et al., 2004).

El peso molecular promedio es uno de los parametros mas caracteristicos de este
polimero y de enorme influencia en sus aplicaciones finales. El peso molecular promedio
representa la media de los pesos de todas las moléculas presentes en la muestra. Las dos

formas mds comunes de expresar el peso molecular son: el peso molecular promedio en

nimero M vy el peso molecular promedio en peso M, . Estos promedios se definen segin

las siguientes ecuaciones:
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m_ZiNiMi V_ZiWiMi 2 NiMi?

DY YW D NiM

donde Ni es el nimero de moléculas que tienen un peso molecular especifico Miy Wi es el
peso de las moléculas que tienen un peso molecular especifico Mi. La relacién entre M, /M |

se denomina Indice de Polidispersidad (IP), que suele presentar valores entre 1,5 y 3 para
quitosanos comerciales. El peso molecular promedio en peso es el mas empleado y, aunque es
un parametro dificil de obtener de forma precisa, se puede determinar por varios métodos,
mediante cromatografia de exclusion molecular (GPC del inglés Gel permeation
chromatography) o ultracentrifugacion analitica (Wang et al., 1991; Brugnerotto et al., 2001b).
Dependiendo de la técnica empleada se obtienen valores diferentes de peso molecular
promedio que pueden variar en uno o mas érdenes de magnitud.

Otro método para determinar el Mw es mediante viscosimetria obteniéndose en este
caso el peso molecular promedio viscoso M, que dependera principalmente del tipo de

solvente y de la temperatura empleada. La viscosidad intrinseca [77] es una medida del

volumen hidrodindmico que ocupan las macromoléculas en solucion y por tanto un reflejo de
su tamafo. La concentracion del polimero influye notablemente en este parametro (Kassai,
2007; Desbrieres, 2002). Ademas, el origen de la quitina y el método de obtencion del
quitosanos también van a influir en el Mw del polimero (Roberts y Domszy, 1982).

Como consecuencia de la hidrélisis del grupo N-acetilo, se forma la amina primaria
(NH,) en los mondédmeros desacetilados. Esta amina se protona (NH;") aumentando su
solubilidad en medios acidos diluidos y formando sales, siendo el pK, del grupo amino en el
quitosano de 6,5 (Tommeraas et al., 2001). La solubilidad de este polimero no sélo se
encuentra influenciada por el tamafio de las cadenas (Mw) o la densidad de grupos amino (DD)
(Anthonsen et al., 1993) sino también por otros factores como son el pH y la fuerza idnica de la
solucion, el tipo de solvente, la temperatura o la concentracion de acido empleado (Aranaz et
al., 2009).

Tanto el DD como el Mw son parametros determinantes de las propiedades del
quitosano, repercutiendo de forma especifica en su biodegradabilidad y actividad bioldgica y
por lo tanto son dos pardametros de obligado conocimiento en la caracterizacidon de este
polimero. Existen otras caracteristicas quimico-fisicas como el contenido de agua, cenizas y
metales pesados que también deben ser consideradas a la hora de emplear el polimero en una

aplicacién biomédica determinada (Rinaudo, 2006; Aranaz et al., 2009; Kumirska et al., 2011).
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2.3. DEGRADACION DEL QUITOSANO

La quitina y el quitosano son degradados por un amplio espectro de enzimas,
destacando como enzimas especificas las quitinasas y las quitosanasas, con actividad
quitosanolitica (Hsiao et al., 2008; Kuroiwa et al., 2008; Dennhart et al., 2008). La especificidad
de estas enzimas permite hidrolizar quitosanos parcialmente acetilados produciendo
principalmente heterooligosacaridos y quitosanos de bajo peso molecular con una mayor
solubilidad (Xia et al., 2011).

Alternativamente se ha estudiado el uso de otras enzimas no especificas que incluyen
hemicelulasas, lipasas, pectinasas, proteasas, lisozimas y celulasas (Cabrera y Cutsem, 2005;

Muzzarelli, 1997; Abd-Elmohdy et al., 2010; Kumar et al., 2004).

2.3.1. Degradacion enzimatica via quitosanasa

Las quitosanasas son enzimas hidroliticas que reconocen las uniones glicosidicas del
quitosano parcialmente desacetilado de forma endo-hidrolitica. En la naturaleza se encuentra
en numerosos organismos desde bacterias hasta hongos (lzume et al., 1992). Se clasifican en
familias de glicosil hidrolasas en base a la similitud de su secuencia pero presentan una gran
multiplicidad en la especificidad de sustrato que si depende del microorganismo de
procedencia (Chiang et al., 2003). Por lo general, la principal fuente de obtencién de esta
enzima es de origen bacteriano, en concreto de la bacteria Bacillus y de Streptomices griseus.

Dentro de la molécula de quitosano se distinguen 4 tipos de enlaces, GIcNAc-GIcNA (A-
A), GIcNAc-GIcN (A-D), GIcN-GIcNAc (D-A) y GIcN-GIcN (D-D) y en funcién del tipo de enlace
gue degraden se agrupan en tres subclases. La subclase | hidrolizan enlaces tipo A-D y D-D, las
de clase Il solo enlaces D-D y las de clase lll enlaces D-A y D-D. Como minimo se necesita al
menos un residuo GlcN en alguno de los mondémeros para que dicha enzima sea activa, por lo
tanto ninguna quitosanasa hidroliza enlaces del tipo A-A. La rotura de los enlaces tipo A-D y D-
A da lugar a un residuo GIcNAc en el extremo reductor o no reductor de los productos,
respectivamente (Figura 9). La quitosanasa puede alojar al menos seis residuos de GIcN en el
dominio de unién a sustrato y la hidrdlisis ocurre en el punto medio de este (Fukamizo et al.,
1995; Varum et al., 1996). Dichas enzimas requieren tres o mas unidades de GlcN o GlcNAc
para desarrollar su actividad. Tienen un peso molecular aproximado de 34 x 10° g/mol
determinado por SDS-PAGE y un punto isoeléctrico de 9,7. Su pH éptimo es de 5,7 y la

temperatura 6ptima de 60°C (Tanabe et al., 2003). Existen dos aminoacidos esenciales en su
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estructura para que tenga lugar la accion catalitica, Glu-22 y Asp-40, que actian como donador

y aceptor de protones.

GlcNAc
0 GlcN

GlcNAc
0 GleN

GlcNAc I
0 GleN

GlcNAc

Figura 9. Representacién esquemdtica del centro catalitico de la enzima quitosanasa y los diferentes enlaces que
reconoce. En la posicion 1 se muestra la rotura del enlace glicosidico B (1-4) entre unidades D-D, en la posicion 2 se

representa la rotura del enlace D-Ay en la tercera posicién el enlace A-D.

2.3.2. Degradacion enzimatica via lisozima

La degradacion in vivo del quitosano se debe principalmente a la accidon no especifica
de la enzima lisozima aunque también se encuentra sometido en menor proporcion a la
actividad de otras enzimas inespecificas anteriormente mencionadas como lipasas, celulasas,
pectinasas, proteasas y hemicelulasas. Aunque la degradaciéon del quitosano depende del
organismo en el que se encuentre, los subproductos de degradacidn, sacaridos y glucosaminas,
son gradualmente absorbidos por el cuerpo humano, siendo productos biocompatibles, no
toxicos, no inmunogénicos y no carcinogénicos (Muzzarelli, 1997; Mengatto et al., 2012).

La lisozima es una endo-carbohidrasa, también denominada muramidasa, que cataliza
la hidrélisis de los enlaces B-(1->4) glicosidicos de peptidoglicanos de la pared celular de
ciertas bacterias, de la quitina y de quitosanos parcialmente desacetilados (Nordtveit et al.,
1996). En el cuerpo humano se encuentra en todos los fluidos corporales, como saliva, lagrima,
orina, jugos gastricos e incluso en el interior de células fagociticas, activadas por dafio tisular,
como son macréfagos y neutroéfilos). La concentracidén correspondiente de la enzima en el
suero humano depende de la edad y alcanzo valores desde 0,950 pg/mL hasta 2,5 pg/mL
siendo frecuentemente empleada en ensayos in vitro concentraciones de 1,5 ug/mL
(Hankiewicz y Swierczek, 1974; Brouwer et al., 1984; Porstmann et al., 1989; Freier et al.,

2005).
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El mecanismo de accién de esta enzima (Figura 10), se encuentra relacionado con la
estructura quimica del polimero. En su centro activo se localizan seis cavidades, que reconocen
seis residuos de glucopiranosa con 3-4 o mas grupos acetilados para iniciar la degradacién del
polimero. Los sitios alternados A, C y E interaccionan con cadenas acetamida laterales de
residuos GIcNAc y la hidrdlisis tiene lugar en el enlace B (1-4) entre los subsitios D y E (futuros
extremos reductor y no reductor, respectivamente). Sin embargo es una enzima incapaz de
escindir el enlace glicosidico en secuencias de GIcN y en segmentos en los que existen
pequenas fracciones de residuos de GIcNAc distribuidos aleatoriamente en la cadena (Aiba,
1996; Varun et al., 1996). Por lo tanto puede hidrolizar los enlaces AA-AA y AA-AD pero no los
AD-AA ni tampoco los DD-AA. La lisozima tiene un peso molecular de 14,4 kDa con un pH
o6ptimo cercano a 5, causado por los valores de pK, tan distintos del Asp-52 y del Glu-35 (que
actuan como aceptor y donador de protones, respectivamente) y que se encuentran en el sitio

activo de la lisozima (Shigemasa et al., 1994; Nordtveit et al., 1994).

|
A
GlcNAc ) X .,
0 GleN Figura 10. Mecanismo de accién de la
enzima lisozima. En el sitio catalitico
Enlace glicosidico . L
C B (1-4) tiene lugar el reconocimiento del
hexasacarido, adquiriendo una
D conformacion tensa en el cuarto azlcar
Ruptura del enl ., .
E uptura def eniace (D) y produciéndose la ruptura de dicho
enlace.
F
J

Numerosos estudios indican que la accidn de dicha enzima depende notablemente del
grado de desacetilacidon estableciéndose una relacidn inversa entre ambos pardmetros. Segun
este mecanismo la enzima lisozima no seria activa frente a quitosanos totalmente
desacetilados y ni totalmente acetilados. Sin embargo, filmes de quitina han mostrado una
mayor pérdida de masa frente a filmes de quitosano de elevado DD, empleando lisozima en
tampodn fosfato, pH 7,4 (Tomihata y lkada, 1997).

La degradacidn de quitosanos con un DD intermedio-bajo (cercano al 60%) sufre una
degradacién mas acusada en el tiempo, tanto in vitro como in vivo (Bumgardner et al., 2003). A
medida que aumenta el valor de este parametro (DD), el polimero muestra una mayor
resistencia a la degradacidn, siendo este proceso mucho mas lento y destacando un aumento

del tiempo de residencia en el organismo (Figura 11). Este hecho se explica ya que quitosanos
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con un DD elevado, presentan menor cantidad de unidades acetiladas consecutivas necesarias
para la degradacién por parte de la enzima (Hirano et al., 1989). Ademds DD superiores al 95%
muestran estructuras de elevada cristalinidad, dificultando ain mas el ataque enzimatico. Al
contrario de lo esperado, quitosanos con bajo DD (inferiores al 50%), con gran cantidad de
grupos acetilados en su estructura, tampoco muestran una velocidad de degradacién superior
debido a esa elevada cristalinidad, anteriormente comentada (Bumgardner et al., 2007; Freier

et al., 2005).

Menor E E

Degradacion x

GD = 95%

E

E E
GD > 70% Distribucion
Heterogenea

E

E E E
GD >70% Distribucion
Homogénea
E E

Mayor . . . . P
., N-Acetil D - Glucosamina D Glucosamina E Enzima Lisozima No ataque
Degradacion

Figura 11. Imagen representativa de la influencia del DD y distribucion de los grupos acetilo en la degradacion del
polimero in vitro. Quitosanos con elevado DD no son sensibles al ataque enzimatico via lisozima debido a la baja
probabilidad de encontrar tres o0 mas residuos de acetamida en la estructura. En cambio quitosanos con DD menor

son facilmente hidrolizables.

Ademas del DD existen otros factores muy influyentes en el proceso de degradacién
como son el origen dela quitina, la longitud de las cadenas (representado por el Mw) vy el
empaquetamiento cristalino. La distribucidon de los grupos acetilo en la cadena afecta a la
biodegradabilidad, si se encuentran de forma heterogénea u homogénea presentando ésta
ultima una mayor velocidad de degradacion (Aiba, 1993).

Kofuji y colaboradores estudiaron la degradacion via lisozima sobre quitosanos de
diferente Mw, determinando cambios en la viscosidad de la soluciones de los polimeros, y
observaron que quitosanos de mayor Mw mostraron velocidades de degradacidn superiores

(Kofuji et al., 2005).
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Los productos procedentes de la degradacion del quitosano, tanto quitoligémeros
como los residuos de GIcNAc y GlcN, favorecen la curacion de heridas. No sélo promueven la
activacion de macroéfagos, la formacion de depdsitos de coldgeno y la vascularizacién del
nuevo tejido, sino que también van a formar parte de la matriz extracelular formando parte de
compuestos como dermatan sulfato, condroitin sulfato y acido hialurénico (Muzzarelli, 1997).

La glucosamina por si sola presenta actividad antiinflamatoria, es sintetizada por el
cuerpo humano desde la glucosa e incorporada en forma de glucosaminoglucanos y

glicoproteinas (Muzzarelli, 2009; Muzarrelli et al., 2012).

2.3.3. Degradacion Quimica

En medios acidos diluidos, el quitosano sufre una degradacién debido al pH 4cido de la
disolucidon. Mediante hidrélisis quimica se produce gran cantidad de N-glucosamina libre y
menor cantidad de heterooligosacaridos debido a la menor especificidad de la reaccidn. La lisis
del polimero puede ser producida por diferentes reactivos quimicos como el HCI, H,0, o el
HNO,, sin embargo el proceso de depolimerizacidon es dificil de controlar dando como

resultado modificaciones en la estructura (Kumar, 2000).

2.4. BIOCOMPATIBILIDAD Y TOXICIDAD

La biocompatibilidad de un material se define como la ausencia de efectos toxicos o
perjudiciales en los sistemas bioldgicos. Esto implica que el tejido del paciente que entra en
contacto con dicho material no sufre ningun efecto toxico irritante, inflamatorio o genotoéxico.
Existen normas de calidad ISO de obligado cumplimiento para testar la toxicidad vy
biocompatibilidad in vitro de un biomaterial. Una herramienta fundamental para evaluar la
toxicidad y proporcionar el conocimiento de los mecanismos de induccién de toxicidad de un
compuesto son los cultivos in vitro (Hirano et al., 1990; Rodrigues et al., 2012).

El quitosano ha demostrado ser un polimero inocuo y seguro. La biodegradacién del
quitosano produce oligosacaridos que posteriormente pueden ser eliminados o reabsorbidos
facilmente por el organismo. La dosis Letal 50 del quitosano (LDsp) se establece en 16 g/Kg en
una administracién oral, valor muy similar al del azlcar y siendo su toxicidad menor que la de
la sal (Arai et al., 1968; Hirano et al., 1990).

Este polimero posee un perfil de toxicidad seguro estando aprobado como excipiente
de productos farmacéuticos, desde el 2002 bajo la forma de hidrocloruro de quitosano

(Farmacopea Europea, 2002) y desde el 2011 como quitosano (Farmacopea Europea, 2011).
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Tanto el DD como Mw del polimero son las principales caracteristicas relacionadas con
la viabilidad celular, existiendo numerosos estudios in vitro que corroboran una
citocompatibilidad adecuada (Schipper et al., 1996; Chatelet et al., 2001; Lieder et al., 2012).
Sin embargo existe disparidad de resultados en funcién de las caracteristicas del quitosano y
de la linea celular empleada. Algunos autores describieron los efectos de quitosanos en
funcion del Mw y del DD, mostrando cierta relacién entre la densidad de cargas presentes en
mismos y su toxicidad en fibroblastos y osteoblastos (Kean y Thanou, 2010).

En la experimentacién in vivo se ha observado que tanto en implantes de titanio
recubiertos de quitosano, como hidrogeles de quitosano entrecruzados con glutaraldehido,
provocan una minima reaccion inmune que suele cursar con muy poca O ninguna
encapsulacién fibrosa, con formaciéon de tejido granuloso y una leve aceleraciéon de la
angiogénesis en la zona del implante (Azad et al., 2004; Muzzarelli, 2009). Esta reaccion
inmune desaparece rapidamente sin desarrollar una respuesta inflamatoria crénica y, gracias a
su efecto bacteriostatico, se favorece la integracion del material implantado (Khor y lin, 2003;

Greene et al., 2008).

2.5. APLICACIONES GENERALES.

En la actualidad se conocen unas doscientas aplicaciones diferentes en diversos
campos como la industria farmacéutica, cosmética, alimentaria e incluso en biomedicina. Se
comenzaron a emplear en el tratamiento de aguas residuales como quelantes de iones
metdlicos en la década de los 70 (Rinaudo, 2006; Sandford, 1987).

En la industria alimentaria, el quitosano se emplea frecuentemente como agente
floculante para la recuperacion de biomasa y nutrientes, ya que reacciona con polimeros
anidnicos para formar complejos de polielectrolitos que precipitan, pudiendo ser destruidos o
aprovechados. Ambos polimeros se utilizan como ingredientes funcionales, aportando textura
y estabilidad a los alimentos mediante el control de la viscosidad, e incrementando el
contenido en fibra dietética (Regina et al., 2012).

El quitosano es capaz de preservar y aumentar el tiempo de vida util de los alimentos
gracias a sus propiedades antimicrobianas (Martin-Diana et al, 2009). Este hecho junto con
otras propiedades beneficiosas como su caracter antioxidante hace que su uso como aditivo
alimentario se haya extendido progresivamente diferentes paises como Japdén, Corea y
Finlandia (Weiner, 1992; Korean Food Drug Administration, 1995). Aunque no se encuentra
aprobado por la FDA, en Estados Unidos se comercializa ChitoClear® (Prymex ASA, Norway)

que fue reconocido como producto GRAS (del inglés Generally Recognised As Safe) en el 2001
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(Kean y Thanou, 2010). La Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA del inglés
European Food Safety Authority), ha evaluado el uso de quitosano en la alimentacién y ya se
comercializa como atrapador de grasa en formulaciones para reducir el colesterol y el
sobrepeso, estando aprobado el consumo de hasta 3 g diarios (UE N2 432/2012). Se han
realizado ensayos clinicos como potenciador de la penetracién de fdrmacos por via nasal
(Singla y Chawla, 2001) y como exciepiente farmacéutico (lllum, 1998; Goycoolea et al., 2009).
En el 2003 se propuso la inclusion de ambos polimeros, quitina y quitosano, dentro del Codex
Alimentario pero actualmente no se encuentra en la lista GSFA (del inglés General Standard for
Food Additives) ni ha sido aprobado como ingrediente funcional en la unién europea (Aranaz
et al., 2009).

En la agricultura el quitosano y sus derivados se utilizan como recubrimiento de
semillas para mejorar la produccién en el campo por sus efectos antimicrobianos, por su
capacidad de retencién de agua y la estimulacion de otros microorganismos beneficiosos para
el cultivo (Larez-Velasques, 2008).

Dentro del campo de la cosmética, este biopolimero se aplica en la elaboracién de
cremas para la piel y el cabello. Gracias a su capacidad filmogénica, las peliculas del polimero
interaccionan con proteinas y en solucidén con acidos organicos suaves, aportando cierta
viscosidad lo que le permite ser empleado como ingrediente en champus o ténicos capilares.
Los derivados solubles en agua como el hidroxipropilquitosano se emplean en cremas para el
cuidado de la piel gracias a su capacidad de hidratacidn, al mismo tiempo sus propiedades
antimicrobianas aportan un efecto protector ante infecciones. También existen maquillajes a
base de pigmentos y granulos de quitosano, asi como esmaltes de ufias (Dutta et al., 2004).

Tanto en su forma nativa como modificado, el quitosano presenta numerosas
aplicaciones en el campo de la biomedicina, gracias a sus propiedades biolégicas como
actividad antibacteriana (Tokura et al., 1997; Weinhold et al., 2009), hipocolesterolémica
(Bokura y Kobayashi, 2003; Liu et al., 2008; Xia et al., 2011), cicatrizante (Rinaudo 2006;
Muzzarelli, 2009) y hemostatica (Huang et al., 2003; Struszczyk, 2011) resumidas en la Tabla 1.

Ademas gracias a su similitud con polisacaridos naturales presentes en la propia matriz
6sea, como condroitin sulfato, GAGs, o acido hialurdnico, el quitosano se ha utilizado de forma
frecuente en la regeneracidn de cartilago y tejido 6seo (Abarrategi et al., 2010; Liu et al.,

2011).
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Tabla 1. Caracteristicas principales del quitosano y sus aplicaciones en biomedicina.

PRINCIPALES CARACTERISTICAS APLICACIONES BIOMEDICAS
Biocompatible ) Suturas
Biodegradable Implantes dentales
No téxico Piel artificial
-

Agente Hidratante Reconstruccion de huesos

Facilmente modelable (filmes) Lentes de contacto
Mejora la curacion de heridas Material de encapsulacion
Actividad contra bacterias y hongos Sistemas de liberacidn controlada.

Fuente: Rinaudo 2006. Properties and degradation of selected polysacharides

Su caracter catiénico lo hace unico entre los polisacaridos naturales. En funcion de la
proporcién de grupos acetilados y desacetilados presentes en su estructura, se establecerdn
interacciones de tipo hidrofilicas o hidrofdbicas, actuando asi como una molécula anfifilica
(Schatz et al., 2003; Kumirska et al., 2011). Cuando la balanza se inclina hacia grupos
desacetilados, las aminas libres podran interaccionar con otros grupos cargados de forma
negativa como son proteinas, lipidos, polisacaridos, acidos nucleicos, la mayoria presentes en
las membranas celulares (Rodrigues et al.; 2012).

Este hecho fundamental proporciona al polimero un gran valor farmacéutico ya que
actia como bioadhesivo, y ademas quimioatrayente de queratinocitos, neutréfilos, leucocitos
polimorfonucleares y macréfagos, mejorando la curacién de heridas y reduciendo la formacion
de cicatrices (Muzzarelli, 2009; Mori et al., 2005; Jayakumar et al., 2011). Como consecuencia
el quitosano promueve el aumento de la sintesis de coldgenos (Kojima et al., 2004), la
angiogénesis y la organizacion del tejido de granulacion todos ellos procesos esenciales en la
regeneracion de tejidos (Santos et al., 2007).

Se considera un buen candidato para el tratamiento de quemaduras debido no solo a
las propiedades anteriormente descritas sino también a su capacidad de retencién de agua, su
permeabilidad al oxigeno y su capacidad de ser degradado de forma natural por las enzimas
del cuerpo (Véase algunos ejemplos comerciales en la Tabla 2) (Dai et al., 2011; Jayakumar et
al., 2011). Ademas, también se han estudiado las propiedades del quitosano en relacion a la
formacion de “piel artificial”, compuesta de diferentes materiales en combinacion con cultivos
celulares que en su conjunto se asemejan a la estructura de este tejido (Mao et al., 2003; Liu et

al., 2007).
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Su posibilidad de uso bajo diferentes formas fisicas como filmes (Abarrategi et al.,
2008a; Jridi et al., 2014), fibras (Choi et al., 2007), hidrogeles (Berger et al., 2004; Bhattarai et
al., 2010), micro y nano particulas, micro y nano esferas (Harris et al., 2011), hace que
destaque su empleo en el desarrollo de sistemas de liberacién controlada, pudiendo ser
empleado en diferentes tejidos como la piel, los ojos o el tracto gastrointestinal (Goycoolea et

al., 2009).

De forma interesante el quitosano presenta un cardcter antibacteriano y antifungico
siendo téxico frente algunas bacterias (Jumma et al., 2002), hongos (Zuo et al., 2006) y
parasitos (Pujals et al., 2008). Aunque se desconoce el mecanismo por el cual presenta esta
actividad antibacteriana, se ha mostrado que el Mw desarrolla un papel fundamental en dicha
actividad, destacando que los quitosanos de Mw elevados presentan mayor actividad frente a

bacterias.

Tabla 2. Algunos ejemplos comerciales de quitina y quitosano en biomedicina.

NOMBRE ® DESCRIPCION APLICACION

Chitodine® Quitosano en polvo mezclado con iodo  Desinfeccion y limpieza de pieles daiadas
(Ims) y como aposito de heridas

Vendaje de quitina dispersa en Regeneracidn de piel y tejido subcutaneo
Chitopack®P

teraftalato de polietileno, entre otros Heridas de piel con dificil sutura.
(Eisai Co.)

componentes
Vulnsorb® Esponjas liofilizadas de quitosano y Recubrimiento de heridas
(Tesla) colageno
Traumastat® Fibras porosas de polietileno rellenas De uso externo para controlar el sangrado
(Ore-Medix) de silica y recubiertas con quitosano moderado y severo

Multiples capas, con quitosano, Para el control de la hemostasis local,
Tromboguard®

alginato cadlcico y sodico, entre otras antibacteriano y acelerador de la curacion
(TRICOMED SA)
sustancias de heridas

(Fuente Struszczyl y Struszczyl, 2007)
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3. SISTEMAS DE LIBERACION CONTROLADA

3.1.  INTRODUCCION

Los Sistemas de Liberacion Controlada son todos aquellos sistemas capaces de liberar
agentes bioactivos a una velocidad y/o en una localizacién determinada en funcion de las
necesidades de un organismo, durante un periodo de tiempo especifico. Se puede distinguir
entre una liberacién temporal (siendo la velocidad el factor que controla la liberacion), espacial
(donde el control se realiza sdlo sobre el lugar de liberacién) o combinacion de ambos.

Los motivos del interés creciente en el desarrollo de estos sistemas de liberacion,
corroborado con un aumento notable del nimero de patentes, son de dos indoles muy
diferentes. Por una parte, la bioseguridad en la administracién del agente terapéutico (Lietchy
et al., 2010), pues permite tanto una disminucion de la dosis, lo que lleva asociada una menor
toxicidad local y sistémica asi como un menor nimero de reacciones adversas. Por otra, de
indole econdmica, pues la disminucidn de la dosis también implica un menor costo (Mehta et
al., 2012).

Cualquier sistema de liberacidn controlada se encuentra constituido por dos
componentes principales, una matriz polimérica y el agente bioactivo a liberar (Langer y
Peppas, 1981). La matriz polimérica a su vez puede actuar fundamentalmente de dos formas
diferentes: como el agente transportador del principio activo, que se encuentra disperso en él
(bien en todo su seno, bien en su superficie), o como el agente protector de la liberacién de
dicho principio activo, encapsuldndolo y produciendo el intercambio entre el reservorio del
mismo (core) y el medio externo, por fendmenos de difusién a través del polimero actuando
como membrana semipermeable (Luginbuehl et al., 2004; Lietchy et al., 2012).

Se han desarrollado numerosos biomateriales basados en quitosano como sistemas de
liberacion controlada, mostrando en todo momento propiedades adecuadas para este fin (Lee
et al., 2002). El quitosano permite no solo la liberaciéon controlada de factores de crecimiento
sino también la encapsulacion de los mismos, protegiéndolos de procesos de degradacion en
el organismo (Lee et al., 2004). Los hidrogeles derivados de este polimero se emplean con
frecuencia como sistemas de liberacion controlada ya que sumado a sus propiedas de
biocompatibilidad, biodgradabilidad y no toxicidad, presenta una gran capacidad de
reabsorcion de agua (Bhattarai et al., 2010).

Un punto critico en la caracterizacidn de cualquier sistema de liberacidn controlada es
la determinacion de la cinética de liberacidon del compuesto bioactivo que transporta. Si se

considera todos los posibles procesos que pueden tener lugar en un sistema de liberacién
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controlada, se puede distinguir:

e Hidratacion y equilibrado de la matriz con el fluido biolégico circundante (fendmeno
de hinchamiento).

e Disolucién del agente bioactivo, tanto si éste se encuentra disperso como si se
encuentra encapsulado formando un nucleo rodeado por la matriz polimérica.

e Difusion del agente bioactivo fuera de la matriz polimérica.

Simultdneamente a estos procesos puede darse asimismo un fenédmeno de disolucion
de la matriz polimérica por fendmenos fisicoquimicos (pH, hidrélisis de enlaces, etc) y/o
degradacién mediante enzimas, especificas o inespecificas. En ambos casos el proceso de
disolucién/degradaciéon puede ser de forma heterogénea cuando ocurre en la superficie del
material que estd en contacto con el medio fisioldgico, o una degradacién homogénea, lo que
supone un deterioro aleatorio en toda la masa de la matriz polimérica. En esta ultima, el peso
molecular del polimero decrece de forma continua, manteniendo su forma original hasta que
el polimero sufre una considerable degradacidn, alcanzando un peso molecular critico, y en
ese momento, comienza la solubilizacidn y pérdida de masa (Tamada y Langer, 1993).

Todos estos fendmenos pueden ocurrir de manera simultdnea produciéndose por lo
tanto, un fendmeno de liberaciéon extremadamente complejo (Figura 12).

Se han desarrollado numerosas ecuaciones que intentan explicar mediante desarrollos
matematicos la liberacién de los compuestos en funcién del tiempo y desde diferentes
soportes. Los modelos empiricos se basan en el ajuste de los datos experimentales de forma
directa mientras que los modelos mecanicistas se basan en modelos tedricos para describir el
comportamiento de liberacién. Entre ellos destaca la cinética de orden cero, la cinetica de
primer orden, el modelo de Higuchi (cinética de la raiz cuadrada), de Hixon y Crowell (modelo
de la raiz cubica) el modelo de Korsmeyer-Peppas (ley de la potencia) y modelo para sistemas
hinchables (Higuchi, 1963; Hixon y Crowell, 1931; Peppas et al., 1980; Peppas, 1981; Peppas y
Korsmeyer, 1982).
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Figura 12. Liberacidn de GF en aplicaciones bioldgicas. A) Los GF pueden estar adsorbidoa a implantes presentando
una cinética de libreacidn rapida y con un llamativo efecto “burst” o estallido. B) Se consigue retrasar la liberacion
mediante modificaciones quimicas de la superficie del biomaterial (empleando conectores o “linkers”). C)
Recubrimientos poliméricos controlan la liberacion de los GF manteniendo una concetracién local sostenida en el

tiempo. D) La liberacién de GF desde matrices poliméricas puede tiene lugar por diferentes procesos, difusion,

hinchamiento y degradacidn, que a su vez pueden coincidir en el tiempo en funcién del polimero empleado.
3.2. OBTENCION Y APLICACIONES DE FILMES DE QUITOSANO EN BIOMEDICINA

El quitosano se ha empleado como sistema de liberacidon controlada para multitud de
compuestos, existiendo en la actualidad una amplia gama de productos basados en filmes, de
aplicacion en biomedicina. En la Figura 13, se muestran tres tipos de filmes, obtenidos
mediante diversos métodos (evaporacion de solvente, inmersion, electrodeposicion,
pulverizacién, etc), donde el quitosano de partida puede ser empleado de forma directa o
modificando su estructura con entrecruzantes u otros compuestos (Mengatto et al., 2012).

Un filme tipo matriz se encuentra constituido basicamente por una capa de quitosano
gue sirve de transportador de un factor activo el cual para liberarse debera difundir a través de
la barrera polimérica. Como ejemplos, se destaca la encapsulacion y liberacion de diferentes
agentes terapéuticos como antibiéticos, antiinflamatorios, factores de crecimiento (Mizuno et

al., 2003), agentes hemostaticos y antitrombdéticos
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Figura 13. Diferentes preparaciones de filmes de quitosano con aplicacién en medicina (Fuente Mengatto et al.,

2012).

Existen diferentes tipos de matrices, desde matrices simples que pueden llevar las
moléculas activas disueltas en la solucidon de polimero, dispersa o precipitada en la misma,
hasta sistemas laminados, o porosos (Figura 13-A). Las principales ventajas que presentan son
su facil preparacién y su gran resistencia a fracturas grietas o perforaciones evitando asi la
liberacion repentina de agentes activos cémo puede suceder en los sistemas de recubrimiento
(Langer, 1980).

Los sistemas de recubrimiento estan constituidos por un nucleo que contiene el factor
bioactivo recubierto por una membrana de quitosano, que protege y controla la velocidad de
liberacion (Figura 13-B). Estos sistemas son frecuentes en los medicamentos orales recubiertos
donde, en funcién del pH, la membrana de quitosano controla la liberacién del principio activo
en el sitio de accidn, ya que es insoluble a pH neutro y soluble en medios acidos.

Finalmente mencionaremos, por su caracteristicas de uso, un tipo especial de filme
tipo matriz de quitosano portadora de moléculas activas, solubles o dispersas (Figura 13-C). La
diferencia con los anteriores radica en su preparacion, que es in situ en la zona de tratamiento
por evaporacion directa de la solucidén polimérica. Se emplea de forma frecuente como un
tejido sellador en procedimientos médicos y quirdrgicos (Abrahams et al., 2009). Este sellador,
biodegradable y biocompatible, es un hidrogel formado por gelificacién de una premezcla de
quitosano o derivados, que suelen ir acompafados de antibiéticos o antinflamatorios, los
cuales son incorporados al tejido mediante el uso de jeringuillas o pipetas. Se suele aplicar en
el cierre o como refuerzo de una sutura, en la reparacién de heridas e incluso en el

tratamiento de la enfermedad degenerativa del disco (Tan et al., 2009; Park et al., 2013).
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4. REGENERACION DE TEJIDOS OSEOS

4.1 INTRODUCCION

El tejido éseo es un tejido Unico capaz de autorrepararse a si mismo de manera
completa por medio de la reactivacién de los procesos que tienen lugar durante la
embriogénesis. Ante una lesién dsea, la dinamica del hueso es suficiente para reconstruir los
defectos pequeiios, no obstante, para pérdidas masivas de masa tisular se hace necesario
recurrir al aporte de sustitutivos éseos para reparar el tejido.

Se denominan sustitutivos 6seos a todos los tejidos o materiales que pueden
emplearse para rellenar defectos del hueso, con el objetivo de regenerar y reparar el tejido
6seo. De acuerdo con esto podemos reconocer dos tipos fundamentales de sustitutivos, los
injertos dseos, que corresponden a fragmentos de hueso natural implantables y los
biomateriales, disefiados y manufacturados para mimetizar algunas de las propiedades
intrinsecas el hueso natural.

El material idéneo para el tratamiento de lesiones de hueso es el mismo tejido éseo, ya
sea proveniente del propio paciente (autoinjerto) o bien de un individuo donante de la misma
especie (aloinjerto). El autoinjerto éseo esponjoso es probablemente el mejor procedimiento
en el tratamiento de fracturas dseas gracias a su gran poder osteogénico y a la ausencia de
situaciones de rechazo. No obstante presenta ciertas limitaciones como pueden ser la reducida
cantidad de tejido éseo disponible, la problematica asociada a su obtenciéon, es decir, la
potencial morbilidad del sitio donador, la prolongacién del tiempo de hospitalizacién, riesgo de
infeccidn y dolor postoperatorio (Lo et al., 2012).

Para solver alguno de sus problemas se han desarrollado numerosos biomateriales
(anteriormente comentados) que tratan de imitar la reparacién del defecto 6seo de forma
natural, de ahi que sea clave el estudio y entendimiento de las funciones y componentes de

tejido dseo a reparar (Mehta et al., 2012).

4.2 CARATERISTICAS, COMPONENTES Y FUNCIONES

El hueso es un tipo de tejido conectivo especializado de origen mesodérmico cuya
composicidon y organizacién le permiten desarrollar una funcién mecdnica de sostén vy
participar en la homeostasis mineral. Es un tejido Unico en cuanto a su gran resistencia y
fortaleza al mismo tiempo que es ligero y presenta cierta elasticidad. Se trata de un tejido

dindmico que cambia con las fuerzas que soporta.
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El principal componente del tejido 6éseo son los minerales que llegan a constituir un
45% del total, seguido de un 30% de materia organica (tipo colageno y otras proteinas) y un
25% de agua. Los componentes inorgdnicos, como las sales de fosfato y carbonato de calcio,
son muy abundantes en este tejido, y se van intercambiando durante el proceso de
remodelacion ésea. La formacién de hueso se encuentra regulada no sélo mediante la accién
de diversas hormonas sino también a través de la dieta.

Las principales funciones del tejido dseo son la proteccién de drganos vitales
aportando resistencia frente a golpes. Dentro de las funciones mecdanicas también se
encuentra la de sostén de los tejidos y dérganos y la funcidon locomotora. Dentro de las
funciones metabdlicas el tejido éseo actia como depdsito de iones (calcio y fosfato) y de
factores de crecimiento en la matriz 6sea mineralizada (BMPs o TGF-B). En los huesos también
se regula el metabolismo de fosfato mediante la liberacidon de FGF, que actua sobre los riflones
disminuyendo la reabsorcién de iones fosfato. Ademas las células dseas liberan una hormona,
denominada Osteocalcina, que contribuye a la regulaciéon de la glucosa en sangre y la
deposicién de grasa. Por ultimo englobando a las funciones sintéticas, destaca la funcion
hematopoyética, que tiene lugar en la médula dsea roja, dentro del tejido dseo esponjoso, la
cual se encarga de la formacién de células sanguineas.

Existen diferentes tipos de huesos que se clasifican segln su forma. Los huesos largos,
de forma cilindrica, alargada, presentan una parte central o cuerpo y dos extremos proximal y
distal, como por ejemplo el fémur y el hiumero. Los huesos cortos presentan forma cuboide,
como son los huesos de los dedos, (tarsos) y rétula. Los huesos planos como la escapula u

omoplato. Por Ultimo los huesos irregulares como vértebras o falange distal.

4.2.1. Estructura macroscopica del tejido dseo

Macroscdpicamente, el tejido dseo en el adulto se organiza bajo dos formas
arquitectoénicas distinguiéndose dos tipos de tejido, el tejido dseo esponjoso y el compacto
(Figura 14).

El tejido esponjoso, también denominado reticular, constituye el 20% del tejido éseo
total. Presenta una estructura esponjosa con porosidad elevada, variable entre un 50 y el 90%,
y se caracteriza por la presencia de trabéculas dseas que se localizan en la epifisis de los
huesos largos y en el interior de los huesos cortos y planos. En el interior de las trabéculas se
encuentran los osteocitos y entre las mismas trabéculas se localiza la médula ésea roja (la cual

sintetiza las células hematopoyéticas).
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En cambio el tejido éseo compacto o cortical, supone cerca del 80% del total de hueso
y se localiza en la diafisis (zona central y alargada de los huesos largos) (Sikavitsas et al., 2001).
Este tejido es sdlido (con una porosidad inferior al 10%) y se encuentra constituido por una
masa compacta y continua cuya matriz mineralizada se dispone en laminillas. Entre las
laminillas se situan los osteocitos, formando la estructura denominada Sistema de Havers u
Osteona. Dicho sistema se compone fundamentalmente del canal de Havers, que contiene el
vaso sanguineo, la arteria y el nervio, que pasa por el agujero nutricio del hueso. Los
canaliculos calcéforos, comunican los osteocitos entre si y permiten la entrada de nutrientes y

la eliminacion de desechos de los mismos (Baron, 2003)
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Figura 14. Imagen del tejido 6seo esponjoso y compacto y los diferentes elementos que los componen

(Fuente Gonzalez Prada, J.M. web www. alimmenta.com).

Cada osteona se encuentra limitada por una linea de cemento, que es una fina capa de
matriz dsea sin vascularizacion y pobre en fibras de colageno. Las osteonas a su vez se
comunican entre si mediante los Conductos de Volkman.

El periostio es la envoltura conectiva que rodea al hueso y esta formada a su vez por
dos capas, una fibrosa compuesta por fibras de colageno y fibroblastos, y otra capa ostedgena,

la cual contiene los osteoblastos.

51



1. Introduccion

El tejido 6seo esponjoso se encarga de las demandas metabdlicas y el tejido éseo
cortical del soporte y la integridad mecdnica.

Se conocen dos tipos de osificaciones, la intramembranosa donde el tejido conectivo
se empieza a crear de forma directa desde el tejido conectivo primitivo del feto (mesénquima),
es decir las MSC se diferencian directamente a células osteoprogenitoras y éstas a su vez en
osteoblastos. Este proceso tiene lugar preferiblemente en huesos planos y mandibula.

Otra via, mas indirecta, transcurre mediante una osificacién endocondral. En ella se
forma hueso a partir de un cartilago hialino debido a la diferenciacién de las MSC hacia
condroblastos y éstos sintetizan ECM y colageno. Mas tarde esta matriz se osifica y se forma

tejido 6seo maduro. Dicho proceso es mas frecuente en los huesos largos (Rengachary, 2002).

4.2.2. Estructura microscdpica del tejido 6seo

El tejido dseo es una variedad de tejido conectivo compuesto por una matriz dsea
mineralizada, que representa un 98% del total de hueso, y en ella se encuentran las células
que lo secretan (que constituyen el 2% restante).

La matriz ésea mineralizada es la responsable de las propiedades biomecanicas del
hueso. Estd formada por dos fases, llegdndose a considerar el propio tejido éseo como un
material compuesto, una fase organica y otra mineral (Salgado et al., 2004). La fase organica se
encuentra constituida mayoritariamente por fibras de coldgeno tipo | orientadas (en una
direccion preferencial formando parte del osteoide), por proteinas no coldgenas (osteocalcina,
osteonectina, fosfoproteinas, sialoproteinas, factores de crecimiento, proteinas séricas), por
glicosaminoglicanos (condroitinsulfato, queratansulfato, acido hialurénico) vy lipidos
(Wiesmann et al., 2005). En cambio la fase mineral se encuentra formada por iones de fosfato
calcico depositados en forma de cristales de hidroxiapatita (Caio(PO4)s(OH),) entre las fibras de
colageno ademads de contener otros elementos como carbonatos, citratos, magnesio, sodio y
potasio (Gartner y Hiatt, 2002).

La ECM presenta varias funciones, actuando no solo como soporte fisico para la
adhesién y orientacién de las estructuras celulares, sino también como mediador de
sefializacidn intracelular e intercelular a través de los receptores de la superficie de las células.
Las interacciones mediadas entre las células y la matriz que las rodea es bidireccional y
dindmica, es decir las células reciben sefales de la matriz (que actia como reservorio de
factores) y la matriz se moldea por accién de la respuesta celular. Dichas interacciones no son
solo de origen bioquimico, como las establecidas entre las proteinas de la membrana celular y

la ECM, sino también biomecanico, como ocurre en el tejido éseo donde la carga que se
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soporta es un factor a tener en cuenta en su regeneracion.
Existen diferentes tipos de células que se encuentran dispersas en la ECM resumidas

en la Tabla 3.

Tabla 3. Tipos celulares del tejido éseo

TIPO CELULAR FUNCION MARCADORES ORIGEN
ALP
. Elevado potencial proliferativo Osteopontina
Osteoprogenito . oy e . .
ras Diferenciacion hacia linaje Osteocalcina Mesenquimal
osteoblastico Colageno tipo |
Sialoproteina

ALP
Osteopontina
Osteocalcina
Sialoproteina

No proliferativas,
Osteoblastos De elevada diferenciacion.
Mineralizacién de hueso

Mesenquimal

Resorcidn de hueso
Osteoclastos Sefializacion osteoblastica para
formar hueso

Ac. Fosfato tartrato

. Hematopoyético
resistente

Las células osteoprogenitoras son las células madre mesenquimales (MSC del inglés
Mesenchymal Stem Cell) no hematopoyéticas del tejido adulto. Las MSC son células
pluripotenciales que poseen un gran potencial de diferenciacién en osteoblastos y otros
fenotipos mesenquimales dependiendo del entorno tales como fibroblastos, condrocitos y
adipocitos (Bielby et al., 2007). Se localizan en la porcidn interna del periostio, en el endostio y
en los conductos internos de los huesos que contienen vasos sanguineos. Presentan una
morfologia espigada, con un nucleo alargado, y un citoplasma con abundantes ribosomas y un
escaso y pobre Aparato de Golgi. Estas células son mas activas durante el periodo de
crecimiento dseo intenso y no expresan fosfatasa alcalina, hasta que han adquirido el
compromiso de diferenciacién hacia el linaje osteoblastico (Bozal, 2006).

