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RESUMEN

Los modelos in vitro que se emplean en la deteccion del efecto de los farmacos en las células hepaticas
muestran limitaciones y bajo potencial de prediccidn. Por ello, actualmente existe una gran necesidad de
disefiar nuevos modelos de hepatotoxicidad para ensayos preclinicos que mimeticen maximamente el
entorno in vivo de los hepatocitos humanos, con el fin de que éstos mantengan su fenotipo y funcionalidad
para conseguir resultados extrapolables a humanos. El desarrollo de la ingenieria tisular ha hecho posible
afrontar este problema desde varios enfoques innovadores que permiten cada vez un mayor
acercamiento a dichas condiciones fisioldgicas. Los hidrogeles inyectables a base de componentes
derivados de los presentes en la matriz extracelular (ECM) estan en el auge de su uso para la fabricacion
de estas plataformas debido a sus caracteristicas mecdnicas y fisicoquimicas controlables, pudiendo
ajustarlas con mayor precision a las de la ECM hepatica. Ademds, muestran baja citotoxicidad y ofrecen
la posibilidad de incorporar células y biomoléculas (por ejemplo, la fibronectina (FN)) en la solucién
precursora, dando como resultado una red entrecruzada con células encapsuladas y biomoléculas
ancladas. La adicién de moléculas como la FN hace posible la presentacion del factores de crecimiento
(GF) en fase solida a las células encapsuladas en el hidrogel, aumentando la eficacia de la plataforma para
el mantenimiento del fenotipo y de la funcionalidad de los hepatocitos.

En el presente Trabajo Final de Grado se realizé la optimizacion de la sintesis de hidrogeles inyectables
hibridos basados en gelatina (Gel) y polietilenglicol (PEG) para su aplicacién como plataformas de cultivo
in vitro para pruebas de hepatotoxicidad. Se probaron distintos ratios de Gel-PEG y se determinaron sus
propiedades mecdnicas, asi como su capacidad de retencidn de agua. Se evalud la viabilidad celular de la
linea celular HepG2 para comprobar la biocompatibilidad y como primera puesta a punto del cultivo. Con
estos resultados, se selecciond la composicion 1:0.75 como éptima pala continuar los ultimos ensayos. En
concreto, se evalud la retencién de FN dimérica y monomérica en los hidrogeles, asi como la retencion
del GF de hepatocitos en hidrogeles con y sin FN. De esta manera, se pudo evaluar el efecto de la
funcionalizacién de los hidrogeles con fibronectina. Este trabajo ha permitido la puesta a punto de la
plataforma y deja abiertas diversas posibilidades de trabajo para el futuro.

Palabras clave: DILI, hepatotoxicidad, hidrogeles inyectables, gelatina, polietilenglicol, fibronectina, factor
de crecimiento de hepatocitos



RESUM

Els models in vitro que s'empren en la deteccié de I'efecte dels farmacs en les cel-lules hepatiques mostren
limitacions i baix potencial de prediccid. Per aix0, actualment existeix una gran necessitat de dissenyar
nous models de hepatotoxicitat per a assajos preclinics que mimetitzen maximament I'entorn in vivo dels
hepatocits humans, amb la finalitat que aquests mantinguen el seu fenotip i funcionalitat per a aconseguir
resultats extrapolables a humans. El desenvolupament de I'enginyeria tissular ha fet possible afrontar
aquest problema des de diversos enfocaments innovadors que permeten cada vegada un major
acostament a aquestes condicions fisiologiques. Els hidrogels injectables a base de components derivats
dels presents en la matriu extracel-lular (ECM) estan en I'auge del seu Us per a la fabricacié d'aquestes
plataformes a causa de les seues caracteristiques mecaniques i fisicoquimiques controlables, podent
ajustar-les amb major precisié a les de la ECM hepatica. A més, mostren baixa citotoxicitat i ofereixen la
possibilitat d'incorporar cel-lules i biomolécules (per exemple, la fibronectina (FN)) en la solucié
precursora, donant com a resultat una xarxa entrecreuada amb cel-lules encapsulades i biomolécules
ancorades. L'addicio de molécules com la FN fa possible la presentacié del factors de creixement (GF) en
fase solida a les cel-lules encapsulades en I'hidrogel, augmentant l'eficacia de la plataforma per al
manteniment del fenotip i de la funcionalitat dels hepatocits.

En el present Treball Final de Grau es va realitzar I'optimitzacio de la sintesi d'hidrogels injectables hibrids
basats en gelatina (Gel) i polietilenglicol (PEG) per a la seua aplicacié com a plataformes de cultiu in vitro
per a proves de hepatotoxicitat. Es van provar diferents ratios de Gel-PEG i es van determinar les seues
propietats mecaniques, aixi com la seua capacitat de retencié d'aigua. Es va avaluar la viabilitat cel-lular
de la linia cel-lular HepG2 per a comprovar la biocompatibilitat i com primera posada a punt del cultiu.
Amb aquests resultats, es va seleccionar la composicié 1:0.75 com a optima pala continuar els ultims
assajos. En concret, es va avaluar la retencié de FN dimérica i monomerica en els hidrogels, aixi com la
retencié del GF d'hepatocits en hidrogels amb i sense FN. D'aquesta manera, es va poder avaluar |'efecte
de la funcionalitzacié dels hidrogels amb FN. Aquest treball ha permés la posada a punt de la plataforma
i deixa obertes diverses possibilitats de treball per al futur.

Paraules clau: DILI, hepatotoxicitat, hidrogels injectables, gelatina, polietilenglicol, fibronectina, factor de
creixement d'hepatocits



ABSTRACT

In vitro models used to detect the effect of drugs on liver cells show limitations and low predictive
potential. Therefore, there is currently a great need to design new hepatotoxicity models for preclinical
assays that mimic as closely as possible the in vivo environment of human hepatocytes, so that they
maintain their phenotype and functionality to achieve results that can be extrapolated to humans. The
development of tissue engineering has made it possible to tackle this problem from several innovative
approaches that allow an ever-closer approach to these physiological conditions. Injectable hydrogels
based on components derived from those present in the ECM are at the forefront of their use for the
fabrication of these platforms due to their controllable mechanical and physicochemical characteristics,
which can be more closely matched to those of the liver ECM. In addition, they show low cytotoxicity and
offer the possibility to incorporate cells and biomolecules (e.g., fibronectin (FN)) into the precursor
solution, resulting in a cross-linked network with encapsulated cells and anchored biomolecules. The
addition of molecules such as fibronectin enables the presentation of solid-phase growth factors (GF) to
the cells encapsulated in the hydrogel, increasing the efficacy of the platform in maintaining the
phenotype and functionality of the hepatocytes.