Las células osteoprogenitoras no solo actian como fuente de progenitores de los
osteoblastos sino que tienen una funcidn indirecta en la homeostasis normal del esqueleto,
regulando la osteoclastogénesis a través de la expresion de los factores RANKL y OPG (Imai et
al., 2013). Asimismo desempefian también un papel importante en la reparacién de fracturas o
dafio dseo. Se ha demostrado que las moléculas de sefializacién que coordinan la cascada de
reparacion pueden regular la actividad celular de las MSC y otros linajes progenitores,
induciendo la proliferacién celular y la diferenciacién in vitro, lo que conduce a la cura de

fracturas y el restablecimiento de la integridad del esqueleto (Bielby. et al., 2007).
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Los osteoblastos son las células encargadas de sintetizar matriz ésea y por lo tanto del
mantenimiento de la arquitectura esquelética. Se trata de células cuboidales, de nucleo
redondo y citoplasma basdfilo, que se localizan principalmente en el periostio y endostio bajo
la forma de una monocapa adherente. Presentan un aparato de Golgi desarrollado,
caracteristico de células secretoras, en este caso secretan lipidos, fosfolipidos y proteinas de la
matriz dsea, entre las que destaca la enzima fosfatasa alcalina (ALP), la nucledtido
pirofosfatasa fosfodiesterasa (NPP1/PC-1), colagenasas, anexinas, y metaloproteinasas de la
matriz. Estas proteinas desarrollan un papel indispensable en el control de la mineralizaciéon
6sea. Las enzimas ALP y NPP1 presentan una actividad antagonista entre ellas regulando el
inicio de la calcificacion. La enzima NPP1 incrementa la concentracion de pirofosfato (PPi), el
cual inhibe el proceso de calcificacion dsea, mientras que la actividad ALP, disminuye la
concentracién de PPi, aumentando la presencia de fosfato inorganico (Pi), promotor de la
mineralizacién y por lo tanto de la creacién de depdsitos de sales minerales (Boskey et al.,
2006). Las proteinas y fosfolipidos van a actuar como sitios para el deposito de hidroxiapatita
(Bozal, 2006). Ademas de los productos anteriormente mencionados, los osteoblastos generan
varios productos celulares, entre los que incluyen la enzima colagenasa, hormonas como la
osteocalcina, proteinas extracelulares estructurales como osteonectina, fibronectina,
vitronectina, osteopontina y sialoproteina dsea, asi como también factores de crecimiento,
proteoglicanos, proteinas implicadas en la adhesidn celular y colageno, mayormente colageno
tipo I.

La formacion de hueso in vitro cursa con diferentes etapas que basicamente consisten
en la proliferacién de osteoblastos y sintesis de matriz ésea. A continuacién, cambios en la
composicion y organizacién promueven la maduracién de dicha matriz y por ultimo, se forman
depdsitos de hidroxiapatita que conducen a la mineralizacion de la misma (Stein y Lian, 1993).
Durante todo este proceso, tiene lugar la activacion de una serie de genes especificos que
transcriben proteinas asociadas con la matriz como coldgeno tipo |, fibronectina, osteonectina
y diversos factores de crecimiento en la etapa de proliferacion. Posteriormente, durante la
maduracién de la matriz se comienza a detectar la fosfatasa alcalina alcanzando niveles
maximos en la diferenciacién osteoblastica. Por ultimo, durante la mineralizacién se produce la
activacion de glicoproteinas tales como la osteocalcina y la osteopontina.

Los osteoblastos se diferencian finalmente en osteocitos (osteoblastos maduros), que
se encuentran totalmente embebidos en la matriz ésea en el interior de las lagunas
mineralizadas y son incapaces de dividirse. Presentan un citoplasma ligeramente alargado y
basdfilo, con un aparato de Golgi poco desarrollado y numerosas prolongaciones

citoplasmaticas que, a través de pequeios canaliculos, comunican con otros osteocitos. No
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obstante, mantienen las actividades celulares diarias del tejido dseo (como el intercambio
sanguineo de nutrientes y desechos) e incluso participan en la activacién local del remodelado
6seo. El destino final de estas células es ser reabsorbidas por los osteoclastos, tras su apoptosis
(Bozal, 2006).

Los osteoclastos son células de gran tamafio, mdviles, ampliamente ramificados
procedentes de la fusidon de células mononucleadas (monocitos y macrdéfagos) que, a su vez,
provienen de células madre hematopoyéticas. Se concentran de forma aislada en el endostio,
en cavidades poco profundas denominadas Lagunas de Howship y se caracterizan por la
presencia de un borde en cepillo. Su principal funcién se centra en el control de la homeostasis
del calcio mediante la resorcidon del hueso. Producen enzimas lisosdmicas de dos tipos,
colagenasas y cisteinproteinasas, como la fosfatasa acida tartrato-resistente (TRAP) y ademas
poseen anhidrasa carbodnica, la cual es utilizada en la produccion de iones de hidréogeno (H+)
secretados al borde en cepillo (Boyle et al., 2003).

Los osteoclastos reabsorben el hueso en dos fases, primero disuelven la fase mineral
liberdndose iones Ca®* (debido a una disminucién del pH) y segundo por una degradacién
enzimatica de la fase orgdnica (mediante metaloproteinasas y cisteinproteinasas) hasta que los
osteoclastos mueren por apoptosis (Baron, 2003). Todo el conjunto celular se comunica de
forma indirecta mediante intermediarios quimicos, factores paracrinos y factores de unién a la

matriz (Boyle et al., 2003).

4.2.3. Remodelacion 6sea

Se conoce el modelaje o crecimiento éseo como el conjunto de procesos que tiene
lugar durante el crecimiento corporal en tamafio y forma del hueso, englobando de esta
manera la remodelacién dsea. Se trata de un mecanismo complejo por el cual el hueso se
renueva constantemente, en un proceso coordinado de formacién y resorcién, adaptandose a
los cambios y cumpliendo su funcién de reservorio de calcio (Hill et al., 1998). En ningln
momento el hueso cambia de forma, ya que la resorcién y formacidn dsea tiene lugar en el
mismo sitio, denominado unidades multicelulares basicas (BMUs del inglés Bone Multicellular
Unit) donde pequefios grupos de células actian de forma coordinada produciendo nuevo
tejido conocido como unidad estructural ésea (BSU del inglés Bone Structural Unit) (Frost,
1991).

El mantenimiento de la masa dsea requiere un equilibrio entre la formacién de hueso
por los osteoblastos y la reabsorcidn por los osteoclastos (Dunstan y Pyvonka, 2012). Para ello

ambos procesos se encuentran regulados por distintos tipos celulares (osteblastos y
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osteoclastos) y diversos factores que controlan y dirigen la accidn celular como hormonas
(calcitonina, la hormona paratiroidea (PTH), 1,25- dihidroxivitamina D, hormonas sexuales y
otras hormonas esteroides), hidroxiapatita, moléculas de la ECM, factores locales (citoquinas,
factores de crecimiento), iones, vitaminas, efectos de la carga mecdnica en el esqueleto, e
incluso factores genéticos (Papachroni et al., 2009).

El proceso de remodelacién dsea, representado de forma simplificada en la Figura 15,
se inicia en la fase de reposo con la activacion de los precursores de osteoclastos, los cuales
migran y se diferencian. En esta fase de resorcion los osteoclastos diferenciados destruyen
cierta cantidad de hueso y al finalizar entran en apoptosis. Como consecuencia de la resorcién
6sea se liberan al medio iones de calcio, proteinas de matriz y factores de crecimiento que a su
vez actlan como activadores de la regeneracidon de la misma matriz, es decir, activan la
diferenciacion de las células osteoprogenitoras hacia la formacién de osteoblastos, encargados
de sintetizar nuevo hueso y comenzando asi la fase de reversion. Ademas el osteoblasto
produce osteoprotegerina, que inhibe la osteoclastogénesis. A continuacién tras la fase de
formacidn, los osteoblastos maduran a osteocitos y se integran en la matriz que a su vez se

mineraliza, entrando de nuevo en la fase de reposo.

Linea Mesenquimal Linea Hematopoyética

Celulas osteoprogenitoras
U ostedgenas

Pre-osteoclastos
—
Pre-osteoblastos

Sp ot sed

Osteoblastos => O

RANKL
’ TGF

BMPs

Ostecitos

Osteoclastos

Apoptosis

Figura 15. Proceso de remodelacién celular. Se inicia con la diferenciacién de los precursores de osteoclastos y la
accion de los mismos. Como consecuencia de la resorcidn se liberan al medio factores que activan la diferenciacion
de precursores de osteoblastos. Mientras los osteoclastos entran en apoptosis, los osteoblastos sintetizan la nueva

matriz. Posteriormente se diferencian a osteocito y permanecen en reposo hasta el siguiente ciclo de remodelado.
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4.2.4. Reparacion o Consolidacion dsea

Los traumatismos son una de las principales causas de disfuncién del tejido éseo. Una
fractura se define como una discontinuaidad del tejido éseo como consecuencia de una sobre
carga o procesos patolégicos. La consolidadcién dsea es el proceso de reparacién que tiene
como obtejivo restablecer la estructura tisular y las propiedades mecdnicas. El proceso de
consolidacion ésea comienza con la estabilizacidn de los callos endéstico y peridstico, proceso
que restablece la continuidad de la fractura. Existe una consolidacion primaria, mas directa, sin
necesidad de formacién de callo peridstico. Este proceso tiene lugar en condiciones de
estabilidad 6ptima (reduccidon anatémica y compresion interfragmentaria) en fracturas cuyos
extremos estén en contacto y empleando una fijacion rigida.

Si en la siguiente fase que corresponde al establecimiento de una union ésea, o desde
un pricipio, la fractura no presenta estabilidad mecanica, se peude generar una pseudo artrosis
hipertrofica. Sin embargo, el proceso tolera un pequefio margen de movimiento que a su vez
estimula la reparacién dsea. Por ultimo, tiene lugar procesos de remodelacion en el tejido éseo
neoformado, cuya finalidad es aportar la resistencia inicial del tejido sano.

Por lo tanto se distinguen tres fases fundamentales que contituyen el proceso de
reparacion dsea, y que se solapan en el tiempo. Ademas hay que tener en cuenta que durante
una fractura ésea se ven afectadas no solo las células del propio tejido sino también otros
tejidos adyacentes como vasos sanguineos y tejido muscular (Figura 16).

La fase inflamatoria se inicia en el momento en que se produce la fractura y su
duracién es aproximadamente de un par de semanas, dependiendo de las condiciones
fisioldgicas. El pH normal de la sangre y de los fluidos intersticiales oscila entre valores de 7,35-
7,45. Sin embargo durante este periodo exudativo, el pH sanguineo disminuye, alcanzando
valores de 5,2 (Liu et al., 2004). En esta etapa tiene lugar la formacion de un coagulo y la
consiguiente aparicion de un hematoma (Figura 16-A). Gracias a un aumento de la
vasodilatacién y de la permeabilidad vascular se favorece la migracion de células
osteoprogenitoras procedentes del periostio y de la médula, la activacién de plaquetas para la
formacidon del codgulo y células del sistema inmune (como leucocitos granulocitos vy
macroéfagos).

Una vez establecido el codgulo, el aporte de oxigeno y los nutrientes disminuye,
activandose la liberacién de diferentes factores, PDGF y TFG-B. Este hecho promueve la
diferenciacion de las MSC en células osteoprogenitoras las cuales se diferencian a su vez en
osteoblastos (sintetizadores de la matriz ésea). Tras esta fase de reparacién el pH de la zona se

torna neutro debido a la desaparicién del proceso inflamatorio y a la recuperacion del riego
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sanguineo. Desde los extremos de la fractura comienza la reabsorcidn del tejido necrosado por
los osteoclastos lo que permite que los vasos del periostio aporten los brotes vasculares que
inician la reparacion y formacidn de un callo blando (Figura 16-B). En este estadio se alcanzan
niveles maximos de actividad fosfatasa alcalina favoreciendo el inicio de la mineralizacién del
callo dseo (Braddock, et al., 2001).

Las MSC del foco de fractura y del torrente sanguineo son las responsables de la
neoformacién dsea. La composicidon del callo dseo varia en funcidn de la fase de regeneracion
6sea, las células sustituyen el codgulo de fibrina por una matriz fibrosa que contiene coldgeno
tipo | y lll, proteoglicanos y glicosaminoglicanos. A continuacion, el tejido fibroso se transforma
en fibrocartilago con alto contenido de coldgeno tipo Il y proteoglicanos especificos. En la fase
final de la mineralizacion, se concentra coldgeno tipo |, fosfatasa alcalina y proteinas no
colagenas que concluyen con la osificacién del callo 6seo inmaduro (Figura 16-C).

Por ultimo, existe una fase de remodelacidon donde el hueso inmaduro se transforma
en hueso laminar. En esta etapa, los osteoclastos reabsorben las trabéculas mal orientadas y
las sustituyen por otras nuevas adaptadas a las lineas de fuerza. Una vez que se ha
reemplazado todo el hueso neoformado y finaliza la remodelacién del callo éseo, el tejido

recupera las propiedades mecanicas originales del hueso (Figura 16-D).

Hematoma I
:;l:mo Callo dseo
SSPONJOsO
Callo
Intemo
Fractura
reparada
Hueso
esponjaso
trabecular
A) Inflamacién B) Formacién de un callo €) Formacion de aallo D) Remodelacidn
fibrocartilaginoso G500 del hueso

Figura 16. Etapas de la reparaciéon de una fractura 6sea. Formacion de un hematoma seguido de un proceso
inflamatorio, una angiogénesis localizada y vascularizacén. Se forma un callo fibrocartilaginoso que se mineraliza
convirtiéndose en un callo éseo esponjoso. Se sintetiza ECM vy se finaliza con el remodelado 6seo (Braddock et al.,

2001).
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4.3. EXPERIMENTACION /N VITRO DE QUITOSANO EN LA REGENERACION OSEA.

La presencia de un biomaterial en las inmediaciones del tejido bioldgico va a influir en
ese tipo de interacciones celulares y modificara la regulacion de los diferentes procesos que
participan en la recuperacion del tejido.

Si ese biomaterial es biocompatible, biodegradable y no tdxico, la posibilidad de éxito
del implante en el tejido serd mayor, disminuyendo la probabilidad de situaciones de rechazo y
de procesos infecciosos que dificulten la regeneracion del tejido en cuestién.

Una técnica frecuente que permite estudiar dichas interacciones células-biomaterial
son los cultivos celulares in vitro. Dichos experimentos no reproducen todo el abanico de
respuestas celulares observadas in vivo, ya que las condiciones de los cultivos son
determinadas por el investigador, pero constituyen una primera aproximacién muy necesaria
para evaluar las interacciones célula-biomaterial y la biocompatibilidad del mismo. De ahi
surge la necesidad de disefiar de forma activa la superficie del implante, favoreciendo la
interaccion con la membrana celular y asi facilitar los procesos de adhesién y proliferacion, de
forma similar a como se produce el proceso natural.

Como hemos descrito anteriormente, las interacciones establecidas entre las células y
la ECM son la base de todas las sefales fisicoquimicas y bioldgicas que desencadenan vy
reorganizan los diferentes procesos celulares. Las interacciones adhesivas son criticas para la
adhesién celular e influyen en la reorganizacién de la morfologia celular, afectando de forma
directa a la proliferacién, migracién, diferenciacién y promoviendo la supervivencia celular.

Durante el proceso de adhesién celular, se distinguen varias etapas que abarcan desde
la formacidn de contactos iniciales hasta el inicio de la proliferacidon celular (Figura 17). El
anclaje celular tiene lugar mediante diferentes tipos de interacciones y mecanismos celulares y
participa en diversos procesos como el desarrollo embrionario, la migracién celular, la
inflamacidn, el desarrollo de tumores, etc.

Los mecanismos que controlan este reconocimiento pueden ser inespecificos (fuerzas
electroestaticas, de Van der Waals) o mediante uniones especificas, las cuales tienen lugar a
través de las moléculas de adhesion celular y proteinas de la ECM e incluso con receptores de
otras células adyacentes o vecinas.

El quitosano ha demostrado ser citocompatible permitiendo una buena adhesién y
proliferacién celular. Ademas gracias a su estructura analoga a los glucosaminoglucanos GAGs,
localizados en el tejido conectivo de la ECM (como la heparina, condroitin sulfato, acido
hialurénico) mantiene las interacciones especificas con receptores de factores de crecimiento

y proteinas de adhesion (Neamnark et al., 2007; Muzzarelli, 2009).
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ADHESION CELULAR N PROLIFERACION CELULAR
Actividad Metabdlica Basal : v T Elevada actividad metabdlica
INICIO DE LA ADHESION ADHESION INTERMEDIA ADHESION COMPLETA
Uniones débiles Aplanamiento y extensién celular Uniones fuertes mediante FA

— (——1
B AR e

Figura 17. Etapas del proceso de adhesién celular. Inicialmente tiene lugar la formacidn de contactos débiles a
través del reconocimiento superficial celular. En estadios intermedios aumenta el nimero de interacciones y la
fuerza provocando el aplanamiento y extension de las células. Por ultimo, se desarrollan puntos de adhesidn focal,
(FA, del inglés Focal Adhesion), uniones de gran fuerza, momento en el que se inicia la proliferacion celular (Fuente

Murphy-Urlrich, 2001).

Tanto el Mw como el DD influyen de forma decisiva en las propiedades bioldgicas del
filme de quitosano. Numerosos ensayos in vitro realizados con diferentes tipos celulares, han
corroborado la estrecha relacion entre el DD y su influencia en la proliferacién celular. Asi
quitosanos con elevado DD conllevan a un aumento de la adhesion y por lo tanto de la
proliferacién celular en determinados tipos celulares, endoteliales, fibroblastos, keratinocitos,
osteoblastos y condrocitos (He et al., 2011; Hamilton et al., 2006; Bumgardner et al., 2007
Lépez-Lacomba et al., 2006; Yun et al., 2014; Klokkevold et al., 1996; Lahiji et al., 2000;
Haipeng et al., 2000; Noriega y Subramanian, 2011). No obstante existen ciertas controversias
con respecto a la mejora de la proliferacion celular en funcién de la linea celular seleccionada
como por ejemplo en el caso de los fibroblastos, la cual parece no verse afectada por la
presencia de polimero (Fakhry et al., 2004).

DD elevados conllevan a la presencia de mayor numero de cargas positivas en
superficie lo cual conduce a un incremento en la adsorcidn de proteinas de ECM (laminina,
fibronectina) sobre filmes de quitosano que a su vez promueven y facilitan la adhesion de
células celular (Freier et al.; 2005; Bumgardner et al., 2003a; Busilachi et al., 2013).

Por otro lado se ha descrito que filmes de oligdmeros de quitosano (cerca de 1400 Da)
mejoran la adhesion y diferenciacién de células adiposas y de médula ésea y en comparacion

con filmes de quitosanos de elevado Mw (Muzzarelli y Muzzarelli, 2005).
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La superficie del material va a influir sobre los procesos celulares determinando el tipo
y fuerza de unidn con el sustrato (Liu et al., 2004). Los parametros superficiales van a participar
en la adsorcién y conformacién de proteinas, influyendo asi en los procesos de adhesion
celular y en la expresién de un fenotipo celular determinado. La rugosidad del filme es por lo
tanto un factor importante a determinar ya que puede favorecer las interacciones adecuadas
celulares. Estudios in vitro sefialan que la adhesion celular mejora sobre superficies de mayor
rugosidad, ya que las interacciones necesarias para el anclaje celular tienen lugar con mayor
facilidad (Bumgardner et al., 2003b).

Las interacciones necesarias para la adecuada adhesion y proliferacién celular
dependeran también del cardcter hidrofébico o hidrofilico de la superficie. Mediante la

determinaciéon del angulo de contacto (9) se puede estimar si un biomaterial es o no

adecuado para su uso en biomedicina. Cuando un liquido contacta con un biomaterial puede
ocurrir que la gota no moje la superficie del mismo, predominando las fuerzas de cohesidn en
el seno del liquido. Menzies y Lyndon describen valores de @ superiores a 90°para este tipo de
superficies. Esta ausencia de interaccién dificultara los procesos biolégicos de integracién del
biomaterial, indicando el caracter hidrofébico del mismo. Sin embargo superficies hidrofilicas
permitiran las interacciones con los tejidos biolégicos, donde el liquido si mojara la superficie y
cuyos valores de @ son inferiores a 90°. En el caso del quitosano el comportamiento celular
vendrd determinado por el nimero de aminas primarias aportadas, es decir su DD
(Bumgardner et al., 2003a; Bumgardner et al, 2007; Menzies y Lyndon, 2010; Lieder et al,
2012).

Gracias a su gran moldeabilidad, el quitosano permite la obtencion numerosos tipos
diferentes de estructuras (filmes multicapa, liofilizados, esponjas, micro y nano particulas,
nano fibras, etc) en combinacion o no con otros polimeros y manteniendo sus buenas
propiedades de citocompatibilidad (Busilacchi et al, 2013). Asi por ejemplo se han
desarrollado filmes de quitosano y acido polildctico mejorando la adhesién, proliferacion y
actividad biosintética de osteoblastos humanos. “Scaffolds” de quitosano y PLGA también
mostraron ser materiales idéneos para el crecimiento de osteoblastos. Nanofibras de PCL y
quitosano permitieron la proliferacién y diferenciacion de las MCS (Muzzarelli et al., 2012).

Es por lo tanto clave la exhaustiva caracterizacion del quitosano inicial, ya que sus
parametros fisicoquimicos seran determinantes sobre los procesos celulares en los cuales se

verd involucrado el biomaterial pudiendo determinar el éxito del mismo.
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4.4. EXPERIMENTACION IN VIVO EN LA REGENERACION OSEA

Los modelos in vitro son estudios que se realizan previamente a los ensayos in vivo,
que aportan informacidon muy valiosa permitiendo estudiar in vitro la respuesta del organismo
a posibles tratamientos. Especificamente, permiten estudiar los mecanismos de respuesta a los
farmacos administrados, asi como caracterizar y optimizar diferentes materiales para su uso
clinico. Ademas han permitido evaluar y estudiar los mecanismos de regulacién implicados en
el proceso de diferenciacién celular ésea. De esta manera se han identificado una serie de
marcadores que caracterizan la diferenciaciéon celular a osteoblastos, como pueden ser la
produccidn de ALP, de OC, sintesis de colageno, y otros (Yamaguchi et al., 2000).

No obstante los sistemas in vitro para testar nuevos biomateriales presentan
limitaciones criticas a la hora de simular las condiciones in vivo. Cuando un biomaterial se
implanta en el cuerpo humano es imprescindible tener en cuenta el contexto bioldgico
complejo en el que se va a encontrar, tanto a escala celular como molecular. En ambos niveles
el biomaterial contacta con distintos tipos celulares y diferentes biomoléculas presentes en el
entorno biolégico, que normalmente se encuentran ausentes en el estudio in vitro.

En funcidn del tipo de interaccion entre célula-biomaterial se produciran situaciones
muy diferentes, desde rechazo del implante por interaccién negativa o por el contrario,
integracion del mismo (interaccion positiva) donde el implante consigue su finalidad, regenerar
el tejido dafiado. De ahi que los estudios biolégicos in vitro desarrollados son incapaces de
predecir con exactitud los procesos in vivo, particularmente en el contexto de la TE y la
restauracion de funciones.

Cuando un biomaterial muestra resultados satisfactorios en los test in vitro mediante
cultivos celulares, la tendencia general en el campo de la investigacién es la realizacion de
experimentacion in vivo para observar los efectos a nivel tisular. Como ejemplo en las fases
iniciales de estudio de la formacién de hueso ectdpico in vivo, se suelen emplear modelos
animales de pequefio tamano (rata, ratdon) mas faciles de manejar y de menor coste de
mantenimiento. Generalmente se continda con modelos de mayor tamafio, conejos, ovejas
cerdos, etc. En los Ultimos estadios de los estudios preclinicos se emplean animales cuyo tejido
6seo sea mas similar al humano en cuestién de metabolismo, fisiologia y anatomia como por
ejemplo la cabra o la oveja (Rengachary, 2002). Como inconvenientes, se plantean cirugias de
mayor complejidad, asi como también protocolos de anestesias mas complejos, tratamientos
analgésicos post-cirugia y un coste de mantenimiento mas elevado.

Para seleccionar el modelo animal adecuado, también se debe tener en cuenta el

tamano del defecto. Los defectos de tamafio critico se emplean de forma frecuente en
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investigacion ya que no existe una curacidon espontanea del mismo. El tamafio del defecto
critico sigue siendo un tema muy discutido ya que depende de numerosos factores como la
especie animal, el sexo o la localizacidn de defecto (Rengachary, 2002).

Como se ha indicado anteriormente, las BMPs juegan un papel clave en la
regeneracion de las lesiones dseas. En los procesos de obtencidn de esta proteina a partir de
hueso, se encontré que la cantidad de BMPs contenida en el hueso pulverizado era
aproximadamente de 2 pg/kg. En una fractura sin embargo, se presumen mayores cantidades
de proteina liberada presente, no sélo por la secrecidn celular sino también por una regulacion
positiva de la proteina liberada por citoquinas en el sitio de la lesién (Luginbuehl et al., 2004).

Se desconoce la concentracion exacta de la BMP-2 necesaria para favorecer la
formacion de hueso en la lesidn, sin embargo dicha concentracién depende de varios factores.
En primer lugar hay que tener en cuenta la especie animal, ya que por ejemplo los defectos
Oseos en roedores se curan mas rapido que en primates, por lo tanto estos ultimos requieren
dosis superiores de BMP-2 en el proceso de curacién. En segundo lugar la edad de los mismos,
dentro de la misma especie, sabiendo que organismos en fase de vejez requieren tiempos mas
prolongados para la curacidn del tejido éseo. Por ultimo, el tipo y tamafio del defecto asi como
también su localizaciéon anatdmica son factores importantes a tener en cuenta (Muzzarelli,
20009).

La aplicacién de la rhBMP-2 en la curacién de un defecto éseo produce la regeneracion
diferente a la que ocurre de forma natural. En ausencia de proteina, el hueso crece desde el
borde del defecto hacia el centro, mientras que con proteina se recupera a través del defecto
sin una direccién concreta. En humanos la curacién oscila entre las 8 y las 10 semanas, bajo
presencia de rhBMP-2, mientras que sin proteina se alarga la curacién hasta 12-16 semanas.

La rhBMP-2 puede originar efectos en ambos sentidos segin su concentracién en el
medio, es decir, a bajas dosis promueve y estimula la remodelacién &ésea pero altas
concentraciones favorece la resorcién y destruccion del tejido dseo. Incluso puede originar
efectos secundarios si se excede en su dosis, como la formacion de hueso ectdpico (Liu et al.,
2010).

Uno de los principales inconvenientes para la aplicacion clinica de la rhBMP-2 es el
disefio de un transportador adecuado. Dicha proteina es hidrosoluble y difunde de forma
rapida de los tejidos sin poder llegar a realizar su accion en la lesidn. En estudios in vivo, se ha
descrito que los efectos de la BMP-2 sin transportador no duran mas de 2-3 horas en el lugar
de depdsito. De hecho en primates la semivida de la proteina es de 6,7 minutos debido a la

degradacién enzimatica y a su radpido aclaramiento renal (Lo et al., 2012).
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Por esta razén, es de suma importancia escoger un trasportador adecuado, que
proteja al factor de ataques enzimaticos, localice su accién en el sitio del defecto de forma
prolongada en el tiempo y controle su liberacién en el medio. De esta manera la proteina
consigue ser activa de forma adecuada disminuyendo los posibles efectos secundarios de su

aplicacién en biomedicina (Liu et al., 2010).

4.5. TECNICAS PARA EVALUAR LA FORMACION DE TEJIDO OSEO IN VIVO

Existen numerosas técnicas que nos permiten evaluar el tejido neoformado. Dentro de
las técnicas convencionales las tinciones histoldgicas se emplean como técnicas de rutina en
medicina. Estas técnicas se basan en el empleo de diferentes colorantes, con cardcter acido o
basico, que reaccionan y colorean las estructuras de un tejido. Para ello, la histologia precisa
de cortes del tejido a estudiar, procedentes de la fijacion del material tisular y su
embebimiento en bloques de parafina.

Una tincién de uso frecuente en histologia y clave en el campo de la biomedicina es la
tincién de Hematoxilina Eosina (HE). Esta tincién se basa en la utilizacién de dos colorantes,
hematoxilina y eosina, componentes acidéfilo y basdfilos respectivamente, que tifien las
estructuras tisulares acidéfilas (como los nucleos celulares) de color morado y de color rosa a
las estructuras basdfilas (citoplasma) como se puede observar en la Figura 18.

Por otro lado, existen numeras tinciones especificas para distintos tejidos. En el caso
del tejido dseo, una de las mas empleadas es la tincion de Tricrdmico de Masson donde, se
colorea en verde luz (por accidon del acido fosfomolibdico) las diferentes estructuras

caracteristicas del tejido como las fibras de coldgeno tipo | o las fibras reticulares.
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De forma complementaria, las técnicas de imagen médica son una excelente
herramienta para el conocimiento de los procesos bioldgicos y el estudio de los efectos

farmacoldgicos que se producen en un organismo. Son técnicas no invasivas muy atractivas en
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el campo de la investigacién y de la medicina. Aportan informacién directa empleando
organismos vivos, con la adecuada resolucién espacio temporal para el estudio los procesos
celulares in vivo.

Se conocen numerosas técnicas de imagen que se dividen en dos grandes grupos,
técnicas morfolégicas (anatdmicas) y moleculares (funcionales). Asi en el primer grupo
encontramos los Rayos X, la Tomografia Computarizada (CT, del inglés Computerized
Tomography), la Resonancia Magnética y los Ultrasonidos, que se caracterizan por ser técnicas
no invasivas y con una adecuada resolucién espacial. En un segundo grupo se encuentran las
técnicas de Tomografia de emisidn de positrones (PET del inglés Positron Emision Tomography)
y Tomografia Computarizada de Emisidn de un Fotdn (SPECT del inglés Single photon emission
computed tomography). Tanto PET como SPECT permiten la deteccién de cambios a nivel
molecular y celular producidos por un proceso patoldgico, teniendo como contrapunto su baja
resolucion espacial, escasa informacion anatdomica y elevado coste econémico (Agrawal et al.,
2010).

La CT consigue crear imagenes 3D de un tejido mineralizado mediante el empleo de
rayos X. La fuente emisora cambia de orientacién aportando cortes o secciones del objeto
desde multiples dngulos que son captados por detectores y a través de algoritmos
matematicos, se obtiene la reconstruccién del sujeto de estudio. La suma de esos cortes
conduce a la obtencién de imagenes 2D y 3D aportando informacion sobre la estructura,
tamafio, morfologia, defectos internos y densidad del tejido. A través de los programas de
tratamiento de imagenes de CT se puede calcular tanto el Volumen de Interés (VOI del inglés
Volume of Interest) que coincide con el volumen del nuevo tejido 6seo formado como la
Intensidad de la sefial (radiopacidad) de dicho tejido. Ambos pardmetros aportan informacién
muy valiosa sobre la calidad de hueso obtenido. Se trata de una técnica avanzada de rayos X
cuya principal limitacion radica en su bajo contraste en tejidos blandos, dificultando la
deteccién de metdstasis o tumores en los tejidos de estudio. Por estas razones es una técnica

que se suele combinar con otras (Agrawal et al., 2010; Odekerken et al., 2013).

4.6. BIODISTRIBUCION DE LA PROTEINA rhBMP-2

La relacion dosis-respuesta es un paso clave para la evaluacién del riesgo en la salud
humana frente a la exposicion a un determinado factor. Los modelos biocinéticos son una
valiosa herramienta que relaciona los efectos debidos a la exposicién de un factor con las dosis
internas empleadas. Se trata de representaciones matematicas de los diferentes procesos,

absorcidn, distribucién, metabolismo y excrecidn, que sufre un compuesto en el interior de un
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organismo.

El conocimiento de las dosis administradas y los factores que influyen en los anteriores
procesos, aportan la informacién necesaria sobre la dosis y su riesgo en la salud. La eliminacién
de la sustancia comprende procesos como su biotransformacion o metabolizaciéon y su
excrecion del organismo. La disposicién de un compuesto incluye tanto la eliminacién como la
distribucidon por el organismo, clasificandose los modelos en compartimentales y fisioldgicos.

Para comprender y estudiar la biodistribucidon de un compuesto a través del organismo
es necesario ser capaces de detectarlo de alguna forma en su interior. Una estrategia
frecuentemente empleada es la realizacion de modificaciones en la estructura quimica del
compuesto de interés, marcandolo bien mediante radioisétopos, bien con moléculas
fluorescentes, asumiendo que dicha modificaciéon no afecta ni a sus propiedades fisicoquimicas
ni a su actividad.

El empleo de estos compuestos marcados facilita la deteccion del objeto del estudio de
forma sencilla, dependiendo el método de deteccion y del tipo de marcaje empleado
(autorradiografia, contaje por centelleo, lector de fluorescencia, imagen de fluorescencia, etc).
De esta forma se obtiene informacidn muy valiosa acerca de la localizacién de la sustancia
marcada, de su metabolismo e incluso vias de eliminaciéon (Morcillo et al., 2002).

Las técnicas de marcaje fluorescente suelen emplear compuestos con aminas reactivas
como el fluoruro de isotiocianato o NSH Fluoresceina. En el caso de marcaje radioactivo existe
una amplia variedad de is6topos disponibles, cuyo tiempo de caida es muy variado, factor a
tener en cuenta en el tipo de estudio a realizar (Véase la Tabla 4).

Los radioisdtopos mas utilizados en la actualidad para en el diagndstico clinico son
9mre, By BE En menor medida se emplean también otros isétopos como %1, ’Ga, %Ga, ',
BN. Todos ellos, salvo el I, son o bien emisores de positrones o de radiacién gamma de
periodos de semidesintegracién relativamente cortos.

Existen una serie de condiciones que debe cumplir un trazador radiactivo adecuado. En
primer lugar debe presentar propiedades fisicoquimicas que permitan su introduccion al
sistema, siguiendo fielmente su evolucidon y sin modificarlo, disponer de un periodo de
desintegracion apropiado para hacer el estudio y emitir radiaciones de tipo y energia

adecuados determinando asi el tipo de detector a emplear (Cohen y Furnari., 2012).
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Tabla 4. Radioisotopos empleados en estudios biocinéticos.

Radionuclido Semivida (t 1/5) Emision maxima Eficiencia de exposicion

“c 5370 afios 156 keV 1

s 6 horas 140 keV 2.3
12 13 horas 159 keV 2.6
By 8 dias 364 keV 2.9
129 59,6 dias 35 keV 0.74
F 1,8 horas 511 keV 3.1

*Ga 1,1 horas 511 keV 3.2

Esencialmente la produccién industrial de isdtopos de yodo radiactivo implica estos

cuatro radionuclidos dtiles ' 1, 241, 1y P,

tienen una vida media inferior a 60 dias y se
usan como trazadores y agentes terapéuticos en medicina. El | emite radiacién gamma,
presenta una semi vida mas larga que el resto y es menos energético. Se suele emplear como
trazador de imagenes nucleares para evaluar la funcién anatémica y fisioldgica del tiroides
(Spetz et al., 2013). Actualmente el radioisétopo **!I se emplean en el tratamiento contra el
cancer de tiroides tras una tiroctomia (Shahbazi-Gahrouei y Nikzad, 2011).

En primer lugar es fundamental conocer la propia distribucion del yodo en el
organismo para comprender mejor la distribucién de los compuestos marcados con **I. El
yodo es un componente esencial de las hormononas tiroideas (T4, tiroxina) y (T3,
triyodotironina), ambas regulan procesos metabdlicos y desempefian importantes funciones
en el crecimiento y el desarrollo. Existen numerosos sistemas compartimentales que describen
el ciclo del yodo en el cuerpo humano. La Comisién Internacional de Proteccién Radiolégica
(ICRP del inglés International Commission on Radiological Protection) empezé a utilizar dichos
modelos y éstos han ido evolucionando con el tiempo hasta convertirse en modelos
biocinéticos detallados con las dosis maximas absorbidas en funcidon del sector (personal
sanitario pacientes, etc) (Legget, 2010).

En la Figura 19 se representa a modo esquematico el proceso del yodo en el organismo
y su distribucidn. La alimentacién es la principal fuente de yodo, bajo la forma de yoduro
potasico y se absorbe en el intestino delgado. Este yoduro se distribuye de forma rapida por

los fluidos extracelulares alcanzando en una hora el equilibrio.
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El yoduro en sangre se concentra en las glandulas salivares y la pared estomacal
mediante transporte activo. La concentracion de yodo en esas secreciones como saliva o jugo
gastrico es de 20 a 40 veces la concentracidn plasmatica (Leggett, 2010).

El tiroides y el rifiédn compiten por el yoduro en sangre. Normalmente mas de un 90%
del yodo eliminado del organismo se debe al aclaramiento renal de yoduro. Una parte del yodo
inorganico se elimina via heces. La excrecidon fecal procede en su mayoria de las secreciones
biliares, debido al metabolismo de la T4, ya que se inactiva en el higado. El yoduro en plasma
es filtrado por el rifién y el 70% del yodo filtrado es reabsorbido y el 30% restante alcanza la

vejiga urinaria y es excretado en orina (Leggett, 2010).
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Figura 19. Estudio compartimental del yodo propuesto por R. W. Leggett (2010). Desde la absorcién a través de la

dieta hasta la eliminacion del organismo via orina y heces principlmente.

El uso de radioisotopos es por lo tanto uno de los métodos mas frecuentes para
realizar estudios biocinéticos de una sustancia. En funcién de las caracteristicas de los estudios
biocinéticos a realizar, se debe seleccionar de forma adecuada el radiois6topo a emplear. La
semivida, o el tipo de radiaciéon que emiten son factores limitantes a la hora de emplear dichos
marcadores. El método de deteccion varia en funcidn de la radiacion emitida por el
radioisdtopo. Si se dispone de un emisor de radiacidén beta o gamma, se podria emplear un
contador de centelleo liquido o sélido. En cambio si es un emisor alfa, deberia ser un centelleo

liqguido o por espectrometria alfa ya que su poder penetrante es inferior.
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En 1954 Ullberg desarrollé la macroautorradiografia de cuerpo entero (MARG) en el
estudio de la distribucién y metabolismo de **S-benzilpenicilina en ratones (Ullberg, 1954).
Esta técnica permite visualizar de forma bidimensional la distribucion de un compuesto
marcado con un radioisdtopo. Permite localizar la presencia del radiois6topo en pequefas
estructuras o en regiones localizadas de un drgano. La actividad que se suele emplear en la
MARG varia entre los 3-4 Bg/kg de peso corporal para moléculas cargadas con **°I o *C
(Morcillo et al., 2002).

La radiaciéon que emite el radioisétopo retenido en los cortes produce la reduccién de
los iones plata en atomos de plata de las placas de fotografia obteniéndose asi una imagen que
se hace visible mediante el proceso de revelado. La imagen resultante muestra, en escala de
grises, la presencia o acumulacién del radioisétopo en dicha zona corporal, como se puede

apreciar en la Figura 20.
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Figura 20. Fotografia de un corte liofilizado de una rata entera y su autoradiografia. Las zonas de mayor
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acumulacién del compuesto marcado aparecen en negro. La intensidad de color esta relacionada con la cantidad
presente del compuesto en el érgano. En este ejemplo, el compuesto marcado se acumula sobre todo en cerebro,

glandulas de Harder y glandulas salivares (Morcillo et al., 2002).

En la actualidad se ha desarrollado una técnica mas evolucionada denominada
autorradioluminografia del animal completo (Gunther et al., 2000) que, en lugar de emplear
peliculas radiogréficas utiliza pantallas con fésforo que contienen cristales de fluorobromuro
de bario activado con europio (Ba FBr-Eu*'). Estos cristales almacenan la radiacion liberada de
los cortes del animal y esa energia se transforma en luminiscencia al incidir sobre las placas un
laser (Morcillo et al., 2002). Esta luminiscencia es detectada generando una imagen

cuantitativa que representa la distribucion de la radiactividad en las secciones o cortes de
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estudio. Este método permite obtener de forma automatica imagenes digitalizadas y
cuantificar en un rango mas amplio, empleando un menor tiempo de exposicion y con la
incorporacién de patrones internos.

La presencia de radiactividad en un érgano o tejido puede ser debida al depdsito de la
sustancia marcada con el radioisétopo o al de sus metabolitos. Para discernir qué porcentaje
de radiactividad se debe a uno u otro, molécula o metabolito, se han de emplear técnicas
auxiliares, como por ejemplo la cromatografia liquida de alta resoluciéon (HPLC del inglés High

Performance Liquid Chromatography).
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Il. Antecedentes y objetivos

ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

El Grupo de Ingenieria de Tejidos y Regeneracién Osea de la Universidad Complutense
de Madrid UCM, a cargo del Doctor Jose Luis Lopez Lacomba, lleva trabajando desde el afio
1996 en el desarrollo de nuevos materiales para su aplicacién en la regeneracién de tejido

6seo.

Los trabajos anteriormente realizados en el grupo permitieron desarrollar un protocolo
optimizado para obtener diferentes tipos de proteinas activas (rhBMP-2, rhBMP-4, rhBMP-7) y
desarrollar un biomaterial en forma de pelicula con elevada adherencia celular y que retenia

dichos factores (Patente Internacional PCT/ES01/00322).

Paralelamente se han realizado estudios en el laboratorio empleando otros materiales
como ceramicas de B-TCP e hidroxiapatita, discos de titanio con diferentes tratamientos
superficiales, andamiajes de policaprolactona e incluso de nanotubos de carbdn. El presente
trabajo doctoral sigue la linea de investigacién de los materiales derivados de la quitina y el

quitosano.

Como consecuencia de las diferentes lineas de investigacion iniciadas, se estan
obteniendo numerosos resultados materializados en contribuciones a congresos, articulos
cientificos, proyectos de investigacion y colaboraciones con diferentes grupos y empresas. Los
desarrollos realizados han permitido la creacion de una Empresa de Base Tecnoldgica
“Noricum S.L.” cuyo fin dltimo es la comercializacién, tras realizar las correspondientes
pruebas clinicas y recibir la autorizacién de la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos
Sanitarios, de implantes dentales recubiertos con estos filmes activados para Ia

oseointegracion de los mismos.

El objetivo de esta Tesis Doctoral se ha centrado en la caracterizacion de las
parametros fisicoquimicos del quitosano, con objeto de disefiar filmes del mismo, de forma
que permitan modular y predecir la liberacion del factor bioactivo rhBMP-2 y sus efectos en el
sitio de accidn. El fin Ultimo de esta tesis doctoral es conseguir una mejora en la reparacion del

defecto deso.
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El objetivo general se encuentra dividido en los siguientes objetivos especificos:

1. Caracterizar diferentes tipos de quitosanos y sus filmes, determinado los principales

parametros que van a influir en su aplicacién final.

2. Estudiar la biocompatibilidad in vitro de los filmes de quitosano centrdandonos en los

procesos de adhesién, proliferacion y diferenciacion celular.

3. Estudiar la liberacién de la proteina rhBMP-2 desde los filmes de quitosano donde se

encuentra inmovilizada.

4. Evaluar la liberacién de la proteina rhBMP-2 y la degradacion de su transportador en

sistemas in vivo.

74



III. MATERIALES Y METODOS







Ill. Materiales y Métodos

1. REACTIVOS

Los quitosanos fueron adquiridos a la empresa Biolog (Alemania) un total de 10
muestras (Q1 al Q10) y otros dos, Q11 y Q12, a la empresa Primex (Noruega). La rhBMP-2 fue

125

donada por la empresa Noricum S.L. La rhBMP-2 -"~| se compré a Perkin Elmer. El resto de

reactivos se compraron la casa comercial Sigma S.L.

2. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DEL QUITOSANO

2.1. DESCRIPCION VISUAL

Se determiné de forma visual la coloracién y la morfologia inicial sobre un fondo

blanco.

2.2. TAMANO DE PARTICULAS

Las muestras de quitosano se molieron empleando un molino (Fritsch Pulverisette 14)

con separador ciclén y con un tamiz de malla (0,2mm).

2.3. CONTENIDO EN HUMEDAD

Se determind el porcentaje de agua presente en las muestras mediante gravimetria,
secando una muestra (0,3 g) en estufa de vacio (Selecta, VACIOTEM) a 105°C y 0,8 bares de

presidn hasta peso constante. Las determinaciones se realizaron por triplicado.

Humedad % = (P3 x 100) / P1
Siendo:
P1: peso inicial de la muestra.
P2: peso de la muestra seca.

P3: peso del agua contenida inicialmente en la muestra (P1-P2).

2.4. CONTENIDO EN CENIZAS

La cantidad total de materia inorganica presente en las muestras se determind por

gravimetria, llegando hasta la obtenciéon de cenizas blancas o ligeramente grises tras la
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calcinacion de 0,5 g de muestra a 800°C en una mufla (NEY, Vulcan A-130). Las
determinaciones se realizaron por triplicado y el porcentaje de cenizas se obtuvo mediante la

siguiente ecuacion:

Cenizas % = (P2 x 100) / P1
Siendo:
P1: peso de la muestra seca (teniendo en cuenta el contenido de agua).

P2: peso de cenizas obtenidas

2.5. CONTENIDO DE INSOLUBLES

Se determind por gravimetria el contenido de material insoluble presente en el
quitosano empleando soluciones al 1% (p/v) en acido acético 1% (v/v). Tras 24h de agitacidn,
se centrifugd y se filtré a vacio dicha solucion por un filtro de 0,45 um. El filtro se desecd en

estufa a 37°C hasta peso constante (Weinhold et al., 2009).

Insolubles % = (P2 x 100) / P1
Siendo:
P1: peso de la muestra seca.
P2: peso de material insoluble presente en el filtro.

Las determinaciones se realizaron por triplicado.

2.6. CONTENIDO DE METALES PESADOS

El ensayo se realizd empleando un espectrometro de emision excitacion ICP (ICP-OES, CAl
Centro de espectrometria atémica de la UCM). En el andlisis se determind el contenido en
plomo y mercurio por triplicado de las cenizas de los quitosanos resuspendidas en HCI 5% (v/v)
y filtradas por 0,22 um, siguiendo el método descrito por Mahmoud y colaboradores

(Mahmoud et al., 2007).

2.7. ANALISIS ELEMENTAL

Se determinaron los contenidos en peso de nitrogeno y carbono de las muestras por
macroanadlisis elemental (LECO CNS-2000I, CAl de Microandlisis Elemental, Facultad de

Farmacia, UCM). Se llevaron 0,3 g de muestra a combustiéon a una temperatura de 1200°C,

78



Ill. Materiales y Métodos

usando aire como blanco.

2.8. PESO MOLECULAR (Mw)

El peso molecular promedio viscoso (IVI_V) se determind en funcién de la [77] Este

parametro se obtiene partir de medidas de viscosidades relativas de soluciones con diferentes
concentraciones de polimero, previamente filtradas por 0,22 um, preparadas en el solvente
0,3 M de ACH/ 0,2 M de ACONa. Las medidas se realizaron en un viscosimetro capilar, tipo
Ubbelohde acoplado a un equipo de medicidon ViscoClok (Schott-Geratte, Germany) en un
bafio de agua termostatizado a temperatura constante (25°C) con un capilar modelo N2 525.20
/Il de 1,03 mm de didmetro (Wang et al., 1991).

La viscosidad intrinseca ([n]) esta relacionada con el peso molecular a través de la

ecuacién de Mark- Houwink-Kuhn-Sakurada (MHKS):
[7]=K My

donde Ky a son dos constantes que dependen de la naturaleza del polimero, del sistema de
disolventes utilizados y de la temperatura, siendo los valores a=0,76 y K= 0,69 x 10~ cm>/g para
el solvente Rinaudo a 25°C (Roberts y Domszy, 1982). Las determinaciones se realizaron al

menos por triplicado.
2.9. GRADO DE DESACETILACION (DD)

Se evalué mediante espectroscopia "H-RMN siguiendo el método descrito por Hirai y
colaboradores (Hirai et al., 1991), teniendo en cuenta la intensidad de la integral de los
protones del grupo -CH; (I CH3, tomado como referencia) y la suma de las intensidades de las

integrales de los protones H,-Hg (I H,-Hg) empleando la siguiente férmula:
Grado de desacetilacion (%) = [1 - (é— | cha / =l he )]x 100

Las medidas se llevaron a cabo a 70°C en un equipo AMX500 Bruker, con un campo
magnético estatico de 500,13 MHZ (CAl de Resonancia Magnética, UCM). Para la
determinacidn del grado de desacetilacién se emplearon 10 mg de muestra en 0,5 mL de una

solucion DCI/D,0 (2% p/p) introducidos en tubos de rmn de 5 mm de didmetro. Las
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determinaciones se realizaron por triplicado, mostrandose un ejemplo del espectro en la

Figura 21.
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Figura 21. Ejemplo del espectro de un quitosano empleado para la determinacién del DD.
2.10. DIFRACCION DE RAYOS X

Se empled un difractémetro automatico PHILIPS X'"PERT MPD (CAI de DRX, Facultad de
Farmacia, UCM). El equipo posee un goniémetro PW3050 (6-26) y la potencia del generador se
fij6 a 45kV y 40mA. Las medidas se realizaron a temperatura ambiente con radiacién CuKa' (de
longitud de onda 1,54056A°) con monocromador de grafito y en geometria confocalizada
(Bragg-Berntano). Se fijé el tamafio y la duracién de paso (26) de las medidas en 0,040° y en 1
segundo. El rango angular estudiado fue de 5°-40° (26).

El IC del quitosano se determind segun el método propuesto por Segal (1959) para la

celulosa y adaptado al quitosano mediante la ecuacion:

Indice de Cristalinidad (%)= (I110 -1,/ Illo)x100

donde l11p es la intensidad maxima de la reflexion a 20 =20° y la I, es la intensidad minima de
la difraccién en la regidn amorfa a 20=16" aproximadamente. Las determinaciones se

realizaron por triplicado mostrandose un difractograma en la Figura 22.
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2.11. VISCOSIDAD ROTACIONAL

Se determind la viscosidad rotacional de soluciones de quitosano en acido acético al
1% (v/v) a 25 + 0,1°C empleando un equipo Brookfield Digital Viscosimeter modelo DV-II +pro
(Instituto de Ciencia y Tecnologia de Polimeros, CSIC). Las medidas se realizaron por triplicado,

empleando una velocidad de friccién constante (200 rpm).

2.12. VISCOSIDAD INTRINSECA

Se determind la viscosidad intrinseca mediante la determinacidn de las viscosidades
cinematicas de las diluciones de una solucion madre de quitosano (0,05% p/v) en acido acético
50 mM. Tras 24 horas de agitacion vy filtrada dicha solucién previamente por 0,22 um, se
empled un microviscosimetro capilar (Automated Micro Viscometer: Anton-Paar. Capilar: n2
serie 15942128; @ 1,6 mm) a temperatura constante (25 + 0,1°C). Las determinaciones se

realizaron por triplicado.

3.  CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LOS FILMES DE QUITOSANO

3.1 PREPARACION DE FILMES DE QUITOSANO

Se prepararon soluciones de quitosano en acido acético 50 mM teniendo en cuenta su
contenido de humedad, cenizas y porcentaje de insolubles. Tras 24 horas de agitacion a
temperatura ambiente, se filtraron por 0,22 um en esterilidad. Los filmes se prepararon a
partir de estas soluciones tomando alicuotas de 200 pL en superficies de 1 cm?. Se dejaron en
camara de flujo laminar, durante toda la noche hasta la completa evaporacién del solvente.

Para la estabilizacién de los filmes se afiadieron 400 pL del tampdn fosfato 0,25 M (pH 7,4) y
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posteriormente se realizaron tres lavados con PBS.

3.2 ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJOS CON TRANSFORMADA DE FOURIER (FT-IR)

Se obtuvieron los espectros infrarrojos de filmes de los quitosanos empleando un
equipo Perkin ElImer Spectrum One acoplado a un equipo de Reflectancia Total Atenuada (ATR
del inglés Atenuated Total Reflectance) en el ICTP (CSIC). Los scans se realizaron desde 400 a
4000 cm™ ! de longitud de onda con una resolucién de 4 cm™. En la siguiente figura se presenta

las bandas caracteristicas de los espectros infrarrojos de quitina y quitosano (Figura 23).

ZTransmitancia

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 s00
Longitud de onda {em™)

Figura 23. Espectro de TF-IR de quitina (A) y de quitosano (B). Se sefialan las bandas caracteristicas de cada grupo

quimico y la localizacién de las principales diferencias entre ambos polimeros.

3.3 MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM)

Para el estudio de la superficie de los filmes de quitosano las muestras se metalizaron
con oro en un evaporador a vacio (Balzers SDC 004 Sputter coater, likon Corporate Pfaffikon,
Switzerland) con un vacio de 0,1 mbar y a 25 mA, durante 3 minutos. Posteriormente se utilizd
un microscopio electrdnico de barrido JEOL JSM-6335 CF empleando un voltaje de aceleracién
de electrones de 5kV para visualizar la superficie de los filme (Centro Nacional de Microscopia

Electrénica, Facultad de quimicas, UCM).
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3.4 DETERMINACION DE LA RUGOSIDAD

La rugosidad superficial (Sa) de los filmes se determind por microscopia
interferometrica (MI) empleando para ello un microscopio interferométrico (MicroXAM™
Optical Profiler, Noricum, S.L.). La adquisicion, analisis y visualizacién de los datos metrolégicos
de la superficie se realizd usando el programa SPIP™ (Scaning Probe Image Processor). Se

realizaron 3 determinaciones en cada filme y éstos por triplicado.

3.5 DETERMINACION DEL ESPESOR

Con la ayuda de un bisturi se desprendié parte de un filme previamente formado sobre
un disco de vidrio de 1 cm?. Posteriormente, se determiné el espesor de los filmes midiendo el
perfil de corte empleando un microscopio interferométrico (MicroXAM™ Optical Profiler,
Noricum, S.L.). Los datos se obtuvieron mediante el analisis de las imagenes con el programa

SPIP™. Se realizaron 3 determinaciones en cada filme y éstos por triplicado.

3.6 DETERMINACION DEL ANGULO DE CONTACTO

Se determind el angulo de contacto formado por una gota de 5 ul de agua destilada
depositada sobre la superficie de filmes de quitosano (FTA1000 Drop Shape Analysis System
First Ten Angstroms, Departamento Ciencia de los Materiales e Ingenieria Metalurgica de la
Facultad de quimicas, UCM). Se realizaron 2 determinaciones en cada filme y éstos por

triplicado.

3.7 DETERMINACION DEL GRADO DE HINCHAMIENTO

Los filmes de quitosano se realizaron sobre discos de plastico segun el protocolo
descrito en el punto 3.1. Se cortaron en trozos de 0,5 cm? de superficie y se determiné el peso
inicial en estado seco. A continuacidn cada pieza se sumergid durante diferentes tiempos en
tampon fosfato, PBS (pH 7,4) o en acético acetato (pH 5,4). Transcurrido el tiempo, las piezas
se centrifugaron (un golpe de centrifuga) y finalmente se procedié a la pesada de los filmes.

El porcentaje de hinchamiento se determindé midiendo la diferencia de peso entre el

filme en estado hidratado y seco mediante la siguiente ecuacién:

Hinchamiento (%) = (P1 - P2)/ P2 x 100
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P1 = peso humedo de la muestra

P2 = peso seco de la muestra

4 ENSAYOS DE LA DEGRADACION DE QUITOSANO

4.1 PREPARACION DE LA SOLUCION DE QUITOSANO

Se partié de disoluciones de quitosanos al 1% (p/v) en &acido acético 50 mM, teniendo
en cuenta su contenido de humedad, cenizas y porcentaje de insolubles. Se disolvieron en 100

mL de 4cido acético 50 mM y se dejaron en agitacion 24 horas.

4.2 DEGRADACION ACIDA DE LA SOLUCION DE QUITOSANO

Se adicionaron 800 L de la solucion de quitosano a 20 mL de tampdn acético-acetato
de sodio 0,1 M (pH 5,4) en botes de vidrio de 23 mm de didmetro x 58 mm de alto. Se incubd a
37 °C con agitacion continua a 55 rpm (Lab Therm, Kuner). A diferentes tiempos de incubacion,
se retird la solucion de quitosano, se enrasé en matraz aforado de 25 mL, se filtré por 0,22 um
y se determiné su viscosidad empleando un microviscosimetro capilar. (Automated Micro

Viscometer: Anton-Paar, Capilar: n2 serie 15942128; @ 1,6 mm, Noricum, S.L.).

4.3 DEGRADACION DE LOS FILMES DE QUITOSANO

Se prepararon filmes de quitosano para cada punto temporal siguiendo el
procedimiento experimental detallado en el apartado 3.1 empleando 800 pl de la solucién de
quitosano. Los filmes se pusieron en contacto con 20 mL de una solucién tampdn acético-
acetato de sodio 0,1 M (pH 5,4), se dejaron incubando a 37°C con agitacion continua a 55 rpm
(Lab Therm, Kuner). El sobrenadante se retird a determinados periodos de tiempo y se enrasé
en un matraz aforado de 25 mL. Se filtré esta solucion por 0,22 um y se determind la
viscosidad (Automated Micro Viscometer: Anton-Paar. Capilar: n2 serie 15942128; @ 1,6 mm).

Tras el ensayo de degradacidnse adicionaron a los botes 20 mL de acido acético 50 mM
y se dejaron a 37°C durante 24h, con agitacién continua (55 rpm) hasta disolucion total. Se

enrasé en matraz aforado de 25 mL, se filtré por 0,22 um y se determind su viscosidad.
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4.4 DEGRADACION ENZIMATICA DE LA SOLUCION Y DE LOS FILMES

Para el desarrollo de los estudios de degradacidon enzimdtica se emplearon dos
enzimas, quitosanasa (EC 3.2.1.132, Streptomyces griseus, Sigma) y Lisozima (EC 3.2.1.17,
chicken egg White, Sigma). Las enzimas se disolvieron en tampdn acético-acetato de sodio
0,1M (pH 5,4) a una concentracién de quitosanasa 0,0345 pug/mL y de lisozima 2,5 pg/mL. Se
adicionaron 20 mL de la solucién de enzima tanto para filmes (realizados segun lo descrito en

el apartado 4.3) como para la solucién de quitosano (detallada en el apartado 4.1).

5 ENSAYOS IN VITRO

5.1 PREPARACION DE FILMES DE QUITOSANO

Los filmes con y sin proteina se realizaron siguiendo el proceso anteriormente descrito
en el apartado de materiales y métodos 3.1, sobre placas de 48 pocillos (Corning Costar), en
ambiente de esterilidad. La proteina rhBMP-2 fue obtenida, purificada y plegada hasta su

conformacion activa por la empresa Noricum, S.L.

5.2 LINEA CELULAR C2C12

Se trata de una linea celular adherente premioblastica de musculo de ratdn, adquirida
de la American Type Culture Collection (ATCC, CRL-1772-Manassas, Virginia). Son células de
diferenciacion rdpida originando miotlbulos contractiles y proteinas caracteristicas de
musculo. Sin embargo es una linea celular ampliamente utilizada ya que en presencia de
rhBMP-2, las células se diferencian hacia linaje osteobldstico. El mantenimiento de los cultivos
se realizd en frasco de 25 cm? de superficie con medio de cultivo DMEM (Dulbecco's modified
Eagle's medium) alto en glucosa que previamente fue enriquecido con suero fetal bovino 10%
y antibidtico penicilina /estreptomicina (100 U/mL de penicilina y 100 pg/mL de sulfato de
estreptomicina).

La propagacion celular se realizé en condiciones estériles cada 4 dias, hasta alcanzar
una confluencia celular del 80-90% de confluencia. Para ello, se elimind el medio de cultivo, se
lavaron las células con PBS, se utilizé tripsina para despegar las células de la superficie de
cultivo. Para inactivar la tripsina, se afiadié medio DMEM completo y se determind el nimero
de células obtenidas mediante cdmara de Neubauer. En cada propagacion, la concentracion

inicial de células fue de 2500 -3000 células por cm? de superficie de cultivo.
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5.3 ADHESION, PROLIFERACION Y DIFERENCIACION CELULAR

Los ensayos celulares se llevaron a cabo en ambiente de esterilidad, por triplicado,
empleando células de pase inferior a 15, en placas de 48 pocillos donde se han realizado
previamente los filmes de quitosano. La densidad celular empleada fue de 5.000 células/cm®
para los ensayos de adhesion y 10.000 células/cm® para estudiar la proliferacion y
diferenciacion celular. Las superficies controle fueron pldstico tratado para la adherencia
celular y filmes con medio sin células. La siembra de células sobre los filmes se realizd por
triplicado, previa tripsinizacion del pase celular y contaje en cdmara Neubauer. Las placas
sembradas se incubaron en estufa de CO, (Jouan), a 37°C, con una humedad relativa del 90% y

5% de CO,.

5.3.1 Contenido total de proteinas (Ensayo de Bradford)

El contenido total de proteinas en cada ensayo se determind por el método
MicroBradford (BioRad). Este ensayo se basa en la afinidad del colorante azul de Coomassie
G250 por las proteinas y se utiliza para cuantificar la proliferacién celular a través de la
determinacidn de la absorbancia a 590 nm. Para ello se retiré el medio de cultivo, se realizaron
dos lavados de PBS de 200 pl eliminando asi las proteinas del medio y se afiadieron 100 pL de
buffer de lisis a cada pocillo (Tris pH 6,8 50 mM, Tritén X-1000 1%, MgCl, 2 mM). Tras realizar 3
ciclos de congelacién-descongelacién para conseguir la ruptura de la membrana celular y la
consiguiente liberacién del contenido citoplasmatico al medio, se separaron 10 pL del lisado
celular, por triplicado, y se adicionaron 60 puL de reactivo Bradford y 230 uL de agua destilada.
Se incubd durante 15 minutos y se determind la Absorbancia a 590 nm empleando un lector de
placas (Biotek FL-600). Para cuantificar la cantidad de proteina de las muestras se realizé una

recta patrén con cantidades conocidas de proteina Ig G (Figura 24).
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5.3.2 Determinacion de la actividad metabdlica | (Ensayo de MTS)

El ensayo de MTS (sal de tetrazolio [3-(4,5-dimetil-2-il)-5-(3-carboximetoxipenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazolio) consiste en una reaccidn colorimétrica producida al afadir esta sal de
tetrazolio al medio de cultivo. En presencia de la succinato deshidrogenasa (enzima
mitocondrial presente exclusivamente en células vivas) se produce la ruptura de la sal dando
como resultado cristales de formazan de un color oscuro, solubles en el medio de cultivo. Se
determind la absorbancia a 460 nm de la solucidn obtenida la cual, en principio, es
directamente proporcional a la actividad mitocondrial y por lo tanto a la proliferacién celular.

Se afiadieron 80 pl del reactivo de MTS (CellTiter 96® AQcous One Solution Promega)
directamente al medio de cultivo, se incubd durante 1 hora 30 minutos a 37°Cy 5% de CO, y se

realizé la lectura de la absorbancia.

5.3.3 Determinacion de la actividad metabdlica Il (Ensayo de Alamarblue)

El principal compuesto del Alamarblue es Resazurina, componente no fluorescente y
de color azul, que en presencia de células (metabdlicamente activas) es reducido a Resorufina
(compuesto fluorescente de color rosa). La sefial de fluorescencia obtenida por la reduccién de
resazurina es directamente proporcional a la cantidad de células presentes.

Se afadieron 40 pl del reactivo Alamarblue (Alamarblue® Cell Viability Reagent
Invitrogen) directamente al medio de cultivo (10 pl por cada 100 pl de medio celular), se
incuba a 37°C, durante 1 hora 30 minutos en oscuridad y se realiza la lectura de fluorescencia

(longitud de onda de excitacién 570 nm y de emisién 590 nm).

5.3.4 Determinacion de la actividad ALP (Ensayo de diferenciacion)

La enzima fosfatasa alcalina es un indicador temprano de la diferenciacion ésea. La
actividad de esta enzima se determind y cuantific6 de manera colorimétrica, empleando un
sustrato que, tras la accién de la enzima, da lugar a un producto de intenso color amarillo. Para
la realizacidn del ensayo, se elimind el medio de cultivo y se lavaron los pocillos con PBS para
eliminar los posibles restos de proteinas del suero fetal bovino.

Se afiadieron 100 pL de buffer de lisis a cada pocillo (Tris pH 6,8 50 mM, Tritén X-1000
1%, MgCl, 2 mM) y se realizaron 3 ciclos de congelacién-descongelacién. Se separaron 10 plL
del lisado celular, por triplicado, y se le afiadieron 100 uL de buffer sustrato (50 pL de p-

nitrofenilfosfato y 50 pL de buffer 2-amino-2-metil-1-propanol). Tras 15 minutos de incubacion
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a 37°C, la reaccion se pard con 100 pL de NaOH 0,5 M y se midid la Absorbancia a 450 nm en

un lector de placas (Biotek FL-600).

5.3.5 Tincién del citoesqueleto celular (inmunocitoquimica directa)

Tras el cultivo celular los filmes sembrados fueron fijados con Paraformaldehido 4%
durante 10 minutos. Tras varios lavados con PBS, se anadié Tritén X-100 al 0,1% en PBS (3
minutos en oscuridad), se lavd de nuevo con PBS y se afiadio el reactivo de Actina, siguiendo el
protocolo comercial (Texas Red ® -X-Phalloidin, Molecular Probes). Trascurridos 20 minutos de
incubacién en oscuridad a temperatura ambiente, se retiré el reactivo de actina, se realizaron
dos lavados consecutivos con tampén PBS y se observaron mediante microscopia de
fluorescencia (Olympus IX51 microscope, filtro TRICT).

Se empled como tincién de contraste el reactivo de Hoescht (tincion del DNA,

Molecular Probes) afiadiendo 5 pl junto con el reactivo de actina en PBS.

5.4 LIBERACION IN VITRO DE LA PROTEINA rhBMP-2 DESDE FILMES

Los filmes de quitosano con y sin proteina rhBMP-2 se prepararon en placas de 48
pocillos, siguiendo el método descrito en el punto 3.1. Se pusieron 400 pl de medio de cultivo
DMEM completo y se dejaron incubando a 37°C y en agitacidn a 55 rpm (Lab Therm, Kuner).
Los medios de liberaciéon se recogieron a diferentes tiempos de incubacion y fueron
almacenados a 4°C. Una vez finalizada la recogida de los medios se procedié a colocarlos en
una nueva placa de 48 pocillos y en ellos se realizé la correspondiente siembra de células
C2C12 a una densidad de 10.000 células/pocillo.

Por otra parte la placa donde se encontraban los filmes (ya empleados en el ensayo de
liberacion) también se sembrd, empleando el mismo pase celular y bajo las mismas
condiciones experimentales, a 10.000 células/cm? para determinar la cantidad de proteina
retenida en el filme (no liberada). Tras 4 dias de incubacién en estufa de CO, se retiré el medio

de cultivo de ambas placas y se determind la cantidad de proteinas totales y la actividad ALP.
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6 ESTUDIOS IN VIVO

6.1 PREPARACION DE FILMES DE QUITOSANO

Los filmes de quitosano se prepararon siguiendo las indicaciones descritas en el
apartado 3.1, sobre placas de plastico de 35 mm de didmetro adaptando el protocolo a este
tamanio de superficie.

Para los ensayos de degradacion in vivo se insertaron dichos filmes en bastidores
autoclavados de Polioximetileno-C obteniendo 3 filmes por placa (Figura 25). Los anillos estan
formados por dos arandelas que al encajar atrapan el filme de quitosano dejando al

descubierto una superficie de contacto de 0,2 cm? de filme.

Figura 25. A Imagen de un filme de
quitosano inserto en un bastidor y a

su derecha un bastidor control sin

3 4 5 { filme.

6.2 CIRUGIA EXPERIMENTAL

El estudio in vivo de la degradacion de los filmes de quitosano fue realizado en el
animalario de la Facultad de Medicina (UCM), donde los animales se mantuvieron en un
ambiente de temperatura controlada con ciclos alternos de 12 horas de luz-oscuridad y se les
proporcioné comida y agua ad libitum durante todo el periodo de estudio.

Para la realizacién de los ensayos in vivo de degradacion del filme y liberacion de la
proteina se emplearon ratas macho de raza Wistar de 300 g de peso, y fueron anestesiadas
con Isofluorano ® (2% en 30% O,). Se procedié a la implantacién de las muestras por medio de
una incision longitudinal de aproximadamente 4 cm de longitud siguiendo la columna
vertebral, a 3 cm de la raiz de la cola. Despegando y desplazando dicho tejido a ambos lados de
la columna se localizé el tejido muscular donde se realizé la insercién del anillo. Por cada
animal de experimentacién se introdujeron 2 muestras, en sendos sacos intramusculares a
ambos lados de la columna vertebral.

El sacrificio se realizd mediante inyeccion de Pentobarbital (300 ul en la vena de la

cola) y se recuperd el tejido muscular donde se insertd la muestra. Dichas muestras fueron
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fijadas en PFA al 4% para su posterior tratamiento histoldgico en parafina.
En el caso de los ensayos de liberacién de la rhBMP-2 in vivo se insertaron los filmes sin

bastidor pero con una pequefia pieza de POM-C como marcador.

6.3 TRATAMIENTO HISTOLOGICO

Las muestras se fijaron en PFA 4% durante 3-4 dias. A continuacion se sometieron a un
proceso de deshidratacion mediante una serie de soluciones etandlicas de concentracion
creciente (70%, 80% 90%, 95% y 100%, 1 hora en cada uno). Tras dos pasos de xileno (2 horas
cada uno) y dos de parafina (2 horas cada paso) se prepararon los correspondientes bloques.
Se obtuvieron cortes de aproximadamente 4-5 pm de espesor empleando un microtomo (Leica
RM 2155). Los mismos se desparafinaron (en estufa con xilol durante 10 minutos), se
hidrataron utilizando una serie etandlica de concentracion decrecientes (absoluto, 95%, 80% y
70% dejando la muestra durante 1 minuto en cada solucién) y se realizaron diferentes
tinciones. Para analizar los cortes histoldgicos se obtuvieron imagenes de los mismos

empleando un microscopio Olympus BX51.

6.3.1 Tincién de Hematoxilina/Eosina (H/E)

Tras la hidratacion de los cortes se lavé con agua destilada durante 5 minutos y se dejo
en Hematoxilina de Harris (HHS16 Sigma®) durante 10 minutos. Tras un segundo lavado con
agua destilada se afiadié Eosina (Sigma®) durante 1 minuto y 30 segundos y se puso de nuevo
etanol al 96% vy etanol absoluto durante 5 minutos. Por ultimo se realizé el montaje de la
muestra empleando una gota de Mounting Media (C9368 Sigma®) encima del porta vy

colocando un cubre. Se dejaron secar hasta el dia siguiente.

6.3.2 Tincidn de Tricromico de Massons (TCM)

Tras la hidratacién de los cortes se lavé con agua destilada durante 5 minutos y se dejé
en Hematoxilina de Weigert (HT1079 Sigma®) durante 5 minutos. Tras varios lavados sucesivos
con agua destilada, se dejé con Fucsina en solucién de Ponceau (P7170 Sigma®) durante 5
minutos. Se retird el exceso del colorante lavando dos veces con agua, y se dejé de 2 a 4
minutos en acido fosfomolibdico y a continuacion se introdujo en una solucién de Verde Luz
durante 3 minutos. Tras lavados con agua y uno ultimo con acido acético diluido y se procedio

al montaje de la muestra.
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6.4 TOMOGRAFIA COMPUTARIZADA

Este experimento se realizd en las instalaciones del animalario del CAl de Cartografia
Cerebral del Instituto Pluridisciplinar, UCM. Todos los animales fueron anestesiados y
operados realizando el mismo procedimiento quirlrgico, descrito en el apartado 6.2, en saco
muscular, a ambos lados de la columna vertebral empleando un trocito de bastidor como
sefializador de la zona quirlrgica. En este caso se implantaron dos filmes por rata (Figura 26).
Todos los animales fueron sometidos a un TC semanal desde la segunda hasta la sexta semana.
Para la realizacion de la tomografia se empled un Scaner PET/ CT Albira ARS (GEM-IMGING;
Oncovision). El protoloco de adquisicion fue de alta calidad (HR) a una resolucién de 0,125 mm
de tamafio de pixel, 45 kV/ 0,8 mA. El andlisis de las imagenes se realizé con el programa Pmod

3.0, en el plano coronal.

El sacrificio se realizo siguiendo el mismo procedimiento descrito en el apartado 6.2.

Figura 26. Imagenes de la operacion del estudio mediante u-CT, empleando filmes de quitosano a ambos lados de la

columna y un marcador de POM-C para reconocer la localizacién exacta de la muestra.

6.5 BIODISTRIBUCION DE LA PROTEINA

6.5.1 PROTEINA MARCADA

125 referencia

La proteina marcada se comprd a la empresa PerkinElmer (rhBMP-2-
NEX432) a una concentracion de 32 uCi/mL (0,5 mL con 10 uCi totales) y una actividad
especifica de 73 pCi/ug con una pureza del 95% (yodo libre menor del 5,0% desde el inicio del

marcaje).
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6.5.2 PREPARACION DE FILMES CON Y SIN PROTEINA MARCADA CON ¥

Se preparon los filmes siguiendo el mismo procedimiento descrito en el apartado 3.1,
sobre moldes de plastico estériles de 1 cm” de superficie (Figura 27) y empleando una solucién
de quitosano Q9 al 1,0% (p/v) en acido acético 50 mM, proteina marcada con 123 (2,25
uci/filme) y rhBMP-2 sin marcar (50 ug/filme). Previa a la formacion de los filmes, se tomaron
muestras de 5 pl por duplicado para cuantificar el marcaje inicial mediante un contador
gamma (Cobra Il auto-gamma, Packard). Las soluciones empleadas en la neutralizacién vy
lavado de los filmes fueron recogidas para la posterior cuantificacidon de la proteina marcada

remanente en el filme y conocer la actividad inicial en el ensayo.

Figura 27. Imagen de un filme

de quitosano con proteina

125
marcada con I,

6.5.3 CIRUGIA EXPERIMENTAL

Para este estudio se emplearon 4 ratas Wistar de 125-150 g de peso. La implantacién
de los filmes activados con rhBMP-2-'®| se realiz6 siguiendo el mismo procedimiento
experimental descrito en el 6.2. En este ensayo se implanté una sola muestra por animal en
saco intramuscular en el lado derecho de la columna vertebral. Tras la operacién, los animales
se trasladaron a celdas metabdlicas donde fueron alimentadas ad libitum y se sacrificaron a
diferentes tiempos. Se recogieron heces y orinas durante el ensayo para cuantificar la

presencia de *’| en las mismas.

6.5.4 TRATAMIENTO DE MUESTRAS Y DISENO DE LA MARG

Los animales fueron sacrificados empleando Pentobarbital (200 ul en la vena lateral en
la cola). Inmediatamente fueron congelados en una mezcla de hexano y nieve carbdnica,
dejandolo 10-15 minutos en la misma. A continuacidn se colocé el animal en un molde de
aluminio (cuya base se encuentra sumergida en la mezcla hexano-nieve carbdnica) y

lentamente se fue afiadiendo en el interior la solucion de carboximetilcelulosa al 1,5% (fria)
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hasta cubrir el animal por completo. Tras 15-20 minutos, se obtuvo un bloque sdlido y se
obtuvieron cortes de 50-100 um a -30°C empleando un criostato (microtomo Leica CM3500).
Los cortes congelados se liofilizaron a -20°C (12 horas) y a continuacion se pusieron en
contacto con una pantalla de fosforo fotoestimulable de 1 a 3 semanas. La pantalla de fésforo
tiene la capacidad de almacenar la energia incidente en forma de electrones que pasan a un
nivel excitado en la red cristalina. Posteriormente se puede obtener la imagen digital mediante
barrido de la placa con laser del equipo de lectura (Molecular Imager™ FX, Bio Rad). Dicho
laser provoca la vuelta al estado fundamental de los electrones de dicha placa, emitiendo una
sefial luminosa que es transformada por el tubo fotomultiplicador en sefial eléctrica y

cuantificada por un conversor analdgico digital.

7. ANALISIS ESTADISTICO

Cada experimento se realizd por triplicado a excepcion de los ensayos in vivo. Los
resultados se expresaron como promedio * la desviacidén estandar. Los andlisis de ajustes de
datos lineales y no lineales se llevaron a cabo empleando el programa Prism 5 de la casa Graph
Pad.

Se realizaron diferentes tratamientos y test estadisticos en funcién del ensayo, del

numero de datos experimentales y de los resultados obtenidos.
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IV. Resultados y discusion

En la realizacidn del presente trabajo de investigacidn se procedio a la adquisicién de
un stock de 12 quitosanos, nueve de ellos provienen de una quitina de origen crustdceo, de
cangrejos de nieve (Chionoecetes opilio) salvo el Q9 que procede de camardn boreal (Pandalus
borealis). Todos fueron suministrados por la empresa Biolog (Alemania) excepto Q11 y Q12,
que son del mismo origen que el Q9 pero fueron adquiridos a la empresa Primex (Noruega).

Para evaluar si estos biopolimeros satisfacen los requerimientos para ser empleados
como Productos Médicos en Ingenieria de Tejidos (TEMPS del inglés Tissue Engineering
Medical Products) se estudiaron los parametros mas relevantes relacionados con la
caracterizacion, pureza y funcionalidad de los mismos. Se emplearon las normas ASTM: F2103-
02 “Standard Guide for Characterization and Testing of Chitosan Salts as Starting Materials
Intended for Use in Biomedical and Tissue-Engineered Medical Product Applications” como

guia para estos estudios. *

1. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LOS QUITOSANOS DE PARTIDA

Los quitosanos adquiridos se sometieron a una molienda para trabajar con un tamaiio
maximo de particula (0,2 mm) y se almacenaron a temperatura ambiente. Todos presentaron
una coloracion similar, abarcando diferentes tonalidades desde un color blanco marfil hasta un
blanco amarillento, como es el caso del Q4. Antes de su molienda los quitosanos se presentan
en forma de escamas, pequenas fibras o en polvo.

Una de las caracteristicas importantes en cualquier quitosano comercial es el
contenido en humedad y cenizas, necesarios para poder comparar de forma adecuada
resultados obtenidos con quitosanos diferentes. El primero de ellos afecta de forma muy
importante al peso real de polimero que se emplea para formar una disolucion de una
concentracién dada, mientras que el segundo nos da una idea de la eficacia del proceso de
desmineralizacion empleado en su obtencion. A pesar de que las Normas ASTM describen y
estipulan los procedimientos para su determinacion, no establecen unos valores maximos
permitidos, quedando al arbitrio de las casas comerciales los valores de los mismos. Por lo
general las casas comerciales (véase Anexo 1) no dan unos limites concretos para estos
parametros, sino sélo un valor maximo de los mismos, siendo comun por ejemplo, para el
contenido en humedad, estipular que debe ser inferior al 10-15% y en funcién de la aplicacion

final del quitosanos este valor puede llegar a ser mucho menor, alrededor de un 8%.

1 . . .
Nota aclaratoria: A lo largo de este apartado se ofrecen como resultado de algunos parametros un solo quitosano,
reuniendo en el Anexo Il el resto de las muestras.
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En la Tabla 5 se muestran los resultados obtenidos para cada uno de estos parametros
en los doce quitosanos diferentes utilizados en esta Tesis, realizdndose cada una de las
determinaciones por triplicado. El contenido en humedad obtenido fue inferior al 15% en
todas las muestras, entrando dentro de los limites establecidos por las diferentes casas
comerciales (Anexo |).

El porcentaje de cenizas describe la cantidad total de material inorganico presente en
la muestra, proveniente en su mayoria de sales como carbonatos y silicatos. La composicion de
estas sales depende de la procedencia de la quitina y el tratamiento industrial aplicado hasta la
obtencién del quitosano (Aranaz et al., 2009). Los resultados correspondientes a la
determinacidn de cenizas totales o residuos de ignicién muestran valores menores del 1,0%,
limite establecido para este pardmetro en las especificaciones de calidad de las muestras
comerciales reflejadas en el Anexo |, destacando como excepcidn, los quitosanos Q2 y Q8 con

valores algo superiores (1,45 y 1,33% respectivamente).

Tabla 5. Resultados del contenido de humedad, cenizas e insolubles de las muestras de quitosano indicando la casa

comercial y el origen de la quitina.

Empresa Quitosanos Origen Humedad (%) Cenizas (%) Insolubles (%)
Biolog Q1 Cangrejo 10+£0,1 0,7+0,1 3,3+1,3
Biolog Q2 Cangrejo 8+0,1 1,4+0,5 2,9+0,3
Biolog Q3 Cangrejo 11+0,2 0,6+0,2 4,3+0,1
Biolog Q4 Cangrejo 13+0,2 0,1+0,1 2,5+0,8
Biolog Q5 Cangrejo 12+0,1 0,9+0,1 1,1+0,1
Biolog Q6 Cangrejo 11+0,1 1,0+0,1 4,1+1,7
Biolog Q7 Cangrejo 11+0,1 0,9+0,1 4,2+2,5
Biolog Q8 Cangrejo 12+0,2 1,3+0,1 3,8+0,8
Biolog Q9 Camaron 8+0,1 0,4+0,3 1,7+0,8
Biolog Q10 Cangrejo 12+0,1 0,6+0,2 57+1,8
Primex Ql1 Camaron 8+0,1 0,3+0,1 1,3+0,5
Primex Q12 Camarodn 70,1 0,2+0,1 1,2+0,2

Como se puede observar del examen de los valores de la Tabla 5, la variabilidad de
estos parametros, tanto en el contenido en humedad como de insolubles, es importante. Esto

afecta de forma muy real a la concentracion efectiva de quitosano en una disoluciéon dada,
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dificultando la obtencién de datos reproducibles y las comparaciones entre experimentos
realizados en diferentes laboratorios si no se suministra esta informacion.

El contenido de insolubles se debe a la presencia de restos de quitina o quitosanos con
muy bajo grado de desacetilacidn, presencia de sales y otros contaminantes que no se
disuelven en 4cidos diluidos. Este contenido de insolubles normalmente no es determinado ni
informado por las casas comerciales y en nuestro caso, los valores fueron menores del 5,7%
destacando los quitosanos Q5, Q9, Q11 y Q12 como las muestras con menor cantidad de
insolubles.

Dentro del contenido en cenizas estan los metales pesados presentes en el quitosano
de partida. Este parametro si puede afectar de forma significativa al uso de los mismos en
aplicaciones biomédicas, siendo especialmente importante para las mismas el contenido en Hg
y Pb. A continuacion se muestra en la Tabla 6 los resultados del contenido de metales pesados
de los quitosanos, junto con los porcentajes de carbono y nitrégeno determinados para los

mismos.

Tabla 6. Contenido de metales pesados, porcentajes de carbono y nitrégeno presentes en las muestras de

quitosano.

Quitosanos Hg (ppm) Pb (ppm) Carbono (%) Nitrégeno (%)

Q1 < 0,004 < 0,065 40 7
Q2 <0,003 <0,070 41 7
Q3 < 0,002 <0,073 40 7
Q4 <0,002 <0,062 40 7
Q5 < 0,008 <0,061 39 7
Q6 < 0,003 < 0,068 40 7
Q7 <0,003 <0,067 40 7
Qs < 0,002 < 0,069 40 7
Q9 < 0,005 <0,063 41 8
Q10 <0,010 < 0,069 40 7
Ql1 <0,001 <0,061 41 7
Q12 <0,001 <0,061 41 8

Como se puede observar en la Tabla 6 todos los quitosanos mostraron niveles
adecuados de metales pesados, inferiores a 0,2 ppm de Hg e inferiores a 0,1 ppm de Pb, segin

informan las casa comerciales (Anexo |).
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Los porcentajes de carbono y nitrégeno obtenidos son compatibles con la férmula
molecular del quitosano, estando los valores entre un 7-8% para el nitrégeno, como se puede
apreciar en la Tabla 6 y coinciden con los valores descritos en otros trabajos (Dutta et al., 2004;
Kumar et al., 2004; Galed-Ceresuela, 2006).

En la Figura 28 se muestran los espectros de rayos X correspondientes a los distintos
quitosanos empleados. En ellos se aprecian los dos picos cristalinos aproximadamente a 26=9
y 19,4 indicativos de la estructura tipica del quitosano. Una de las diferencias primordiales
entre las estructuras de quitina y quitosano radica en su cardcter cristalino. Mientras que la
guitina presenta un difractograma de una sustancia practicamente cristalina, en las moléculas
de quitosano en estado sélido coexisten regiones cristalinas con regiones amorfas

produciendo un espectro tipico de una sustancia semicristalina (Brugnerotto et al., 2001a;

Peniche, 2006).
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Figura 28. Difractograma de rayos X de las muestras en orden descendente aproximado de cristalinidad donde se

aprecian los picos a 26 propios del polimero (flechas).

El indice de cristalinidad (IC) calculado a partir de estos espectros, se muestra en la
Tabla 7. Dicho indice de cristalinidad varié desde un 66% hasta un 81%, siendo el Q11 y el Q4
los quitosanos con menor y mayor IC respectivamente, influyendo este pardmetro en la

disolucién del polimero.
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Otro pardmetro fundamental caracteristico del quitosano es su grado de
desacetilacién (DD), que representa el contenido de grupos amino libres presentes en el
polisacarido. Existen numerosos métodos que nos permiten calcular el grado de
desacetilacién, como son las técnicas espectroscépicas (IR, UV, RMN), potenciométricas y
conductimétricas. Entre las posibles técnicas disponibles se ha elegido para este trabajo la
Espectroscopia de "H-RMN ya que resulta un método sencillo, rapido, muy util para el estudio
de las estructuras quimicas y estéricas de los polisacaridos. La Figura 29 muestra un ejemplo
del espectro 'H-RMN correspondiente al Q5, en el que se aprecian las sefiales de

desplazamiento quimico de los protones concordantes con los valores de literatura (Hirai et

al., 1991).
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Figura 29. Espectro de "H-RMN del quitosano Q5. Se muestra Q5 como ejemplo representativo cuyo DD fue en este

caso del 84%. Los demas espectros de los quitosanos se presentan en el Anexo Il.

Los valores obtenidos del DD para todos los quitosanos se presentan en la Tabla 13,
pudiéndose observar los resultados desde un 73% hasta un 92%. El conocimiento de este
parametro estructural es fundamental puesto que va a influir en la solubilidad, hidrofilicidad,
densidad de cargas, cristalinidad e incluso la biodegradabilidad de los quitosanos. Destacamos
como quitosanos con menor DD el Q1 y el Q10 con un 73% mientras que el Q12 el de mayor
DD con un 92%.

El quitosano en solucién adquiere una forma de hélice extendida y la viscosidad de

dicha solucién aporta informacién sobre el Mw del polimero (Weinhold et al., 2009). Dicho
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parametro se encuentra relacionado con la viscosidad intrinseca y ésta a su vez viene
determinada por el tamano y la conformacién de las moléculas individuales del polimero en

solucidn.
El peso molecular promedio en masa viscosimétrico (M, ), obtenido para los

quitosanos en solucion a través del estudio de la viscosidad intrinseca, empleando el solvente
Rinaudo (0,3 M acido acético/0,2 M acetato de sodio, pH 5,4) mostré un amplio abanico de
valores desde 249 KDa (Q4) hasta aproximadamente 1400 KDa (Q10), plasmados en la Tabla 7
(Rinaudo et al., 1993; Rinaudo, 2006).

Tabla 7. Resultados de indice de cristalinidad, grado de desacetilacion, pesos molecular, viscosidad rotacional e

intrinseca de todos los quitosanos.

Quitosanos IC DD Mw N Rotacional N Intrinseca
(%) (%) (kDa) (cP) (dI / g)*

1 74+2 73+2 960+ 17 734+ 15 44 +3
2 70+3 77+3 655+ 63 310+ 10 312
3 7242 74+2 850 + 49 421+33 35+3
4 82+1 83+3 249+ 32 50+3 17 +1
5 76+1 82+2 617 £51 236+ 12 26+4
6 78+4 75+2 1084 + 22 761+32 35+3
7 77+2 74+4 1186 + 16 1131 £50 49+4
8 72+3 74+2 730+ 15 317 +10 39+4
9 70+2 84+2 607 + 36 1795 22+4
10 73+1 73+4 1362 + 27 1334 £ 60 60+3
11 66+1 85+1 442 +32 75+3 18+1
12 67+1 92+2 418 +18 79+3 20+1

*Determinada en AcH 50mM por microviscosimetria capilar

Un pardmetro importante proporcionado por todas las casas comerciales que refleja
en gran manera la facilidad de trabajo con el polimero en solucién es la viscosidad rotacional,
informada siempre en soluciones de acido acético diluido. En nuestro trabajo se ha utilizado en
gran medida la técnica de microviscosimetria capilar, ya que permite emplear poca cantidad
de muestra y se trabaja con soluciones diluidas (de comportamiento newtoniano)
proporcionando la viscosidad intrinseca [77]

Un estudio comparativo de los resultados obtenidos de las dos viscosidades muestra
una buena correlacién entre ambas para casi todos los quitosanos (Figura 30) encontrando la

siguiente relacién lineal:
[y =(19,08 £ 2,04) + (0,029 + 0,003) x]
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Dicha relacidon sugiere para la gran mayoria de los quitosanos estudiados que, las
fuerzas intermoleculares entre las cadenas (proporcionada por su viscosidad rotacional) son
proporcionales al volumen hidrodindmico de las mismas (determinada por la viscosidad
intrinseca a dilucidn infinita).