In the present Final Degree Project, the optimisation of the synthesis of hybrid injectable hydrogels based
on gelatin (Gel) and poly(ethylene) glycol (PEG) for their application as in vitro culture platforms for
hepatotoxicity testing was performed. Different Gel-PEG ratios were tested and their mechanical
properties as well as their water retention capacity were determined. The cell viability of the HepG2 cell
line was evaluated for biocompatibility and as a first culture set-up. Based on these results, the 1:0.75
composition was selected as the optimum for further testing. In particular, the retention of dimeric and
monomeric FN in the hydrogels was evaluated, as well as the retention of hepatocyte GF in hydrogels with
and without FN. In this way, the effect of functionalisation of the hydrogels with FN could be evaluated.
This work has allowed the platform to be fine-tuned and leaves open several possibilities for future work.

Keywords: DILl, hepatotoxicity, injectable hydrogels, gelatin, poly(ethylene) glycol, fibronectin,
hepatocyte growth factor.



GLOSARIO

APS — persulfato amoénico

ATP — adenosin trifosfato

BSA — albimina de suero bovino

DILI - dafio hepatico inducido por farmacos
DMF - N,N-dimetilformamida

DMEM - medio esencial minimo de Dulbecco
DPBS - tampdn fosfato salino de Dulbecco sin calcio y magnesio
ECM — matriz extracelular

FGF - factor de crecimiento de fibroblastos

FN —fibronectina

Gel — gelatina

GF — factor de crecimiento

HGF — factor de crecimiento de hepatocitos
PEG — polietilenglicol

PEG-SG — polietilenglicol succinimidil-glutarato
RGD — arginina-glicina-acido aspartico

SBF — suero bovino fetal

SDS - dodecil sulfato sédico

SG — succinimidil-glutarato

TCEP - tris(2-carboxietil)fosfina

TEMED - N,N,N’,N’-tetrametilenetilendiamina
TGF — factor de crecimiento transformante
Tris-HCI - tris(hidroximetil) aminometano
VEGEF - factor de crecimiento de endotelio vascular

w/v — peso-volumen
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1. Motivacion

La motivacion por la realizacién del presente Trabajo Final de Grado (TFG) en un centro de investigacion
en el ambito de la ingenieria tisular viene de la fascinacién por esta rama de la ingenieria biomédica, los
avances que actualmente se tienen y lo que dicha disciplina puede aportar para la mejora de la salud y
del nivel de vida de las personas. Ademas de la ilusién por la posibilidad que ofrecié el Centro de
Biomateriales e Ingenieria Tisular (CBIT) de la UPV de un contacto real con este ambito en el laboratorio
y de aportar un grano de arena en un proyecto de investigacién e innovacion que esta dedicado a la
busqueda de la solucién a uno de los mayores problemas en el campo de la medicina y farmacologia como
son las pruebas de hepatotoxicidad de farmacos in vitro.

Desde que en la asignatura de Biomateriales se introdujeron los primeros conceptos de la ingenieria
tisular, mi interés por dicha rama de nuestra carrera fue a mas con cada articulo o noticia que leia, pues
no solamente se trata de una disciplina innovadora con avances de gran importancia que ya se han hecho
a lo largo de la historia, sino que también es un ambito que tiene grandes perspectivas de investigacion
futura. Ciertamente, ademas, el perfil del trabajo encajo a la perfeccidon para la puesta en practica de
conocimientos adquiridos en las materias cursadas a lo largo de la carrera, como la anatomia, fisiologia,
bioquimica, biofisica, biomateriales, ingenieria tisular, biomecdnica, matematicas y estadistica.

Por otro lado, fue una gran oportunidad, asi como un gran reto, el hecho de realizar el TFG de forma
experimental en un laboratorio de un centro de investigacion como el CBIT. Ademas de adquirir
conocimientos sobre los métodos de trabajo en laboratorio, sobre el uso de las instalaciones y sobre el
proceso de la realizacidon de experimentos, se aprenden valiosas competencias de trabajo en equipo,
comunicacion, de gestidn e interpretacion de resultados (tanto de ensayos exitosos como los que no dan
resultados esperados) y de redaccion de un documento cientifico de calidad, que no se pueden adquirir
hasta que no se ponen en practica fuera del dmbito de cursar las asignaturas del grado.

En definitiva, la eleccién del enfoque del presente TFG y del centro de investigacién para la realizacién del
mismo, aunque no se trate de una decision hecha nada mas comenzar la carrera, no fue casual y se tomé
desde la mayor ilusién y con gran motivacidon por su desarrollo. Es mas, durante la realizacién y tras
terminar el trabajo me reafirmé en la decisién de seguir profundizando mis conocimientos profesionales
en este campo de la ingenieria biomédica y aportar mas a los futuros desarrollos de la ingenieria tisular.
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2. Normativa
La parte experimental del presente TFG sigue la normativa dada por el Instituto Nacional de Seguridad y
Salud en el Trabajo (INSST). Todos los experimentos realizados se rigen por todos aquellos Reales Decretos
y leyes relacionadas con la manipulacién y almacenamiento de sustancias quimicas y biolégicas, asi como
de los correspondientes residuos.

Ley 31/1995, de 8 de noviembre, de Prevencién de Riesgos Laborales.

Real Decreto 833/1988, de 20 de julio, por el que se aprueba el Reglamento para la ejecucién de la Ley
20/1986, basica de residuos toxicos y peligrosos.

Real Decreto 485/1997, de 14 de abril, sobre disposiciones minimas en materia de sefalizacién de
seguridad y salud en el trabajo (Anexo 1.2; I1.1; III.3).

Real Decreto 664/1997, de 12 de mayo, sobre la proteccién de los trabajadores contra los riesgos
relacionados con la exposicidn a agentes bioldgicos durante el trabajo (BOE 124, 24 de mayo de 1997,
pags. 16100-16115).

Real Decreto 374/2001, de 6 de abril, sobre la proteccion de la salud y seguridad de los trabajadores contra
los riesgos relacionados con los agentes quimicos durante el trabajo (Articulo 5.3).

Real Decreto 374/2001, de 6 de abril, sobre la proteccion de la salud y seguridad de los trabajadores contra
los riesgos relacionados con los agentes quimicos durante el trabajo.

Real Decreto 374/2001, de 6 de abril, sobre la proteccion de la salud y seguridad de los trabajadores contra
los riesgos relacionados con los agentes quimicos durante el trabajo (Articulos 5.2.c, 7.4.c).

Real Decreto 614/2001, de 8 de junio, sobre disposiciones minimas para la proteccion de la salud y
seguridad de los trabajadores frente al riesgo eléctrico.