Comparando los resultados obtenidos de estos quitosanos con los pardmetros
fisicoquimicos suministrados por las casas comerciales (Anexo 1), se puede observar que los
mismos se encuentran dentro de los limites para usos biomédicos y farmacéuticos. Existen
algunos pardmetros como la viscosidad o el DD, que se situan fuera de los valores limite de
algunas casas comerciales. Sin embargo, este hecho no es excluyente, considerandose de gran
importancia evaluar los filmes de los mismos en los siguientes apartados.

El estudio detallado realizado de los diferentes quitosanos comerciales nos permite,
ademas de comprobar la identidad del producto, conocer los parametros fisicoquimicos reales
gue puedan relacionarse con propiedades de biocompatibilidad y biodegradacién de los filmes
de quitosano.

Por razones de indole practico, se decidié agrupar los quitosanos en funciéon de su Mw
en tres grandes grupos, aunque alguno de ellos como el Q8 y Q9, pueden situarse en

diferentes grupos indistintamente:
e Mw Alto: Q1, Q3, Q6, Q7, Q8 y Q10 presentando un DD alrededor de 75%.

e Mw Intermedio: Q2, Q5, Q8 y Q9 con un DD cercano al 80%.
e Mw Bajo: Q4,Q9, Q11 y Q12 con un DD igual o superior al 85%.
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2. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LOS FILMES DE QUITOSANO

Una vez caracterizado el material de partida, se procedié a la preparacion de filmes de
los diferentes quitosanos segun el procedimiento descrito en Materiales y Métodos (apartado

3.1). En todos los casos, y para todas las concentraciones ensayadas, se obtuvieron filmes

homogéneos y transparentes tal y como se puede observar en la Figura 31.

Solucién Quitosano
0,25 % (p/v]

Primer secado

Neutralizacién y Figura 31. Preparacion de
lavados con PBS
filmes de quitosanos. La

imagen superior muestra

Segundo secado
Filmes una ampliacion de un

filme despegado.

La técnica de Espectroscopia de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FT-IR) aporta
informacién cualitativa acerca de los grupos funcionales presentes en el polimero. Los
espectros obtenidos mediante esta técnica se emplearon para confirmar la identidad del
quitosano en los filmes. A modo de ejemplo se presenta en la Figura 32 los espectros de los
filmes, de todos los quitosanos empleados en este estudio, donde se puede observar las
bandas caracteristicas de los diferentes grupos del polimero.

Las bandas de vibracién a 3250 y 3400 cm™ corresponden al grupo -OH y -NH
respectivamente, caracteristicos de alcoholes, aminas y amidas presentes en la estructura del
quitosano. Las bandas de tension a 2850 y 2930 cm™ pertenecen al metilo y/o metileno, a
1651 cm™ aparecen bandas de tension correspondientes a amida de tipo I, 1577 cm™ a amida
de tipo Il y a 1377 cm™ las bandas del -CH,. A continuacién se distinguen las bandas
caracteristicas de los polisacaridos (a 1050 cm™ de alcohol primario y 1077 cm™ alcohol
secundario) (Nunthaid et al., 2001).

Los espectros FT-IR de todas las muestras de los filmes de los quitosanos revelan un

patrén de bandas similar, caracteristico del propio polimero.
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Figura 32. Espectro Infrarrojo FT-IR de los filmes donde se aprecian bandas caracteristicas del quitosano. Se han

sefialado con flechas las bandas de tensién de los grupos amina y amida a 1651 y 1577 respectivamente.

Un pardmetro critico en las propiedades bioldgicas de cualquier biomaterial es la
superficie. De ella, la rugosidad (Sa) es especialmente importante en la integracién de los
biomateriales en TE (Bumgardner et al., 2003b).

Una primera visualizacién cualitativa de las superficies se realiz6 mediante Microscopia
Electrénica de Barrido (SEM). Las imagenes obtenidas (véase la Figura 33-A) fueron en todos
los casos muy similares, independientemente del quitosano estudiado y de la concentracion
del mismo en la solucién empleada para su preparacion. Dichos resultados concuerdan con los
obtenidos por Bhuvaneshwari y colaboradores donde observaron superficies lisas y sin poros
en filmes de quitosano (Bhuvaneshwari et al., 2007).

En la misma Figura 33-B también se muestra un ejemplo de las distintas superficies y
rugosidades que presentan los filmes de quitosano (Q11 en funcidn de la concentracién del
polimero empleado en la formacidon de los mismos) y en la Figura 33-C, en funcién de tres
quitosanos distintos preparados a una misma concentracién (1,0%)

A través del programa SPIP™ se determinaron los valores de Sa obtenidos mediante
microscopia interferométrica (Ml) de los filmes de cada uno de los quitosanos empleados en

este estudio, utilizando diferentes concentraciones de la solucidn de casting (Figura 33-D).
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Figura 33. Estudio de la superficie de los filmes. (A) SEM de filmes de quitosanos (0,5%) a 1000x. (B) Imagenes de la
rugosidad de filmes de Q11 con diferente concentracion de polimero (0,1; 0,25 y 1,0%). (C) Imagenes de la
rugosidad de tres quitosanos diferentes (Q1, Q3 y Q7 a una misma concentracién (1,0%). (D) Gréfica de los valores

de Sa de los filmes a diferentes concentraciones (mediante Ml).
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Un andlisis de esta figura indica que en todos los casos existe un aumento de la
rugosidad al aumentar la concentracion de la solucion empleada. Un ANOVA de dos vias de
estos valores indica que existe una influencia significativa de ambos factores (tipo de
quitosano y concentracion). No obstante, dado que la interrelacién entre variables en dicho
analisis es también muy significativa, es dificil hacer conclusiones certeras de los valores de
significacién para cada variable por separado.

Ante esto se nos ofrecen varias posibilidades para poder obtener alguna conclusion de
los datos presentados. En primer lugar, podemos prescindir de la variable tipo de quitosano y
tratar los datos como provenientes de un unico “pool”, dado que en todos ellos es evidente la
fuerte influencia de la concentracidn en los valores de rugosidad obtenidos. Se obtendria en
este caso la representaciéon de la Figura 34 donde se ofrece tanto el ajuste lineal como los
intervalos de confianza del 95%, siendo el coeficiente de correlacién r* = 0,9153 y la ecuacion

del ajuste obtenido la siguiente:

v = (-12,68 + 50,60) + (469,1 * 82,42)

800+
Figura 34. Ajuste lineal de los
6007 valores de rugosidad (Sa) obtenido
E 4004 de todos los quitosanos frente a la
=)
< concentraciéon de la solucién de
S 2004 . .
:3: polimero empleada para realizar
c ’/l ) ) |
-~ 025 0.50 0.75 1.00
200~ Concentracion (%)

La principal utilidad que presenta este ajuste (aun siendo consciente de la influencia de
la variable quitosano) es proporcionar una primera aproximacion a los resultados que cabe
esperar de rugosidad, independientemente del tipo de quitosano empleado. Naturalmente
qgue, una vez seleccionado el quitosano y la concentracién, la rugosidad que se determine
experimentalmente diferird de la prevista, pero no mds que en unos margenes ya sefialados
por las curvas del 95% mostradas y que, dependiendo del trabajo a realizar, pueden ser mas
que suficientes.

Por otra parte, si se necesita hacer un trabajo mds preciso, es posible otra
aproximacion al analisis de los datos. En todos los casos, para cada quitosano individual, es
posible hacer una regresion como la mostrada en la figura anterior, estando los coeficientes de

correlacidon obtenidos entre 0,82 y 0,98. Naturalmente las pendientes no coinciden para los
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distintos quitosanos, pero es posible agruparlos en tres categorias (alto, medio y bajo Mw, tal y
como se indicé al final del apartado precedente) y comparar las pendientes obtenidas de la
regresion lineal para los diferentes quitosanos. Los resultados que se obtienen, cuando se
comparan solo quitosanos dentro de una de estas categorias, es que no existen entre ellos
diferencias significativas en los valores de la pendiente obtenida, por lo que se puede hacer
una regresion comun en cada grupo sin tener en cuenta el tipo de quitosano concreto que esta

en él. Tal aproximacion lleva a la siguiente Figura 35.

1500+ e Alto
v Intermedio

1000- { " Bl
€
£
o 500 Figura 35. Representacidon del ajuste
5 -

g - - lineal de los valores de rugosidad
=7 R h y
= é _________________________ todos los filmes de quitosanos

0+ = .

L}
0.75 1.00 reagrupados en funcién del su Mw.

Concentracion (%)
-500-

Se puede observar en esta grafica que la rugosidad depende fuertemente del Mw del
quitosano empleado a altos valores de concentracién, mientras que para valores bajos (0,1%)
la rugosidad es practicamente la misma independientemente del tipo de quitosano. Por otra
parte este ajuste permite afinar el proceso de seleccién del quitosano a emplear en funcion de
los valores de rugosidad pretendidos.

Otro parametro de gran importancia que se puede obtener de los filmes es el espesor.
Especialmente en el caso de los polimeros biodegradables empleados como transportadores
de moléculas bioactivas, el espesor del filme es un pardmetro de gran relevancia, ya que
influye tanto en la cinética de liberacidon de éstas como en el tiempo de residencia del
transportador en el organismo.

Es precisamente la capacidad de hacer reconstrucciones 3D de las imagenes obtenidas
por Ml lo que nos permite determinar asimismo el espesor de los filmes obtenidos. De forma
sencilla realizando un simple corte en el mismo filme que deje al descubierto la superficie
sobre la que se ha formado (normalmente disco de vidrio de 1 cm?) y detectando el

instrumento el escalén existente entre ambas (Figura 36).
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Figura 36. Ejemplo representativo de la determinacién del espesor de filmes de Q11 preparados a diferentes
concentraciones. Se muestra la superficie del filme, la determinacion del espesor mediante el corte y la imagen 3D

del mismo, empleando Ml y el programa spip™.

Se realizd un ajuste lineal de los espesores obtenidos en funcidn de la concentracién
de la disoluciéon empleada para cada uno de los quitosanos estudiados, observandose una
relacién lineal. Los datos obtenidos se ofrecen en la Tabla 8.

El valor del coeficiente de correlacién obtenido fue mayor de 0,92 en todos los casos.
El test de igualdad de pendientes realizado con los valores ajustados condujo a la conclusion
de que éstas no eran significativamente diferentes (P=0,19), por lo que se optd por hacer un
ajuste conjunto de todos los datos de espesor. Independientemente del tipo de quitosano y en
funcién de la concentracidn de la solucion empleada se obtuvo, para este ajuste global, una

relacidn lineal con un coeficiente de correlacidon de 0,94 y la siguiente ecuacion:

y=(0,22 £0,14) + (6,94 £ 0,25) X.
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Tabla 8. Resultados del ajuste lineal del espesor (um) del filme obtenido en funcién de la concentracion para cada

quitosano.

Quitosanos R2 Ecuacién
Q1 r?=0,980 y=8,39x-0,30
Q2 r?=0,973 y=7,16x+0,37
Q3 r?=0,926 y =5,97x + 0,06
Q4 r?2=0,997 y=6,21x+0,61
Q5 r? = 0,966 y =7,08x + 0,24
Q6 r?=0,999 y=7,91x-0,20
Q7 r?=0,984 y=6,73x + 0,15
Qs r2=0,975 y =6,69x + 0,40
Q9 r?=0,963 y=7,91x+0,22
Q10 r?=0,987 y =4,84x + 0,60
Qi1 r?=0,965 y=7,33x+0,28
Q12 r2=0,980 y=7,31x+0,17

Otro de los parametros clave en el desempefio de los filmes de quitosano como
soporte para la adhesién y proliferacion celular, como se mostrard posteriormente, es el
proceso de neutralizacion del filme. Para evaluar si este factor influye de alguna forma en el
espesor del filme obtenido, se realizd un estudio similar al expuesto anteriormente, usando
otras concentraciones del agente estabilizador, desde sin estabilizar hasta neutralizacién con
tampdn fosfato 1 M.

Se pudo comprobar de nuevo que para diferentes quitosanos el unico factor que
influye en el espesor del filme es la concentracién del polimero empleado para su formacion.
Este hecho se observa claramente en la Figura 37-B, donde se muestra el ajuste global, tras el
test de igualdad de pendientes similar al realizado en el apartado anterior, de los datos
correspondientes a los filmes sin neutralizar.

Los resultados del ajuste son muy similares al obtenido para la neutralizacién con
tampon fosfato 0,25 M (Figura 37-A) obteniéndose en este caso la siguiente ecuacién de la
recta:

y=(-0,07 £0,22) + (7,45 £ 0,38) x

siendo el coeficiente de correlacidn de 0,928. Resultados similares se obtienen de los ajustes

de espesor frente a concentracién de quitosano cuando el agente neutralizante es 0,5 M; 0,75

MolM.
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Si se comparan entre si las rectas obtenidas para las diferentes condiciones de
neutralizaciéon se obtiene, tras el test de igualdad de pendientes, que todos los datos se
pueden considerar de una misma recta, independientemente del tipo de quitosano y proceso
de neutralizacién sufrido, por lo que se realizd un ajuste global de todos los datos obtenidos,
representando espesor del filme frente a concentracién de quitosano sin tener en cuenta el
origen de los datos. Los resultados de dicho ajuste se ofrecen en la Figura 37-C cuya ecuacién
de recta es:

y = (-0,0053 + 0,1033) + (7,334 % 0,1796) x

presentando un coeficiente de correlacion r* =0,942.
Se evalud asimismo la hidrofilicidad de la superficie del filme de quitosano a través de
la medida del angulo de contacto (9), siendo este parametro otro factor directamente

relacionado con el comportamiento celular. Los angulos de contacto superiores a 90° son

caracteristicos de superficies hidrofobas, donde el liquido apenas “moja” la superficie. Sin

111



V. Resultados y discusion

embargo, valores de @ inferiores a 90° indican que el biomaterial presenta un caracter
hidréfilo favoreciendo los procesos celulares de adhesidn y proliferacién (Yuan y Lee, 2013).

Se realizd un estudio de la influencia de la concentracién de quitosano en el filme
sobre el angulo de contacto. Se emplearon las concentraciones desde 0,1% hasta 1,0% (p/v)
para los quitosanos Q5, Q11 y Q12, mostrandose los resultados que se obtuvieron para el caso
del Q5 en la Figura 38. El ANOVA de una via realizado sobre los resultados indica que no
existen diferencias significativas entre las distintas concentraciones (P =0,09> 0,05). En todos
los casos, los valores obtenidos para el Q5, Q11 y Q12 se correlacionan con valores descritos
para filmes de quitosano por otros autores (Neamark et al., 2007; Abarrategi et al., 2008a;

Bumgardner et al., 2008; Lieder et al., 2012).
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Por esta razon, se decidid realizar un analisis similar con los demas quitosanos (los
cuales se determinaron Unicamente de 2 a 4 concentraciones de las anteriormente
mencionadas) agrupando todos los datos correspondientes a cada quitosano sin tener en
cuenta la concentracidn del filme, y se procedid al estudio de la posible influencia del tipo de
quitosano en el valor de & cuyos resultados se muestran en la Figura 39.

El analisis de 1 via indica que existen diferencias significativas (P<0,01) entre los
diferentes quitosanos, obteniéndose al realizar el post-test de todos los filmes frente al
control, la no significacién para todos los quitosanos excepto para el Q2, Q4, Q7 y Q10, donde
su valor de P es menor de 0,05.

Si eliminamos estos quitosanos y comparamos ahora el resto entre si en el ANOVA de
una via obtenemos un valor de P>0,05; indicando que no existen diferencias significativas
entre ellos, al menos desde el punto de vista de hidrofilicidad de la superficie. Un andlisis
similar entre los quitosanos Q2, Q4, Q7 y Q10 (diferentes del vidrio control) indica también

gue no existen diferencias significativas entre los mismos (P = 0,912).
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Figura 39. Representacion de los valores de dngulo de contacto (0) de todos los filmes de quitosano sin tener en
cuenta la concentracion de polimero empleada en la formacién de los mismos e imagenes del (0) de vidrio control

(VC) y tres quitosanos diferentes, Q9, Q1 y Q10.

Por lo tanto se puede considerar los filmes de quitosanos como superficies hidrofilicas,
aptas para cultivos celulares (ya que presentan angulos de contacto inferiores a 90°)
destacando el caracter moderadamente hidrofilico de los filmes Q2, Q4, Q7 y Q10 cuyos
valores de @ fueron superiores (entre 80° y 90°) indicativos de superficies mas hidréfobas en
comparacion con el resto de quitosanos.

El estudio de la capacidad de absorcion de un medio acuoso por parte del filme y el
consiguiente aumento de volumen del mismo, presenta gran interés en los procesos de
liberacion de factores bioactivos. La determinacién del grado de hinchamiento se realizé por el
método gravimétrico indicado en Materiales y Métodos (apartado 3.7).

Los resultados obtenidos para quitosanos representativos de los diferentes Mw,
preparados al 1,0% utilizando como medio de hinchamiento tampdn PBS (pH 7,4) se ofrecen

en la figura siguiente (Figura 40).
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En ella se han ajustado los datos a un modelo exponencial de una fase:

Y=Y0 + (Plateau-Y0)*(1-exp (-K*x)

estando el valor de r* para todos los casos comprendido entre 0,88 y 0,93. En el caso de los
quitosanos de Mw intermedio (Q5 y Q9) se hizo un test adicional sobre la igualdad de
parametros de los ajustes obtenidos, es decir, se contrasté si el comportamiento para ambos
quitosanos se podia describir por una sola ecuacién para ambos o si bien las diferencias de
comportamiento observadas exigian dos curvas independientes. Los resultados obtenidos
condujeron a que una sola curva podia describir adecuadamente ambos quitosanos (P = 0,06).

Se puede observar que el hinchamiento es un proceso extremadamente rdpido, de
hecho el ajuste implica que a t=0 ya se ha producido un hinchamiento (de forma que en el
primer dato de tiempo disponible, a 10 segundos, hay un valor de hinchamiento que oscila
entre un 30 y un 50%).

Una conclusién importante que se extrae de esta grafica es la influencia del Mw en el
nivel maximo de hinchamiento conseguido, siendo tanto mayor éste cuanto mayor sea el Mw
del quitosano en cuestion, como se observa en el Q1. El DD también es un parametro que
influye en el hinchamiento (Baskar et al., 2009), sin embargo en nuestro caso apenas hay
diferencias de DD entre los quitosano Q5 y Q9, mostrando el mismo patrén hinchamiento.

Se realizd un estudio similar en medio acido (pH 5,4) dado que, como se ha indicado en
la Introduccidn, este tipo de valores de pH se puede alcanzar en el proceso de inflamacién
durante la reparacion de heridas (Liu et al., 2004). Los resultados obtenidos se presentan en la
Figura 41.

El analisis de los resultados es mas complejo que en el caso anterior, debido a que se

estan produciendo simultdneamente dos fenémenos diferentes.
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Por una parte el proceso de hinchamiento propiamente dicho, que en principio
deberia ser similar al anterior y por otra el fendmeno de redisolucion del filme, siendo el
quitosano soluble a este valor de pH con el medio de contacto. Este hecho se refleja en los
valores tan elevados de hinchamiento obtenidos en estas condiciones, que muestran la
formacidon mas que de un filme hidratado, de un hidrogel de quitosano (corroborado tras
observar el aspecto final de los filmes).

No obstante, los valores obtenidos del ajuste a proceso exponencial presentan valores
de r? comprendidos entre 0,88 y 0,94, y las distintas curvas obtenidas reflejan, en nuestra
opinidn, y como se verd en apartados posteriores, mas el proceso de redisolucion que el de
hinchamiento.

Como resumen de los resultados obtenidos en este apartado, en el cual se han
caracterizado diferentes parametros fisicoquimicos de potencial relevancia para las futuras
aplicaciones de los mismos, se puede sefialar que mediante la evaporacion de solvente se han
obtenido filmes de quitosano transparentes, homogéneos y reproducibles.

Se ha encontrado una relacion lineal entre la rugosidad del filme con la concentracion
empleada, obteniéndose rectas diferentes para cada uno de los grupos de quitosanos en
funciéon del Mw.

Mediante una relacidn lineal es posible predecir el espesor del filme, que depende sélo
y exclusivamente de la concentracién del polimero y es independiente de la concentracion del
agente neutralizante. El proceso de neutralizacion de los filmes no modifica el espesor de los
mismos.

Con respecto a la hidrofilicidad de los filmes todos muestran dngulos de contacto 4
inferiores a 90° siendo superficies aptas para el crecimiento celular. Se ha observado la

existencia de dos grupos diferentes, unos que presentan diferencias significativas con respecto
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al vidrio control (superficies moderadamente hidrofilicas) y otro grupo mds numeroso, que son
equivalentes al mismo (superficies hidrofilicas).

Se ha observado el hinchamiento como un proceso rapido. El nivel maximo de
hinchamiento depende del Mw del polimero y del valor de pH del medio, alcanzando mayores

porcentajes de hinchamiento los quitosanos con mayor Mw.

3. DEGRADACION ACIDA Y ENZIMATICA DEL QUITOSANO

En un primer lugar se decidié evaluar el comportamiento limite de la degradacién de la
solucién y los filmes de quitosano empleando una enzima hidrolitica especifica, la quitosanasa.
Esta enzima, aunque no estd presente de forma natural en el organismo de mamiferos, nos
permitird conocer y determinar la velocidad maxima de degradacion que es posible conseguir
en el quitosano en medios bioldgicos.

Dicho estudio se realizé empleando tampdn acético acetato de sodio 0,1 MapH5,4a
37 °C, en contacto con uno de los quitosanos empleados Q11 (1,0%) evaluando su cinética de
degradacién tanto directamente en solucién como en los filmes resultantes de éste. Se
determind la viscosidad dindmica en funcidon del tiempo, siendo la concentraciéon de
quitosanasa empleada de 0,0345 pg/mL. En la Figura 42 se muestran los resultados obtenidos

para la degradacién de la solucion de Q11 (1,0%).
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Figura 42. Degradacién de la solucion de Q11 (1,0%) en medio acido (tampdn AcH/AcONa) y enzima quitosanasa

(0,0345 pg/mL) durante 21 dias. A la derecha se muestra una ampliacién de la misma.

Se puede ver claramente que a tiempo 1 hora se ha producido una disminucién de mas
de un 93% de la viscosidad de la solucién a tiempo 0 (0,195 mPa.s, una vez restado el valor de

la viscosidad del tampdn AcH/AcONa).
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El ajuste a una ecuacién con caida exponencial de una fase (r* = 0,999) proporciona un

valor de tj/zpara este proceso de 0,25 horas, indicdndonos la rapidez del proceso de

degradacién del quitosano en disolucion en presencia de una enzima especifica para el mismo.

No obstante, en el caso de los filmes de quitosano, es de esperar que el proceso de
degradacién sea mas lento, pues inicialmente el ataque enzimatico tiene lugar en la parte del
filme en contacto con la solucién de quitosanasa. Por otra parte el proceso global también ha
de ser mas complejo, pues es de esperar que los fragmentos de quitosano obtenidos de esa
acciéon de la quitosanasa sobre el filme pasen a la disolucion, aumentando por tanto la
viscosidad de ésta, al mismo tiempo que la enzima sigue degradando aquellos fragmentos
disueltos, disminuyendo por tanto la viscosidad de la solucion.

Este doble fendmeno, aumento de viscosidad debido a la parcial redisolucion del filme
por el ataque hidrolitico de la quitosanasa, y disminucién simultanea de la viscosidad debido a
degradacién adicional del quitosano en disolucién proveniente del ataque enzimatico del
filme, es el que se observa en los resultados experimentales mostrados en la Figura 43, donde

se ha presentado la viscosidad de la solucidn enzimatica en contacto con el filmes en funcion

del tiempo de contacto.
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Figura 43. Degradacidn de los filmes de Q11 (1,0%) en medio acido (tampdn AcH/AcONaNa) y enzima quitosanasa

(0,0345 pg/mL) durante 21 dias. A la derecha se muestra una ampliacidn de la grafica.

En la grafica precedente se ha representado a la izquierda una visién general de los
resultados en los tiempos seleccionados. En la grafica de la derecha se muestra una ampliacién
de la misma en los tiempos mas cortos, junto con el ajuste de minimos cuadrados no lineales
de los datos obtenidos, tras la subida inicial de la viscosidad, a una caida exponencial de una

fase. En este caso el valor obtenido de r? fue 0,996 y el t‘J/Z correspondiente de 6,46 horas.
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Esta diferencia entre los valores de t]/2 obtenidos para el quitosano en disolucion y en

el filme refleja fundamentalmente, como hemos indicado, el tiempo necesario para la
redisolucion del filme como consecuencia de la accién hidrolitica de la enzima sobre el mismo.

Los hechos descritos hasta ahora para la quitosanasa sirven de referencia orientando
el comportamiento a esperar cuando se emplean otras enzimas inespecificas tipo proteasas.
En particular la enzima lisozima, presente en multiples tejidos a muy bajas concentraciones, es
la encargada de hidrolizar el quitosano en condiciones in vivo (Muzzarelli, 1997).

Para simular las condiciones in vivo se empled una concentracién de enzima lisozima
de 2,5 pg/mL (Porstmann et al., 1989) preparada en el mismo tampén AcH/AcONa a pH 5,4. En
estos experimentos los filmes de Q11 (1,0%) estuvieron en contacto con dicha solucién de
enzima, a 37°Cy hasta 21 dias de incubacion.

Desarrollar el experimento durante 21 dias implica la necesidad de realizar controles
adicionales, ya que el medio de liberacidn presenta un valor de pH ligeramente acido (5,4).
Dicho valor conlleva una hidrdlisis acida del quitosano que esta en disolucién al mismo tiempo
que una redisolucién parcial del filme.

Por tanto en este estudio se han realizado 4 disefios experimentales diferentes para
cada uno de los quitosanos incluidos en el mismo. Por una parte, se estudid el proceso de
degradacién del filme empleando enzima lisozima en tampdn AcH/AcONa. Asociado a éste
experimento se realizaron otros experimentos adicionales, donde se puso en contacto el filme
sélo con la solucién de AcH/AcONa de pH 5,4 (sin lisozima) para evaluar sélo el proceso de
degradacién acida del mismo.

Paralelamente al estudio de degradacion de los filmes, y para obtener los maximos
valores de degradacién acida y enzimatica, se realizaron experimentos empleando la misma
cantidad de polimero (empleada en el filme) pero en solucién, bien con tampdn solo
(degradacion acida) bien con AcH/AcONa vy lisozima (degradacion acida y enzimatica), durante
el mismo periodo de tiempo.

En la Figura 44 se muestran los perfiles de degradacion acida obtenidos para los filmes
de Q11 junto con su correspondiente control en disolucidn (A) y los obtenidos por degradacion
acida y enzimatica (B) de los mismos.

En ella se puede observar a las 96 horas, la coincidencia de los valores obtenidos para
la viscosidad de la disolucién en contacto con el filme y la de la solucidn inicial de Q11, en el
caso de la degradacién acida (Figura 44-A) manteniéndose esa coincidencia a tiempos
posteriores. Dicha coincidencia de los valores indica la disolucién total del filme a este tiempo

(96 horas), corroborado ademas porque a partir de ese instante la evolucion de las
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viscosidades de ambos sistemas es idéntica.
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Figura 44. Degradacion acida (A) y degradacion acida y enzimatica (B) de la solucidon y de los filmes del Quitosano

Q11 en tampdn AcH/AcONa a (pH 5,4, 37 °Cy 55 rpm) durante 21 dias.

Si comparamos los perfiles de degradacidn simultdnea por medio acido y lisozima en
los sistemas anteriores, la grafica que se obtiene (Figura 44-B), indica un comportamiento en
principio similar, observandose a partir también de las 96 horas la degradacion total del filme
de quitosano. No obstante, si observamos con mayor detalle se puede detectar que a 48 horas
el valor de la viscosidad de la disolucion proveniente del filme es mayor que la viscosidad del
control, indicando en este caso la disolucidn total del filme, dos dias de adelanto con respecto
a lo descrito anteriormente.

Aungue las graficas son muy parecidas entre si, los valores de t;;, obtenidos para
ambos procesos describen el hecho observado, tanto el de degradacién de la solucién en
medio acido y acido con lisozima, como el de redisolucion del filme (y posterior degradacién)
en ambos medios.

Asi, el ajuste a una caida exponencial de una fase para el comportamiento de la

degradaciéon de la disolucion ofrece unos valores de t]/2 de 4,54 horas para la degradacidn

acida exclusiva y de 1,21 horas cuando se ha afiadido lisozima al medio, con valores de r* para
dichos ajustes de 0,877 y 0,831 respectivamente. Si representamos los datos obtenidos junto
con la recta de ajuste se observa que ésta esta determinada fundamentalmente por la
tremenda caida inicial que se observa en los primeros tiempos en la Figura 45.

Se puede conseguir un ajuste mejor considerando la existencia de dos constantes de
tiempo, correspondientes a un proceso rapido y uno lento, obteniéndose en este caso valores

de r® de 0,990 y 0,976 respectivamente. Los valores de t1/2 correspondientes a los procesos
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rapido y lento pasan a valer 1,375 y 244,9 horas, y para el caso de degradacion acida y
enzimatica de 0,00865 y 106,1 horas respectivamente. El extraordinario aumento de velocidad
en el caso del proceso rapido indica que éste es el afectado fundamentalmente por la accidn
de la lisozima. Los hechos comentados se ofrecen en la Figura 45-A, donde las lineas continuas
representan el ajuste considerando dos constantes de tiempo y las punteadas el ajuste inicial
realizado con una sola. Obsérvese como en este primer caso no existe un ajuste adecuado para

tiempos superiores a 24 horas.
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Figura 45. Degradacion del quitosano Q11 (1,0%) durante 21 dias, A (en solucidn) y B (filmes) con y sin enzima en

presencia de medio acido (tampdn AcH/AcONa, pH 5,4, 37 °Cy 55rpm).

La velocidad de disoluciéon-degradacion en presencia de lisozima también aumenta en
el caso de la disolucidn puesta en contacto con los filmes de Q11. El ajuste de los datos
obtenidos a un proceso exponencial de una sola fase se realizd hasta alcanzar el maximo de
viscosidad de la disolucién con lisozima, mostrado en la Figura 45-B. Los valores de r* de los
ajustes son bastante buenos, 0,995 y 0,998 respectivamente para el proceso sdlo acido y

acido/lisozima. Los valores de twobtenidos son de 4,67 y de 3,24 horas respectivamente,

poniéndose de manifiesto también el aumento de la velocidad provocado por la presencia de
lisozima en el medio de contacto.

Por ultimo se calculd el porcentaje de filme redisuelto en cada una de las condiciones
anteriores, considerando el valor de 100% de la viscosidad como la viscosidad que presenta la
solucidon de quitosano sin lisozima, en el mismo punto temporal. Es decir, se empled la misma
cantidad de quitosano utilizada en los filmes pero disuelto directamente en el medio y se

compard con la viscosidad de la solucidn puesta en contacto con el filme durante el mismo
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periodo de tiempo. Esta representacion se ofrece en la Figura 46-A donde se representa

conjuntamente ambas condiciones de medio acido y medio 4cido con lisozima.
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Figura 46. A) Degradacién de los filmes de Quitosano Q11 expresada en porcentaje empleando tampon AcH/AcONa

(a pH 5,4) con y sin lisozima durante 21 dias. B) el ajuste de los mismos al 100%.

En ella se puede observar el hecho de existir numéricamente mas de un 100% de
redisolucion del filme en el caso de que el medio de contacto incluya lisozima. Este hecho se
puede justificar debido al diferente alcance de la degradacidon que a tiempos anteriores
presenta el filme de quitosano con respecto al polimero que esta en disolucion desde el primer
momento. El quitosano cuando se disuelve desde el filme no se encuentra degradado en la
misma extension que el quitosano control (totalmente disuelto), y por lo tanto aporta valores
de viscosidades superiores que su control.

Para evitar esta aparente anomalia en la grafica se ha optado por igualar a 100%, en
ésta y en las graficas del mismo tipo correspondientes a otros quitosanos, cualquier valor
superior al 100% de disolucién mostrando los resultados en la Figura 46-B.

Como se observa ambas graficas son practicamente idénticas. El ajuste de las curvas
representadas a un proceso exponencial con una sola constante de tiempo produce valores

para las mismas muy similares en los dos casos. Asi, los valores de t]/2 obtenidos para el caso

de medio acido son de 5,18 horas en la primera representacién y 4,50 horas en la segunda,
mientras que para el caso de medio acido con lisozima los valores correspondientes son de
3,87 horas y 3,02 horas respectivamente.

Se obtiene el 100% de redisolucién en medio acido a las 91-98 horas y a las 58 horas

con la presencia adicional de lisozima, es decir, unos 4 dias en el primer caso y algo menos de
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dos dias y medio en el segundo.

El comportamiento del quitosano anterior, Q11, de un Mw relativamente bajo,
contrasta notablemente con el que presenta otro quitosano de alto Mw, como puede ser, por
ejemplo, el Q1. En la Figura 47 se puede observar este hecho, donde se han realizado las
mismas representaciones de la Figura 44 (A y B), correspondientes al quitosano seleccionado
Q1.

En la Figura 47-A se muestra la degradacién puramente acida. Se puede observar que
el filme no alcanza la redisolucion total en dicho medio, a diferencia de lo mostrado para el
quitosano Q11. Por otra parte, se observa que la viscosidad correspondiente a la solucién en
contacto con el filme no pasa de un cierto valor maximo alcanzado a los 4 dias, manteniéndose

practicamente constante en adelante.
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Figura 47. Degradacion acida (A) y degradacion acida y enzimatica (B) de la solucién y de los filmes del quitosano Q1

(al 1,0% de alto Mw) empleando las mismas condiciones experimentales anteriormente descritas.

En la Figura 47-B, se muestra el comportamiento cuando el medio incluye lisozima. Se
puede observar la gran influencia que ejerce la presencia de esta enzima en los procesos de
degradacién en solucién, donde existe una drastica disminucién del valor de viscosidad a 1hora
en comparacion con medio acido solamente. Esa influencia también se observa en el medio en
contacto con el filme, aunque no de una forma tan llamativa.

En esta grafica se observa el mismo fendmeno sefialado anteriormente para el
quitosano Q11, la obtencién de valores de viscosidad en el medio en contacto con el filme
mayores que los que existen, en el mismo punto temporal para la disoluciéon de quitosano en
las mismas condiciones. Como ya se indicd anteriormente, éste hecho no implica que exista

mayor cantidad de quitosano, sino que la degradacidn (tanto acida como enzimatica) no tiene
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lugar en la misma extensidon que con el quitosano en solucion, por lo que la viscosidad de la
solucion del polimero menos degradado ha de ser mayor.

Una representacion similar a la que se hizo en la Figura 45-B para el Q11, donde se
compara el comportamiento de los filmes puestos en contacto con tampdn acido y con la
adicién al mismo de lisozima se ofrece en la Figura 48. Los datos obtenidos se ajustaron a un

proceso exponencial, al igual que para el Q11, hasta el maximo de solucidn en cada caso.
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Figura 48. Ajuste a una fase exponencial del proceso de degradacion de los filmes de quitosano Q1 (Alto Mw)

empleando tampdn acético acetato (pH 5,4) con y sin enzima lisozima.

Los ajustes realizados proporcionan unos valores de tl/2 de 36,95 horas para el medio

solo y de 15,91 horas cuando se incluye lisozima en el mismo, con unos valores de r* de 0,9501

y 0,9643 respectivamente.

Mas ilustrativo, aunque intimamente relacionada con la anterior, es la representacion

de los porcentajes de disolucidn del filme que se ofrece a continuacion en la Figura 49.
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Figura 49. Ajuste a una fase exponencial del proceso de degradacién de los filmes de quitosano Q1 (alto Mw)

empleando tampdn acético acetato (pH 5,4) con y sin enzima lisozima expresado en porcentaje.
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En ella se puede observar que a los 21 dias no se ha alcanzado la disolucién total del

filme en medio acido, siendo la tj/zdel mismo de 74,92 horas para el proceso de disolucién

existente. En cambio en el medio con lisozima si se observa la disolucidn total del filme, siendo

el proceso ademdas mucho mads rdpido, con una twde sélo 12,49 horas. Los r* obtenidos son

0,980y 0,994 respectivamente.

Finalmente, a partir de la curva ajustada se obtiene un valor de 210 horas para
alcanzar el 100% de disolucidn del filme, es decir, unos nueve dias de contacto son necesarios
para la redisolucidn total del filme.

Un quitosano del grupo de Mw intermedio, por ejemplo el quitosano Q5, muestra un
comportamiento en cierta forma muy similar al ya mostrado para el Q11 (véase Figura 50-A y
B).
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Figura 50. Degradacion acida (A) y degradacion acida y enzimatica (B) de la solucion y de los filmes del quitosano Q5

de Mw intermedio en las mismas condiciones anteriormente descritas.

Como hemos indicado, existe una redisolucién total en ambos casos, hecho también
observado para el Q11. Lo mas llamativo en este quitosano, en una primera vista, es que
parece un proceso bastante mas rapido que en los casos descritos anteriormente, no sélo con
lisozima sino también en medio acido sdélo. Llama la atencidn que en ambas graficas se
observan desde tiempos relativamente cortos valores superiores de viscosidad en el medio en
contacto con los filmes comparados con los obtenidos directamente de la degradacién acida o
acida y enzimatica de las disoluciones. Como se indicé en los casos anteriores este hecho esta
motivado por la menor accesibilidad de las cadenas de quitosano a ambos agentes (acido y
enzima) cuando estan formando parte de un filme que cuando estan libres en disolucidn,

provocando que pasen a la solucién cadenas de pesos moleculares mayores y, por tanto,
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proporcionando una mayor viscosidad al medio.

La velocidad del proceso se observa en la Figura 51, donde de nuevo se ha
representado la subida de la viscosidad hasta alcanzar el valor maximo detectado, junto con su

ajuste correspondiente.
Se puede observar en la gréfica que la diferencia en cinéticas entre ambos procesos es
mucho menor, como lo refleja la menor diferencia entre los valores de tj/zobtenidos de los

ajustes. Para el medio acido es de 5,83 horas y 3,80 horas en presencia de lisozima siendo los

valores de r” para los ajustes de 0,969 y 0,920 respectivamente.
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Figura 51. Ajuste a una fase exponencial del proceso de degradacion de los filmes de quitosano Q5 (Mw Intermedio)

empleando tampon acético acetato (pH 5,4) con y sin enzima lisozima.

La representacion de los porcentajes de disolucién de los filmes se ofrece en la

siguiente Figura 52, que corrobora lo observado a simple vista en las figuras anteriores.

125
100 @ = £l
g ® Q5 filmes
- 75 B Q5 filmes+lisozima
3
S 50
£
25
(U | T T T T T 1
0 100 200 300 400 500 600

Tiempo (horas)

Figura 52. Ajuste a una fase exponencial del proceso de degradacion de los filmes de quitosano Q5 (Mw Intermedio)

empleando tampodn acético acetato (pH 5,4) con y sin enzima lisozima expresado en porcentaje.
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Los valores obtenidos de la curva de ajuste del Q5 indican que la disolucién total del
filme en medio 4cido es de unas 80 horas, mientras que este tiempo se reduce a 44 horas en el
caso de que exista lisozima. Es decir, la disolucién total se producird en unos 3 dias y medio
con medio acido, reduciéndose este tiempo a algo menos de dos dias con la inclusién de la
lisozima.

La influencia del Mw en el tiempo de degradacidon en medio acido es relativamente
baja en este caso, pues el tiempo del 100% de disolucion del filme de Q11 es unas 98 horas y
de 80 horas para el Q5. No obstante es dificil de explicar como al aumentar el Mw (de 442 KDa
para el Q11 a 617 kDa para el Q5) el tiempo de disolucién en medio acido disminuye siendo
mas légica la comparacién con el quitosano Q1 (960 kDa) que no alcanza la disolucidn total en
los 21 dias de ensayo. Este hecho confirma que no sélo depende del Mw sino también de otros
factores adicionales, como la susceptibilidad a la enzima lisozima, la conformacién del
polimero en solucién, la distribucidn de grupos acetilo e incluso fendmenos de agregacién, que
influyen en el perfil de degradacion, siendo dificil estimar la velocidad de degradacion
teniendo en cuenta un Unico factor (Shigemasa et al., 1994; Tomihata y lkada, 1997).

Mds interesante desde un punto de vista practico, es la tremenda influencia que
presenta la lisozima al actuar en ambos quitosanos, Q11 y Q5, asi como la semejanza entre los
valores de tiempo de redisolucidn total obtenidos, dos dias y medio para el Q11 y algo menos
de dos dias para el Q5, mientras que el Q1 presenta en este caso un valor de disolucién total
en estas condiciones de unos nueve dias. Tal vez la hidrélisis adicional producida por la
lisozima disminuya las interacciones entre las cadenas en disolucién, relacionando de forma
mas directa los tiempos de disolucién obtenidos a partir de medidas de viscosidad con el Mw
del quitosano empleado.

Las diferencias encontradas entre los representantes elegidos para cada uno de los
grupos de Mw considerados, nos llevd a extender estos andlisis a todos los quitosanos
incluidos en este estudio, con objeto de poder establecer comparaciones entre los mismos.

En este caso nos hemos centrado en la evaluacién de las cinéticas correspondientes a
los porcentajes de redisolucién-degradacién en medio acido o acido y enzimatico de los filmes
(porcentaje calculado, como hemos indicado anteriormente al hablar del Q11, con respecto a
los valores existentes en el mismo punto temporal para los diferentes quitosanos en
disolucion).

Los ajustes realizados son muy similares a los ya mostrados para los ejemplos
realizados anteriormente. A través del programa Prism 5, se pudo contrastar estadisticamente
si algunos parametros relevantes (en nuestro caso Yo, k y el Plateau alcanzado) pueden ser

comunes a los diferentes conjuntos de datos ofrecidos. Es decir, si es posible considerar
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diferentes quitosanos como equivalentes en cuanto a este comportamiento o no. Para realizar
este estudio se optd por analizar los datos experimentales obtenidos sin forzar a presentar
como maximo de disolucién el 100%.

Los resultados de este tipo de analisis son diferentes para el comportamiento de los
filmes sometidos sdlo a degradacién 4cida con respecto a los obtenidos cuando la degradacién
es acida y enzimatica simultaneamente.

En la Figura 53 se ofrece el ajuste obtenido para la degradacidn acida de los diferentes

tipos de quitosanos, agrupados en dos grandes grupos: alto Mw y Mw bajo e intermedio.
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Figura 53. Degradacién acida de los filmes de quitosano (1,0% p/v) durante 21 dias de ensayo mostrandose

ejemplos de los diferentes grupos de quitosanos en funcién del Mw.

Para el caso de alto Mw los ajustes realizados indican que todos los perfiles de
redisolucion pueden compartir los mismos valores de Y, y lo que es mas importante, k, la
constante de velocidad del proceso. Tal vez este hecho refleja el que no se puede distinguir
entre ellos dada la elevada viscosidad de las disoluciones obtenidas.

Es llamativa, por otra parte, la diferencia existente entre los niveles maximos de
redisolucion, que es de sélo un 50-60% aproximadamente para este grupo de quitosanos. En la
grafica se muestra como representante de este comportamiento el Q6.

Si se observan los quitosanos pertenecientes a los grupos de Mw bajos e intermedios,
la comparacién entre los ajustes obtenidos no permite realizar ningln tipo de agrupacién
como ocurria anteriormente. Cada perfil indica unas cinéticas de redisolucion en medio acido
diferentes para cada uno de los quitosanos considerados.

Destaca el comportamiento del quitosano Q12, de alto DD, en comparacién con el

Ql1l, de Mw practicamente idéntico pero con menor DD. El quitosano Q12 presenta una
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cinética extraordinariamente rapida, debido al mayor nimero de grupos amino presentes en el
mismo, cuya protonacion facilita el proceso de disolucidon en medio acido.

Por otra parte, los niveles de disolucién alcanzados en estos quitosanos son superiores
con respecto a los descritos para los de alto Mw, pues oscilan entre el 75 y el 150%. Los valores
inferiores al 100% indican, como hemos sefalado anteriormente, y como se observd en la
Figura 47-A referente al Q1, una redisolucion incompleta del filme, mientras que valores muy
superiores al 100% reflejan el desfase existente entre el proceso de redisolucion y el proceso
de degradacién acida (véase la Figura 50-A del Q5). En este sentido los filmes de los quitosanos
Q9 y Q11 son los Unicos que muestran un comportamiento similar en cuanto a la degradacién
acida al existente en la degradacidn en disolucién.

Si comparamos el comportamiento anterior con el que presentan los filmes sometidos
simultdaneamente a degradacion acida y enzimatica, la situacidon que se observa en la Figura 54

es muy diferente.
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Figura 54. Degradacion acida y enzimdtica de los filmes de quitosanos (1,0%) agrupados en funcién de su Mw

durante 21 dias de ensayo.

En ella, al igual que antes, se puede agrupar el comportamiento de los filmes de alto
Mw, siendo los datos compatibles con unos mismos parametros para el ajuste
independientemente del quitosano.

Por otra parte, los quitosanos de Mw bajo e intermedio, que presentaban
comportamientos diferentes cuando sdlo estaban sometidos a degradacién acida, ahora en
presencia de lisozima, el test de igualdad de parametros nos indica que todos los perfiles de
redisolucion-degradacion se pueden ajustar con los mismos valores, independientemente del

quitosano seleccionado.
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Como excepcién destaca el comportamiento del Q12, presentando parametros muy
muy diferentes de todos los demas en estas condiciones, al igual que pasaba en la disolucién

exclusivamente acida. El Q12 posee un valor de tj/zmuy bajo, provocado por la redisolucién

muy rapida debida al mayor nimero de aminas protonadas en comparacion con el resto de
quitosanos de su grupo, es decir en relacidon a su elevado DD. Como contrapunto, el Q12
mostré unos resultados no esperados, pues la enzima lisozima pudo degradar de forma muy

rapida dicho filme (Ll/2 muy bajo) sabiendo que quitosanos de elevado DD no son sustrato de

la enzima lisozima. Este fendmeno contrasta aparentemente con el hecho descrito en la
literatura, donde quitosanos con menor DD son mas susceptibles al ataque enzimatico
(Tomihata y lkada, 1997; Shigemasa et al., 1994). Sin embargo, hay que tener en cuenta, que la
disolucion del filme de Q12 tiene lugar muy rapidamente en medio acido, facilitando asi el
atague enzimatico.

Se puede apreciar la existencia de un aumento en la constante de velocidad del
proceso para todos los quitosanos estudiados, con respecto a los valores obtenidos para los
porcentajes de redisolucion en medio dacido, cualquiera que sea su grupo. Los filmes de

quitosanos de alto Mw en medio acido mostraron un t]/2 de 35,70 horas mientras que en
presencia de lisozima en dicho medio presentaron valores de t]/2 de 20,25 horas. Para los
quitosanos de Mw relativamente bajo se encontraron valores de tﬂ/2 comprendidos entre 5y
13 horas, dependiendo del quitosano concreto, a un valor comun para ellos de t]/2 de 4 horas.

Ademas se realizaron experimentos para evaluar la redisolucion del filme a un solo
punto temporal (24 horas) usando diferentes concentraciones de la solucién de quitosano para
su preparacion. Este experimento se realizd solamente con algunos de los quitosanos de cada
uno de los grupos de Mw, seleccionandose como quitosanos pertenecientes al grupo de alto
Mw Q1, Q6 y Q8 (Figura 55-A), y dentro del grupo de Mw bajo-intermedio a los quitosanos Q2,
Q5 y Q9 (Figura 55-B). Como en el andlisis anterior el quitosano Q12, presenta un
comportamiento diferente al resto de quitosanos no se incluyé en ninguno de los grupos.

En todos los casos se ajustan los comportamientos observados a una relacién lineal
entre la viscosidad de la disolucion en contacto con los filmes a las 24 horas, con la
concentracién de la disolucién de quitosano empleada para su formacién, estando los valores
de r* obtenidos entre 0,88 y 0,95 para el grupo de alto Mw, y del orden de 0,98-0,99 para

todos los del grupo de Mw bajo e intermedio.
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Figura 55. A) Degradacion de los filmes de quitosano preparados a partir de diferentes concentraciones de polimero
a las 24 horas en tampon acético acetato en agitacion a 37 °C. B) Ajuste obtenido de los quitosanos de Mw bajo e

intermedio (Q2, Q5 y Q9).

En ambos casos se realizé un test de igualdad de pendientes entre las distintas rectas
ajustadas, obteniéndose como resultado que no existen diferencias significativas entre las
pendientes de un mismo grupo, pudiéndose ajustar todas las rectas con valor de pendiente
comun, 0,194 para el grupo de alto Mw y de 0,230 para los de Mw bajo e intermedio.

No obstante, en el primer caso, existen diferencias muy significativas entre las
ordenadas en el origen de los ajustes de los diferentes quitosanos, por lo que no se puede
obtener una recta comun que los describa de una forma global. Mientras que en el caso de los
quitosanos de bajo Mw las ordenadas en el origen no presentan diferencias significativas entre

ellas, pudiéndose ajustar el conjunto de todos los datos por una recta de ecuacion:

y = (-0,005669 + 0,002447) + (0,2298 + 0,003985) X

cuyo valor de r’ es 0,999, ajuste conjunto que se ofrece en la Figura 55-B.

Como una corroboracién visual final de los resultados presentados, se tomaron
fotografias de los recipientes donde se realizaron los experimentos de degradacién con filmes.
Al final de cada tiempo de incubacion dichos recipientes mostraron la presencia de restos de
filmes de forma heterogénea.

En algunos casos la presencia de filmes es practicamente inexistente, siendo imposible
reconocer ningun resto de polimero adherido a las paredes de los botes de forma visual (como
ejemplo se muestra el Q11 y con él, el Q4, Q9 o Q12) mientras que en otros casos, se puede
observar con suma facilidad grandes cantidades de filme en las paredes del recipiente a

distintos puntos temporales, siendo este el caso de los quitosanos Q1, Q3 e incluso Q10 (Véase
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Figura 56).

Q1 {1-2dh)

Figura 56. Fotografias de los recipientes correspondientes al ensayo de degradacidn acida y enzimdatica una vez
finalizado el tiempo de incubacion (se muestran solo a modo de ejemplo las primeras 24 horas). En ella se aprecian

restos de filmes de forma heterogénea en funcidn del tipo de quitosano y del punto temporal.

Una evaluacidén mas cuantitativa sobre la presencia de los restos de filmes se llevé a
cabo mediante la completa disolucion de los mismos en medio acido (24 horas en acido
acético 50 mM (pH 3, a 37 °C) y la evaluacion de la viscosidad de la solucion resultante.

En la Figura 57 se ofrece una grafica conjunta del contenido remanente de los filmes
para representantes de cada uno de los grupos anteriormente mencionados, complementando
la informacion puramente visual previa.

Como se puede apreciar, la viscosidad de la disolucién de quitosanos de Mw elevado
(Q7) es superior a la existente en el resto de quitosanos, corroborando la descripcién de los

restos de los filmes de forma visual (mostrados en la Figura 56).
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Por dltimo se realizaron experiencias de degradacién en otros medios, PBS (pH 7,4)
simulando las condiciones existentes in vivo una vez pasadas las primeras etapas de la
respuesta tisular en una herida.

Los resultados obtenidos indicaron en todos los casos la escasa o nula degradacién de
los filmes en estas condiciones en los tiempos estudiados, como se puede observar en la Figura
58-A mostrada a continuacién para un quitosano de degradacidn-redisolucion muy rapida en
condiciones acidas (Q12). En ella se puede observar que las variaciones existentes en la
degradacién en PBS con y sin enzima son tremendamente pequefias (basta con observar la
escala del eje Y correspondiente).

En la Figura 58-B se observa que prdcticamente no existe variacidn en la viscosidad
obtenida tras la redisolucién en medio acido de los filmes remanentes, indicando ambos
hechos, la ausencia de degradacién de los filmes de forma apreciable en los intervalos de

tiempo seleccionados.
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Figura 58. Representacion de la viscosidad de la disolucién en contacto con filmes de quitosano Q12 (1,0%) en

tampon fosfato (PBS, pH 7,4 a 37 °C) durante los 21 dias de ensayo.
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Estos resultados coinciden con los obtenidos por otros autores donde describen la
escasa o nula degradacion de filmes, microesferas, e incluso de recubrimientos de quitosano
en implantes de titanio, a pH neutro (PBS) con y sin enzima lisozima (Dhanicula et al., 2004;
Chellat et al., 2000; Bumgardner et al., 2003b).

Como resumen de lo expuesto anteriormente, se observd que los quitosanos de alto
Mw mostraron la misma velocidad de degradacién en medio acido (pH 5,4). Los perfiles de
degradacién de los quitosanos de Mw bajo e intermedio fueron caracteristicos de cada
quitosano, sin poderse agrupar entre ellos. Destaca el Q12 con elevado DD, el cual presenta la
cinetica de redisolucion del filme mas rdpida en medio pH 5,4.

Los quitosanos de Mw bajo e intermedio alcanzaron niveles de redisolucidn finales
mayores en medio acido que los de Mw elevado, llegando en muchos casos al 100% de
redisolucion (8-9 dias). Mientras que quitosanos de Mw elevado no llegaron a la completa
redisolucion, coincidiendo con la presencia de restos de filmes a los 21 dias de ensayo.

En presencia de lisozima, se incrementa notablemente la velocidad de disolucion en
todos los casos, pudiendo agrupar todos los quitosanos de Mw bajo e intermedio en un solo
perfil, destacando de nuevo el comportamiento del Q12, como quitosano diferente a todos
ellos.

Se ha observado la escasa o nula degradacion del polimero a pH neutro, con o sin
enzima, incluso en el quitosano con mayor DD, siendo estable y duradero en estas condiciones.

Desde un punto de vista practico se puede sefialar que esta técnica nos permite
seleccionar un tipo de quitosano basandonos en el Mw y el DD del mismo en funcién del

tiempo de residencia que se pretenda en el organismo.

4. CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DE LOS FILMES: ESTUDIOS IN VITRO

En este apartado se evaluara como afectan las caracteristicas fisicoquimicas del
quitosano y de sus filmes a las propiedades de adherencia, proliferacién y diferenciacion
celular sobre los mismos, muy importantes para los usos propuestos en TE para este tipo de
recubrimiento.

En la actualidad se disponen de numerosas técnicas para determinar la proliferacién
celular, basadndose la gran mayoria de ellas en una medida indirecta de la misma,
determinando pardmetros relacionados con la cantidad de células totales. Un ejemplo es la
cuantificacion de las proteinas totales presentes en el cultivo o la determinacién de actividades
metabdlicas especificas. A pesar de ser, como hemos dicho, técnicas indirectas, son de uso

frecuente en investigacion ya que se trata de métodos rapidos, sencillos y reproducibles.
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Como linea celular modelo para el desarrollo experimental se ha empleado la linea
premioblastica de raton C2C12, obtenida de la ATCC, y empleada de forma rutinaria en
nuestro laboratorio ya que es capaz de evolucionar hacia linaje osteoblastico, expresando
marcadores éseos como la ALP y osteocalcina, en presencia de rhBMP-2.

Como método de ensayo inicial para la evaluacién de la proliferacidn celular se empled
el método de Bradford (Bradford, 1976). Esta técnica cuantifica la cantidad de proteinas
totales, basandose para ello en la afinidad del colorante azul de Coomassie G250 por
aminoacidos basicos y aromaticos presentes en las proteinas (especialmente Arginina,
Triptéfano, Fenilalanina y Prolina).

La siembra celular inicial fue de 10.000 células/cm? y se evalud el nimero de células
presentes tras 4 dias de cultivo. En todos los casos se emplearon como controles positivos
células sembradas directamente sobre los pocillos de la placa de cultivo comercial tratadas
para la adherencia celular (PC), es decir, sin recubrimiento de quitosano. Como blancos para la
substraccion de la sefial proporcionada por los filmes de quitosano se emplearon controles de
las diferentes superficies estudiadas sin células.

Los resultados obtenidos de la proliferaciéon celular se presentan en la Figura 59
expresados como porcentajes respecto a los valores alcanzados en la superficie control de
pldstico (PC). La expresién en porcentaje nos permite una comparacion mas facil entre
resultados obtenidos en experimentos diferentes al permitir independizarnos del pase celular.

En la Figura 59-A se muestra los resultados de todos los quitosanos preparados a una
sola concentraciéon de polimero en el filme (0,25%). Todos ellos mostraron valores inferiores al
plastico control (100%, equivalente a 8,65 ug de proteinas para 10 ul del extracto de lisis)
destacando el Q4 y Q5 como quitosanos con mayores niveles de porcentaje de proteinas (55-
60%).

El ANOVA de una via realizado sobre los datos obtenidos mostré diferencias muy
significativas de todos ellos con respecto al PC (P<0,001). A través de un post test de Tukey
comparando los datos de todos los quitosanos entre si, se obtuvo como primer resultado que
sdlo los quitosanos Q1, Q8, Q9 y Q10 presentan diferencias con los valores obtenidos para el
Q4 o el Q5 (o con ambos), con valores de P<0,01 o P<0,05; dependiendo de la comparacion
establecida. El resultado del test es, sin embargo, de no significativo (P>0,05) para cualquier
otra comparacion realizada.

La Figura 59-B muestra los resultados obtenidos para un ensayo similar empleando la
misma técnica, en el que se han seleccionado algunos de los quitosanos testados previamente
y en la que se ha variado, adicionalmente, la concentraciéon de la solucién de quitosano

empleada para la realizacién del filme.
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Se puede observar un comportamiento similar en cuanto al porcentaje maximo de

proliferacidon con respecto al control de plastico, entre el 60-70% para el Q4 y Q11 en este

experimento.
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Figura 59. Determinacidn de la proliferacion celular sobre los filmes de quitosano mediante ensayo de Bradford. A)
Todos los filmes preparados a una sola concentracién (0,25%) y B) Seleccién de quitosanos representativos de los

grupos de Mw a diferentes concentraciones (%) de polimero en el filme.

Un ANOVA de dos vias indicd que ambas variables (tipo de quitosano y concentracion),
producen diferencias extremadamente significativas (P<0,0001) en los resultados obtenidos
presentando una interaccidn muy significativa (P<0,001) entre ambas variables.

Analizando en profundidad la influencia de la concentracién dentro de cada quitosano,
mediante un post test de Bonferroni, destacamos varios hechos interesantes. En primer lugar
se observa una tendencia para la mayoria de los quitosanos con la concentracion,
apreciandose un aumento en la proliferacién celular al disminuir la concentracién de
quitosano en el filme.

Este comportamiento no se confirma plenamente desde el punto de vista estadistico,
en el sentido de que, por ejemplo, para cualquier quitosano analizado no existen diferencias
significativas (P>0,05) entre ese Q al 1,0% y al 0,75%, entre el 0,75% y el 0,5%, entre el 0,5% y
el 0,25% ni, finalmente, entre el 0,25% y el 0,1% de concentracion.

En cambio, las diferencias surgen cuando se comparan concentraciones de filmes mas
alejadas entre si, aumentando normalmente el nivel de significacién cuanto mayor sea la
diferencia de concentraciones.

Como ejemplo nombraremos simplemente que tanto el Q4, como el Q11 y Q12,
proporcionaron diferencias muy significativas al comparar los resultados obtenidos al 1,0% con
los del 0,25%, variando el nivel de significacion con el quitosano concreto de que se trate

(P<0,001 para el Q4, P<0,01 para el Q11 y P<0,0001 para el Q12).
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En cambio, algunos quitosanos, como el Q6 y el Q9, no mostraron esa tendencia, sino
que la concentracion parece no afectar a los resultados obtenidos, alcanzandose valores muy
similares en todas las concentraciones empleadas.

Un analisis de dos vias intercambiando filas por columnas, es decir analizando la matriz
transpuesta de los datos resumidos, los resultados globales, como es ldgico, no cambian pues
se trata de los mismos datos, pero las comparaciones en los post test se centran en este caso
en los quitosanos y no en las concentraciones.

El resultado obtenido muestra que no existen diferencias significativas entre los
diferentes quitosanos salvo para valores bajos de concentracién. Es decir, sélo aparecen
diferencias entre algunos quitosanos para valores de concentracion del filme del 0,25% o el
0,1%, destacando en este sentido los quitosanos Q11 y Q12.

Debido a la fuerte interaccidn entre variables, tipo de quitosanos y concentracién de
polimero en el filme, en ambos ANOVAS de dos vias, se hace muy dificil realizar conexiones
claras entre las diferencias fisicoquimicas de cada muestra y el porcentaje de proteinas totales
alcanzado.

El ensayo de Bradford es una técnica de uso frecuente en trabajos que emplean
proteinas morfogenéticas 6seas (Lépez-Lacomba et al., 2006) para poder cuantificar la
actividad de las mismas sobre cultivos celulares, razén por la que aparecerd posteriormente al
abordar su uso en la diferenciacion celular sobre filmes de quitosano.

El procedimiento del ensayo puede interferir en los resultados finales (excesivos
lavados con pérdida de células, o la adsorcion por parte del filme de grandes cantidades de
proteinas procedentes del medio de cultivo completo) que conducen a la obtencién de valores
de desviacién importantes, que enmascaran adicionalmente un sistema ya de por si complejo.

Debido a ello se decidié seleccionar otro método de ensayo para determinar la
proliferacidon celular, cambiando el Bradford empleado por otra metodologia basada en la
actividad metabdlica de células. La técnica de eleccién fue el ensayo de MTS, siendo este un
ensayo que permite cuantificar también de forma indirecta la proliferacién celular mediante la
determinacion de la actividad reductora de las células. El ensayo de MTS (variante del ensayo
del MTT) consiste en la determinacién una enzima mitocondrial, la succinato deshidrogenasa
(Hamid et al., 2004) sobre una sal de tetrazolio, produciéndose cristales de formazan que en el
caso del MTS son solubles en el medio de cultivo, determinandose la concentracion mediante
la lectura de Absorbancia de la disolucién a 460 nm.

En la Figura 60 se muestran los resultados obtenidos mediante el ensayo del MTS
empleando las mismas condiciones experimentales que para el ensayo de Bradford

anteriormente mostrado. En la imagen A, se presentan los resultados obtenidos para todos los
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quitosanos a una concentracion (0,25%) y en B, empleando diferentes concentraciones para la
obtencién del filme de quitosanos seleccionados.

Se puede observar un comportamiento similar al ensayo de Bradford en la Figura 60-A,
alcanzandose sélo valores de actividad metabdlica de un 60-70 % de los conseguidos con el PC
incluido en el ensayo (100%) y destacandose de nuevo los quitosanos Q4, Q5, Q11 y Q12,
como los filmes que favorecen mayores niveles de actividad metabdlica, incluyendo en dicho
grupo también al Q9.

El ANOVA de una via indicé nuevamente la existencia de diferencias extremadamente
significativas entre los quitosanos preparados al 0,25%, (P<0,0001). Un post test de Tukey
identificd las principales diferencias, que de forma general se centran en los quitosanos Q1,
Q2, Q3, Q8 y Q10 con respecto a los quitosanos Q4, Q5, Q9, Q11 y Q12 con un P<0,05 o P<0,01
para la mayoria, llegando en algunas ocasiones hasta niveles de significacion P<0,001. Si
tenemos en cuenta los Mw de los quitosanos presentes en ambos grupos, parece que existe
un agrupamiento entre quitosanos de alto Mw, por una parte, y quitosanos de Mw bajos por
otra, no existiendo practicamente diferencias significativas entre los quitosanos
pertenecientes a un mismo grupo. Finalmente existe un tercer grupo de quitosanos,
constituido por los quitosanos Q6 y Q7, que no presentan diferencias significativas con algunos
de los quitosanos incluidos en los grupos anteriores.

Estos resultados parecen perfilar al Mw como un factor a tener en cuenta indicando
qgue aquellos quitosanos de Mw bajos o muy bajos presentan, en conjunto, niveles de
proliferacién en los filmes superiores a los obtenidos a partir de Mw elevados. Ademas se
aprecia cierto efecto del DD de los quitosanos pues coincide que aquellos con mayores niveles

de proliferacién presentan DD superiores.
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Figura 60. Determinacion de la proliferacion celular sobre filmes de quitosano mediante ensayo de MTS. A) Todos
los filmes preparados a una sola concentracion (0,25%) y B) diferentes quitosanos representativos de los grupos de

Mw a diferentes concentraciones (%) de polimero en el filme.
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En la misma Figura 60 la gréfica B reune los resultados obtenidos empleando
diferentes concentraciones de polimero en el filme de los quitosanos Q4, Q6, Q9, Q11 y Q12.
El ANOVA de dos vias realizado indica, de nuevo, la existencia de variaciones extremadamente
significativas (P<0,0001) producidas por las dos variables consideradas (tipo de quitosano y
concentracion), existiendo asimismo una interaccion fuerte entre ambas variables (P<0,0001).

El post test de Bonferroni aplicado a los datos anteriores nos permite evaluar la
influencia de la concentracién dentro de cada quitosano. De nuevo destaca el Q6, donde los
resultados de dicho test indican que, la proliferacién celular no se afecta por la concentraciéon
del quitosano, obteniéndose siempre un P>0,05 al comparar los valores obtenidos en las
distintas concentraciones de Q6. En el resto de quitosanos si se encuentran diferencias
significativas con la concentracién, destacando 0,5% como punto critico ya que, por encima de
ella, no existen diferencias significativas entre el 1,0% y el 0,75% para ninguno de los
quitosanos. En cambio, por debajo de ella, la comparacidn entre los valores obtenidos al 0,25%
y al 0,1% para cada quitosano, produce un valor de P>0,05. Es decir, parece que por debajo de
concentraciones del 0,75% empieza un aumento, mas o menos gradual, de la proliferacion
celular a medida que disminuye la concentracién de polimero en la solucién empleada en la
formacidn del filme, hecho que se intuye en la Figura 60-B mostrada.

El ANOVA de 2 vias realizado ahora sobre la traspuesta de los datos anteriores indica
qgue el comportamiento de los quitosanos Q4, Q11 y Q12 es el mismo a cualquiera de las
concentraciones estudiadas, con un valor de P>0,05 en todos los casos. Por otra parte, se
obtiene también la no significacién entre cualquier par de quitosanos estudiados para las
concentraciones del 1,0% y el 0,75% y es sélo a concentraciones inferiores al 0,5% donde
comienzan las diferencias significativas, de mayor o menor intensidad, dependiendo de la
pareja concreta de quitosanos que se testee.

Parece que, a altas concentraciones de quitosano, todos presentan la misma actividad
metabdlica independientemente del tipo de quitosano de que se trate. A concentraciones
inferiores, se distingue un aumento de la proliferacion, para los quitosanos de menor Mw y DD
elevado, al disminuir la concentracién de quitosano en el filme, de forma que a
concentraciones del 0,1% se encuentran los valores maximos de la misma.

Dentro del grupo de quitosanos en los que la proliferacién celular aumenta de forma
inversa a la concentracién del mismo, se diferencia un conjunto de ellos, Q4, Q11 y Q12, que
tienen exactamente el mismo comportamiento, dentro de las limitaciones de la técnica y del
nivel de confianza establecido. La seleccién de esta técnica mejora el analisis de los datos al
eliminar tanto la etapa de manipulacién excesiva del Bradford, como al disminuir los niveles

del fondo con respecto a las medidas experimentales realizadas.
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A pesar de la mejora conseguida con el ensayo de MTS, éste continla presentando
algunos inconvenientes en comun con el Bradford. El primero de ellos es que se trata de un
ensayo destructivo, es decir las células mueren en la realizacion del mismo. Como segundo
inconveniente, se presenta un ensayo basado en medidas de absorbancias, con la falta de
sensibilidad inherente a esta técnica cuando la concentracién del metabolito es muy baja,
como sucede a tiempos inferiores de incubacién donde el nimero de células presente es
mucho menor que a los 4 dias.

Debido a estas consideraciones se decidid utilizar otro método de ensayo de
proliferacién celular alternativo a los anteriores, también basado en medidas de actividad
metabdlica, el ensayo de Alamarblue™ (AB), cuya principal diferencia reside en la
determinacion de medidas de fluorescencia (Nociari et al., 1998; O’brien et al., 2000).

En la Figura 61 se muestran los resultados de proliferacion celular similares a los
presentados previamente, pero obtenidos mediante el ensayo de AB. Se observa de nuevo un
comportamiento similar entre los diferentes quitosanos al descrito con las anteriores técnicas
para esta concentracién de polimero en la Figura 61-A. El nivel de significacidon con respecto al
control de plastico es, en todos los casos, extremadamente significativo (P<0,0001). Sin
embargo, cuando se excluye la columna control y se comparan todos los quitosanos entre si, el
valor de P es mucho mayor, P=0,002, sugiriendo que las diferencias entre los quitosanos son
menores que las indicadas por las técnicas anteriores, a pesar de ser muy significativas.

Se corroboran como superficies que favorecen la proliferacién celular el Q4, Q5, Q9,
Q11 y Q12. Todos ellos presentan bajo o intermedio Mw, DD elevados y angulos de contacto

inferiores (a excepcién del Q4).
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Figura 61. Determinacion de la proliferacion celular sobre filmes de quitosano mediante ensayo de AB. A) Todos los
filmes preparados a una sola concentracion (0,25%) y B) Diferentes quitosanos representativos de los grupos de Mw

a diferentes concentraciones (%) de polimero en el filme.
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De hecho un post-test de Dunnet comparando todas las columnas con el Q5, el de
mayor nivel de proliferacion, indica que los anteriores quitosanos son los Unicos que no
presentan diferencias significativas con el mismo. La comparacidon de todos los quitosanos
entre si, mediante el test de comparaciones multiples de Tukey, sefiala a los quitosanos Q7, Q8
y Q10 como los responsables fundamentales del nivel de significacién presentando P <0,01 con
respecto al Q5, y siendo quitosanos de bajo DD, elevado Mw y angulos de contacto 6
superiores al resto (cercanos a 90°).

Los resultados obtenidos empleando diferentes concentraciones de polimero para la
obtencidn de los filmes de quitosanos seleccionados en los experimentos anteriores (Q5, Q6,
Q9 y Q11) se muestran en la Figura 61-B. El ANOVA de dos vias realizado sobre los mismos
muestra, al igual que en casos anteriores, influencia extremadamente significativa de las dos
variables consideradas (quitosanos y concentraciones), asi como una fuerte interaccién entre
las variables (P<0,0001). El quitosano Q6, correspondiente al grupo de alto Mw, muestra
resultados no significativos en todas las concentraciones testadas, indicando la no influencia
de la concentracidon en el mismo, mientras que en el resto de quitosanos testados existen
diferencias muy significativas entre los valores de altas y bajas concentraciones.

El ANOVA de dos vias realizado sobre la matriz traspuesta indica que las principales
diferencias significativas se obtienen entre el quitosano Q6 y algunas, o todas, las
concentraciones del resto de quitosanos. Si tenemos en cuenta que dentro del analisis previo
se habia obtenido la no significacion de los valores obtenidos para el quitosano Q6 con la
concentracién, se optd por realizar el mismo andlisis de la varianza de dos vias, pero
excluyendo al Q6 del mismo.

Los resultados que se obtienen en este caso varian de forma importante pues el test
global es significativo. Identifica la concentracién como la variable responsable de manera
fundamental del nivel de significacién, con un P<0,0001, mientras que el tipo de quitosano
también influye, pero su nivel de significacién es mucho menor, P<0,05. Por otra parte, y mas
importante, se obtiene que no existe interaccion entre las variables.

Los resultados obtenidos, que se han de restringir a los quitosanos seleccionados,
representantes del grupo de Mw bajo, se pueden corroborar mediante un ajuste lineal de la
sefial obtenida frente a la concentracién de quitosano para los diferentes tipos testados. En
todos los casos se obtienen valores de r? comprendidos entre 0,937 y 0,967. Los resultados del
mismo, junto con los intervalos del 95% de confianza para las rectas de regresion se muestran
a continuacién en la Figura 62-A.

El test de igualdad de pendiente de estos ajustes lineales indica que las pendientes

obtenidas de los quitosanos de Mw bajo o intermedio y alto DD (Q5, Q9 y Q11) se pueden
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considerar iguales. Existe un claro aumento de la proliferacion celular al disminuir la
concentracién de quitosano empleado en el filme, siendo los niveles de este aumento
independientes del tipo de quitosano empleado. Es decir, los datos se ajustan a rectas de igual
pendiente, pudiéndose obtener un valor promediado para ésta comun a todos ellos,
mostrandose el resultado del ajuste conjunto de los tres quitosanos estudiados en este
apartado, Q5, Q9 y Ql1, en la grafica 62-B, promediando los valores obtenidos a cada

concentracién para los diferentes quitosano.
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Figura 62. A) Representacion del ajuste lineal de los datos obtenidos para los quitosanos de Mw intermedio y bajo.
B) Ajuste conjunto de regresidon para los quitosanos de bajo Mw. La recta obtenida presenta un valor de r* de

0,9904 y la ecuacién y = (81,10 + 1,280) — (36,65 * 2,085)-X.

Los resultados obtenidos de la grafica anterior, donde se han representado también
los intervalos de confianza del 95% para la recta de regresidon obtenida, aportan una idea
bastante aproximada de los niveles de proliferacion (con respecto al control de plastico) que se
pueden obtener en funcion de la concentracidon de quitosanos de Mw bajos y alto DD. Estos
resultados se deberan matizar por la influencia del tipo de quitosano concreto empleado en la
proliferacién, ya que el test de igualdad de ordenadas indica que éstas son significativamente
diferentes, es decir, que el valor de proliferacion maximo obtenido va a depender fuertemente
del tipo de quitosano seleccionado dentro de este grupo.

Como se ha observado en los resultados anteriores, los valores obtenidos con los
distintos filmes de quitosano son, en el mejor de los casos, un 80% de los alcanzados sobre la
superficie control. Para intentar encontrar las razones de estas diferencias, se optd por realizar

un seguimiento temporal de los cultivos, mediante las técnicas ya empleadas de MTS y AB con

un sélo quitosano (Q11- 1,0%).
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De los resultados de la gréfica mostrada en la Figura 63 se puede apreciar que el
crecimiento celular de la linea C2C12 sigue un comportamiento exponencial sobre ambas
superficies, como era de esperar. Pasadas 72 horas se produce ya la saturacién de la
monocapa en las células cultivadas en plastico tratado para la adherencia celular, por lo que
esta ecuacion deja de poder aplicarse a tiempos superiores. Sin embargo se puede observar
mediante ambas técnicas la existencia de cierto retraso en la proliferacidon celular sobre los

filmes de quitosano.
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Figura 63. Resultados de la proliferacién de la linea celular C2C12 sembradas sobre PC y filmes de

quitosano (Q11-1,0%) en funcién del tiempo empleando el ensayo de MTS (A) y AB (B).

Tabla 9. Valores obtenidos del ajuste de los datos de proliferacidn del ensayo con MTS y AB empleando Q11-1,0%

Q11-1,0% PC
K 0,03925 0,04120
MTS Tiempo de duplicacion 17,66 16,83
R? 0,9116 0,9602
K 0,04359 0,05244
AB Tiempo de duplicacion 15,90 13,22
R 0,9959 0,9974

Se obtiene un mejor ajuste de los datos experimentales empleando la técnica del AB
tal y como se muestra en la Tabla 9. El MTS, al tratarse de medidas de absorbancias, presenta
menor sensibilidad que las de AB (basadas en fluorescencia), siendo éste hecho especialmente
importante a tiempos bajos, donde el nimero de células no es muy elevado. En ambos casos,
sin embargo, se observa que la constante de tiempo de duplicacidon correspondiente a las
diferentes superficies es distinta, siendo la diferencia entre ambas mas notable en el caso del

ensayo de AB, tal vez debido a la mayor sensibilidad de la medida.
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Para corroborar el retraso del crecimiento celular sobre los filmes de quitosanos se
realizé un estudio similar al anteriormente descrito empleando filmes de quitosano Q11-1,0%
sembrados a una densidad de 10.000 células /cm?. En esta ocasidn se observé de forma visual
los cambios en la morfologia celular en funcién del tiempo, compardndolos con el PC. En la
Figura 64 se puede observar, mediante la tincién Texas Red Phalloidin, los citoesqueletos de
actina de la linea celular C2C12 sembrada sobre plastico control (parte superior) y sobre filmes
de Q11-1,0% (parte inferior) a diferentes tiempos. Se puede apreciar que existe ya una notable
diferencia a las 24 horas en la morfologia celular. Asimismo se observa una gran diferencia en

la proliferacién celular en funcién de tiempo, observando un retraso a los 4 dias.

48h 72h 96h

PC

Filme

200 jm

Figura 64. Seguimiento de la morfologia celular de las C2C12 sobre PC (en la parte superior) y filmes de Q11-1,0%

(en la parte inferior) mediante tincion del citoesqueleto celular (Texas red phalloidin).

Este retraso observado en la proliferacion sobre los filmes de quitosano puede deberse
a diversos factores, aislados o en combinacién. Como posibles causas se podrian destacar tres
situaciones diferentes:

e La adherencia celular inicial es menor en el caso del quitosano v, al partir de un menor
numero inicial de células, se necesita mas tiempo para alcanzar los mismos niveles de
sefial que en el caso del plastico control.

e La adherencia celular inicial es la misma para ambas superficies, pero se miden
actividades metabdlicas que pueden verse afectadas por la superficie extrafia a las
células sembradas. Aun habiéndose adherido inicialmente el mismo numero de
células, la sefial producida sobre la superficie de quitosano es menor que en el caso del

plastico.
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e Se adhieren inicialmente el mismo ndmero de células en ambas superficies, pero las
actividades metabdlicas que se detectan son caracteristicas del estado de adhesién
inicial. Es decir, en la etapa inicial de adherencia celular ambas superficies actian de
forma muy similar, pero las siguientes etapas hasta alcanzar una adhesion firme
(desarrollo de puntos focales, extensidén y aplanamiento celular) se requiere tiempos
mas prolongados sobre el filme de quitosano, ya que han de reconocer y adaptarse a
la nueva superficie con la que entran en contacto. Esta adhesién firme es necesaria

para que dé comienzo el proceso de proliferacion celular.

Para esclarecer este fendmeno, se decidid estudiar el proceso de adhesién celular
durante las primeras 24 horas empleando el ensayo de AB. Con objeto de determinar en qué
momento comienza el proceso de proliferacion celular, se decidié realizar un seguimiento de
la actividad metabdlica en funcidn del tiempo. Se compararon tres quitosanos de bajo Mw con
respecto al plastico control a distintos puntos temporales (1, 2, 3, 4, 6 y 24 horas).

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 65, donde se puede observar que no
existen diferencias entre las distintas superficies (Q4, Q11, Q12 y CP) durante las primeras 24

horas post-siembra (P=0,8624).
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Figura 65. Estudio de la adhesién celular de la linea C2C12 sembrada sobre quitosano (0,25 %) y PC en funcién del

tiempo empleando el ensayo de AB.

El ANOVA de dos vias realizado sobre los datos obtenidos indica que existen
diferencias significativas debido a la influencia del tiempo, como es de esperar dada la grafica
presentada (ver inserto) (P<0,0001).

Para detectar si existia un origen de la significacién ademas de la evidente a 24 horas,

se realizd adicionalmente un ANOVA de una via con un post-test de comparacidon multiple de
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Bonferroni entre todos los puntos temporales hasta las 6 horas. En él se obtiene que no existe
significacién entre los valores de 1, 2 y 3 horas entre si, pero si con los correspondientesa 4y 6
horas (P<0,01 en todos los casos). Dados estos resultados se decidid estudiar las diferencias
entre los diferentes quitosanos en la adhesion celular a 4 horas de la siembra.

Se realizd inicialmente un ensayo evaluando el comportamiento de filmes de todos los
quitosanos (0,25%) empleados en este estudio y extendiendo el mismo a diferentes
concentraciones para algunos de ellos, comparando en cada caso con el PC, mediante ensayo
de AB. Los resultados obtenidos para los niveles de adhesidon de todos los quitosanos se
muestran en la Figura 66-A. La realizacién de un ANOVA de una via, indica que si existen
diferencias significativas en el tipo de quitosano, siendo el nivel de significacion P<0,01. Cabe
destacar el nivel de significacion obtenido en este analisis, el cual es de 10 a 100 veces inferior
al obtenido en test similares realizados en los estudios de proliferacion anteriores,
indicandonos esto un nivel de similitud entre los diferentes quitosanos mucho mayor en el
proceso de adhesion celular.

La realizacion del post-test de Tukey, indica que las diferencias significativas existen
so6lo entre los quitosanos Q1 y Q7 (de alto Mw), con respecto a Q9 y Q12 (de bajo Mw)
mostrando un valor de significacion P<0,05, siendo el resto de comparaciones realizadas entre
el resto de quitosanos no significativas (P>0,05). Cabe sefialar que los quitosanos con mayores
niveles de adhesidon presentan mayor Mw, sin embargo fueron los mismos que alcanzaron
menores niveles de niveles de proliferacion. Tal vez esta mayor adhesidn inicial esté

relacionada con la mayor rugosidad que presentan los filmes de este tipo de quitosanos.
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Figura 66. Determinacion de los niveles de fluorescencia en el proceso de adhesién de los diferentes tipos de filmes.
A) Todos los quitosanos a una misma concentracién (0,25%) y B) Quitosanos seleccionados a cinco concentraciones

(%) diferentes.
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En la Figura 66-B se presentan los resultados obtenidos empleando diferentes
concentraciones de polimero. La realizaciéon del ANOVA de dos vias indica que las dos variables
consideradas (quitosano y concentracidn) presentan una influencia extremadamente
significativa en los resultados (P<0,0001), pero no existe interaccién entre las mismas, lo cual
nos permitira posteriormente analizarlas independientemente.

La realizacién de un post-test de Bonferroni comparando todas las columnas con
respecto al PC, indican que existen diferencias significativas dependiendo de la concentracion
empleada en la realizacion del filme. A concentraciones elevadas (1,0%), no existen diferencias
significativas de ningln quitosano con el control de plastico (P>0,05), indicando que la
adherencia a 4 horas es la misma en este tipo de filmes independientemente del quitosano, y
comparable en todos ellos al control.

A medida que disminuye la concentraciéon de quitosano en el filme, van apareciendo
diferencias mds y mas significativas para el quitosano Q4, de muy bajo Mw, pasando éstas de
P<0,05 para una concentracién de 0,75%, a P<0,01 para 0,5% y a P< 0,001 para 0,25%. Al llegar
al 0,1% sélo dos quitosanos siguen siendo no significativos respecto al PC, el Q10, (alto Mw), y
el Q12 (alto DD). El resto de quitosanos presentan niveles significativos con el plastico a esta
concentracién de quitosano.

Estos resultados son opuestos a los presentados en cuanto a niveles de proliferacién y
tal vez puedan parecer contradictorios, pero se debe tener en cuenta que estamos hablando
de fendmenos diferentes y, como hemos visto, parece que uno de los factores que puede
favorecer este proceso de adhesién inicial es la rugosidad de los filmes. Precisamente los
valores altos de rugosidad, de 400-600 nm aproximadamente se encuentran, dentro de cada
quitosano, en los filmes de mayor concentracién (1,0%). Estos resultados concuerdan con los
obtenidos en otros trabajos con otras lineas celulares (Amaral et al., 2007; Fakhry et al., 2004).

Posteriormente a esta adhesidn inicial, se ha de producir un proceso de extension y un
aplanamiento celular, alcanzando una adhesién firme y sélida mediante la formacién de
adhesiones focales, sobre la superficie antes de que comience el proceso de proliferacion.

En este analisis el Q12 merece mencionarse pues no presenta diferencia significativa
en ningln caso con respecto al PC, sin embargo, el quitosano homdlogo que se diferencia del
mismo sélo en el grado de desacetilacién (Q11 con un 85% frente a un 92% del Q12), se
encuentra que éste Ultimo si presenta un nivel de significacion P<0,01 para los filmes del 0,1%.
Este hecho parece sefialar, por tanto, a un grado de desacetilacion elevado como mas
favorable para los procesos iniciales de adhesion celular, tal vez por la presencia de una mayor
densidad de carga debida al mayor niumero de grupos amino libres. Este hecho se corrobora

con numerosos estudios que confirman que un DD elevado conduce a una mayor adhesién y
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proliferacion celular sobre filmes de quitosano (Amaral et al., 2007; Freier et al., 2005).

La no significacion ya mencionada de la interaccion entre las variables tipo de
quitosano y concentracién, nos hizo plantearnos si era posible un ajuste lineal de los datos
obtenidos para cada uno de los quitosanos, y en caso de ser asi, si era posible describir todos
ellos mediante una sola ecuacidn.

En la Figura 67 se muestran los resultados de los ajustes lineales realizados con los

valores normalizados al PC (100%).
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Figura 67. Representacion de la regresion lineal de los datos obtenidos en el ensayo de adhesién sobre filmes de

diferentes quitosanos. No se muestran en este caso los intervalos de confianza al 95% por claridad de exposicién.

Los ajustes realizados muestran que sdlo existe una tendencia lineal, es decir, una
pendiente significativamente distinta de cero, para tres de los quitosanos empleados, Q4, Q11
y Q12, siendo los valores de r? para los mismos de 0,95; 0,80; y 0,82 respectivamente. Los
valores de r® para los otros quitosanos Q3 y Q10 son 0,56 y 0,31 respectivamente, incluyendo
el intervalo de confianza del 95% para la pendiente el valor de 0, indicando estos hechos la no
correlacién entre los valores obtenidos y la concentracién para estos quitosanos.

A pesar de lo expuesto, resulta llamativo que los valores de las pendientes obtenidas
en dichos ajustes presentan una tendencia a aumentar a medida que disminuye el Mw de los
quitosanos. Si ordenamos éstos en orden decreciente de Mw obtenemos la serie de Q10 > Q3
> Qll = Q12 > Q4, siendo las pendientes correspondientes a los mismo quitosanos 11,74;
18,91; 32,66; 30,16 y 35,25 respectivamente. No obstante, la gran amplitud de los intervalos
de confianza de algunas de las rectas obtenidas impide profundizar en los resultados
obtenidos.

Por udltimo, merece la pena sefialar que el test de igualdad de pendientes para las
diferentes rectas obtenidas no es significativo, es decir, todas las rectas se pueden describir

mediante una Unica pendiente promedio, considerando todos los datos independientemente

147



V. Resultados y discusion

del quitosano, de valor 27,17 lo que refleja el hecho de los amplios intervalos de confianza del
95% para las rectas de regresion precedentes. Mdas importante es el hecho de que este test
lleva asociado un test de igualdad de ordenadas, que presenta un nivel de significacién muy
elevado (P<0,0001). Este hecho indica que los quitosanos presentan niveles de adhesion muy
diferentes, es decir, serd necesaria la “adecuacidon” del quitosano elegido a su empleo como
superficie para cultivos celulares.

Un detalle importante se observa en el quitosano Q10, ya que es un quitosano que
debido a su bajo DD (73%) y un elevado angulo de contacto (90°), podria considerarse como
una superficie poco favorable para los procesos celulares. Dicho quitosano mostré cierta
independencia de la concentracién de polimero en la actividad metabdlica obtenida durante el
proceso de adhesion (observado por una menor pendiente 11,74) e indicando la gran
influencia su elevado Mw (1362 KDa) en dicho proceso.

Llegados a este punto, se optd por realizar comparaciones segun la clasificaciéon de Mw
realizada anteriormente. Para ellos se realiz6 un ANOVA de una via comprobandose, que no
existen diferencias significativas entre los quitosanos dentro de cada grupo (P>0,05).