Orden ESS/1451/2013, de 29 de julio, por la que se establecen disposiciones para la prevencion de
lesiones causadas por instrumentos cortantes y punzantes en el sector sanitario y hospitalario.
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3. Introduccion

3.1. El higado: macro y microestructura
El higado es el 6rgano mas grande del cuerpo humano que se encarga de la detoxificacion de la sangre.
Anatémicamente se encuentra en el cuadrante superior derecho de la cavidad abdominal, protegido por
las costillas y sujeto mediante ligamentos (Abdel-Misih y Bloomston, 2010). A nivel macroscdpico su
estructura se divide en dos Iébulos, izquierdo y derecho, tal y como se puede ver en la Figura 1.

Right Lobe Left Lobe

Paosterior Antarior Medial Left Lateral

Figura 1. Vista frontal del higado. Se muestra la separacion en dos Iobulos, derecho (izq.) e izquierdo (dcha.), asi como la division
en segmentos propuesta por Couinaud en base a la anatomia funcional del érgano (Sibulesky, 2013).

El higado es el érgano con mayor riego sanguineo recibido: alrededor del 25% del volumen sanguineo
total bombeado por el corazén. El 25%-30% de este volumen le llega por la arteria hepatica, mientras que
el 75-70% restante proviene de la vena porta y provee el higado de nutrientes. Antes de pasar a la
circulacidn sistémica a través del sistema venoso intrahepatico, ambos torrentes de sangre se mezclan en
los sinusoides hepaticos (capilares que forman parte de los I6bulos hepaticos, descritos mas adelante en
este apartado). En cuanto al transporte de la bilis producida por las células del higado, los conductos
biliares siguen la disposicidn de la vena porta. En el 80% de los casos el transporte se realiza tanto por los
conductos del I6bulo izquierdo como por los del derecho, aunque también existen casos en los que se da
solamente por parte de los conductos de solamente uno de los I6bulos (Abdel-Misih y Bloomston, 2010),
(Carotti y otros, 2020). En la Figura 2 se puede apreciar la organizacién vascular del higado
detalladamente.

A nivel microestructural, en el higado se diferencian los siguientes tipos celulares: hepatocitos, células
sinusoides, células de Kupffer (de la familia de los macréfagos) y células estrelladas (almacenaje de
vitamina A). Ademas, los conductos biliares estan recubiertos por colangiocitos - células sensibles a
hormonas, factores de crecimiento y dafio hepatico (Carotti y otros, 2020), (Nagy y otros, 2020).
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Figura 2. Vascularizacion del higado (izq.). Microestructura del Iobulo hepdtico (dcha.) (Chen y Palmer, 2010).

La unidad funcional del higado es el acinus o l6bulo hepatico. Se trata de una estructura de 1-2 mm de
largo, de forma hexagonal, que en su centro tiene la vena central y en los extremos, la triada vena porta-
arteria hepatica-canaliculo biliar. Los hepatocitos se organizan en platillos hepaticos dispuestos en forma
radial y entre estos se encuentran los sinusoides, canales por los que circula la sangre desde los extremos
hacia la vena central. Estos estan en contacto con la membrana basal de los hepatocitos, permitiendo asi
el intercambio de sustancias entre éstosy la sangre (Lee y otros, 2013), (Lu y otros, 2021). Esta distribucion
del I6bulo hepatico se puede observar detalladamente en la Figura 2.

Como ya se ha visto, de entre todas las células presentes en el higado, las mds abundantes (cerca del 60%
del total de células (Tabernilla y otros, 2021)) y las que se encargan de las principales funciones del 6rgano
son los hepatocitos. Estas células tienen como una de las funciones principales el transporte de
metabolitos de desecho desde la sangre hasta el conducto biliar (Lee y otros, 2013). Para realizar dicha
funcién, estan polarizadas: poseen una membrana basolateral que esta en contacto con la sangre a través
de los sinusoides y una membrana apical que se conecta con los canaliculos biliares. Ambas membranas
expresan proteinas de transporte diferentes segun su funcidn (captar metabolitos desde la sangre o
liberarlos a los canaliculos para que lleguen al conducto biliar, respectivamente) (Lee y otros, 2013),
(Feher, 2017). Entre la membrana basolateral de los hepatocitos y las células endoteliales de los
sinusoides (carentes de membrana basal) se encuentra el espacio de Disse, donde ocurre la liberacién a
la sangre de proteinas y lipoproteinas producto de los hepatocitos (Lee y otros, 2013), (Feher, 2017). Los
hepatocitos también se unen entre si mediante uniones Gap (para comunicacion intercelular) y mediante
uniones adherentes (para la formacion de una estructura 3D) (Lee y otros, 2013).

Por otro lado, cabe destacar la variacion de funciones de los hepatocitos segln su ubicacion en el platillo;
esta funcionalidad distinta viene determinada por el flujo unidireccional de sangre a través del higado y
en concreto, como se ha dicho previamente, por los sinusoides (Krebs y otros, 2007). Asi, aquellos
proximos a las vénulas y arteriolas reciben mayores concentraciones de oxigeno, pues son los primeros a
los que les llega la sangre. En cambio, aquellos situados en la cercania de la vena central reciben menor
concentracion de oxigeno al llegarles menor volumen sanguineo; estas células llevan a cabo el
procesamiento de toxinas mediante el sistema citocromo-oxidasa P450 (Krebs y otros, 2007). Otra funcién
importante de los hepatocitos es la produccidn continua de fibrinégeno, un factor clave en los procesos
de coagulacion sanguinea que se produce casi de manera exclusiva por este tipo celular (Zhou vy otros,
2015).
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Finalmente, los hepatocitos juegan un papel clave en preservar la salud del organismo también debido a
su rol en la produccidn de proteinas y en el metabolismo de farmacos (Lee y otros, 2013), (Zhou y otros,
2015). Poseen numerosas enzimas especificas de metabolismo de farmacos de Fase | (encargadas de los
procesos de oxidacidn, reduccién e hidrdlisis) y Fase Il (conjugacidn). Estas enzimas se responsabilizan de
desactivar y detoxificar los farmacos provenientes de la sangre y que llegan a los hepatocitos a través de
los sinusoides (Lee y otros, 2013). En cuanto a su papel en el sistema inmune, los hepatocitos producen
numerosas proteinas de la inmunidad innata de vital importancia sobre todo por sus efectos bactericidas
directos e indirectos (proteinas bactericidas, opsoninas, moléculas de sefializacion de las rutas de
activacién de lipopolisacédridos, proteinas clave para el metabolismo de hierro...) (Zhou y otros, 2015).
Todas estas, de hecho, son las proteinas que los hepatocitos exportan a la sangre mediante el intercambio
en el espacio de Disse (Feher, 2017).

La matriz extracelular (ECM, del inglés extracellular matrix) es un conjunto de moléculas insolubles que es
sintetizado por las células en sus bordes laterales (entre células del mismo tipo) y basales (entre células
distintas). Concretamente la ECM del higado estd compuesta por moléculas de adhesién celular y
proteoglicanos en los bordes laterales de las células y fibronectina (FN), laminina, colagenos, tinactinay
tenascina, asi como moléculas de adhesién celular y proteoglicanos, en los bordes basales (Krebs y otros,
2007). Alrededor de los hepatocitos la matriz tiene una organizacién Unica debido a la existencia del
espacio de Disse. En esta zona la ECM es escasa y estd compuesta por FN, colageno tipo | y una cantidad
menor de colagenos tipo lll, IV, V y VI (Martinez-Hernandez y Amenta, 1993).

Funcionalmente, la ECM es responsable de mantener la estructura 3D para el crecimiento celular, por una
parte, y por otra sirve para estabilizar, retener y liberar biomoléculas de sefializacidn, como son los
factores de crecimiento (GF, del inglés growth factor). En la Tabla 1 se puede observar la importancia de
los colagenos presentes en la ECM no solamente para la funcién estructural, sino también para la
retencion de moléculas de sefalizacidon. Ademas, la composicién descrita en el parrafo anterior facilita un
rapido intercambio de macromoléculas entre el plasma (espacio de Disse) y la superficie basal de los
hepatocitos (Martinez-Hernandez y Amenta, 1993). Este intercambio de sustancias resulta clave para el
mantenimiento de la homedstasis y el correcto funcionamiento del higado, y su alteracion puede causar
la pérdida de funciones del 6rgano (Krebs y otros, 2007), (Martinez-Hernandez y Amenta, 1993). Por otro
lado, la interaccidn entre los hepatocitos y la ECM es vital para el mantenimiento del fenotipo y la
funcionalidad. Asi, la unién fisica de las integrinas (moléculas transmembrana de las células que actuan
como receptores de adhesidn celular) a la matriz garantiza la supervivencia de las células, ya que es clave
para que éstas entren en la fase S del ciclo celular (Sawicka y otros, 2015). Y la presencia en la ECM de
proteinas de la membrana basal induce la polarizacidn, también clave para la funcidn de los hepatocitos
(Martinez-Hernandez y Amenta, 1993).

En el disefio de modelos in vitro, también se debe prestar atencion a las propiedades mecanicas del
entorno celular, pues han de ser similares a las del érgano. Ademads, se debe garantizar una correcta
respuesta de las células a las fuerzas que se establecen y a la mecanotrasduccion, de modo que
mantengan su fenotipo y funcionalidad. La bibliografia indica que los niveles normales de rigidez de la
ECM del higado se encuentran en un rango de entre 400 Pa y 600 Pa de mddulo elastico a cizalla, y los
mas bajos se dan en la periferia de los hepatocitos (Agarwal y otros, 2019), (Li y otros, 2021).
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Factor de crecimiento Molécula de unién a la
ECM
TGF Colageno tipo IV, FN,
fibrinégeno, fibrina
HGF Colageno tipo I, I, IV, V
y VI, FN, fibrindgeno,
fibrina
VEGF Colagenos, FN,
fibrinégeno, fibrina
FGF FN, fibrindgeno, fibrina

Tabla 1. Ejemplos del rol de las proteinas de la ECM en la retencion de los factores de crecimiento. Siglas: TGF (transforming
growth factor, factor de crecimiento transformante), HGF (hepatocyte growth factor, factor de crecimiento hepdtico), VEGF
(vascular endotelial growth factor, factor de crecimiento de endotelio vascular), FGF (fibroblast growth factor, factor de
crecimiento de fibroblastos) (Sawicka y otros, 2015).

En este trabajo es de particular importancia el factor de crecimiento de hepatocitos (HGF). El papel e
interacciones de los factores de crecimiento con la ECM se describird con mayor detalle mas adelante en
el documento.

3.2. Dafio hepatico inducido por farmacos

Los posibles efectos téxicos de la exposicidn del organismo a farmacos, hierbas medicinales y otros
xenobidticos son ampliamente estudiados hoy en dia. El higado es el 6rgano encargado de metabolizar
gran parte de este tipo de sustancias, lo que lo convierte en un érgano susceptible de sufrir dafios. Durante
la detoxificacidn se forman moléculas bioactivas que pueden resultar dafiinos y causar lo que se conoce
como dafio hepatico inducido por farmacos (DILI, por sus siglas en inglés Drug-Induced Liver Injury). Dicha
patologia es la principal causa de la retirada de farmacos del mercado (Serras y otros, 2021), (Sainz-Arnal
y otros, 2019). Uno de los principales problemas del DILI es la ausencia de biomarcadores especificos que
permitan diagnosticarlo, por lo que sigue siendo una enfermedad detectada por diagndstico por
exclusién. Esto lleva a que a menudo se den situaciones clinicas en las que, en el momento del diagndstico
de DILI, la vida del paciente ya se encuentre en riesgo grave (Serras y otros, 2021).

Se distinguen dos tipos de DILI: intrinseco, que depende de la dosis y se manifiesta a los pocos dias; e
idiosincrasico, el cual no tiene una dependencia de la dosis, por lo que es practicamente impredecible y
ademas tiene un estadio latente, con lo cual se manifiesta al cabo de un tiempo (Serras y otros, 2021),
(Norman, 2020). El segundo tipo de DILI es un problema particularmente complejo y estd relacionado con
factores genéticos y, por tanto, con la reaccidn individual de cada paciente a un determinado farmaco
(Norman, 2020).

Los mecanismos moleculares que derivan en la muerte de los hepatocitos se desarrollan de la siguiente
manera: la lesidn inicial puede ocurrir bien porque se destruye la bicapa lipidica de la membrana, o bien
porque los farmacos alteran la organizacion intracelular influyendo en la compartimentalizacién de la
célula y alterando asi la funcidn de los organulos. A continuacion, tiene lugar la pérdida de funcionalidad
de las mitocondrias (encargadas de la respiracion celular, fuentes de energia para la célula), provocada
por el efecto de los farmacos en el potencial de la membrana mitocondrial; esto lleva a la interrupcién del
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ciclo respiratorio de la mitocondria, generando un estado de estrés oxidativo e impidiendo la sintesis de
adenosin trifosfato (ATP). También puede afectar a las mitocondrias influyendo en los poros de las
membranas, llevando a la liberacién del citocromo C al interior de la célula o a la entrada de protonesy
agua a la mitocondria. Si estos dafios afectan a una gran cantidad de mitocondrias, tiene lugar una drastica
disminucién de niveles de ATP que provoca el desequilibrio idnico y causa muerte por necrosis; si en
cambio, son pocas las mitocondrias afectadas, el resto de éstas sigue produciendo ATP. Sin embargo, el
hecho de la liberacién de citocromo C de las mitocondrias afectadas induce muerte por apoptosis
(Tabernilla y otros, 2021), (Serras y otros, 2021).