Ante estos resultados se procedidé a calcular la media y desviacién de los valores de
cada uno, considerando a los quitosanos que formaban parte de los mismos como un sélo
quitosano. Una vez agrupados se realizd otro ANOVA de una via comparando estos valores
promediados obtenidos y representados en la Figura 68. El resultado del mismo en este caso
fue de muy significativo, con P<0,0001. No obstante el post-Test de Tukey condujo al siguiente
resultado: No existen diferencias de comportamiento entre los quitosanos de Mw alto e
intermedio (P>0,05), pero si de éstos con respecto a los quitosanos de bajo Mw (P<0,001 para
las dos comparaciones posibles, Alto Mw vs Bajo Mw e Intermedio Mw vs Bajo Mw), siendo

por tanto éste ultimo el origen de la significacién.

N PM Alto
[ PM Intermedio
C—JPM Bajo

Actividad metabdlica (UF)

Peso Molecular

Figura 68. Adhesion de todos los quitosanos al 1,0% reagrupados en funcién de su Mw tras 4 horas de incubacion

mediante la determinacion de la actividad metabdlica del ensayo de AB.
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Para corroborar e ilustrar los resultados obtenidos mediante una metodologia
diferente a la anterior, se realizd6 un estudio inmunohistoquimico, mediante tinciones del
citoesqueleto de actina y del nucleo celular, para estudiar el proceso de adhesidn celular sobre
un quitosano de bajo Mw (Q11), en funciéon de las concentraciones utilizadas del mismo
(Figura 69).

Como se puede observar, se corroboran los resultados encontrados para este
qguitosano mediante la técnica de AB previa, observandose un aumento en la densidad de
células adheridas al aumentar la concentracion de quitosano empleada en la formacién del

filme, siendo sélo préxima a la del control de plastico cuando ésta es del 1,0%.

Cultivo Niicleo Citoesqueleto

Q11-0,1%

200 gm

PC

100 pm 100 pm

Figura 69. Imagenes de microscopia dptica y de fluorescencia obtenidas tras el ensayo de adhesién a 4horas, sobre
filmes de diferentes concentraciones de Q11. En primer lugar se muestran las imagenes del cultivo celular fijado, y a
continuacién se expone la tincion del nucleo celular (Hoechst) y el citoesqueleto de las células (Texas Red

Phalloidin).
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En el caso de los filmes preparados con soluciones de 1,0% de polimero, donde la
densidad de células adheridas es mayor, se destaca la formacidn de uniones celulares, es decir
la adhesién que se estd produciendo no es sélo con respecto al sustrato sino también con las
células vecinas, formandose agrupaciones que evolucionaran a agrupamientos celulares o
“clusters”, (imagenes mostradas en la diferenciacidn celular).

Ademas la morfologia de las células adheridas sobre los filmes de quitosano difiere
ligeramente de la encontrada en las adheridas sobre el control de plastico. Sobre el filme,
predomina la morfologia redondeada del proceso de adhesién inicial, mientras que en el
control de plastico las células presentan una morfologia algo mas triangular, indicativa de una
adhesién mas desarrollada. Las células muestran mayor aplanamiento y por lo tanto presentan

una mayor superficie de contacto con el soporte (véase la Figura 70).

Filme PC

Figura 70. Aumentos de las microfotografias tras el ensayo de adhesidén (Q11-1,0%). En la parte superior se
muestran las imagenes del cultivo celular, y en la parte inferior las imagenes correspondientes a la tincidn de
citoactina. Se observan las diferencias en la morfologia celular e incluso las extensiones celulares menos

desarrolladas que contactan con la superficie de los filmes.

Como se indicd previamente en los antecedentes del grupo, la principal aplicacién
desarrollada en Ingenieria de Tejidos para estos filmes, ha sido su empleo como transportador
biodegradable de la rhBMP-2, con objeto de estimular la regeneracion dsea. En este apartado
se decidié estudiar el efecto que la proteina presente en dichos filmes (filmes activados)
produce no sdlo sobre la diferenciacion celular, sino también sobre la adhesidn y proliferacion
de las células.

Para evaluar los diferentes procesos celulares sobre filmes activados, se procedié a la
deteccidn de la actividad de la enzima fosfatasa alcalina (ALP), marcador éseo temprano del
proceso de osificacion, segln el protocolo desarrollado en nuestro laboratorio (Lopez-Lacomba

et al., 2006; Abarrategi et al., 2008a).
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Como se ha indicado anteriormente, las células C2C12, premioblasticas de raton y
carentes per se de dicha actividad ALP, son capaces de diferenciarse bajo la accién de la
rhBMP-2 a linaje osteoblastico, mostrando como consecuencia de este proceso una actividad
ALP importante, caracteristica de células osteoblasticas.

En un primer momento se evalud la proliferacién celular tras 4 dias de cultivo sobre
filmes de todos los quitosanos al 0,25% y con una cantidad fija de rhBMP-2 incorporada (5 pg),
comparando los resultados obtenidos con controles de plastico (con la misma cantidad
proteina afadida al medio y sin ella) y los correspondientes filmes sin activar con rhBMP-2.
Como blancos respectivos en ambas baterias se usaron triplicados de los mismos filmes
(activados con proteina o sin activar), pero sin sembrar células sobre ellos.

Finalmente, y antes de pasar a comentar los resultados obtenidos, indicar que en estos
experimentos se determind el nivel de proliferacién celular mediante el ensayo de Bradford, a
pesar de las limitaciones expuestas anteriormente del mismo. La razén es que es el
procedimiento estandar empleado en la literatura para caracterizar la actividad de dicha
proteina recombinante y se optd por seguir el mismo.

En la Figura 71 se representan los valores correspondientes a la cantidad de proteinas
totales obtenidas mediante el ensayo de Bradford. A simple vista se aprecia que la presencia
de proteina en los filmes mejora notablemente la proliferacion de las células. El test t de
Student comparando globalmente la proliferacién en quitosanos sin proteina frente a los que
llevan incorporados la proteina presenta un valor extremadamente significativo, un P<0,001 (P

=0,0004).

100+

75-  — ]

50+ [ [

Proteinas Totales (%)

Sin proteina Con proteina

Figura 71. Determinacién de las proteinas totales del cultivo celular (4 dias) sobre filmes con 5 pg de rhBMP-2 y sin

ella expresados en porcentaje respecto a sus PC.
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El porcentaje medio de proliferacion celular alcanzado con respecto al control de
pldstico mostrado en los dos conjuntos de datos, de un 45,54% en los filmes sin rhBMP-2
frente a un 72,83% en los filmes con rhBMP-2. En este primer anadlisis no tenemos en cuenta
los diferentes quitosanos sino simplemente la presencia o ausencia de proteina.

Para analizar la influencia que produce la presencia de la rhBMP-2 en cada uno de los
quitosanos se realizé un ANOVA de dos vias. El resultado del mismo es extremadamente
significativo para cada una de las variables, presencia o no de rhBMP-2 y tipo de quitosano,
con un P< 0,0001 para ambas, existiendo una importante interaccién entre las mismas con un
P<0,0001.

La realizacion del post test de Bonferroni comparando los valores obtenidos para cada
quitosano en las dos condiciones con y sin proteina, produce varios resultados interesantes. En
primer lugar se destaca que para los quitosanos Q9, Q11 y Q12 no existe influencia de la
presencia de rhBMP-2 en los niveles de proliferacion alcanzados a los 4 dias, siendo el
resultado del test de no significativo (P>0,05). Es de sefalar que estos quitosanos figuran entre
los de mayores niveles de proliferacion obtenidos mediante AB en los resultados mostrados
previamente. Otro grupo de quitosanos estd constituido por Q2 y Q10, con un valor de P
significativo (P<0,05), mientras que el resto presentan diferencias extremadamente
significativas entre los valores con y sin proteina (P<0,0001, excepto el Q4 cuyo valor es
P<0,001).

Por lo tanto, en la inmensa mayoria de los quitosanos estudiados, la presencia de
proteina en el filme mejora la proliferacién celular, haciéndola muy comparable a la obtenida
en el plastico control.

Si realizamos el analisis de la matriz transpuesta del ANOVA de una via de los
resultados obtenidos con quitosanos activados con rhBMP-2 observamos que, quitosanos de
Mw altos e intermedios (en principio con menor proliferacién celular en ausencia de proteina),
presentan diferencias muy significativas con respecto a los quitosanos de bajo Mw, donde
recordando de nuevo los resultados anteriores, habia mayor proliferacion y niveles de
adhesiodn inicial iguales o menores, algo que parecia de alguna manera contradictorio.

Ya en ese momento apuntdbamos la hipdtesis de que el proceso determinante que
permite la proliferacién no era la adhesién inicial, sino una etapa de adhesidn intermedia,
donde tiene lugar el aplanamiento celular y la adhesién firme sobre la superficie. Es muy
posible que la presencia de rhBMP-2 en la superficie del filme facilite este proceso de
adhesion, en aquellos quitosanos donde éste, de alguna manera, estaba mas “impedido”
aunque tuvieran una mayor adhesidn inicial que aquellos quitosanos, de bajo Mw y/o alto DD,

donde la proliferacién era mayor a estas concentraciones del filme.
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Es decir, en estos Ultimos quitosanos era posible observar una cierta proporcion de
células algo mas extendidas, aplanadas a las 4 horas post siembra, mientras que en los
guitosanos de alto Mw estaban practicamente todas las células adheridas, pero redondeadas,
en la etapa inicial de adhesidn, y con preferencia en algunos casos, a la interaccion célula-
célula en lugar de célula-superficie, provocando la formacién de cimulos celulares.

La presencia de la proteina en dicha superficie puede favorecer de forma importante
las interacciones células-superficie, al unirse éstas a través de su receptor “forzando” en cierta
forma, el proceso de adhesién firme necesario para la posterior fase de proliferacion (Fakhry
et al., 2004; Bumgardner et al., 2003a).

Por este motivo se fotografiaron los cultivos a las 24 horas de incubacién de filmes con
y sin proteina. De nuevo no se aprecian diferencias entre ambas superficies (con y sin proteina)
en cuanto a densidad celular Este hecho es debido a que la proteina rhBMP-2 requiere un
tiempo determinado para poder unirse a los receptores celulares, y desencadenar la cascada
de sefalizacion celular. El efecto de diferenciacién hacia linaje osteoblastico comienza con
células que previamente se encuentran adheridas y en fase de proliferacion celular. No
obstante dicho proceso inicial de adhesién se encuentra favorecido por la presencia de
proteinas que actuan de anclaje en la superficie, hecho que se refleja en la morfologia celular,
entre superficies activadas y sin activar con proteina, mostradas en las imagenes de la Figura

72.

Q1 rhBMP-2 Q
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Cambios morfologicos durante el proceso de en la adhesion celular

Figura 72. Imagenes de microscopia dptica de filmes de distintos quitosanos (0,25%) con y sin proteina (5 pg) a las
24 de incubacion celular. Se muestran los cambios morfoldgicos que tienen lugar desde los contactos iniciales hasta

la adhesidn total. Se observa una morfologia celular diferente (retrasada en el tiempo) con respecto al PC.
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La diferenciacion celular se evalué gracias a la deteccion de ALP en las células que han
estado en contacto con filmes que llevan la proteina. En ausencia de la rhBMP-2 (células que
estuvieron en contacto con filmes sin activar), la presencia de dicha enzima no es detectable
por el ensayo dado su practicamente nulo nivel de expresion (resultados no mostrados).

En la Figura 73 se muestran los resultados de actividad ALP, determinada a través de la
A,0s, obtenida en el ensayo realizado para los filmes activados usados previamente en el
analisis de proteinas totales. Dicha figura muestra resultados dificiles de interpretar debido a
varias limitaciones presentes en esta técnica.

La primera de ellas es la saturacion producida en el detector a altas dosis de rhBMP-2,
gue como se puede observar en la Figura 73, los valores de absorbancia (Ags) superiores a 1,5;
dejan de ser totalmente fiables. Mas importante que ésta, es la variabilidad intrinseca que
presentan los resultados de este ensayo, debido a la metodologia del mismo (excesiva

manipulaciéon de los pocillos previa a la realizacién del ensayo).
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Figura 73. Determinacion de la actividad fosfatasa alcalina tras 4 dias de cultivo de C2C12 crecidas sobre filmes a

activados con proteina rhBMP-2 (5 ug).

Por otra parte, la actividad detectada dependera del nimero de células presentes en
cada pocillo, por lo que una comparacién de los valores de absorbancia detectados sélo es real
cuando todos los pocillos tienen el mismo numero de células, lo que depende de la
proliferacidon producida en los 4 dias de cultivo. Como se ha mostrado anteriormente en la
Figura 71, éste no es nuestro caso.

Una forma rapida para comparar los resultados obtenidos de los distintos quitosanos
es normalizar en porcentajes tanto los resultados del Bradford como de Fosfatasa Alcalina con
respecto a los valores obtenidos para el plastico control, y realizar los cocientes entre

porcentaje de ALP y porcentaje de proteinas totales.
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En la Figura 74-A se ofrecen los porcentajes de ambos ensayos respecto al control de
pldstico, mientras que en la Figura 74-B se muestra el cociente entre dichos porcentajes,

normalizando los valores de actividad ALP por los de las proteinas totales presentes en el

ensayo.
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Figura 74. Representacién de los resultados de ALP y Proteinas totales para los diferentes quitosanos (0,25%) con
respecto al PC. En La gréfica de la derecha se muestra los resultados obtenidos de ALP (%)/Bradford (%) para cada

uno de los quitosanos.

Si comparamos la Figura 74-A con la obtenida directamente de la representacién de las
A5 (Figura 74-B) vemos que el comportamiento global es muy similar en ambas para los
diferentes quitosanos.

El ANOVA de una via indicando que existen diferencias significativas entre los
quitosanos empleados (P<0,0001). Por otra parte, el post-test de Tukey realizado para la
actividad ALP normalizada por las proteinas totales comparando todas las columnas entre si,
produce resultados extraordinariamente complicados, mostrando un amplio intervalo de
valores de P segun que quitosanos se comparen entre si.

Siguiendo la agrupacién anteriormente realizada basada en los Mw se obtuvo la Figura
75 teniendo en cuenta que el quitosano Q12, aunque pertenece al grupo de Mw bajos, su
elevado DD y bajo angulo de contacto, hace que al menos con respecto a esta caracteristica de
los filmes no pueda colocarse en este grupo.

La clasificacion anterior es relativa, pues no existe una diferencia tajante entre algunos
de los quitosanos incluidos en los grupos, es decir alguno de los integrantes de un grupo, por
ejemplo, Q2 puede mostrar diferencias no significativas con algun integrante concreto de otro

de los grupos (por ejemplo, frente a Q9 y Q11 o Q6 y Q10), y por lo tanto es muy dificil
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establecer limites claros.
Previamente a la confeccion de la misma, se realizd un ANOVA de 1 via dentro de cada
uno de los grupos, con los quitosanos implicados en ellos, obteniéndose en todos los casos la

no significacion del mismo, P>0,05 para todos los grupos.
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Figura 75. Representacion de los resultados de ALP (%)/Bradford (%) de los quitosanos (0,25%) agrupados en

funcién de su Mw y como excepcién el Q12 con un elevado DD.

El andlisis de una via correspondiente a esta agrupacion produce valores de P
extremadamente significativos, P<0,0001. El post-test de Tukey indica que existen diferencias
significativas entre todos los grupos considerados, siendo el menor nivel de significacion de
P<0,05, correspondiente a la comparacion entre el grupo de Mw intermedios y el grupo de Mw
bajos. En todos los demas comparaciones el valor de P estuvo entre P<0,01 y P<0,001.

Llegados a este punto cabe preguntarse el porqué de todas estas diferencias e incluso,
aunque comprendido dentro del error experimental, como es posible que algunos quitosanos
superen los valores obtenidos para el plastico (hay que tener en cuenta que al control de
pldstico le corresponde un valor del 100% tanto en actividad ALP como en proteinas totales,
por lo que su relacién seria de 1).

Creemos que una explicacidn plausible radica en que, en el fondo, las células no estan
experimentando realmente la misma dosis de rhBMP-2. Es decir lo que se estd midiendo
claramente es la cantidad de ALP producida pero, para que esa ALP aparezca previamente se
ha tenido que unir la rhBMP-2 a los receptores correspondientes existentes en las células
C2C12 y desencadenar la cascada de sefiales que provocan la diferenciacion de éstas células
hacia el linaje osteoblastico.

Por lo tanto lo importante es la cantidad de rhBMP-2 presente realmente en contacto

proximo con las células sembradas. La cantidad total de rhBMP-2 presente en todas las
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superficies es de 5 pg, de la cual sélo una pequefia parte estard en contacto directo con las
células desde el primer momento.

En principio esa densidad superficial de proteina serd menor en el PC, donde se ha
dispersado la proteina en el volumen completo del medio de cultivo (400 ul), que sobre
cualquiera de los filmes de quitosano, cuyo volumen es mucho menor. En estos filmes, segln
los datos obtenidos en la caracterizacion fisicoquimica, el volumen de los mismos aumenta con
el Mw del quitosano, por lo que en principio esa densidad superficial disminuye al aumentar
éste. Es mas, en estos ultimos casos habria que distinguir entre la densidad inicial superficial, y
la densidad existente en la superficie una vez producido el hinchamiento del mismo a lo largo
del tiempo de cultivo que permita la migracién de la proteina tanto a la superficie como al
medio en contacto con ella, de forma que se puedan ir activando las nuevas células
provenientes de la proliferacion celular.

El hinchamiento también depende del Mw, siendo mayor al aumentar éste. Un mayor
hinchamiento significa menores restricciones a la movilidad de la proteina dentro del filme
tanto para homogeneizar la densidad de la misma en su seno como para equilibrarse con el
medio de cultivo. Los hechos anteriores nos llevan a proponer la variacién del coeficiente de
autodifusion de la proteina como la causa responsable de estas variaciones detectadas en el
ratio ALP (%)/Bradford (%) con las diferentes superficies de quitosano. La difusion mas facil y
rapida en los quitosanos de alto Mw permite que los resultados sean comparables
perfectamente a los obtenidos con el plastico control.

A medida que disminuye la longitud de las cadenas, existen mayores restricciones al
libre movimiento de la rhBMP-2 en el filme hinchado, movimiento impedido ademas por la
existencia de interacciones inespecificas y electrostaticas entre las cadenas, presentes en
mayor numero al disminuir el Mw. Finalmente, estas interacciones son maximas en el caso del
quitosano Q12, que aun presentando un Mw similar, por ejemplo, al Q11, ostenta un grado de
desacetilacién mucho mayor que éste, lo que implica una mayor densidad electrostatica en
dichas cadenas.

Una vez estudiado el comportamiento conjunto de filmes, activados con 5 ug de
rhBMP-2, de los diferentes quitosanos empleados en este trabajo, se decidié seleccionar uno
de ellos, y explorar el efecto que produce en la diferenciacién celular la presencia de dosis mas
elevadas de proteina recombinante. Se prepararon filmes de quitosano Q9 al 1,0%, y se
activaron 10, 20 y 50 pg de rhBMP-2 por filme, sembrandose sobre los mismos 10.000
células/cm” y evaludndose, como en casos anteriores, el comportamiento a los 4 dias post-

siembra.
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En la Figura 76-A se muestran los resultados obtenidos del porcentaje de proteinas
totales respecto al control de plastico con proteina. Como se puede apreciar, los filmes con
diferentes cantidades de rhBMP-2 mostraron el mismo comportamiento entre ellos, y muy
diferente con respecto a filmes sin activar. El ANOVA de una via de dichos valores indica la
existencia de diferencias extremadamente significativas (P<0,0001). Estas diferencias se deben
a la columna correspondiente al filme al 1,0% sin proteina, tal como sefiala el post-test de
Tukey realizado (P<0,001 para cada una de sus posibles comparaciones), mientras que no
existen diferencias significativas entre el resto de grupos (P>0,05). Cabe mencionar el
tremendo aumento en la proliferaciéon que experimentan las células sobre el quitosano Q9 a
pesar del aumento de la concentraciéon del mismo comparado con el experimento anterior,
esto es debido al incremento de la cantidad de rhBMP-2 incorporada en el filme, de forma que
es practicamente comparable a los niveles del PC.

En cuanto a los resultados del ensayo de ALP, mostrados en la grafica de la derecha
(Figura 76-B) destacan las diferencias muy significativas entre el filme control y el pléastico
control, ambos sin proteina, con respecto a los activados con proteina (P<0,001). En cambio el
filme con menor cantidad (10 pg) fue el Unico que presentd diferencias significativas con
respecto al PC con proteina y el filme activado con 50 ug (P<0,01). Las demas superficies,

filmes con 20 y 50 pug no mostraron diferencias ni entre ellas ni con el PC con factor (P>0,05).

A 1204 B 13-
g 1001
e Pon)

% 804 § 2+
P 604 2
2 <
o o ——
S 40
] - 1=
I == A
£ 204

C L) L) C

Y (&) ) ) O 1%
§\° \9‘? QQ ‘)QQ 3 Q§§ K S QQv QQQ‘ S Q’Q‘ QO @Qq/
o?) J° oo o N 0_{'» e’\ 0(1/ é’) ‘(\Q)
s o o & o> N O N B
& I I &, Q?" &, Q

Figura 76. Cantidad de proteinas totales (A) y actividad ALP de las células C2C12 cultivadas sobre filmes de
quitosano (Q9-1,0 %) en funcién de la concentracién de proteina rhBMP-2. Se empled 5 pg de proteina rhBMP-2

para el PC.

Paralelamente, se realizd un estudio de seguimiento diario del ensayo anterior

mediante microscopia dptica, mostrandose las imagenes obtenidas en la Figura 77.
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En estas imagenes, se observa el mismo comportamiento celular independientemente
de la cantidad de proteina rhBMP-2 presente en el filme, que contrasta con el mostrado en los
filmes sin proteina. En ellos se observa un claro retraso en la proliferacion celular, notable a
partir de las 48 horas de cultivo, momento donde también se observa la formaciéon de
agrupamientos celulares “clusters”, que van aumentando en nimero y tamafio, a medida que

avanza el tiempo de incubacion celular.

Control
Qug rhBMP2

10ug
rhBMP2

20ug
rhBMP2

50 ug
rhBMP2

Control
Oug rhBMP2

PCSug
rhBMP2

Figura 77. Microfotografias de las células C2C12 sembradas sobre los filmes Q9 (1,0%) con y sin proteina,
empleando un microscopio de Optica inversa. Las flechas rojas indican los clusters celulares y las amarillas el

levantamiento de la monocapa celular.
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Al cuarto dia post-siembra no se distinguen diferencias entre los filmes con distinta
cantidad de proteina, pudiéndose observar no sdélo la confluencia celular sino incluso el
despegue ocasional de la monocapa de células. Este hecho podria justificar las diferencias
significativas observadas tras el andlisis estadistico de los resultados de ALP obtenidos.

Otro factor a tener en cuenta es la presencia de agregados celulares, siendo este un
fendmeno frecuente en los biomateriales que se implantan en el organismo (Tommimata y
lkada, 1997). En ellos las células al contactar con la nueva superficie mediante su interaccion
con los receptores de membrana, identifican al sustrato como un cuerpo extrano, pudiendo
preferir para su mejor supervivencia el establecimiento de interacciones célula-célula en lugar
de célula-superficie y originando la formacién de estos “clusters” celulares. Dicho efecto de
agrupacion celular ha sido descrito con anterioridad para filmes de quitosanos detallando que
aquellos filmes con mayor DD presentaron menor nimero de clusters celulares. En cambio los
filmes con menor DD, mostraron numerosos clusters y sefialan la presencia de células
apoptoéticas en ellos (Freier et al., 2005).

Para finalizar este apartado, mostramos los resultados obtenidos en la diferenciacién
celular con tres quitosanos diferentes en Mw y DD a una misma concentracién de quitosano
(0,5%) con una dosis de rhBMP-2 extraordinariamente alta (100 pg/filme) dosis empleada por
ser equivalente a la utilizada en la realizacién de numerosos ensayos in vivo para la evaluacion
de oseointegracion de implantes. Para ello se sembraron 10.000 células por filme con y sin
proteina rhBMP-2 y se cultivaron durante 4 dias, momento en que se realizaron los ensayos de
Bradford y ALP correspondientes.

En Figura 78 se representa a la izquierda los resultados obtenidos correspondientes al
ensayo de Bradford (A) y a la derecha los resultados del ensayo de ALP (B). Como se puede
observar son evidentes las diferencias entre filmes con y sin rhBMP-2.

El andlisis de proteinas totales produce resultados similares a los mostrados en
experimentos anteriores, con un fuerte aumento de la proliferacion en los filmes activados con
proteina. No obstante este aumento de la proliferacion es menor que en el caso anterior, tal
vez por la dosis tan grande de rhBMP-2 presente, aunque sigue siendo homogéneo el nivel de
proliferacidn existente.

Los analisis realizados indican, como es de esperar, diferencias extremadamente
significativas (P<0,0001) entre los controles de quitosano (no significativos entre si) y el de PC.
La comparacién de los valores de los distintos quitosanos activados produce resultados no
significativos entre ellos (P>0,05), pero aumenta el nivel de significacion con respecto al PC,

también activado, existiendo en este caso diferencias significativas (P<0,01).
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Figura 78. Cantidad de proteinas totales (A) y actividad ALP (B) de las células C2C12 sembradas sobre filmes de
quitosano. Se emplearon tres tipos de quitosano (0,5%), de diferente Mw y DD y una cantidad fija de proteina

rhBMP-2 (100 ug por filme).

El analisis de los resultados de los ensayos de ALP los centraremos sélo en las
superficies activadas, puesto que la comparacién de las superficies sin proteina anadida es no
significativa en todos los casos. EIl ANOVA de una via realizado indica que existen diferencias
significativas en las superficies consideradas, siendo el valor de P<0,01. El post-test de Tukey
realizado indica que existen diferencias significativas con el control de plastico activado que
oscilan, segun el quitosano, entre P<0,01 (Q5) y P<0,05 (Q1 y Q9). Un detalle importante en
este experimento son los menores valores de actividad ALP obtenidos, en comparacion con los
encontrados para la misma superficie (Q9), en el estudio anterior. Este hecho se explica por el
efecto inhibitorio que pueden producir dosis demasiado grandes de proteina en contacto con
las células (Liu et al., 2010; Lo et al., 2012).

Durante la incubacion del ensayo anterior, se realizé asimismo el seguimiento de los
cultivos por microscopia Optica, para evaluar y/o confirmar las diferencias en el
comportamiento de las células C2C12 sobre los filmes.

En las imagenes de la Figura 79 correspondientes al seguimiento temporal de este
ensayo, por microscopia 6ptica, se puede visualizar las diferencias descritas previamente en los
ensayos de Bradford y ALP. Las diferencias, dentro de un mismo quitosano con y sin proteina,
son notables con respecto a la proliferacién celular. Durante las primeras 24 horas, apenas se
observan claras diferencias entre quitosanos e incluso con sus respectivos filmes activados. El
efecto de la proteina no se visualiza hasta las 48 horas, donde los filmes sin rhBMP-2 muestran

el inicio de agregados celulares que van en aumento en el cultivo celular.
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Analizando con mas detalle la presencia de agregados celulares se puede observar que
estos son diferentes en tamafio y numero en funcién del tiempo de ensayo y el tipo de
quitosano empleado en los filmes. Dicha formacién podria estar estrechamente relacionada
con las caracteristicas propias del quitosano. Asi por ejemplo, los clusters que aparecen sobre
filmes de Q1 son abundantes y de menor tamafno. En cambio, los agregados en el filme de Q5
son menos abundantes en principio, y de tamafio similar a los anteriores, observando un perfil
de proliferacion préoximo al PC. El quitosano Q9 presenta “clusters” de gran tamafo pero de

forma aislada mostrando una proliferacién celular similar a la observada en el Q5.
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Figura 79. Microfotografias de los cultivos de C2C12 sobre los filmes sin proteina y con 100 pg de rhBMP-2,

empleando un microscopio de dptica inversa. Las imagenes del control de plastico se muestran en la Figura 77.
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En cambio, la formacion de dichos “clusters” no se detecta en los cultivos sobre los
filmes activados a lo largo del ensayo. Este hecho se debe a la presencia de la rhBMP-2 en el
filme que, no sdélo acelera los procesos de adhesion (acortando la fase de contacto total con la
superficie al favorecer el aplanamiento y la extensidon celular) sino de proliferacion,
homogeneizando el comportamiento celular con respecto al control de plastico.

Gracias a las microfotografias se observa de forma cualitativa que a 72 horas no hay
diferencias entre los mismos, pudiendo confirmar que los filmes con proteina actuan de la
misma manera, sin mostrar diferencias visuales entre ellos.

Como resumen de los resultados obtenidos en este conjunto de estudios in vitro
podriamos decir que se ha observado un retraso en la proliferacién celular en el tiempo con
respecto al PC, tras 4 dias de incubacién. Analizado las dos variables, tipo y concentracién de
quitosano empleada en la formacién de filmes, se ha observado que el Mw es un pardmetro de
enorme importancia que influye en el comportamiento de células crecidas sobre los filmes.

Se ha observado asimismo, que quitosanos de Mw bajo (Q4, Q5, Q9, Q11 y Q12)
muestran los mejores niveles de proliferacidon celular (alcanzando valores del 80% a 4 dias
mediante diferentes técnicas). Ademas dichos quitosanos presentan un DD elevado y un
angulo de contacto bajo (a excepcidén del Q4 en este caso) siendo por lo tanto las superficies
mas favorables para los procesos celulares.

La variable concentracién de polimero empleada para la formacién de filmes es un
factor que influye de la misma manera para cada quitosano, destacando mejores niveles de
proliferacidn celular en los filmes con menor concentracion de polimero.

El crecimiento celular mostré un comportamiento exponencial similar en ambas
superficies (plastico control y quitosano) en funcion del tiempo detectandose el retraso celular
en las primeras 24-48 horas de incubacién celular. Se encontré un tiempo de duplicacién de la
tasa celular menor en las células en contacto con los filmes de polimero

Para evaluar la causa de este retraso se estudio de forma mas detallada la etapa inicial
de adhesion celular, obteniéndose que tras 4 horas (tiempo minimo donde se las interacciones
entre células y soporte se vuelven estables) no existian diferencias significativas entre ambas
superficies. Al contrario de lo observado en el proceso de proliferacidn celular, los quitosanos
no mostraron diferencias significativas entre ellos, siendo el Mw un pardmetro de menor
influencia en este proceso celular.

La concentracién de polimero si ejerce un efecto patente en adhesién celular,
observdndose que se alcanzan mayores niveles de adhesion al emplear mayores
concentraciones de polimero en el filme. Este hecho se encuentra intimamente relacionado

con las caracteristicas superficiales del filme, obteniéndose niveles de adhesién celular
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superiores sobre las superficies de mayor concentracidn, las cuales presentan mayor
rugosidad.

La adhesidn celular en filmes de quitosano mostré que el nimero de células adheridas
en el proceso inicial es igual en las diferentes superficies (PC y quitosano) empleando elevadas
concentraciones (1,0%). Este hecho indica que el retraso en la proliferacién celular se localiza
en una adhesidn intermedia (en las etapas de aplanamiento y extension) retrasando la
adhesion completa de toda la superficie celular con el filme.

No obstante cuando trabaja con filmes activados con rhBMP-2 se observa que el efecto
de la proteina incluida en los filmes predomina sobre el efecto que el filme de quitosano
genera per se en el comportamiento celular, aumentando asi los niveles de adhesién y
proliferacién celular y homogenizando los niveles de proliferacion celular de los diferentes
quitosanos.

Aunque todos los filmes activados presentaron mayores niveles de proliferacion
celular a 4 dias de cultivo, este incremento fue mas llamativo en aquellos quitosanos (de
elevado Mw) que presentaron menores niveles de proliferacion celular en ausencia de
proteina. Estos mismos quitosanos a una misma concentracién de polimero conllevan mayor
espesor y rugosidad, parametros que influyen directamente sobre la liberacién y retencion de
la proteina y sobre las interacciones entre célula y polimero, favoreciendo los procesos
celulares.

La adhesidn celular se encuentra favorecida en todas sus etapas por la presenciad de
rhBMP-2 en el filme, actuando como una proteina de anclaje en la superficie y agilizando las
siguientes fases de la adhesidn celular. Los filmes sin proteina, sin embargo, mostraron la
formacion de agrupamientos celulares, relacionados con el Mw y el DD del quitosano.

Para finalizar las observaciones realizadas en estos experimentos, sefialar que los
filmes cargados con diferentes cantidades de proteina presentaron resultados similares de
proliferacidn celular entre quitosanos y con el plastico control a los 4 dias, incluso llegandose a
observar el levantamiento de la monocapa celular. Altas dosis de rhBMP-2 en el filme pueden

no ser favorables para los procesos de proliferacién celular.
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5. LIBERACION DE LA PROTEINA rhBMP-2 DESDE FILMES DE QUITOSANO

La evaluacidn in vitro de la liberacion de rhBMP2 desde filmes de quitosano se realizd
mediante dos aproximaciones experimentales, que tienen por objeto el determinar tanto la
proteina liberada al medio de cultivo (DMEM completo, pH 7,4) como la proteina remanente
en el filme.

Para poder realizar estas determinaciones se optd por poner en contacto los filmes
activados con rhBMP-2 con DMEM completo a 37 °C. A tiempos seleccionados se retir6 a4 °Cy
se almacend el medio hasta finalizar el periodo de la liberacion, momento en el que se realizé
tanto la siembra de las células C2C12 sobre las placas usadas en la liberacidn (para determinar
la proteina remanente en los filmes) como sobre placas de cultivos celulares estandar a las que
se afiadieron los medios de cultivos recogidos y almacenados (para determinar la proteina
liberada). En dichos ensayos se determind el aumento de la actividad ALP inducida en las
células C2C12 a los 4 dias de cultivo, bien por la rhBMP-2 liberada al medio, bien por la
proteina remanente en el filme accesible a las células.

Para analizar los resultados obtenidos en los ensayos de ALP en términos de cantidad
de proteina, es necesario realizar previamente una curva dosis respuesta sobre la misma linea
celular empleada con cantidades afiadidas conocidas de proteina recombinante. En este caso,
se empled un rango de concentraciones amplio que fue desde 0,1 hasta 50 ug de rhBMP-2.

El ajuste de los resultados obtenidos a una curva dosis-respuesta se muestra en la
siguiente figura junto con los niveles de confianza del 95% para el mismo. El valor de r* para el

ajuste obtenido es de 0,988 (Figura 80).
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Figura 80. Representacion del ajuste obtenido de la curva dosis-respuesta de la actividad ALP inducida sobre células

C2C12 por concentraciones conocidas de proteina rhBMP-2.
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Es importante mencionar que para realizar el ajuste anterior, fue necesario eliminar el
dato obtenido con 50 pg de rhBMP-2 debido a que el valor de Abs,gs (del orden de 1,2) refleja
el hecho conocido de que dosis muy elevadas de rhBMP2 pueden inhibir la produccién de ALP
(Liu et al., 2010).

Se realizaron adicionalmente diferentes test para controlar la normalidad de los
residuales obtenidos (Shapiro-Wilk y D'Agostino & Pearson) asi como test para la adecuacion
de los datos al modelo, obteniéndose resultados positivos en todos los casos.

La curva obtenida nos permitié transformar los valores de Abs,ys determinados en los
diferentes experimentos en microgramos de proteina liberados al medio o remanentes en el
filme, segun sea el caso. Se realizaron experimentos con distintos objetivos:

e Evaluar la influencia en la liberacién de la proteina de la carga inicial de la misma
presente en el filme.

e Evaluar la influencia en la liberaciéon de la proteina de la concentracion del filme
portador.

e Evaluar la influencia en la liberacidn de la proteina en funcidn del quitosano empleado.

Dado que el numero de variables presentes en los estudios enumerados
anteriormente es muy grande, en cada uno de ellos fue necesario seleccionar como constantes
algunas de las variables implicadas en la descripcion del sistema, sobre todo si tenemos en
cuenta el elevado numero de puntos temporales estudiados (1, 2,4,8y 16 horasy 1, 2, 3,4, 5,

6 y 7 dias de liberacion, por triplicado cada uno de ellos).

5.1. LIBERACION EN FUNCION DE LA CONCENTRACION DE PROTEINA

Para los estudios basados en variables cuantitativas (carga inicial de proteina en el
filme y concentracién del quitosano empleado en su formacién) se eligio el quitosano Q11
como quitosano objetivo. Se selecciond este quitosano por su facilidad (relativa) para la
manipulacién de disoluciones concentradas, por su adecuado DD y dangulo de contacto & y por
ser muy similar al Q12 de elevado DD.

Los medios recogidos del ensayo de liberacion, que estuvieron en contacto con filmes
de Q11 (0,25%) preparados con cinco concentraciones diferentes de rhBMP-2 (5, 10, 20, 50 y
100 pg de rhBMP-2) y la proteina retenida en los filmes tras los 7 dias de liberacién, se

presentan en las Figuras 81 a 84.
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Figura 81. Cantidad de rhBMP-2 liberada desde filmes (Q11-0,25%) cargados con proteina (5 pg) y cantidad de

proteina retenida por los mismos, no liberada, en funcion del tiempo.

Esta grafica muestra de forma evidente los problemas que presenta este método a
pesar de la coherencia, en lineas generales, de los resultados obtenidos tanto para la proteina
retenida en el filme como proteina liberada al medio de cultivo con la que ha estado en
contacto dicho filme.

Asi, por ejemplo, para la liberacidn a 1 hora, el valor interpolado de la Abs,gs obtenida
en el ensayo de ALP indica que quedan mds de 6 pg de proteina en el filme, hecho
contradictorio con la carga inicial de proteina del mismo.

Este tipo de situaciones apareceran en muchos de los resultados obtenidos por lo que
se van a explicar a continuacién. La variacion de Abs,ys producida por la rhBMP-2, una vez
restado el blanco, como se muestra en la Figura 80 presenta poca exactitud para cantidades
superiores a 3 pg de proteina. En dicha zona de saturacidon, los valores Abs,ys estan
practicamente fuera del limite de sensibilidad del detector y aun diluyendo diez veces los
mismos practicamente no se obtiene variacién entre 2 y 10 ug de proteina (Abs,gs en torno a 1
para todos ellos). Este hecho implica que pequefas variaciones en los valores de Abssgs
obtenidos hacen que se puedan obtener valores diferentes de los existentes realmente, no
solo debidas al pipeteo sino también a la presencia de restos de membrana en el lisado celular
(Bethesda, 2009). De hecho, como veremos a lo largo de esta exposiciéon y discusion de
resultados, va a ser dificil distinguir diferencias entre los filmes por encima de 10 pg de carga
inicial de proteina.

El otro extremo de la curva dosis-respuesta presenta problemas similares, pero
opuestos, que aparecen en los medios de liberacidn. Los valores de Abs,gs obtenidos para dosis
de 0,1 a 0,7 ug de rhBMP-2 en el medio de cultivo varian en sdlo 0,1 unidades de Abs 45, por lo

que sera dificil distinguir cantidades por debajo de 500 ng de proteina presentes en el medio
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de liberacion.

Aunque los hechos mencionados anteriormente proporcionan un caracter
semicuantitativo a estos estudios, el analisis estadistico de los resultados y la coherencia
interna de lo obtenido comparativamente entre filmes y medios de liberacion permiten
extraer conclusiones interesantes, que seran objeto de futuros trabajos.

De vuelta a los resultados mostrados en la Figura 81, correspondientes a los filmes con
una carga inicial de 5 pg, observamos que en el caso de proteina remanente en el filme existe
un comportamiento realmente complejo. Parece existir una disminucién inicial de la proteina
en el filme, debido al contacto con el medio de liberacion, durante las primeras 24 horas, para
a continuacion, experimentar un aumento de ésta en la superficie del filme hasta las 48-72
horas.

Este comportamiento se puede apreciar solo en este caso, debido a que presenta
menor carga inicial de proteina observandose, a tiempos largos, la deplecion total o casi total
de la misma.

Aunque no ha sido posible establecer de forma cuantitativa un modelo cinético que
ajuste de forma global estos datos, se puede proporcionar una explicacién cualitativa a los
mismos, si se tiene en cuenta que los valores de Abs,s observados en este tipo de
experimento responden (no a la proteina total en el filme), a la proteina presente en el mismo
accesible a las células sembradas sobre él.

En este sentido los puntos temporales iniciales, muy préximos entre si, reflejan el
hecho de que no se ha dado tiempo a reponer la proteina superficial liberada al medio con
proteina existente en capas internas del filme. Cuando el intervalo temporal entre retiradas
consecutivas de medio de cultivo aumenta de 8 a 24 horas, el reservorio en el interior del filme
es capaz de suplir en la superficie del mismo la proteina liberada. Pasadas las 72 horas no
existe una cantidad suficiente de proteina en todo el filme para reponer la proteina retirada
con el medio, por lo que en intervalos sucesivos se observa una disminucién progresiva de la
proteina remanente en la superficie del filme, de forma que a los 7 dias de liberacion
obtenemos que la proteina remanente es de unos 0,3 g solamente (véase la Figura 81).

Estos resultados son coincidentes, a grandes rasgos, con los obtenidos en los medios
de liberacién. Se puede observar en ambas gréficas que, a partir de las 48-72 horas se produce
tanto una disminucidn sistematica de la proteina remanente en el filme como un aumento
sistematico de la proteina liberada al medio. Los resultados obtenidos indican que en las
primeras 48 horas, sdlo se ha liberado entre 1y 1,5 ug de proteina al medio de cultivo inicial, al

mismo tiempo que la cantidad remanente en el filme disminuye aproximadamente en 1 ug.
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La falta de datos que se observa en las primeras 24 horas con respecto a la proteina
liberada al medio (sdlo estan los puntos correspondientes a las 2 y a las 24 horas), se debe al
hecho ya indicado en la discusién sobre la curva dosis repuesta empleada en la determinacion
de los microgramos de proteina presentes. En ella no existen diferencias apreciables en la
absorbancia obtenida entre 100 y 300 ng de proteina. Ademas el ajuste realizado fuerza a
asignar un valor de 0,95-1,0 + 0,4 ug a estos valores de tiempo, estando probablemente los
mismos algo sobreestimados.

A tiempos largos se observa un valor creciente de la cantidad de proteina presente en
el medio hasta alcanzar un valor maximo de 3,5 + 0,5 ug de proteina total en el medio de
cultivo.

Si comparamos las graficas anteriores, obtenidas para una carga de 5 pug de rhBMP-2,
con las obtenidas para una carga de 10 pug (o mayores) de la misma proteina se pueden
observar algunas diferencias importantes (Figura 82).

En referencia a la cantidad de proteina remanente en el filme en funcién del tiempo,
en la gréfica de 5 ug es evidente que a tiempos largos (7 dias), dicha carga es practicamente
nula, incapaz al menos de inducir actividad fosfatasa alcalina en las células sembradas sobre
dichos filmes. En cambio, la grafica correspondiente al filme de 10 ug muestra que incluso a
esos tiempos (7 dias) queda remanente en el filme una cantidad importante de proteina, en
algo mas de un 60% de la cantidad inicial, tal como se obtiene de la curva dosis-respuesta de la
gue hemos interpolado los datos.

Por otra parte, los resultados obtenidos de proteina liberada al medio de cultivo son
coherentes, en ambas dosis, con los mencionados para la proteina retenida. Asi, en el filme de
5 ug existe un aumento continuado de la liberacién de proteina al medio, alcanzandose
practicamente los 5 pg iniciales, teniendo en cuenta el error experimental existente tanto en la
toma de datos como en la interpolacion realizada, al cabo de 72 horas. En cualquier caso,
dentro del error experimental como indicamos, la suma de proteina liberada y proteina
remanente esta comprendida entre 4-5,5 ug para todos los tiempos.

En el caso de 10 pg de carga en el filme, de nuevo el comportamiento de proteina
remanente es coherente con el de proteina liberada. La disminucidn inicial a tiempos cortos de
la proteina presente en el filme concuerda con el aumento inicial, a tiempos cortos también,
de la proteina liberada al medio, detectada por el aumento de actividad ALP de las células
incubadas con éste

Sin embargo a tiempos superiores a 48 horas parece que se alcanza unos niveles
estacionarios en ambas graficas, observandose quizas una ligera tendencia a la disminucién de

los valores presentes en el filme a partir de las 96 horas, mientras que los niveles de proteina
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liberada al medio se mantienen estables.
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Figura 82. Cantidad de rhBMP-2 liberada desde filmes (Q11-0,25%) cargados con proteina (10 ug) y cantidad de

proteina retenida por los mismos, no liberada, en funcion del tiempo.