La deteccion de farmacos hepatotdxicos en fases de postcomercializacion tiene graves efectos
econdmicos para las empresas farmacéuticas y pone en riesgo la salud del paciente, lo que lo ha
convertido en un problema de salud importante. Esto se debe a la ausencia de modelos in vitro robustos
y potentes en los ensayos preclinicos, asi como las limitaciones que presentan los modelos animales
empleados. En los estudios tradicionales se emplean tipicamente modelos animales de ratas, perros o
monos. No obstante, se ha demostrado que dichos ensayos no predicen con exactitud la reaccidn que se
tendria en un humano al farmaco, puesto que el metabolismo animal de los farmacos es distinto al de los
humanos (Lee y otros, 2013). Es por ello que surge la necesidad del desarrollo de modelos hepaticos
humanos in vitro para una mejor y mas fiable prediccion del comportamiento del higado ante los
xenobidticos. Para ello, los hepatocitos deben disponerse en un entorno tridimensional similar al tejido in
vivo, donde puedan llevar a cabo el metabolismo de farmacos durante un periodo de tiempo prolongado
sin desdiferenciarse, asi como de unos entornos que mimeticen al maximo la ECM que rodea a estas
células.

3.2.1. Células hepaticas

En el entorno bioldgico, como bien se ha dicho antes, los hepatocitos realizan multiples funciones, entre
las cuales una de las mas importantes es el metabolismo de farmacos. El uso de hepatocitos primarios
presenta una clara ventaja, puesto que dichas células conservan las enzimas necesarias para la
detoxificacion de farmacos (Nanjappan y otros, 2018). Desafortunadamente, son una fuente limitada
puesto que provienen de pacientes, presentan pérdida rapida de funcionalidad y tienen poco potencial
de crecimiento in vitro, lo que limita su uso en investigacion (Nanjappan y otros, 2018). Es por ello que se
han empleado otras fuentes, como ahora las lineas celulares inmortalizadas (la HepG2, HepaRG, Upcytes,
etc.) (Krebs y otros, 2007). Estos hepatocitos son alterados genéticamente para mantener una capacidad
de proliferacién in vitro practicamente ilimitada, y a la misma vez mantienen la funcion de los hepatocitos
sin llegar a inducir oncogénesis. No obstante, dicha conservacion de funcionalidad no siempre es exitosa
y puede darse solo parcialmente. Ademas, muchas lineas no tienen enzimas para el metabolismo de
farmacos, lo que limita su uso en ensayos de hepatotoxicidad. Sin embargo, son reproducibles, ilimitadas
y faciles de manejar, por lo que se emplean en la puesta a punto de sistemas, como el uso de la linea
HepG2 en este trabajo (Krebs y otros, 2007). Por ultimo, destacar que en los estudios mas recientes se
apuesta por el uso de células madre inducidas (iPSC) diferenciadas a hepatocitos, aunque todavia no se
ha conseguido una diferenciaciéon completa (Krebs y otros, 2007), (Nanjappan y otros, 2018).

3.2.2. Plataformas 3D vy cultivos monocapa
En condiciones fisioldgicas las células se encuentran en un espacio 3D en la ECM, dispuestas en forma de
platillos hepaticos a lo largo de los sinusoides. Esta disposicion fomenta su expansidon, migracién,
proliferacién, diferenciacién e interaccion con el entorno (matriz y células adyacentes). Los cultivos en 2D,
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aunque son simples y faciles de realizar, no pueden recrear dicha complejidad bioldgica, por lo que las
células no disponen de toda su funcionalidad y los resultados obtenidos con estos estudios pueden no ser
realistas. Ademas, en estos entornos 2D las células rapidamente pierden su fenotipo al no encontrarse en
sus condiciones bioldgicas (Zhao y otros, 2020). Se ha visto que en cultivos 2D los hepatocitos adquieren
una morfologia plana y extendida, unos indices de proliferacion y de expresion de proteinas de
citoesqueleto elevados, pero disminuyen significativamente la expresidon de genes especificos de las
células hepaticas, asi como su funcionalidad (Agarwal y otros, 2019). En cambio, los modelos 3D si son
capaces de mimetizar la estructura y la funcionalidad de la ECM bioldgica, de modo que las células son
capaces de llevar a cabo su funcidon y mantienen su fenotipo gracias a la posibilidad de interactuar con el
entorno y recibir los estimulos necesarios (Zhao y otros, 2020), (Agarwal y otros, 2019). De este modo, los
cultivos en 3D proporcionan un entorno fisico y mecdanico similar a la ECM bioldgica y posibilitan la
comprension de los procesos bioldgicos de células, tejidos y drganos in vitro, siendo de especial interés
como futura alternativa no solamente a los cultivos 2D, sino también a la experimentacion animal, que
hoy en dia aun sigue siendo insustituible (Zhao y otros, 2020).

3.2.3.  Plataformas actuales de ensayos de toxicidad in vitro y sus
limitaciones

Actualmente existen numerosas plataformas 3D desarrolladas para los ensayos de hepatotoxicidad
inducida por farmacos in vitro. Las estructuras mas relevantes son los esferoides (simples o complejos),
sistemas de scaffolds 3D, modelos microfluidicos, hidrogeles 3D e incluso organoides (Zhao y otros, 2020),
(Sainz-Arnal y otros, 2019). Algunos ejemplos comercializados son el cocultivo 3D HepatoPac (Chan vy
otros, 2013), los modelos microfluidicos como HepaChip o HUREL (Schiitte y otros, 2010), (Baxter, 2009)
o los organoides desarrollados para la simulacion de fibrosis hepatica inducida por fdrmacos (Leite y otros,
2016). No obstante, alin existen ciertas limitaciones como el mantenimiento de la completa funcionalidad
de los hepatocitos a largo plazo, la mimetizacidn perfecta de la ECM hepatica o el problema de la falta de
conexién con otros érganos, que no es posible simular in vitro. Por tanto, hacen falta nuevos estudios que
propongan solucién a alguno de estos problemas (Lu y otros, 2021).

3.3. Uso de hidrogeles como plataformas in vitro para ingenieria tisular

3.3.1. Hidrogeles

Como se ha dicho, una de las formas de imitar el entorno 3D bioldgico de los hepatocitos es el uso de
hidrogeles 3D. Los hidrogeles son polimeros hidrofilicos de redes viscoelasticas tridimensionales capaces
de retener una cantidad de agua multiplo del valor de su peso seco e hincharse en ambientes fisiolégicos,
gracias a la presencia de grupos funcionales hidrofilicos como -OH, -SO3H, -COOH, -NH2 o -CONH2
(Almawash y otros, 2022). Esta caracteristica, junto con otras ventajas como la capacidad de
encapsulacién de moléculas y macromoléculas, la posibilidad de adaptaciéon de sus propiedades
mecanicas a las necesidades del modelo, la flexibilidad y la degradacion controlable, convierte a los
hidrogeles en un biomaterial muy versatil e idéneo para la mimetizacién de medios tan complejos como
la ECM. De hecho, si se mira desde el punto de vista de biomateriales, la ECM se puede considerar un
hidrogel muy complejo en el cual estructuras fibrosas de coldgeno y otras proteinas se encuentran
embebidas en matrices blandas de polisacaridos y glicoproteinas con biomoléculas ancladas, que
permiten presentar otras biomoléculas, como los GF (Zhao y otros, 2020). En el campo de las pruebas
farmacoldgicas in vitro, resulta de especial interés su capacidad de retencién o liberacién controlada de
los farmacos, asi como el alto grado de adherencia celular (Jacob y otros, 2021).
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Los materiales empleados en la fabricacidn de hidrogeles son variados y pueden ser sintéticos, bioldgicos
0 una combinacién de ambos (hidrogeles hibridos). Al interaccionar directamente con células, han de ser
capaces de imitar al maximo posible la ECM, donde las células puedan adherirse, proliferar, migrar y llevar
a cabo su funcién sin desdiferenciarse. Esto implica que deben presentar una adecuada quimica, un
determinado tamano de poros e interconectividad, asi como ser no citotdxicos. Si bien los materiales
sintéticos pueden ser facilmente controlables en cuanto a propiedades mecdnicas y velocidad de
degradacion, carecen de bioactividad; en cambio, los biopolimeros naturales tienen la ventaja de ser
biolégicamente activos de forma natural, pero no exhiben buenas propiedades mecdnicas, que ademas
son dificilmente controlables en este tipo de materiales (Dubey y Mequanint, 2011), (Almawash y otros,
2022). Por esta razén, cada vez se desarrollan mas hidrogeles de materiales hibridos, de modo que las
ventajas de ambos tipos de polimeros se fusionan, dando lugar a unos constructos mas similares a la ECM
bioldgica y, ademas, cuyas propiedades son controlables (Krebs y otros, 2007).
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Figura 3. Esquema-resumen de los tipos mds comunes de entrecruzamiento fisico (dcha.) y quimico (izq.) (Almawash y otros,
2022). En el caso del entrecruzamiento quimico, son comunes el entrecruzador como mediador (A), los polimeros hibridos (B),
reacciones por agentes fotosensibles (C) o el entrecruzamiento por catdlisis enzimdtica (D). En cuanto al entrecruzamiento fisico,
se tiene como ejemplo las reacciones hidrofdbicas (E), ionicas (F), por puentes de hidrogeno (G) o formacion de cristales (H).

En los ultimos afios los hidrogeles 3D se han utilizado para multiples aplicaciones, como sistemas 3D para
cultivo de células madre mesenquimales para terapia celular (Hu y otros, 2022), bioimpresién 3D como
en el caso de tejido cardiovascular in vitro e in vivo (Vettori y otros, 2020), modelos de enfermedades in
vitro, encapsulacién para liberacion de fdrmacos, entre otras (Cao y otros, 2021). La principal limitacién
de estos sistemas, una vez mas, es mantener la funcionalidad y el fenotipo de las células a largo plazo
debido a la dificultad de mimetizar la ECM (Cao y otros, 2021).

3.3.2. Hidrogeles inyectables
Dentro de todos los tipos de hidrogeles, destacan particularmente los hidrogeles inyectables. Este tipo de
hidrogeles poseen unas capacidades de biocompatibilidad y de hidrofilicidad unicas y tienen una
particular habilidad en cuanto a cambio de fases liquido a sdlido para formar estructuras de gel que
fomentan la encapsulacidn de biomoléculas en la red, porque sucede de manera no citotéxica (Almawash
y otros, 2022). Se forman por la polimerizacidn in situ del material primario que se utiliza: se parte de una
solucidn acuosa del material principal, al cual se le afiade el polimero entrecruzador, provocando la rapida
gelificacion del compuesto. La gran ventaja que aporta este tipo de hidrogeles es la posibilidad de afadir
células y sustancias bioactivas, como la FN, mezclandolas justo antes de la inyeccidn del entrecruzador,
reduciendo considerablemente el tiempo de fabricacion del sistema. La rapidez del entrecruzamiento
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evita la sedimentacion de las células antes de la formacién del hidrogel (Dubey y Mequanint, 2011), (Yuy
Ding, 2008).

Los hidrogeles inyectables se pueden formar bien por entrecruzamiento fisico o bien por
entrecruzamiento quimico (Hu y otros, 2022). Los hidrogeles formados por entrecruzamiento fisico pasan
al estado de gel por medio de fuerzas moleculares (enlace iénico, puente de hidrégeno, reacciones
hidrofdbicas...) que ocurren bien por la interaccidn entre los polimeros o bien por estimulos externos
como el calor, el pH, presion o luz. Los hidrogeles fisicos tienen un tiempo de gelificacién, mecéanica de
degradacion y caracteristicas mecdanicas especificos, pero sus enlaces tienden a ser facilmente destruibles,
especialmente si cambian las condiciones fisicas en las que se ha formado (Almawash y otros, 2022). Los
hidrogeles por entrecruzamiento quimico, en cambio, gelifican por la formacién de enlaces covalentes en
su red polimérica por medio de reacciones quimicas. Esto ocurre en una fase de transicion liquido-gel (la
llamada transicion sol-gel), con lo cual requiere mayor tiempo de gelificacién (por tanto, presentan una
ventaja para aplicaciones con encapsulacion de células o de biomoléculas que los hidrogeles fisicos) y una
vez formado el hidrogel la reaccidn es irreversible, por lo que son mas estables que los hidrogeles fisicos.
Asimismo, su tiempo de gelificacidon y propiedades mecanicas se han de determinar experimentalmente
(Almawash y otros, 2022). En la Figura 3 se pueden observar los esquemas de los distintos mecanismos
mas comunes de entrecruzamiento tanto fisico como quimico.