Sin embargo, la suma de las cantidades de proteina presente en ambos medios (filme y
medio de cultivo) estd comprendida entre 11y 14 ug.

Como se puede observar existe una discrepancia entre los valores de carga inicial de
proteina en el filme y los valores obtenidos de la misma en los dos sistemas, filmes y medios.
Una posible causa podria ser que no se llega a determinar toda la proteina presente en el
filme, parte no se encuentra en contacto directo con la células sembradas aunque también hay
qgue considerar, observando los valores obtenidos, las limitaciones existentes ya sefialadas en
el método de determinacién de la proteina remanente o liberada.

Si se observa la curva dosis-respuesta mostrada en la Figura 80, la seial producida por
cantidades importantes de proteina es practicamente la misma, independientemente de la
cantidad inicial existente en el filme como en el medio de liberacién. Un aumento en la
cantidad de proteina presente en el medio no se traduce en una mayor actividad ALP por parte
de las células, ya que una vez activados todos los receptores celulares existentes, el exceso de
proteina no conduce un efecto mayor, incluso, como se ha mencionados anteriormente,
puede inhibirse la misma, de ahi que las cantidades de proteina detectadas en filmes y en los
medios no coincidan.

Por otra parte, incluso aunque se produjera dicho aumento, la sensibilidad del
instrumento no es capaz de detectarla, pues los valores de Absss son tan elevados que el
detector estd saturado y sélo diluciones muy grandes de la muestra, con su error asociado,

pueden dar alguna indicacién.
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El problema, por tanto, es de dificil solucidn, pues en el caso de diluir se pierde la sefial
correspondiente a los valores mads bajos de proteina, al igualarse al fondo, y sélo tendremos
pues, valores aproximados en uno u otro rango de concentraciones.

Los analisis empleando diluciones se han efectuado para algunos de los experimentos
realizados, pero no han aportado una mayor clarificacion de los resultados pues la desviacion
estdandar de los resultados aumenta en gran medida, hecho debido tanto a la mayor
manipulacién experimental, como a la posibilidad de tomar muestras mas o menos
enriquecidas en ALP, ya que ésta se puede concentrar en las membranas lisadas y una mayor
proporcién de membrana en una muestra que en su réplica produce resultados muy diferentes
en estas diluciones como ya se sefialdé anteriormente.

Resultados similares a los ya descritos se producen cuando la carga del filme es aun
mayor (20, 50 y 100 ug de rhBMP-2), aunque no obstante se pueden sacar algunas
conclusiones que corroboran la explicacién cualitativa proporcionada inicialmente (véase
Figura 83).

Por ejemplo, la bajada inicial presente en el filme de 5 pg y aun visible en el de 10 ug,
deja de existir para cargas mayores, donde se obtiene practicamente una linea.

A medida que aumenta la carga de proteina inicial presente en los filmes, los
resultados que se obtienen varian de forma concordante a la ya descrita. Si ésta es
suficientemente grande no se observan diferencias en funcidn del tiempo de liberacion con
respecto a la actividad observada en los filmes, pues siempre queda suficiente proteina para
obtener el maximo de actividad, que segun indican los resultados obtenidos para 20, 50 y 100
ug es de unos 15 pg aproximadamente.

En cambio, si se observa alguna diferencia en los comportamientos derivados de los
medios de liberaciéon, aumentando considerablemente la proteina liberada a tiempo 1 hora
con respecto a los valores de 10 ug, pasando de 1-2 ug en éste a unos 4 ug para carga de 20 ug
y siendo de 5-6 pg para las cargas superiores de 50 y 100 ug. En estos dos ultimos casos se
obtiene también en tiempos superiores los valores de liberacién de 15 pg, similares a los de
remanencia en el filme. Este hecho nos indica claramente que no podemos distinguir valores

superiores a éstos en las condiciones empleadas.
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Figura 83. Cantidad de rhBMP-2 liberada desde filmes (Q11-0,25%) cargados con proteina (A: 20 ug; B: 50 ug; C: 100

ug) y cantidad de proteina retenida por los mismos (no liberada) en funcion del tiempo.

Aparte de las limitaciones ya sefialadas, una representacién de los valores de proteina,

interpolados a partir de la curva dosis respuesta, para el medio en contacto con los filmes en

funcién del tiempo, proporciona informacién relevante para el proceso. Tal representacion se

ofrece en la Figura 84.
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Figura 84. Representacion de los ajustes de liberacion de rhBMP-2 presente en los medios de liberacidn para todas

las cargas iniciales de proteina en los filmes (5, 10, 20, 50 y 100 pg).

En ella se han ajustado los puntos experimentales a una ecuacién del tipo:

Y=YO0 + (Plateau-Y0)*(1-e™™)

en la que se asume que a tiempo cero ya existe una liberacién de proteina. Aunque el menor
dato que disponemos corresponde a tiempo 1 hora, tal suposicidn es plausible puesto que el
proceso de hinchamiento y liberacidn inicial ocurre en menos de 1 minuto, como se ha visto
anteriormente. El valor de r? para los diferentes ajustes oscila entre 0,76 y 0,94 para el valor de
carga inicial de 20 y 10 ug respectivamente.

En este punto se debe hacer un par de matizaciones. Aunque el ajuste realizado para la
carga inicial de 5 pg presenta un r* de 0,88 para este modelo, una comparacion de ajustes
entre dicho modelo y uno lineal lleva a la conclusién con mds de un 95% de confianza de que
no se puede rechazar el modelo lineal, siendo éste el preferido. Este hecho concuerda con el
que esta carga inicial de 5 pg, es la Unica que se libera completamente durante el tiempo de
estudio determinado. En el resto de casos el modelo expuesto es el seleccionado como mejor
ajuste frente a otros alternativos.

El segundo punto a sefialar es que en el ajuste realizado para una carga de 100 ug se
han eliminado los datos correspondientes a tiempos altos (superiores a 96 horas). Esta
decision se tomd porque en la actividad ALP determinada a través de la Abs,gs se producia un
fuerte descenso de ésta como consecuencia del hecho ya sefialado de efectos inhibitorios
producidos por la proteina cuando estd presente en grandes cantidades, como se ha indicado

en la curva dosis-respuesta (Liu et al., 2010; Lo et al., 2012). La inclusién de estos puntos en el
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analisis nos llevaria a la conclusién de una disminucion de la proteina liberada con el tiempo de
exposicién al medio de liberacidn, algo ilogico. La consecuencia de esta supresion es también
que los parametros cinéticos que se determinen estan alterados, pues no se ha llegado en
realidad al plateau supuesto en la ecuacion.

En el fondo este hecho también afecta, aunque de forma menos evidente, al andlisis
correspondiente a la curva de 50 pg, pues los valores correspondientes a la meseta final estan
limitados por la sensibilidad del instrumento, y éste no es capaz de determinar de forma
precisa valores de actividad ALP correspondientes a mas de 15-20 ug de proteina.

No obstante lo anterior, y teniendo en cuenta que se deben tomar con cierta
precaucion los resultados, existe una interesante variacidon del tiempo de vida media obtenido

de los ajustes anteriores. En la Figura 85 se representa éstos para las cargas superiores a 5 pg.

30+
Figura 85. Representacidon de la
20+
vida media (ti/z) en funcién de la
carga inicial en el filme (excepto
10+
para filmes con 5 pg).
0 L] L] L] L] L] L}
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carga inicial (ung de rhBMP-2)

La variacion que presenta dicho tj/zcon la cantidad inicial de proteina (con la

concentracién inicial de la misma, pues al fin y al cabo el espesor del filme es idéntico en

todos), indica que no se trata de un proceso cinético de orden 1. De hecho en la Figura 86

siguiente se muestra el ajuste de los tj/zz frente a 1/c,, siendo ¢, la carga inicial del filme, junto

con los intervalos de confianza del 95% para la recta ajustada (r* = 0,984).

El hecho anterior nos indica que, con las salvedades ya sefialadas, los datos parecen
mostrar una cinética mds compleja de orden 2 en aquellos casos en los que la cantidad inicial
de proteina presente en el medio es suficiente para mantener la liberacién al medio durante el

intervalo de tiempo estudiado.
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5.2. LIBERACION DE LA PROTEINA EN FUNCION DE LA CONCENTRACION DE QUITOSANO

Una vez observado el comportamiento que presenta un mismo tipo de filmes de
quitosano activado con diferentes concentraciones de proteina, se decidid escoger una de
ellas y emplear diferentes concentraciones de quitosano para estudiar en profundidad el
efecto de la cantidad de quitosano en la liberacién del factor.

Se escogié 10 pug como concentracién de proteina a incluir en los filmes, la maxima
concentracién de rhBMP-2 que entra dentro del rango de medida de la curva de dosis
respuesta, pues como hemos indicado en el aparato anterior, el método no permite distinguir
cantidades superiores a 15 ug e incluso podriamos decir que 10 ug se encuentra en el limite
superior de deteccioén.

La comparacion de las graficas correspondientes a la cantidad de proteina remanente
en el filme con las obtenidas para los medios de liberacion parece indicar que, en todas ellas, la
cantidad total de proteina obtenida a tiempos grandes (mayores de 48-72 horas), es decir, la
suma de la proteina estimada remanente en los filmes y la presente en los medios, es de unos
11-14 pg. Lo que si es claro es que un porcentaje importante de la misma queda retenida en el
filme.

La cantidad retenida en el filme parece que disminuye al aumentar la concentraciéon
del mismo, es decir, parece que para filmes preparados con soluciones de quitosano de 0,1% y
0,25% se retienen aproximadamente un 90-80% de la proteina inicial puesta, mientras que en
los del 0,5% y 0,75% retienen un 70-75% de la proteina y finalmente los del 1,0% sélo retienen
como maximo un 60% de ésta. Es decir, como hemos dicho, la capacidad de liberacion de esta
proteina deberia aumentar al aumentar la concentracién del filme.

Por otra parte, esto estd en franca contradiccidén con los resultados obtenidos para las

cantidades de proteina presente en los medios de liberacién puestos en contacto con los
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filmes, donde se observa que las proteina liberada es de un 60% para los filmes de 0,1y 0,25%,
aproximadamente un 50-45% para los de 0,5 y 0,75% respectivamente y de sélo un 40% para
los filmes del 1,0% (Figura 87).

Creemos que esta contradiccidn es sélo aparente. Parece que con una misma cantidad
de proteina en todos los filmes (10 pg) las condiciones iniciales son las mismas para todos,
pues estamos acostumbrados a pensar en los filmes como algo bidimensional, donde la
densidad de proteina/cm? es la misma en todos ellos. Si razonamos de esta forma esta claro

gue no puede retenerse mas en el filme del 0,1% que en el del 1,0%.
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Figura 87. Cantidad de proteina retenida en los filmes de quitosano Q11, cargados inicialmente con 10 ug y

preparados con diferentes concentraciones de polimero (A: 0,25% y B: 1,0%).

El error radica en atribuir a los filmes esa caracteristica bidimensional exclusiva. En
realidad, los filmes son tridimensionales, tienen un cierto volumen dado por el espesor del
mismo, y éste depende fuertemente de la concentracion del quitosano empleado. Este
volumen es 10 veces mayor para los filmes del 1,0% que para los del 0,1%, lo que indica que la
concentracién volumétrica, y por tanto la superficial, en los filmes del 0,1% es de 10 veces
mayor que la existente en los del 1,0%.

Hay que tener en cuenta que la cantidad de proteina que se determina es de forma
indirecta, es decir, sembramos células sobre la superficie, y las células se activan dependiendo
de la cantidad de proteina que se encuentran en ella. La mayor densidad de proteina hace que
se produzcan mayores niveles de activacion en la superficie de los filmes del 0,1% que en los
del 1,0%, y se debe tener en cuenta que la curva dosis-respuesta es una curva sigmoidal, por lo
gue pequeias variaciones en la zona sigmoide producen grandes cambios en la respuesta. Es
decir, la contradiccidén aparente tiene su explicacion en la mayor densidad superficial en los

filmes de menor concentracidn, que hace que sobreestimemos la cantidad total retenida en
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los mismos.

Si analizamos a continuacion los resultados obtenidos a partir de la cantidad de
proteina existente en los medios de liberacién, nos encontramos con resultados inicialmente
mucho mas coherentes. En la Figura 88 mostramos los resultados obtenidos para los

diferentes espesores del Q11 estudiados en este apartado.
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Figura 88. Cantidad de proteina determinada en los medios de liberacién en funcion del tiempo con filmes

preparados con diferentes concentraciones de polimero pero la misma carga de proteina (10 ug).

Se puede observar a simple vista en esta grafica que los mayores niveles de liberacidn,
y las cinéticas mas rdpidas para las mismas, corresponden a los filmes de menores
concentraciones de quitosano, disminuyendo estos niveles y siendo la cinética mas lenta a
medida que aumenta el espesor del mismo.

Se realizé un ajuste no lineal de los datos al mismo modelo empleado en el apartado

precedente, obteniéndose valores de r* comprendidos entre 0,87 y 0,93 para todos los casos.

Los valores de t]/2 determinados para las diferentes concentraciones de quitosano en los

filmes se presentan en la Tabla 10.

Tabla 10. Valores de t1/2 obtenidos de la cinéticas de liberacién para cada una de las concentraciones de polimero

empleadas en los filmes.

Concentracion (%) 0,1 0,25 0,5 0,75 1,0

t]/2 11,28 14,36 25,86 30,84 47,84
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Como se puede ver, el espesor del filme influye de forma notable sobre el tiempo de
vida media del proceso, asi, los 10 ug de proteina se reducen a la mitad en unas 11-12 horas
cuando el filme tiene una concentracion de polimero del 0,1%, mientras que esa misma
reduccion en el filme del 1,0% necesita unos dos dias aproximadamente. Este resultado
creemos que puede tener una notable implicacion préctica en los desarrollos necesarios para
las aplicaciones buscadas.

Por otra parte, la dependencia del t;, con la concentracién es, en el fondo, una
dependencia del mismo con la concentracion efectiva, como se ha indicado al discutir los
resultados obtenidos en el estudio precedente de la proteina retenida en los filmes. Si
calculamos las concentraciones efectivas de proteina en cada uno de los filmes precedentes,
empleando para ello el valor de espesor (Figura 37-A) y representamos graficamente el tiempo

de vida media en funcién de la concentracién inicial de polimero en los filmes obtenemos la

Figura 89-A.
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Figura 89. A) Representacion del tl/z frente a las concentraciones efectivas de proteina para los filmes obtenidos

con diferentes cantidades de polimero y misma carga de proteina (10 pug). B) Ajuste lineal del t1/2 VS lainversa de la

concentracidn inicial efectiva en cada filme.

La variaci6n existente en los valores de t,, con la concentracién efectiva indica que el

proceso global no se corresponde estrictamente a una cinética de primer orden. Por lo tanto,
realizando una representacion del t,,frente a la inversa de la concentracién efectiva se
observa una relacién lineal entre ambas variables, con un r* = 0,963, como se muestra en la

Figura 89-B. Estos resultados indican por lo tanto que los datos experimentales son

compatibles con una cinética de segundo orden.
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5.3. INFLUENCIA DE LAS CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DEL QUITOSANO

Una vez estudiada la liberacion en DMEM (a pH neutro) desde filmes de un mismo
quitosano con diferentes concentraciones de polimero y proteina, se decidié evaluar la
influencia de los diferentes factores fisicoquimicos de los quitosanos en el proceso de
liberacion de la rhBMP-2 al medio.

Para ello se estudié de la liberacién de la rhBMP2 empleando cinco quitosanos que
diferian en sus valores de Mw y DD (y que mostraban perfiles de degradacién in vitro
diferentes).

En este estudio se emplearon los quitosanos Q1, Q4, Q9, Q11 y Q12 como
representantes de los grupos de quitosanos ya establecidos. Los filmes fueron preparados al
0,25% con una concentracién de rhBMP-2 de 20 pg/filme para poder observar mas claramente
la actividad ALP.

Los valores de rugosidad y espesor de los filmes son similares para todos ellos ya que
estan preparados a bajas concentraciones de polimero, siendo Sa menor de 300 nm vy el
espesor de 2 um.

En la Figura 90 se muestra el comportamiento de dos quitosanos Q1 y Q4, con mayor y
el menor Mw respectivamente. Como se puede ver los resultados son muy similares a los
descritos previamente. Se produce una bajada inicial de la proteina remanente en el filme, o

en la superficie del filme siendo mdas precisos, y accesible a las células sembradas sobre el

mismo.
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Figura 90. Cantidad de proteina remanente en los filmes de dos quitosanos (Q1 y Q4 al 0,25%) y con la misma

cantidad de proteina inicial (20 ug).
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Esta disminucion se produce en los periodos de tiempo iniciales hasta las 24 horas
aproximadamente, observandose a continuacidon un aumento de la actividad ALP detectada, lo
que implica también un aumento en la cantidad de proteina superficial. En este apartado,
como en los precedentes, se aplican las mismas precisiones realizadas sobre la interpolacion
de la Abs,gs en la curva dosis-respuesta.

Un hecho llamativo en los resultados es que el nivel de disminucion de la proteina
remanente en las primeras 24 horas depende del quitosano empleado. Esto se puede observar
en la Figura 91 siguiente, donde se muestra una ampliacién de esa zona temporal junto con los

ajustes correspondientes a una caida exponencial de una fase.
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Figura 91. Cantidad de proteina rhBMP-2 presente en los filmes durante las primeras 24h de los quitosanos (0,25%)

y cargados con la misma cantidad de proteina (20 pg).

Aunque los coeficientes de correlacion r* de los ajustes obtenidos estan comprendidos
entre 0,45 y 0,62, los test de replicados para detectar la falta de ajuste dan como resultado la
adecuacion del modelo a los datos experimentales.

Un hecho interesante en el ajuste realizado radica en los contrastes de hipédtesis
posteriores donde se testea la hipdtesis nula “todas las curvas pueden compartir el mismo
plateau frente a que cada quitosano presenta un valor final diferente en estos tiempos,
obteniéndose como resultado con nivel del 99% de confianza el rechazo de la hipétesis nula. Si
se analiza con mds detalle estos resultados, se encuentra que éste parametro es el unico que
impide ajustar una curva global, las hipdtesis similares acerca de Y, 0 acerca de K proporcionan
el no rechazo de las correspondientes hipdtesis nulas “Y, es global” o “K es global”. Aunque no
se pueden sacar conclusiones seguras acerca de los datos, si es importante seialar que parece

existir diferencias en cuanto a la liberacién producida por los distintos tipos de filmes.
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Finalmente, existe una gran diferencia en el comportamiento de dos quitosanos
practicamente idénticos en cuanto a sus propiedades fisicoquimicas excepto en el grado de
desacetilacién, Q11 y Q12, que presentan la mayor diferencia entre los niveles del plateau de
los diferentes quitosanos estudiados, segln se observa en la Figura 91 ya presentada. No
obstante estos hechos se habran de interpretar mas correctamente con los resultados de los
medios de liberacién, que abordamos a continuacion.

Observando los medios de liberacion a partir de diferentes tipos de quitosanos,
destaca de forma llamativa la liberacion casi total e inmediata de la proteina contenida en el
filme de Q1. Examinando los datos (Figura 92) se observa que practicamente desde la primera
hora de contacto la cantidad liberada permanece constante. El valor exacto es dificil de
determinar. En este caso se han hecho diferentes determinaciones, usando tanto los datos
originales como los obtenidos al diluir cuatro veces. En ambos casos se obtuvieron
practicamente lineas horizontales, pero correspondientes a diferentes valores de cantidad de

proteina.
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Figura 92. Determinacion de la cantidad de proteina liberada en los medios con filmes de quitosano Q1 (0,25%)
cargados con 20 pg de factor. Debido a la saturacion del detector y a las limitaciones de la técnica, se muestra a

modo de ejemplo, los valores obtenidos al diluir cuatro veces los mismos

El hecho es que practicamente no se detecta un aumento de la cantidad de proteina
con el tiempo de contacto del medio con el filme, liberdandose ademas gran cantidad de
proteina, al menos por encima de 10 ug de rhBMP-2. También los resultados de los filmes de
Q1 muestran una rapida liberacién, habiéndose alcanzado en 8 horas el valor limite del plateau
de la disminucidn inicial. Estos dos hechos indican que existe una liberacién muy rapida en este
quitosano, y la liberacion de una gran cantidad de proteina, que es imposible cuantificar de
forma exacta con este método, al menos cuando la cantidad estd en el limite superior de la

curva dosis-respuesta, tanto mdas cuanto mds elevada sea la dosis liberada.
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De los tres grupos en los que se han clasificado los quitosanos el primero,
representado por el Ql, corresponde a quitosanos de elevado Mw, donde el nimero de
cadenas constituyentes del filme es menor que en los otros casos. Por lo tanto, la liberacién de
la proteina tiene lugar mediante una cinética demasiado rdpida para su determinacién con
esta metodologia.

De forma cualitativa los valores medidos para el resto de quitosanos coinciden con lo
descrito para los filmes. En estos casos si se observa una cinética de liberacién coherente
durante toda la duracion del experimento siendo los ajustes considerablemente mejores (r’
entre 0,86 y 0,92). Es interesante sefialar que los datos experimentales se sitlan en el entorno
de 5 pg de proteina, donde los errores cometidos en las interpolaciones son menores (Véase la

Tabla 11).

Tabla 11. Parametros obtenidos de los ajustes de las cinéticas de liberacidn de la proteina al medio.

Quitosanos Q4 Q9 Qi1 Qil2
Yo 0,147 0,389 0,104 0,101
Plateau 6,78 4,872 4,552. 5,309
K 1,006 0,5203 1,030 0,8693
t]/z 0,6887 1,332 0,66728 0,7973

Como se observa en la Figura 93, las liberaciones presentadas por los quitosanos de
Mw intermedio y bajo (Q4, Q9, Q11 y Q12) son muy similares entre si. De hecho un anlisis

estadistico de los parametros implicados en el ajuste exponencial indica que todos los

quitosanos comparten la misma constante de velocidad, K=0,8673 y '[1/2 de 0,79.

Lo mas llamativo en este andlisis es que los niveles maximos de liberacién alcanzados
son diferentes para cada quitosano, destacando el Q4 como el quitosano que presenta una
mayor liberacion. Por ultimo destacar también la diferencia existente entre el Q11 y el Q12,
guitosanos practicamente idénticos excepto en el DD, siendo la liberacion final mayor en el

caso del Q12
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Figura 93. Cantidad de proteina presente en los medios de liberacién a partir de quitosanos diferentes a una misma

concentracion (0,25 %) y una misma cantidad de proteina (20 pg).

Como resumen de lo expuesto en este apartado final de los estudios in vitro podemos
sefialar lo siguiente:

En los estudios de liberacién se ha determinado la cantidad de proteina liberada a
través de medidas indirectas. La determinacion realizada es la medida de la actividad ALP
inducida en la linea celular C2C12 por accidn de la rhBMP-2, de forma que todas las cantidades
de proteina liberada se han obtenido a través de una interpolacidn en la curva dosis respuesta
de las células a esta proteina.

Se ha evaluado tanto la proteina liberada al medio de cultivo como la retenida en los
filmes a través de esta metodologia, obteniéndose Unicamente informacién cuantitativa de la
proteina liberada al medio. Una conclusion general que se obtiene independientemente del
experimento realizado es que la actividad de la proteina se mantiene activa durante todo el
tiempo de experimento (realizado a 37°C).

En todos los casos se pudo ajustar la liberacion a un proceso exponencial, de una sola
constante de tiempo, en el caso de menor dosis de proteina, los datos también son
compatibles con un proceso lineal (5 pg). Parece que la liberacidn inicial, efecto “burst”, es
fuertemente dependiente de la carga del filme.

Una conclusion general que se obtiene independientemente del experimento realizado
es que la actividad de la proteina incluida en los filmes se mantiene activa durante todo el

tiempo de experimento (realizado a 37°C durante de 11 dias).

Una representacién del t]/2 con la carga inicial indica que no se trata de un proceso

cinético de orden uno, de hecho los datos son compatibles con una cinética de liberacién de
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segundo orden, ya que una representacion del tiempo de vida media frente al inverso de la
carga inicial se ajusta a una linea recta.

Cuando se analiza la liberaciéon de la proteina con una carga inicial constante pero
distintas concentraciones de filmes, se observa que independientemente de la concentracion
se puede ajustar de la misma forma que en el caso anterior a una liberacidon exponencial de
una sola constante de tiempo (K).

Si calculamos la concentracion efectiva de proteina para cada una de las
concentraciones de quitosano, y se representa el tiempo de vida media obtenido en el analisis
anterior frente a la inversa de esta concentracion efectiva, se obtiene de nuevo una relacién
lineal indicando que los datos son compatibles con una cinética de segundo orden.

Cuando se utilizan quitosanos de distintas naturaleza con la misma carga inicial, todas
las cinéticas de liberacion se ajustan a una exponencial de una constante de tiempo, excepto
en quitosanos de Mw alto (Q1) donde la liberacién es extremadamente rdpida.

A pesar de la incertidumbre en los datos de liberacién de los distintos quitosanos de

Mw intermedio y bajo, y la similitud de los espesores de todos los filmes, el ajuste conjunto

indica que comparten la misma constante de velocidad y por lo tanto el mismo valor t]/2 .

6. CARACTERISTICAS BIOLOGICAS DE LOS FILMES: ESTUDIOS IN VIVO

La degradacidn in vivo de los filmes de quitosano cursa con la convergencia de dos
procesos descritos anteriormente para los ensayos in vitro. Por una parte tiene lugar un
proceso de redisolucién y degradacién en medio 4cido, ya que en los estadios tempranos de la
curacion de una herida existe un proceso inflamatorio, de duracién variable en funcién del
tejido dafiado y del tamafio del defecto. Dicha inflamacidn trascurre en condiciones de hipoxia,
lo que se traduce en valores de pH ligeramente acidos (Liu et al., 2004; Freier et al., 2005).

Por otra parte, existe un proceso de degradacion enzimatica favorecido por la fase
inflamatoria anteriormente sefialada, en el que participan numerosos tipos celulares como
células polimorfonucleares, neutréfilos, macréfagos, leucocitos, etc, que producen un
aumento de enzimas lisosdmicas secretadas por las mismas, encargadas de degradar de forma
inespecifica el filme de quitosano.

En este trabajo se han realizado dos aproximaciones diferentes para la caracterizacion
del comportamiento in vivo de los filmes de quitosano desarrollados, tanto en el aspecto de
degradacién per se tras su implantacidn como en el de su uso como agente transportador de la

rhBMP-2.
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Estas aproximaciones las podemos dividir en dos grandes grupos, una de ellas basada
exclusivamente en el andlisis histologico de las muestras retiradas, que constituyen los
experimentos que se describen a continuacién, y otras en las que se ha realizado un
seguimiento no invasivo de los procesos en estudio. En particular se han empleado técnicas de

U-CT o técnicas de marcaje radioactivo con **°|

, para evaluar los procesos relacionados con el
uso de los filmes como transportadores de rhBMP-2, que constituyen los estudios finales de

este trabajo.

6.1. ESTUDIOS HISTOLOGICOS DE LA DEGRADACION DE FILMES Y FORMACION DE HUESO

Los experimentos in vivo preliminares para el estudio de la degradacion de los filmes,
mediante implantacion directa de los mismos en ambos lados de la columna vertebral,
presentaron algunos inconvenientes en su realizacion. El principal radicé en la localizacion
exacta de la muestra y su recuperacion del tejido tras la cirugia.

Para evitar este inconveniente y asegurarse asi la extraccion y recuperacion
Unicamente de la zona muscular con el inserto, se disefiaron bastidores de resina (POM-C) de
uso frecuente en odontologia, biocompatible y no téxica, en los que se colocaban los filmes
previamente a su implantaciéon, lo que facilité enormemente el reconocimiento de la zona
tisular en contacto con los mismos.

No obstante, aunque esta aproximacion resolvid la localizacion y recuperacion de la
muestra, produjo inconvenientes inesperados como se mostrara al comentar los resultados.
Debido a ello se optd, en los estudios posteriores realizados, por una solucién intermedia entre
las dos opciones previas sefialadas. En ella se procede a la implantacién directa de los filmes de
quitosano en la localizacién anatdmica deseada, colocandose un pequefio testigo del material
POM-C que se utiliza para la sefializacidon de la posicién quirdrgica y posterior retirada del
tejido tras el sacrificio del sujeto experimental.

Se han realizado tres tipos de estudios experimentales in vivo de los filmes de
quitosano con técnicas histoldgicas:

e Evaluar la biodegradacién temporal de un filme de quitosano (Q11) a una
concentracidon determinada (0,25%). En este estudio el filme se encontraba insertado
en un bastidor y se analizaron los experimentos a diferentes tiempos post
implantacion (3, 7, 21 y 42 dias) mediante la tincion de HE.

e Evaluar la degradacion de los diferentes quitosanos empleados en esta Memoria (Q1 a

Q12) a una concentracién (0,25%) en un sélo punto temporal (42 dias). Las condiciones
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de colocacion de la muestra y las tinciones realizadas fueron similares a las empleadas
en el estudio anterior.

e Evaluar la actividad osteoinductora de hueso ectépico de los filmes desarrollados
como portadores de rhBMP-2. Se utilizé de nuevo un sdlo tipo de quitosano (Q11-
1,0%) empleando diferentes cantidades de rhBMP-2 (10, 20 y 100 pg) a 21 dias post-
implantacion. Las condiciones de colocacion de las muestras fueron similares a los
anteriores estudios y las tinciones histolégicas empleadas en este caso fueron HE y

TCM (especifica de hueso).

En todos los casos en el momento de la extraccidn y/o recuperacion de las muestras se
realizd un estudio descriptivo sobre el estado de la herida asi como del tejido adyacente.

En general no se encontraron signos de inflamacidn anormales (diferentes delos del
proceso de cicatrizacion normal en este tipo de heridas) ni de rechazo, ni hubo sintomas de
infeccion, presencia de pus o tejido necrosado con los diferentes quitosanos y tiempos
empleados en los distintos estudios.

En todas las cirugias el aspecto de las heridas en las muestras con filmes de quitosano
fue similar al presentado en los controles, ya sea de sélo bastidor o de control quirlrgico (solo
incision y posterior sutura de los diferentes planos quirdrgicos). En la Figura 94 siguiente se
ofrece una imagen del tipo de muestras de tejido obtenidas para su posterior analisis

histolégico.

Figura 94. Imagen que muestra de

L 4 izquierda a derecha, una muestra

v extraida a los 7 dias de tejido muscular
I||lllI,IIlI|I!IIIIIll|IIIIII!II|III||lI|I]I! de rata tras su fijacion en PFA (4%), el
‘ ‘ . . bastidor sin muestra y el tejido a analizar.

6.1.1. Degradacion de un filme en funcion del tiempo

Como hemos indicado previamente se implanté un filme de quitosano Q11 (0,25%) a
ambos lados de la columna vertebral en dos ratas (n=2) y en una de ellas se inserté un bastidor
control, es decir sin filme. Tras tres dias de la cirugia, se sacrificé el animal y se recuperaron las
muestras. Una vez tefiidas y analizadas se pudo observar, como se muestra en la Figura 95, la

presencia casi completa del filme, cuya estructura permanece bastante integra y completa.
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Dicho filme de quitosano no presentaba signos de degradacion ni de integracion en el
tejido. No se observo presencia celular en su superficie ni en su interior, y el tejido adyacente
mostré una diversidad celular similar al control (Figura 95-D) distinguiendo tejido conectivo

laxo, fibras musculares y tejido adiposo.

Figura 95. Tincion de HE de la degradacion del filme de Q11 (0,25%) a los 3 dias de post-cirugia. En rojo se reconoce
la estructura del filme (flecha negra) rodeado de tejido conectivo. Las Imagenes A-C muestran diferentes aumentos

(10x, 20x y 40x) y D es el control (bastidor sin filme, 10x).

Los resultados obtenidos a los 7 dias post-implantacién se ofrecen en la Figura 96.
Como se puede observar, se pudo localizar el filme con suma facilidad, encontrdndose mas
disgregado, fragmentado y disperso por toda la muestra que en el caso anterior. El control
mostré un estado muy similar al presentado en la Figura 95 estando constituido

fundamentalmente por fibras musculares y tejido conjuntivo.
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Figura 96. Tincion de HE de la degradacion del filme de Q11 (0,25%) a los 7 dias de post-cirugia. En rojo se reconoce
la estructura del filme (flecha negra) rodeado de tejido conectivo. Las Imagenes A-C muestran diferentes aumentos

(10x, 20x y 40x) y D es el control (bastidor sin filme, 10x).

A los 21 dias post-cirugia (Figura 97) se observan fragmentos de filme, presentando un
grado de disgregacién-degradacion bastante elevado comparado con los mostrados alos 3y 7
dias. El filme aunque sigue estando presente, muestra una integracién completa con el tejido
adyacente sin observarse de forma evidente, en la inmensa mayoria de los cortes obtenidos,

ningun efecto de aislamiento.
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Figura 97. Tincidn de HE de la degradacion del flme de Q11 (0,25%) a los 21 dias de post-cirugia. En rojo se
reconoce la estructura del filme (flecha negra). Las Imdgenes A-C muestran diferentes aumentos (10x, 20x y 40x) y D

es el control (bastidor sin filme, 10x).

Figura 98. Tincidon de HE de la degradacidn del filme de Q11 (0,25%) a los 42 dias de post-cirugia. En
morado se reconoce la estructura del filme (flecha negra). Las Imagenes A-C muestran diferentes

aumentos (10x, 20x y 40x) y D es el control (bastidor sin filme, 10x).
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Finalmente la Figura 98 muestra los resultados obtenidos tras 6 semanas de
implantacion in vivo. Como se puede observar en ella la presencia del filme se ve muy
reducida, apenas existente, y es dificil de localizar a excepcién de pequeiios fragmentos
totalmente integrados en el tejido.

Un hecho que se observa desde practicamente el inicio del ensayo se muestra en la
Figura 99. En ella se aprecian fragmentos del filme englobados en un espacio vacio rodeado de
tejido conjuntivo mas o menos desorganizado. Este hecho se empieza a observar a partir de los
7 dias y es practicamente inexistente a las 6 semanas. Se observa la evoluciéon temporal del
proceso de aislamiento y degradacién con el tiempo de implantacién de los filmes hasta su

total degradacidn e integracion con el tejido circundante.

Figura 99. Tincién de HE del efecto de aislamiento del filme en funcién del tiempo. La imagen A, B, Cy D
corresponde a 3, 7, 21 y 42 dias tras la operacidn. Las flechas amarillas marcan la distancia del filme al tejido que lo

rodea, disminuyendo hasta los 42 dias donde el filme se muestra integrado con el tejido.

Estudios in vitro realizados en nuestro grupo de trabajo, mostraron que las células
C2C12 sembradas sobre este tipo de filmes sobreexpresan genes relacionados con la respuesta
inmune y la respuesta a un estimulo externo (estimulo quimico, herida o de un cuerpo
extrafio) pudiendo explicar el comportamiento de encapsulacién observado en la figura
anterior (Abarrategi et al., 2009).

Otro elemento a tener en cuenta en este fendmeno es el efecto del propio bastidor de

localizacién que dificulta un contacto inicial adecuado del tejido circundante con el filme de
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quitosano, creandose a tiempos cortos un espacio de aire entre tejido y filme (Figura 100) que

puede aumentar el efecto de aislamiento de los fragmentos de filme.

A B Figura 100. Bastidores retirados tras 3 (A) y 21 dias

#

i

F 4 ; (B) de implantacidn. Es visible la presencia de filme en

\ Z , el bastidor a tiempos cortos (3 dias) y la ausencia de
W e filme pasado los 21 dias post-cirugia.
g

Si resumimos el conjunto de fendmenos observados en la degradacion in vivo de los
filmes de quitosano Q11 (0,25%) a lo largo del tiempo, se tendra que sefialar la existencia de
diferentes procesos concurrentes en el estudio realizado, lo que dificulta parcialmente la
comprension real del mismo. De hecho se puede distinguir 3 fenédmenos diferentes:

e inflamacién de origen quirurgico,
e respuesta inflamatoria de cuerpo extrafio,

e yfragmentacién, degradacion e integracién del filme.

La primera de ellas es algo inherente a la misma cirugia realizada y no suele cursar con
mas de dos tres dias de existencia en este tipo de cirugia, por lo que no produce fendmenos de
encapsulacion como se puede observar en las imagenes.

La respuesta inflamatoria a cuerpo extrafio suele ser comin a muchos de los
diferentes materiales implantados de origen artificial (Tomihata y Ikada, 1997) pues se pone en
contacto al organismo con un material que no ha reconocido como propio a lo largo de la
evolucion. Este es el caso del polimero POM-C empleado, asi como del propio quitosano, que
aun siendo de origen natural no se encuentra presente como tal en los mamiferos.

Ambos biomateriales empleados son biocompatibles, ya que no producen efectos
adversos en las células, sin embargo en el caso del POM-C no se trata de un material
biodegradable y su integracidon en el tejido difiere de la integracidn del biopolimero. Se ha
observado que es un material facil de separar del tejido, lo que es indicativo de su escasa
integracién tal y como se muestra en la Figura 100. La respuesta inflamatoria a este material
no se detecta en la zona muscular de implantacion, como se ha podido observar en las
imagenes D ofrecidas en las figuras previas (95-98) correspondientes a los distintos puntos
temporales.

No obstante se ha descrito en la literatura (Gyawali, 2009) que la implantacién

subcutdnea en ratas para un material POM-C disefiado para ingenieria de tejidos, cursa con
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una encapsulacion inicial, capsula que desaparece lentamente en un plazo de 3-4 semanas.

Este hecho puede ser la razén tanto de la presencia de tejido conectivo laxo en algunas
imagenes y los grandes espacios de encapsulacién inicial del propio quitosano, como se
muestra en la Figura 99.

Independientemente de lo expuesto, también se ha descrito para el quitosano la
existencia de respuesta de cuerpo extrafio en su implantacién in vivo por parte de algunos
autores (Muzzarelli et al., 1994), aunque no en la forma fisica de filmes con el tratamiento
empleado en este trabajo. El caracter biodegradable del quitosano, origina en este proceso
glucosaminas y N acetil glucosaminas, componentes propios de la ECM.

En la Figura 99, se puede observar la disminucién progresiva en el tiempo del tamano
de los fragmentos de quitosano, hasta su practicamente total desaparicién e integracién en el
tejido (Imagen D de la misma figura).

A pesar de esta respuesta inicial de cuerpo extrafio, con encapsulacion mediada
asimismo por la respuesta al bastidor de POM-C, la adaptacion de los filmes insertados en el
organismo hospedador se puede observar mas claramente en la Figura 101 donde se muestran
los resultados anteriores enfocandonos en el proceso de adhesion y proliferaciéon celular en

estos filmes insertados, por los tejidos y células adyacentes.

Figura 101. Tincidn de HE de la colonizacion celular sobre los filmes de quitosano. Se aprecia un aumento de la
presencia celular sobre los filmes a medida que estan mas tiempo en contacto con el tejido, produciendo un cambio
de color del filme de rojo intenso a morado oscuro. En este proceso se aprecia un aumento de la fragmentacién y

degradacion del filme insertado.
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En general a los 3 dias se localiza el filme de forma sencilla apareciendo una estructura
completa en color rojo intenso, debido a la Eosina (colorante acido, que tifie estructuras
basicas como por ejemplo el citoplasma celular) y observdndose un contacto inicial de las
células del tejido adyacente. Trascurridos 7 dias se puede constatar que aumentan los
contactos celulares en la superficie del filme, observando presencia celular sobre los filmes a
ese tiempo de estudio. A las 3 semanas post- cirugia se observa incluso células en su interior
las cuales pueden incrementar la fragmentacién y degradacion del filme. En este punto
temporal es mas mas dificil localizar los fragmentos del filme ya que se encuentra mas
integrado en el tejido. Finalmente a las 6 semanas el filme ha desaparecido casi en su
totalidad, obteniéndose muchos cortes histoldgicos donde no se detecta, e incluso en los que
es posible distinguir fragmentos de menor tamafio con una colonizacién celular completa,

estado previo a su desaparicion.

6.1.2. Degradacion de diferentes quitosanos a 42 dias

Del estudio realizado anteriormente de la degradacién temporal del quitosano Q11 se
selecciond el tiempo de 42 dias como el mas adecuado para la comparacién del
comportamiento frente a la biodegradacion de los diferentes quitosanos. A dicho tiempo la
presencia de filme de Q11 fue escasa, por lo tanto se podran observar mejor las posibles
diferencias entre los quitosanos.

El procedimiento quirdrgico realizado fue similar a la empleada en el apartado 6.1.1,
insertando dos bastidores con filme a ambos lados de la columna vertebral y empleando por lo
tanto un animal para dos quitosanos diferentes (n=1).

Se trata pues solo de un estudio preliminar del impacto que las diferentes
caracteristicas fisicoquimicas de cada quitosano generan en la degradacion in vivo.

Los resultados obtenidos para los distintos filmes de quitosano se muestran en la
Figura 102 y como se puede apreciar facilmente las imagenes muestran diferencias llamativas
entre ellos.

Tanto el Q9 o el Q11, representativos de quitosanos de Mw bajo e intermedio,
mostraron fragmentos de menor tamaifio, dificiles de apreciar, indicando una mayor
integracién con el tejido. En cambio el Q1 y Q7 revelan una estructura practicamente intacta
del filme, mostrando un proceso de degradacién menor al final del ensayo. Parece observarse
la existencia de cierta influencia del Mw en la degradacién in vivo de los quitosanos, aunque

este hecho se habra de corroborar en experimentos futuros con un mayor tamafio de muestra.
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Figura 102. Imagenes correspondientes a la tinciéon de HE de la degradacion de los diferentes tipos de filme tras

42djias post cirugia. Cada quitosano se ha nombrado con su nimero correspondiente.

El DD es otro factor influyente en el proceso de degradacién in vivo sin embargo

debido al escaso tamafio de muestra no se pueden obtener resultados concluyentes.

6.1.3. Actividad osteoinductora de hueso ectépico de los filmes con rhBMP-2

La aplicacién fundamental de los filmes de quitosano evaluados en el presente trabajo
es su uso como agentes transportadores de rhBMP-2. Se encuentra descrito ampliamente en la
literatura que la rhBMP2 es capaz de formar hueso fuera del tejido dseo, es decir, lo que se
conoce como hueso ectdpico.

Este fendmeno nos permite evaluar de forma indirecta la liberacién in vivo de la
proteina en tejido muscular. Aunque estos experimentos se han realizado ya con éxito por el
Grupo de Trabajo en el que se ha desarrollado esta Tesis Doctoral, siempre se habian realizado
con el filme formado sobre una superficie metalica, por lo que era imposible realizar cortes
histolégicos para evaluar qué sucedia con el filme transportador en estos procesos. Para
comprobar ambos aspectos se decidid realizar experimentos con un solo quitosano (Q11) a la
misma concentracién empleada en estudios anteriores realizados en el Grupo (1,0%) y con tres
cantidades de factor, 10, 20 y 100 pug de rhBMP-2.

En este caso, dados los problemas encontrados con el bastidor empleado en los
experimentos anteriores, se decidié modificar la técnica quirdrgica usando como sefializador

del lugar de implantacién una pequefia pieza de POM-C, colocada sobre el mismo una vez
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suturado el plano muscular. El estudio se realizd a los 21 dias post-cirugia, donde se observd
facilmente la presencia del filme en los estudios mostrados previamente. Los resultados

obtenidos se muestran en la Figura 103 ofrecida a continuacién.

Filme control 10 pg rhBMP-2

20 pg rhBMP-2 100 pg rhBMP-2
oAy "“\;f'.-_‘ s % ﬁf;);- Iw - r N
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Figura 103. Imagenes de HE (en las filas superiores) y TCM (en la fila inferior) de filmes de Q11 (1,0%) con diferentes

cantidades de proteina rhBMP-2 a los 21 dias de la post-cirugia. Las flechas negras indican presencia del filme, los
circulos rojos punteados muestran la formacién de vasos, fibras colagenas y matriz dsea y por ultimo los circulos

negros marcan el tejido éseo de novo.