Como se ha dicho en el apartado anterior, en los ultimos afos se estan usando materiales hibridos para
la fabricacién de hidrogeles debido a su capacidad de conservar las ventajas tanto de los materiales
sintéticos como de los bioldgicos. Entre los hidrogeles inyectables, los materiales mas utilizados en Ila
ingenieria tisular del higado se ha visto que son el colageno, la gelatina o los alginatos, junto con polimeros
sintéticos como los poliésteres o el polietilenglicol (Krebs y otros, 2007). Sin embargo, estos hidrogeles
tienen ciertas limitaciones como ahora las ya mencionadas en el apartado de plataformas 3D para pruebas
de hepatotoxicidad in vitro (sobre todo en cuanto a la supervivencia de las células a largo plazo), lo que
se refleja en la estabilidad y en las propiedades mecanicas del material (Krebs y otros, 2007),
(Sarrigiannidis y otros, 2021).

3.4. Factores de crecimiento. Presentacion en fase sélida.

Los GF son moléculas de sefalizacidon con un papel crucial en organogénesis y el desarrollo de los tejidos,
al ser los que definen la diferenciacién, migracion y proliferacién celular. Es por ello por lo que tienen una
elevada significancia en aplicaciones clinicas. La ECM, a su vez, es un reservorio de GF: se unen a la matriz
gracias a las proteinas y glicoproteinas de la misma, permitiendo que coordine su interaccién con las
células (Trujillo y otros, 2020). Dicha interaccidn varia en funciéon de cémo esta presente el GF en la ECM.
Si se unen a los receptores transmembrana de la célula, activa moléculas sefializadoras en el medio
intracelular, o bien puede ser internalizado por la célula por endocitosis. Esto ultimo ocurre si el GF se
encuentra en la ECM en fase liquida (A y otros, 2018). Sin embargo, esto se ha visto que ocurre muy
raramente, generalmente en los nichos de células madre, siendo la norma bioldgica la presentacién de
los GF en la ECM en fase sélida, como también lo es el caso del HGF (Salmerdn-Sanchez y otros, 2016). En
la Figura 4 se puede observar la diferencia entre la presentacion de GF en fase sélida y su presencia en
fase liquida en la ECM.
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Figura 4. Presentacion de GF en fase sdlida y en fase liquida (imagen hecha en bioRender). Se observa que en el caso de la
presentacion en fase sdlida se tiene una alta concentracion local de GF, el GF tiene restringida la difusion y es posible la
formacion de clusteres con integrinas que permiten la sinergia entre ambas moléculas y aumentan el efecto del GF aun con unas
dosis minimas de éste (Salmerdn-Sdnchez y otros, 2016).

Distintos métodos tradicionales han defendido el uso de los GF en fase liquida para las aplicaciones tanto
in vitro como in vivo. Sin embargo, esto presenta una serie de problemas. Por una parte, no representa el
funcionamiento natural in vivo, donde los GF no se encuentran libremente en el medio extracelular (que
es lo que ocurre si se afiade una solucion de GF al medio de cultivo), sino anclados de una forma u otra a
la ECM, la cual se encarga de la regulacidon de su actividad. Ademas, en estado soluble los GF son
susceptibles a ser fagocitados, hidrolizados o a la degradacidon enzimatica, por lo que su vida media es
muy corta; esto lleva a la necesidad de usar dosis elevadas de GF en el cultivo, que al estar por encima
incluso de las dosis fisioldgicas resultan téxicas para las células (A y otros, 2018), (Teixeira y otros, 2020).
Es por ello que hoy en dia se desarrollan sistemas que permiten la presentacidn de GF en fase sdlida, de
modo que hacen posible la regulacion de su actividad y, ademas, requieren unas dosis minimas de GF para
un correcto funcionamiento al tener éstos una vida media mas larga (A y otros, 2018), (Teixeira y otros,
2020), (Trujillo y otros, 2019).

Otro factor a tener en cuenta cuando se habla de la actividad de los GF en fase sdlida es el importante
papel de la sinergia entre las integrinas de las células y los GF, mediada por la FN. Las integrinas son
receptores transmembrana que se unen a secuencias de adhesién de las proteinas de la ECM, siendo una
de las mas conocidas la secuencia arginina-glicina-acido aspartico (RGD) presente en la FN (Damiati y
otros, 2022). La FN es una glicoproteina dimérica de 500kDa que se une a las integrinas y proteinas de la
ECM, como el coldgeno (Dubey y Mequanint, 2011). Consta de dos subunidades unidas por un puente
disulfuro, cada uno de los cuales poseen tres mddulos que se repiten (I, Il y lll) mediante los cuales
interaccionan con otras moléculas. Esto posibilita la formacién de estructuras formadas por FNI1.s y FNIII;-
2, integrinas unidas al dominio RGD (en FNllls.1;0) vy GF (en FNIlli2.14), tal y como se puede ver
detalladamente en la Figura 5 (Damiati y otros, 2022). Dicha conformacidn, en la cual tiene lugar la unién
simultanea y en dominios proximos de ambas moléculas a la FN, se ha demostrado que fomenta la
cooperacion entre integrinas y los GF, creando una sinergia entre ambas moléculas que aumenta el efecto
del GF en el comportamiento celular (Sarrigiannidis y otros, 2021), (Trujillo y otros, 2020), (Damiatiy otros,
2022). Esta interaccidon se ha reproducido in vitro y efectivamente se ha visto que la sinergia solamente
tiene lugar cuando las células se unen a la FN, resultando en la unién préxima de las integrinas y de los GF
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(Trujillo y otros, 2020). Los detalles moleculares mas precisos de la interaccién, no obstante, adn quedan
por explorar (Trujillo y otros, 2020).
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Figura 5. Estructura de la FN que muestra los puntos de unién a integrinas y a coldgeno/gelatina. Los sitios de union a la
heparina (FNIll13.14) son también los sitios de union de los GF (Kubow y otros, 2015).