Se pueden sefalar diferentes hechos llamativos en los resultados mostrados. Por una
parte, si nos centramos en el filme control sin rhBMP-2, se puede apreciar claramente la
existencia de fragmentos de filmes relativamente grandes y algo mas aislados en este punto
temporal, comparado con los mostrados previamente en el estudio de degradacion temporal
del Q11. La razén de esta diferencia radica en la diferente concentracidn de los filmes
empleados en este estudio, 1,0% frente al 0,25%. Segln lo esperado, mayores cantidades de
polimero en el filme llevan asociados mayores tiempos de residencia en el organismo, como se
observa en esta Figura 103.

Por otra parte, si comparamos esta imagen del filme control con las obtenidas en
presencia de diferentes cantidades de proteina, es importante sefialar que, a medida que

aumenta la cantidad de proteina incorporada en el filme, disminuye el tamafio de los
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fragmentos detectables de quitosano, hasta desaparecer totalmente en el filme con 100 ug de
rhBMP-2.

Finalmente, si nos centramos en la tincion especifica de hueso (TCM) mostrada en la
fila inferior de la Figura 103, se puede observar un notable aumento de la matriz coldgena
apreciable a medida que se incrementa la cantidad de rhBMP-2 presente, de forma que es

posible detectar verdadera estructura 6sea madura (Véase la Figura 104).

Figura 104. Ampliacidon de la imagen obtenida mediante tincién de HE y TCM del filme cargado con 100 ug de
proteina, (escala 200 um) visualizdndose los osteocitos (flecha negra) en el interior de las lagunas, y osteoblastos

(flechas azules) rodeados nuevo tejido éseo (A) y de fibras de coldgeno (B).

Como consecuencia de estas observaciones se puede afirmar que el tiempo de
degradacién del transportador cargado con proteina cambia de forma visible, disminuyendo su
residencia en el organismo debido a que la presencia de agentes bioactivos, modificando de
forma drastica tanto la actividad metabdlica como el tipo celular presente en el entorno del
soporte.

En este caso, aun tratdndose de filmes con una concentracion muy superior de
guitosano a los estudiados previamente, su tiempo de degradacién disminuye notablemente
no detectdndose restos de filmes a 21 dias, mientras que en el caso estudiado previamente era

necesario el transcurso de 42 dias para mostrar una degradacién similar.
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6.2. SEGUIMIENTO DE LA FORMACION DE HUESO ECTOPICO MEDIANTE TECNICAS NO
INVASIVAS

A pesar de la importante informacidon que proporcionan las técnicas histoldgicas
realizadas en el apartado anterior, en relacién tanto a la degradacidn del transportador como
al proceso de formacién de nuevo tejido éseo inducido por la liberacién de la proteina rhBMP-
2, son técnicas de uso frecuente que presentan algunos inconvenientes.

Estos inconvenientes se centran en la técnica de andlisis en si, con lo que conlleva de
trabajo tedioso y de larga duracidn, debido a la dificultad de localizar el sitio exacto del
implante, la obtencidon de numerosos cortes y su consiguiente tincion y estudio. Ademas de ser
técnicas que requieren el sacrificio del animal para la obtencién de datos, lo que obliga a un
cierto numero de sujetos experimentales para obtener informacién de los procesos
temporales, como es en nuestro caso la formacidn de hueso ectépico.

Debido a ello se decidié el empleo de técnicas no invasivas, que nos permiten obtener
datos y realizar un seguimiento temporal de un mismo sujeto experimental sin necesidad de su
sacrificio. Existen un gran numero de técnicas que permiten mantener el organismo vivo y
aportar resultados con suficiente resolucion espacial para obtener la informacidn necesaria
sobre los procesos biolégicos de estudio.

En nuestro caso, se optd por el uso de la u-CT realizada en la Unidad de Cartografia
Cerebral del Instituto Pluridisciplinar de la UCM. Se trata de una técnica de eleccidn para este
tipo de tejido relativamente econdmica, asequible y de facil visualizacién. Con ella se ha
podido evaluar y apreciar el inicio de la aparicion de nuevo tejido, la evoluciéon del mismo

durante 6 semanas e incluso la desaparicidon del mismo.

6.2.1. Liberacion de diferentes concentraciones de proteina

La técnica quirlurgica realizada para la implantacién de los filmes de quitosano
activados con rhBMP-2 fue similar a la descrita en el apartado anterior, empleando en este
caso filmes de quitosano Q9 a una sola concentracion (1,0%), activados con diferentes
cantidades de rhBMP-2 (10, 20 y 100 ug) e implantado filmes idénticos en ambos lomos del
animal. Una vez realizada la operacion se realizaron u-CT semanales a partir de la segunda

semana post-cirugia.
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En la Figura 105 se ofrecen los resultados obtenidos mediante p-CT correspondientes a
la cantidad de 20 pug de rhBMP-2 por filme. En ella se aprecia la formacidon de nuevo tejido
6seo en ambos lados de la columna, siendo Ilamativo la deteccidon de nuevo tejido desde la
segunda semana post-implantacién (zona sefialada por el cruce de los marcadores).

Ambos lados, derecho e izquierdo, presentan ciertas diferencias tanto en el tiempo de
aparicion como en la intensidad y el volumen a lo largo del estudio. No obstante parte de estas
diferencias se centran en la dificultad de introducir los filmes de manera homogénea en el saco
muscular, ya que en contacto con los fluidos corporales los filmes se contraen, hecho que

influye en la liberacidn de la proteina y en la morfologia de la seial observada mediante p-CT.
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Figura 105. Imdgenes de u-CT de la formacion de nuevo tejido dseo ectdpico en funcidn del tiempo para una misma
concentracion de proteina rhBMP-2 en el filme (20 pg). La interseccién de los dos ejes indica la localizacion de la

muestra. Escala en unidades Hounsfield (85-644 HU).

Con menores concentraciones de proteina (10 pg) se pudo apreciar en el lado
izquierdo un retraso adicional en la aparicidn de la sefial (detectandose solamente a partir de
la tercera semana) en cambio en el lado derecho fue practicamente inapreciable durante todo

el tiempo de estudio. (Véase Figura 106).
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Figura 106. Imagenes de u-CT de la formacidn de nuevo tejido 6seo ectdpico en funcion del tiempo para
una misma concentracion de proteina rhBMP-2 en el filme (10 pg). La interseccidn de los dos ejes indica la

localizacion de la muestra. Escala de unidades Hounsfield (85-644 HU).

Con el uso de mayores concentraciones (100 pg de proteina) es de esperar una mayor
intensidad y volumen de la sefal correspondiente al tejido éseo de novo y tal vez una aparicion
mas temprana en el tiempo. Este uUltimo hecho sin embargo no se corrobora con los datos
experimentales donde no se aprecia sefial alguna a la segunda semana de estudio y es a partir
de la tercera donde se encuentra una sefial de gran volumen e intensidad en ambos lados de Ia
columna que perdura en el tiempo (Véase Figura 107).

Este efecto se debe muy probablemente a que una mayor cantidad de proteina no
conduce a una formacién de hueso anterior en el tiempo, y aunque la liberacién sea de mayor
cantidad al medio, el tejido adyacente requiere de un tiempo determinado (similar en todas
las concentraciones) para responder al efecto osteogénico de la proteina.

Es decir se precisa de un tiempo minimo para que tenga lugar la migracién de células
mesenquimales a la herida, la diferenciacién de las mismas mediante la unién de la proteina a
los receptores celulares y el desencadenamiento de la cascada de sefiales que conducen a la
expresion de marcadores 6seos y a la formacidon de matriz ésea en el sitio del implante.
Ademas, se ha descrito en bibliografia que cantidades elevadas de proteina también pueden

estimular la resorcion de hueso, pudiendo ralentizar la creacién de nuevo tejido.

199



IV. Resultados y discusion

SEMANA 2 SEMANA 3 SEMANA 4

', Q+‘é‘ (J’__ @-éﬁ "
& ® @ €
@ @‘

g
3
3

LADO DERECHO

Figura 107. Imagenes de u-CT de la formacidn de nuevo tejido 6seo ectdpico en funcion del tiempo para
una misma concentracién de proteina rhBMP-2 en el filme (100 pg). La interseccidn de los dos ejes indica la

localizacion de la muestra. Escala en unidades Hounsfield (85 a 644 HU).

A modo comparativo se muestra en la siguiente Figura 108, las imagenes obtenidas a
la sexta semana de estudio (42 dias) en funcién de las diferentes concentraciones de proteina
en el filme. Como se puede apreciar, la intensidad y el volumen de la sefial varian en funcidn
de la cantidad de factor incluida en el filme y su liberacién al medio, produciendo una sefial

diferente debido a la distinta cantidad de nuevo tejido dseo ectdpico inducido.
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Figura 108. Imagenes de u-CT de la evolucién de la formacidn de nuevo tejido dseo ectdpico en funcion

de la concentracion de proteina rhBMP2 a las 6 semanas post cirugia.
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La Figura 109 siguiente ofrece una reconstruccién 3D realizada mediante el programa
Volview 3.0 a partir de los datos obtenidos de la muestra con 20 pg de proteina desde la

tercera hasta la sexta semana.

Figura 109. Reconstruccion 3D mediante el Programa Volview 3.0 de la formacion de nuevo tejido 6seo ectdpico

para una misma concentracion de proteina en el filme (20 ug) hasta la sexta semana post-cirugia.

Las imagenes obtenidas mediante el programa Pmod 3.0 nos permitieron también
cuantificar el volumen y la intensidad de la sefial correspondiente al nuevo tejido formado
para cada condicién. La siguiente Figura 110 muestra los resultados de la cuantificacion del
volumen por la intensidad de las muestras con 10, 20 y 100 pg de proteina en funcién del
tiempo.

A simple vista se observa un aumento de la seiial obtenida en funcién de la dosis de
factor presente en los filmes y del tiempo de implantacién. En el caso de los filmes cargados
con 100 pg de proteina, se observa una sefial bastante estable (tanto del volumen obtenido
como de la intensidad registrada) independientemente de la semana de estudio, es decir,
alcanzando una sefial similar desde practicamente la tercera semana.

En cambio los filmes con menor cantidad de factor (10 y 20 pug) muestran un aumento
progresivo de la sefial en el tiempo, estando claramente relacionado el volumen maximo de

intensidad con la carga inicial de proteina presenta en el filme.
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Figura 110. Estudio de la formacion de hueso mediante la determinacion del volumen de interés (VOI) por la

intensidad de la sefial empleando 10, 20 y 100 pug de proteina.

Por otra parte, se decidi®é evaluar el efecto de las diferentes caracteristicas
fisicoquimicas (principalmente Mw) en la formacién de nuevo tejido dseo ectdpico, ya que la

degradacién del transportador si se encuentra influenciada por dicho parametro.

6.2.1. Liberacion desde diferentes filmes de quitosano

Para ello se seleccionaron tres quitosanos, diferentes en Mw y DD (Q1, Q5 y Q9)
preparados a una concentracién (0,5%) y con 100 pg de proteina rhBMP-2, con el fin de
evaluar el comportamiento in vivo de cada transportador y estudiar asi el impacto de las
diferentes caracteristicas fisicoquimicas en la formacidn de nuevo tejido dseo.

La cirugia se establecié siguiendo el mismo procedimiento experimental que en
ensayos anteriores. Los resultados mostrados en la Figura 111 fueron obtenidos a lo largo del
ensayo, siendo muy llamativas las diferencias existentes en el comportamiento de los tres
quitosanos empleados.

El Q5, de Mw intermedio y DD del 82%, mostrd las caracteristicas fisicoquimicas mas

adecuadas para este fin formando la mayor cantidad de tejido éseo in vivo.
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Figura 111. Estudio de la formacién de hueso mediante el empleo de tres quitosano diferentes. Q1, Q5y Q9 a una
misma concentracion (0,5%) hasta la sexta semana. A la derecha se presentan a modo de ejemplo, las imagenes

obtenidas en la sexta semana. Escala en unidades Hounsfield (85-644 HU).

Como se puede apreciar en la Figura 111, el quitosano Q1 de elevado Mw muestra una
escasa formacion de tejido 6seo durante todo el ensayo. Este hecho corrobora los resultados
obtenidos en la liberacién del factor in vitro, donde dicho quitosano Q1 mostré una liberacién
muy rdpida del factor al medio. En los ensayos in vivo, apenas se aprecia la formacion de tejido
de novo, ya que la proteina no reside el tiempo suficiente para diferenciar las células
mesenquimales, que llegan al defecto muscular, hacia linaje osteobldstico y por tanto no
genera tejido dseo en la zona del implante.

El quitosano Q9 muestra un perfil intermedio de liberacién de la proteina in vivo
mostrando una liberacion mas controlada en el tiempo, empezando a las 2 semanas vy
mostrando niveles estables hasta el final del ensayo.

En cambio el quitosano Q5 a pesar de producir mayor cantidad de tejido dseo
ectépico, dicho tejido aparece de forma repentina y elevada a la tercera semana, y ademas
también muestra un claro descenso de los niveles tisulares dseos a partir de la quinta semana,
pudiendo estar relacionado dicho efecto con la liberacién total de la proteina y la consiguiente

escasez de aporte del factor en la zona del implante.

203



V. Resultados y discusion

6.3. ESTUDIO DE LA BIODISTRIBUCION DE LA PROTEINA rhBMP-2 IN VIVO

Uno de los aspectos mas importantes cuando se implanta in vivo cualquier
construccion de TE portadora de algun tipo de agente bioactivo es la biodistribucion del mismo
por el organismo una vez se libera al medio circundante, asi como las vias de eliminacion del
compuesto original y de sus productos de degradacion.

El conseguir esa informacién supone disponer de un medio de deteccion selectivo del
compuesto que, al mismo tiempo, presente una alta sensibilidad pues las cantidades presentes
inicialmente del agente bioactivo suelen ser pequefias, disminuyendo adin mas a medida que
se distribuye por el organismo. Pocos compuestos poseen propiedades fisicoquimicas que
cumplan ambos requisitos per se (alta sensibilidad y especificidad), por lo que una metodologia
muy frecuente en farmacia para obtener la caracteristicas requeridas en la determinacion del
compuesto objeto de estudio consiste en su marcaje mediante compuestos fluorescentes o
isdtopos radioactivos.

Realmente lo que se consigue determinar de una forma no invasiva con estas técnicas
de marcaje es solamente la cantidad excretada por el sujeto experimental del isétopo
radioactivo incorporado en la molécula, lo que en principio da informacién sobre la via de
metabolizaciéon seguida por el mismo al poder determinar de forma independiente la
excrecion en orina o en heces.

La biodistribucion real dentro del organismo requiere, sin embargo, el sacrificio del
animal empleado y su seccionamiento para determinar la cantidad de compuesto marcado
presente en las diferentes localizaciones anatdmicas del mismo. Para ello se realizan
autorradiografias de cuerpo entero, realizadas sobre las diferentes secciones obtenidas. Por
tanto con esta técnica se puede realizar, no sélo un seguimiento temporal determinando los
porcentajes y vias de eliminacidn del agente marcador, sino también la localizacién anatémica
del agente mediante el sacrificio del sujeto experimental.

Dado que el manejo de isdtopos radioactivos requiere la utilizacién de instalaciones
adecuadas para este fin, y los permisos legales necesarios, los estudios incluidos en este
apartado se han realizado en colaboracién con el Dr. Miguel Angel Morcillo y Dra. Marta Oteo
Vives del CIEMAT, cuya ayuda y orientacion en la realizacion de los mismos ha sido
inestimable.

La solucién madre de polimero con la proteina marcada con **| utilizada para la
formacion de los filmes fue analizada mediante un contador de centelleo sélido previa
formacidn de los filmes. De esta manera se determind con exactitud el marcaje inicial de la

muestra a la recepcién de la misma.
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Se prepararon los filmes de Q9 (1,0%) cargados con 50 pg de rhBMP-2 no marcada y

125 La radioactividad total resultante en cada filme tras el

100 pl de la proteina marcada con
proceso de neutralizacion y lavados fue de 1,7 + 0,21 uCi, teniendo en cuenta el periodo de
semidesintegracion del marcador al dia del ensayo realizado.

En la neutralizacion de los filmes y posteriores lavados con PBS, se tomaron muestras
para determinar la presencia o pérdida de '*°| libre y/o proteina marcada y asi evaluar el
marcaje inicial de los filmes previa implantaciéon en el sujeto experimental.

De los 2,26 uCi iniciales cargados en cada filme, al final se detectd un marcaje inicial de
63 + 5,0% respecto al marcaje inicial. La mayor pérdida se observé en las soluciones de
neutralizacién, que tras pasar mayor tiempo de contacto con los filmes cargados, mostraron
una sefal de 33 + 3,0% y en los lavados de PBS se encontraron niveles de 1,0 £ 0,7%.

El método operativo por el cual se llevd acabo la implantacién de dichos filmes con
proteina marcada se realizé siguiendo el mismo procedimiento que en anteriores cirugias,
mediante la insercidn en saco intramuscular de un filme sin bastidor a un solo lado de Ila
columna, ya que en este caso sélo se implantd un filme por animal experimental.

Tras la cirugia se mantuvieron en jaulas metabdlicas independientes que permiten la
obtencién de las muestras de heces y orines hasta el final del ensayo. Durante el desarrollo
experimental se recogieron cada 6-8 horas muestras de orina y heces que, hasta el sacrificio
del animal, se realizé a 1, 3, 7 y 10 dias.

Todas las muestras recogidas, tanto orines como heces, fueron analizadas empleando
un contador de centelleo sélido para cuantificar la presencia de proteina marcada con | en
las mismas. La Figura 112 muestra los resultados obtenidos de la dosis acumulada en

porcentaje a los diferentes tiempos.

205



V. Resultados y discusion

>
@

40+ . -5 40 i -5
© —=—Orina o © —=—Orina o
X X
he) —— L o he] —— L o
3 30 Heces 4 o 3 30 Heces 4 o
2 2 2 2
Eg 3 To E g 3 Tw
8 £ 204 e 8 £ 204 e
0 O L, &8¢ 0 O L, &8¢
@ 3 B 3
o =5 o =4
fal 104 |, g a 10+ |, g
X o X o
C L) L) L) L) L) L) L) L) L) 0 L) L) L) L) L) L) L) L) L) O
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo (d) Tiempo (d)
C D
409 -5 401 ) S
—e— Orina —=—Crina
g ——H S g —— Heces L4 2
B -~ leces 4 ° B 30 o
=1 o =1 (=]
= @ £ @,
S ®© F3 T o0 S g % n
8 £ 201 3 s 8 38
» O L, 3¢ w O o £
- 3 G 3
o [ o =
a 10 |, N a} 2
X 5 X )
C L) L L L) L L) L L L 0
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Tiempo (d) Tiempo (d)

Figura 112. Dosis acumulada de las muestras recogidas de orina y heces de cada animal experimental. Cada grafica
se corresponde a un tiempo determinado de sacrificio del animal, 1, 3, 7 y 10 dias con las letras A, B, Cy D

respectivamente.

En las gréficas se representa el porcentaje de dosis inicial acumulado de la proteina
marcada tanto en heces como en orina. Como se puede observar todos los animales
mostraron un perfil de excreciéon similar, siendo la dosis acumulada excretada en orina a las 24
horas aproximadamente igual para todos los sujetos experimentales. La dosis acumulada
presentd un valor de alrededor de un 10% de la dosis inicial presente en el filme. Después se
observa una tendencia a estabilizarse en todos los casos, excretando de forma constante entre
un 0,36 y un 0,82% de la dosis inicial por dia. Dicha dosis representa para todas las ratas
sacrificadas a tiempos superiores a 24 horas, un valor del 80% de la dosis de proteina marcada
total eliminada en la orina.

Un comportamiento similar, pero no tan acentuado, presenta la excrecién detectada
en las heces, encontrandose valores de dosis acumulada de 0,8-1,0% del total inicial tras las 24
horas de la cirugia.

Esta liberacién inicial tan llamativa a las 24 horas por ambas vias, heces y orinas,
coincide con una liberacién repentina (efecto “burst”) ampliamente descrito en sistemas de
liberacion de farmacos (Luginbuehl et al., 2004; Kempen et al., 2008). Conocer con exactitud
que hay exactamente en las muestras de heces y orines es una tarea complicada, ya que el

radioisétopo puede proceder de diferentes fuentes. En primer lugar, existe una cantidad de **|
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libre el cual no se encuentra unido al factor y se libera de forma rdpida (menor de un 5%
descrito por la casa comercial).

En segundo lugar, el proceso de hinchamiento del filme conlleva la liberacién de gran
cantidad de proteina, hecho corroborado y observado en las primeras 24 horas en los estudios
de liberacién in vitro realizados con proteina no marcada. En este caso, podria excretarse a
orina rhBMP2 marcada ya que presenta un tamafio bastante pequeno (26KDa) capaz de
atravesar la membrana del glomérulo renal. En cambio en las heces no es esperable la
presencia de proteina marcada ya que sdlo el yodo libre es capaz de atravesar la pared
intestinal por el transportador de sodio.

Estos resultados concuerdan con el modelo biocinético descrito para el *°I donde se
estima que un 90% aproximadamente de la dosis se excreta por via renal (orina) y menos de
un 10% por heces (Leggett, 2010). A través de la relacidn 9/1 en orina/heces, descrita para la
eliminacién natural de yodo libre en organismo, podemos suponer que en nuestras muestras
recogidas durante los diez dias de ensayo sdélo se encuentra yodo libre ya que se cumple una
relacién similar.

Por otra parte en las muestras recogidas podrian existir fragmentos de proteina '*°I
procedentes de una degradacién parcial o total de la proteina, debido a la acciéon de enzimas.
Esta se puede deber bien la accién de enzimas lisosdmicas (tal y como describen Frolik y
colaboradores con las TFG-B homdlogas de esta proteina) como por accion de proteasas
extracelulares en el caso de que la proteina se haya inactivado durante el marcado (Frolik et
al., 1984). Si existiesen fragmentos de proteina unidos al radioisétopo la relaciéon de la
eliminacion del marcador no seria 9/1 sino mayor, siendo mas en orina que en heces.

Todos estos factores conjuntos contribuyen a esa importante excrecidn inicial por via
urinaria y, en mucha menor medida, por via fecha de yodo libre.

Posteriormente, la dosis acumulada aumenta sélo ligeramente con el tiempo en todos
los sujetos experimentales, elimindndose por ambas vias en el mejor de los casos un 7-8%
adicional al cabo de 10 dias, y manteniéndose practicamente contante (o como mucho un
ligero aumento con el tiempo) hasta el final del ensayo (Figura 112-D).

Una observacion mas clara se obtiene al representar la velocidad de excrecion en
funcién del tiempo de ambas vias de eliminacién. Los resultados reflejados en la Figura 113
muestran un maximo de la velocidad de excrecion del **| a las pocas horas de la operacién (24
horas) y ésta disminuye rapidamente hasta valores practicamente constantes a los dos dias del

ensayo.
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Figura 113. Velocidad de excrecion del 12| en funcién del tiempo de cada rata (n=1). A las 24 horas se observa un

pico de excrecidon en todos los animales que disminuye en los dias consecutivos, indicando la escasa presencia de

125 .
I por orina y heces.

De los resultados obtenidos se puede deducir que la principal via de eliminacién del I
es mediante orina, alcanzandose los mayores niveles de excrecidn tras 24 horas post-cirugia, y
a partir de ahi la velocidad de eliminaciéon del compuesto marcado permanece de forma
constante en el tiempo.

Aparte de la determinacién de la velocidad de excrecién del factor marcado tanto en
heces como orinas, esta técnica presenta como gran ventaja la posibilidad de evaluar la
biodistribucion de la proteina en el organismo, localizandose facilmente las zonas anatdmicas

%] y compuestos unidos a él. Para ello se procedié a la realizacién de una

donde se acumula
Macroautorradiografia (MARG) de cuerpo entero que permite realizar un andlisis vy
seguimiento de un farmaco o compuesto marcado de forma radiactiva, en el interior de un
organismo vivo. De esta forma se puede identificar la localizacién especifica de un farmaco, los
sitios de retencion e incluso las vias de eliminacion del mismo (Gunther et al., 2000).

Tras el sacrifico del animal se procedié a su congelacién en una mezcla de hexano y
nieve carbdnica para su posterior embebimiento en una resina de carboximetilcelulosa,
obteniéndose asi un bloque del animal entero. Se realizaron los cortes empleando un
macrotomo a -30°C, se liofilizaron y se dejaron en contacto durante 1 a 3 semanas (tiempo de

exposicion) con una placa sensible a la radiacién emitida por el **°I.
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Mediante el uso del programa del equipo Molecular Imager™ FX se analizaron los
datos recogidos, cuya superposicién sobre la imagen anatémica de los cortes histolégicos
obtenidos del animal completo, permitié obtener informacidn relevante de la biodistribucion,
tanto del compuesto marcado como de sus productos de degradacion (unidos al marcador).

A continuacion se presentan las imagenes de los cortes deshidratados y su imagen

2| La intensidad de la sefial,

digital correspondiente con las zonas de acumulacién del grupo
guarda relacién con la concentracion de marcador acumulado en el tejido.

En la Figura 114 se aprecian las zonas anatdmicas donde se ha retenido el marcador,
presentando un marcaje (en escala de grises) con mayor intensidad en el tiroides (donde sdlo
se une el yodo libre) y la zona correspondiente al intestino grueso (heces), por donde en su
mayoria también se libera yodo libre.

En cambio con menor intensidad se distinguen sefiales en la zona del implante del
filme marcado, correspondientes a la presencia de la proteina marcada retenida por él mismo.
Por ultimo se observa sefial en la zona de la vejiga, correspondiente a la orina portadora del
123| ‘siendo ésta la otra via, junto con las heces, de excrecion del **°I.

La elevada pérdida de marcaje en el primer dia, nos hace sospechar que muy
probablemente provenga del *’I libre inicialmente o liberado por accién proteolitica sobre la

proteina marcada, quedando la mayor parte de ella retenida en el filme, tal y como se ha

descrito en la biocinética del radioisétopo.
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Figura 114. Imagenes del corte liofilizado de cuerpo entero del animal sacrificado a las 24 horas post-operacién y
abajo su imagen digital correspondiente de dos cortes diferentes. Se han reconocido las zonas anatémicas donde se
ha acumulado el radioisétopo siendo: A) Zona del implante (filme), B) Rifidn, C) Intestino (Heces), D) Tiroides y E)

Vejiga (Orina).

Debido a la baja sefial obtenida (hay que tener en cuenta la pequefa cantidad inicial
de proteina marcada) se decidié aumentar el tiempo de exposicion de los cortes en las placas
de fésforo, para obtener una mejor visualizacion.

Las muestras recogidas a 3 y 7 dias presentaron menor nimero de cortes con sefial y
solo en determinadas zonas, como el tiroides o el filme. De hecho al cabo de 10 dias sdlo se

detecté marcaje en la zona del implante es decir en el filme (Figura 115).
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Figura 115. Imagenes de un corte liofilizado representativo y las imdgenes digitales obtenidas a los 3, 7 y 10 dias de
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ensayo. Las zonas donde se acumula el “I son fundamentalmente tiroides y zona del implante, es decir el filme. Se

puede observar la presencia y por lo tanto permanencia de la proteina en el filme tras el tiempo de ensayo.

Los hechos anteriores indican que la proteina rhBMP2 unida al ***| permanece retenida
en el filme de quitosano durante diez dias consecutivos. A partir de las primeras 24 horas la
proteina no migra a otros drganos vitales, y se muestra su retencion en el filme hasta el final
del ensayo.

Las experiencias in vivo realizadas en este apartado final de la tesis, a pesar de su

caracter preliminar debido al bajo nimero de sujetos experimentales en las mismas, nos
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permite matizar parte de los resultados obtenidos en los estudios in vitro previamente
expuestos.

Los estudios in vitro proporcionan una velocidad de degradacién mucho mas rapida a
la observada in vivo, tal vez debido a la menor duracidn del pH acido inicial, promotora de este
proceso. In vivo sélo al cabo de 6 semanas se observa la integracion del filme con el tejido
circundante para algunos de los quitosanos empleados en el estudio.

Cuando se comparan los diferentes quitosanos a un punto temporal, se observa que
los de alto Mw no se degradan a las 6 semanas, permaneciendo practicamente intacto el filme
en el tiempo de ensayo. El resto de quitosanos, de Mw bajo e intermedio, se han integrado en
ese tiempo con el tejido circundante.

La degradacién del transportador con proteina rhBMP-2 tiene lugar en tiempos
notablemente inferiores a los detectados en ausencia del factor, observandose ademas una
clara formacion de tejido éseo, segln revela las imagenes de TCM, a los 21 dias post-cirugia. La
creacion de hueso ectdpico esta directamente relacionada con la dosis de proteina.

Por micro tomografia computarizada, se pudo evaluar no solo la formacién de hueso
ectépico en funcién del tiempo, sino ademas el efecto notable que conlleva la concentracion
inicial de proteina en los filmes, aumentado la intensidad y el volumen de la sefal con la
cantidad de proteina incorporada.

Los estudios de biodistribucidon realizados con proteina marcada indican que ésta
gueda retenida en el filme al cabo de 10 dias. Se ha observado un efecto “burst” en las
primeras 24h detectado por la presencia de marcador tanto en orina como en heces. Las
principales vias de excrecidn de los productos de degradacidn de esta proteina son la via fecal
y urinaria. Se observé una notable acumulacién de I libre en el tiroides en las primeras 24h

qgue fue disminuyendo siendo inapreciable al final del ensayo.
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Todos los quitosanos empleados en esta Memoria se caracterizaron siguiendo las
normas ASTM determindndose los pardmetros fisicoquimicos mds relevantes vy
relacionandolos con los limites establecidos por las casas comerciales. Se clasificaron los
quitosanos en funcidn de su Mw y DD (parametros influyentes en sus aplicaciones bilégicas) en

tres grandes grupos (alto, medio y bajo Mw).

1. A partir de los quitosanos se obtuvieron filmes homogéneos, reproducibles y
transparentes. Todos ellos presentaron un cardcter hidrofilico permitiendo ser consideradas
como superficies aptas para los cultivos celulares. Tanto la rugosidad de la superficie como el
espesor de los mismos dependen de la concentracion de la solucion de quitosano empleada,

obteniéndose una relacion lineal global entre estos pardmetros para todos los quitosanos.

2. Los quitosanos de Mw alto presentaron la misma velocidad de degradacion en medio
acido (pH 5,4) mientras que los de Mw intermedio y bajo mostraron perfiles de degradacon
propios de cada quitosano, destacando el Q12 (con elevado DD) como el quitosano con la
cinetica de redisolucion del filme mas rdpida. Los filmes de quitosanos de Mw bajo e
intermedio alcanzaron niveles de redisolucion finales superiores, llegando a la total de
redisolucion en 8-9 dias mientras que los de Mw alto no alcanzaron la redisolucion total a

tiempo final del ensayo.

3. La degradacién dacida y enzimatica simultanea (pH 5,4 y lisozima) muestra una
velocidad de disoluciéon superior en todos los casos a la simplemente acida. Es posible agrupar,
en éste caso, a los quitosanos de Mw intermedio y bajo en un solo perfil, destacando de nuevo
como diferente el comportamiento del Q12. Los estudios indican la existencia de otros

parametros no identificados que influyen de forma activa en la degradacion.

4. Todos los filmes permitieron la adhesidn y proliferacién de la linea celular C2C12. La
comparacion del comportamiento de proliferacion con respecto al control de plastico indica en
todos ellos un claro retraso en el crecimiento celular de aproximadamente un dia. No obstante
al final del periodo de estudio se obtienen valores similares (80%) a los obtenidos en el control

de plastico.

5. El Mw y el DD mostraron ser parametros de gran relevancia en los ensayos celulares,
destacando los filmes de quitosanos de menor Mw (Q4, Q5, Q9, Q11 y Q12) y mayor DD (80-

90%) como las superficies dptimas para los mismos. La concentracién de polimero empleada
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en los filmes mostré un efecto inversamente proporcional a la proliferacion celular, siendo las
menores concentraciones (0,1 y 0,25%) las concentraciones mas favorables para dicho

proceso.

6. El retraso observado en el crecimiento celular se detectd en el proceso de adhesion,
siendo la densidad celular similar al control en las etapas iniciales de la misma. Dicho retraso
se mostré en las etapas intermedias (aplanamiento y extensidén firme) del proceso de
adhesion. Este hecho estd corroborado por el mantenimiento de la morfologia celular

redondeada inicial durante tiempos mds prolongados en el caso de los filmes de quitosano.

7. Los pardametros Mw y DD no presentaron diferencias significativas en el proceso de
adhesién celular, siendo similar ente todos los filmes y con respecto al control de plastico. No
obstante si se observd una influencia significativa de la concentracidn de polimero, siendo mas
favorable para el proceso de adhesidn mayores concentraciones (que cursan asimismo con
valores mayores de rugosidad), afectando este hecho positivamente en las interacciones

iniciales con el sustrato.

8. Los filmes portadores de rhBMP-2 permitieron liberar la proteina de forma activa,
como indica la diferenciacién celular detectada mediante la cuantificacién de la actividad ALP.
Los filmes activados presentaron procesos de adhesién y proliferacion mas estables y similares
a los del control, siendo este efecto llamativo en aquellos quitosanos con caracteristicas

iniciales menos favorables para estos procesos celulares.

9. La proteina se mantuvo en su forma activa tras 7 dias de ensayo a 37°C. La cantidad de
proteina liberada cuantificada en DMEM completo presenté en todos los casos una liberaciéon
inicial elevada (efecto “burst”) fuertemente dependiente de la dosis de proteina cargada en el
filme. La cinética de liberacidn se ajustd a un proceso exponencial de una sola constante de
tiempo, excepto para la menor carga de proteina empleada (5 pg), en la que los datos fueron

compatibles con un proceso lineal. La dependencia del '[]/2 con la carga inicial (para aquellos

casos donde se realizé el ajuste exponencial) indica que es compatible con una cinética de

segundo orden.

10. La liberacion de proteina de filmes de diferentes concentraciones con carga inicial

contante de proteina se ajustd a una liberacién exponencial de una sola constante de tiempo.
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La representacion del tﬂ/Z en funcién de la concentracién efectiva de proteina para cada uno de

filmes indica que el proceso de liberacién es compatible con una cinética de segundo orden.

11. La liberacién de la proteina empleando quitosanos de distinta naturaleza se ajusté
asimismo a una exponencial de una constante de tiempo, excepto en el caso de quitosanos de

Mw alto (Q1) donde la liberacidn es extremadamente rapida.

12. Los filmes de diferentes quitosanos mostraron una integracion en el tejido diferente en
funcién del Mw y del DD, no presentdndose reacciones adversas al mismo en ninguln caso. Los
quitosanos de menor Mw se caracterizan por unos mayores niveles de degradacidn, estando

matizados estos resultados por el efecto del DD.

13. Los ensayos in vivo de la degradacion del transportador en funcidn de la concentracion
(Q11) mostraron en todos los casos su integracion a los 42 dias (6 semanas) post-cirugia. La

degradacién in vivo presenté una cinética mas lenta que la observada en condiciones in vitro.

14, La degradacion del transportador con proteina rhBMP-2 tiene lugar en tiempos
notablemente inferiores a los existentes en ausencia del factor, observandose ademas una
clara formacion de tejido dseo, segun revela las imagenes de histologia (TCM) a los 21 dias
post-cirugia. La creacién de hueso ectdpico estd directamente relacionada con la dosis de
proteina presente en el filme. Este hecho se corrobord asimismo mediante estudios en funcién

del tiempo por micro tomografia computarizada.

15. Los estudios de biodistribucidn realizados con proteina marcada indican que ésta

queda retenida en el filme al cabo de 10 dias. Se ha observado el efecto “burst” del grupo **°I
en las primeras 24h, detectandose la presencia de este marcador tanto en orina como en

| libre en el tiroides disminuyendo

heces. Se observé asimismo una notable acumulacién de
ésta sefal con el tiempo y siendo inapreciable al final del ensayo, mientras que aln se aprecia

sefial de la proteina marcada en la zona de implantacién, es decir en el filme inicial.
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ANEXO I. valores de los parametros fisicoquimicos y microbioldgicos de quitosanos comerciales.

Casa comercial

Especificaciones

Ensym

(Grado Industrial)

Biolog

(Grado cosmético)

Primex

(Grado Alimentario)

Biochemicals

(Grado Médico)

Dalwoo

(Grado Farmacéutico)

Biolog

(Grado farmacéutico)

Apariencia

Humedad (%)

Cenizas (%)
Proteinas (%)
Insolubles (%)
Viscosidad (mPa.s)*
GD (%)

Metales pesados
(ppm)

Peso Molecular(KDa)

Parametros
Microbioldgicos

Polvo, escamas
blanco

900-3000
82-88

<50

Blanco-amarillo a
blanco-marrén

87,6-92,5

<40

Polvo o escamas

blanco amarillento

<10

>70

Pb<0,1
Hg < 5 ppb

Ausencia de E.coli,

Salmonella sp,
bacteria coliforme

Y

Polvo escamas,
blanco.

<1000 ufc/g bacterias
totales

Polvo, escamas,
blanco-amarillo

70-100

Pb<10

Ausencia de E.coli,
Salmonella sp, y bacteria
coliforme

Polvo,
blanco amarillo.

8-15
87,6-92,5

Pb <20
Hg<0,2
Cd<0,5
As<0,5

20-100 (GPC)

<1000 ufc/g bacterias
totales.
<100/g Levaduras y hongos

*(1% p/v en 1% acido acético v/v)
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QUITOSANO 1 (Q1) ==

Q85/1000/A

Intensidad

20

»| eBiT

Espectro de THNMR Difractograma de rayos X

105.4 _
100 |
95 |
90 |
85 |
80 |
75 ]
70 ]
65 ]
60 |
55 |
50 |
45 |
40 |
35 |
30|
25 ]
20 ]
15 |
10 |

32

2156.98

2876.27

1646.80

3287.63

4000.0

3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650.0
cm-1

Espectroscopia Infrarroja FT-IR (ATR)
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QUITOSANO 2 (Q2)

Q80/1000/A1

(]

200

150 -

100 -

Intensidad

50 -

17488

20

Espectro de tHNMR Difractograma de rayos X

105.7
100
95 ]
90 ]
85 |
80 ]
75

70 |

65

60

55 ]

%T
50 ]

45 ]

40 ]

35

30
25 |
20 |
15

10

3.2

2349.11

2157.89

2875.69

1649.74 1376.28

3285.35

4000.0

3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650.0
cm-1

Espectroscopia Infrarroja FT-IR (ATR)
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QUITOSANO 3 (Q3)

Q90/1000/A1

e \Bruker\TOSEIN A

300 -

250 -

200 -

150 -

Intensidad

294

o187
0060
o

10 15 20 25 30 35 40
20

Espectro de THNMR

Difractograma de rayos X

1055
100 |
95 |
90 |
85 |
80 |
75 |
70 |
65 |
60 |
55 |

%T
50 ]

3.2]

2157.48

2877.21

1649.53

3294.54

1376.08

4000.0

3600 3200 2800 2400 2000 1800
cm-1

1400 1200 1000 800 650.0

Espectroscopia Infrarroja FT-IR (ATR)
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QUITOSANO 4 (Q4)

Q85/15/A1

i 450 -
¢ 400 -
350 -
|
I 300 -
3
1 T 250
1 [}
c
9 200
£
150 A
100 -
50 -
0 T T T T T T T ]
A = - < 0 5 10 15 20 25 30 35 40
.= - i s g 20
5 4 3 2 ppm]
Espectro de THNMR Difractograma de rayos X
105.6
100 |
95 _\< N
90
3948.59 \
85 |
2157.38
80 ] 2009.78
75 |
70 |
65 |
60 |
55 |
%T
50 |
45 | 2875.13
40 |
1652.80
35 | 158317
3294.28 1377.71
30
1151.0¢
25 ]
20
15 |
10
32 ] T T T T T T T T T T T 1
4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650.0
cm-1

Espectroscopia Infrarroja FT-IR (ATR)
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QUITOSANO 5 (Q5)

Q85/200/A1

12 el

LR EE)

Intensidad
= N N w w
w1 o wv o wv
o o o o o
\ L L L )

[N

o

s
1

%
o
L

o

10 15 20 25 30 35 40

23698

0008
o
O]

[=]

L e e = - 20

. 3 2 tpom)

Espectro de IHNMR Difractograma de rayos X

102.0 _

95 |
90 |
85 |
80 |
75 |
70 |
65 |
60
55 |
%T 50 |
45 |
40 |
35 |
30 |
25 |
20 |
15 |

10

3.2

2157.07

1649.49 1375.92

3357.10

4000.0

3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650.0
cm-1

Espectroscopia Infrarroja FT-IR (ATR) 264



QUITOSANO 6 (Q6)

Q85/2000/A1

300 A

250 A

200 -

150 A

Intensidad

100 A

50 A

£080
I
08380
|
|
|
I
060
I
|

20

Espectro de THNMR Difractograma de rayos X

105.3 _
100 ]
95 ]
90 ]
85 |
80
75 ]
70
65
60
55 ]
%T
50
45 |
40
35 ]
30
25 |
20 ]
15

10 |

32]

2156.83

2875.87

1568.59

1646.01 1376.02

3288.20

4000.0

3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650.0
cm-1

Espectroscopia Infrarroja FT-IR (ATR) 265




QUITOSANO 7 (Q7)

Q85/3000/A1

868

116608
{

Intensidad

PREY

2 Tppm]

15

20
20

25

30

35

40

Espectro de tHNMR

Difractograma de rayos X

105.2
100 4
95 .\\/
90 |
85 |
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75 4
70 4
65 |
60 |
55 4
%T
50 4
45 |
40 |
35 |
30 |
25 |
20 |
15 4
10 4

3.2]

o

4000.0

3600

3200
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2400 2000 1800 1600 1400
cm-1

1200

1000

800

650.0

Espectroscopia Infrarroja FT-IR (ATR)
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QUITOSANO 8 (Q8)

Q85/6000/A1

300 4

250 A

200 A

150 -

Intensidad

i 100 -

50 -

0
o83ds
(
62428
06398

i

Espectro de THNMR Difractograma de rayos X

%T

897.40

612.74,

2919.32

| . . . " . . .
3000 2000 1000
Wavenumbers (cm-1)

Espectroscopia Infrarroja FT-IR (ATR)
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QUITOSANO 9 (Q9)

Q85/120/A1

i ’ - 350 -

frell

300 A

i

250

200

150

Intensidad

100 4

foeze )

17138
|

1.0008

20

i

25

30

35

40

Espectro de HNMR

Difractograma de rayos X

1053
100 |
95
90 |

85 ] 2157.03
80 |
75 ]
70 ]
65 |
60 |
55 ]

%T
50 ]
45 |

40 |
1650.03

35 | 2874.27 1376.19

30
25 ]
20 3361.08
15 ]

10 ]

32]

4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200
cm-1

1000

800

650.0

Espectroscopia Infrarroja FT-IR (ATR)
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QUITOSANO 10 (Q10)

Q85/4000/A1

150

|
F *WMWM W**.“-W»WM

Intensidad

g

0
08383
i)

b
Inpm] I

Espectro de tHNMR Difractograma de rayos X

104.9 _
100 |

95 |

90 |

3917.79 1096.64
2004.43
2155.75

85 |

80
75 |
70
65 |
60

55 |
%T 2874.75
50
1590.94

45 | 1377.88

3357.02
40 |

35 ]
30
1150.7!
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20
15 |
10

3.2
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QUITOSANO 11 (Q11)

Q85 High Bulk

0.0
I

(Primex)
E { 350 +
/‘/ 250
Li 200 -

150 A

Intensidad

|
/
/
| | 100 1
/ ‘ /I \ 50 -
f /" ‘ ) o
i/ / i T T T T T T T 1
;F/ébﬂ\./ A JE 1S £ %’g\ 0 5 0 15 20 25 30 35 40
=] 3 — 8
- by ’ e : T T — 26
55 5.0 45 40 35 30 25 [ppm]
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80
75
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65 |
60
55 ]

%T
50 ]
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1650.03

2874.27 1376.19
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15 |

10 |
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4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650.0
cm-1
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QUITOSANO 12 (Q12)

Q95 Farmaceutico
(Primex)

Troll
w
@
o

y

250 A

200

150

Intensidad

100 -

50

20

Espectro de tHNMR Difractograma de rayos X

1054 _
100 |
95

1 708.01
90 | 119755
2156.72

85 ]
80 ]

75 125056 662.76

65 ]

60
1420.2:
55
%T [1320.01
50

2876.38 1648.65
45 | 1500.30 1376.15

40
35 4 3358.90

30

1150.56| §94.67

25
20 ]
15
10

3.2

- T T T T T T T T T T T 1
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