Entre los materiales actuales que contienen FN con su secuencia RGD y de unidn de GF existen ejemplos
tanto de estrategias 2D como 3D. En el caso de 2D se han afiadido polimeros como polietilacrilato (PEA),
que causa el despliegue de la FN en nanoredes, exponiendo los dominios de unidn de interés (Trujillo y
otros, 2019). En cuanto a los sistemas 3D, que son los mas relevantes para la ingenieria tisular del higado
por razones ya mencionadas, la variedad de materiales es mas grande. Asi se tienen hidrogeles de fibrina
funcionalizados con fragmentos especificos de FN (Trujillo y otros, 2019), se utilizan moléculas mediadoras
como el polietilenglicol para anclar la FN a los polimeros base del scaffold (Krebs y otros, 2007) o incluso
se fabrican plataformas en las cuales el material principal es la propia FN (Trujillo y otros, 2020). También
se ha visto en estudios (Benoit y Anseth, 2005), (Hersel y otros, 2003) que el uso de tan solo la cadena
corta RGD afiadida a los biomateriales no produce el mismo efecto que la fibronectina completa, con lo
cual actualmente los materiales son desarrollados conteniendo, a ser posible, la proteina entera - para
una mejor funcionalizacién y mimetizaciéon de la ECM bioldgica. En la Figura 6 se puede observar un
ejemplo de cédmo varia la disposicion de los GF en una matriz polimérica con la inclusidon de FN en la
misma.
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Figura 6. Esquema del anclaje de GF a un material sin FN (izq.) y a un material con FN y heparina (dcha.). En el segundo caso el
GF (violeta y verde) se encuentra unido en su totalidad a la fibronectina (naranja) y heparina (rojo) (Ker y otros, 2011).
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3.5. Modelo propuesto

En el presente Trabajo Final de Grado (TFG), se propone como modelo in vitro para pruebas de
hepatotoxicidad de farmacos un hidrogel inyectable (los cuales se ha visto en apartados anteriores que
presentan numerosas ventajas para aplicaciones de estudios in vitro), cuyo material principal es un
polimero natural, la gelatina (Gel), entrecruzada mediante la adicion del polimero sintético polietilenglicol
(PEG). Como bien establecen estudios previos (Liang y otros, 2019), (Su y otros, 2019), se trata de una
combinacion éptima de material sintético y bioldgico que proporcionan buenas propiedades mecanicasy
de adhesidn y proliferacion celular, respectivamente. Ademas, se ha viso que combinaciones basadas en
Gel y PEG pueden formar estructuras con poros de mayor tamafo y poca matriz (Cao y otros, 2021), lo
cual es otra ventaja pues se acerca mas a la estructura que tiene la ECM que rodea a los hepatocitos. A
continuacién, se detallan las propiedades de cada material y sus ventajas en cuanto al uso en la ingenieria
tisular.

La Gel es una proteina obtenida por la desnaturalizacién e hidrélisis acida del colageno, generalmente del
de Tipo | (de particular interés para los constructos que imitan las condiciones fisioldgicas del higado pues,
como se ha descrito anteriormente, este tipo de colageno prevalece en su ECM), cuya estructura quimica
se puede observar en la Figura 7. Tras el proceso de obtencidn, la proteina por una parte mantiene la
funcionalidad del colageno en cuanto a, por ejemplo, la presencia de secuencias especificas para la
adhesién celular por medio de integrinas (como la secuencia RGD) o sitios sensibles a las
metaloproteinasas (MMP), que permiten la degradacién enzimatica de la ECM por parte de las células y,
por consiguiente, su remodelacidn por las mismas (Klotz y otros, 2016), (Carthew y otros, 2018). Y por
otra, la desnaturalizacion por medio de calor resuelve el problema de la respuesta antigénica que si existe
al usar el colageno, con lo cual la Gel es, ademas, no antigénica y no citotdxica (Klotz y otros, 2016). Cabe
destacar también que la Gel es una sustancia de bajo coste y facilmente manipulable (Klotz y otros, 2016),
(Carthew y otros, 2018).
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Figura 7. Estructura quimica de la Gel (Biswal, 2021). Los grupos terminales son grupos amino (NH).

Disuelta en agua o en medio fisioldgico, la Gel gelifica fisicamente a una temperatura de 242C (Klotz y
otros, 2016). No obstante, la proteina es inestable a la temperatura del cuerpo humano, de 372C, y el gel
pasa a ser otra vez liquido (Carthew y otros, 2018). Por tanto, la gelificacién se lleva a cabo por
entrecruzamiento quimico covalente de la proteina. Esto puede realizarse mediante la adicion de un
polimero sintético, como en este caso es el PEG, mejorando las propiedades mecanicas del hidrogel
obtenido, pues las que presentan los geles de Gel pura no son suficientes para su uso como ECM de
hepatocitos (Liang y otros, 2019), (Carthew y otros, 2018).

En este proyecto se utiliza el PEG succinimidil-glutarato (PEG-SG), cuya estructura quimica puede
observarse en la Figura 8.
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Figura 8. Estructura quimica del PEG-SG de cuatro brazos [50].

El PEG, como bien indica su nombre, es un componente quimico compuesto por unidades repetidas de
etilenglicol (Thermo Fisher Scientific — ES, n.d.). Es un polimero sintético, bioinerte y no inmunogénico muy
ampliamente utilizado como entrecruzador en la ingenieria tisular debido a su alta biocompatibilidad
(puesto que no interfiere en la funcién celular y tampoco provoca respuesta inmunolégica) y su
versatilidad para la modificacidon de sus grupos terminales con el fin de adaptarse a las reacciones de
entrecruzamiento con distintos materiales (Pandala y otros, 2022), (Thermo Fisher Scientific — ES, n.d.).
Esta ultima caracteristica es importante en el caso de ser el entrecruzamiento quimico, como bien ocurre
en el sistema planteado en este TFG. Asi, como bien se observa en la Figura 8, en este caso se sustituyen
los grupos amino terminales por el SG, que fomenta su interaccion con los grupos amino terminales de la
Gel (Figura 7) (Sarrigiannidis y otros, 2021). Dicha interaccion sera explicada mas en detalle en el apartado
de Materiales y métodos del presente TFG. Por otra parte, el entrecruzamiento con PEG aporta
propiedades mecdnicas buenas, que pueden ser reguladas mediante el control de la proporciéon en la que
se afiade con respecto a la Gel (Thermo Fisher Scientific — ES, n.d.), (Klotz y otros, 2016).

El PEG ha demostrado ser el polimero sintético idoneo para la fabricacion de hidrogeles hibridos, al ser no
citotéxico y tener grupos terminales modificables para una mejor interaccion con un polimero concreto,
ademas de aportar unas propiedades mecdanicas que se echan en falta en constructos fabricados de puros
biomateriales biolégicos (Klotz y otros, 2016), (Dura y otros, 2018). El uso de este polimero como
biomaterial esta aprobado por la FDA (Food and Drug Administration, administracion de alimentos y
medicamentos de EE. UU.) (Thermo Fisher Scientific — ES, n.d.).

Por ultimo, se ha visto que los hidrogeles de Gel-PEG presentan una excelente viabilidad celular sin perder
las propiedades mecanicas y sin que se presente pérdida de funcionalidad o desdiferenciacidén por parte
de las células (Hoang Thiy otros, 2016), lo cual también supone una ventaja que podria solucionar una de
las limitaciones de los sistemas actuales como es el mantenimiento del fenotipo funcional de los
hepatocitos.

En los apartados siguientes se describen en detalle: la quimica de entrecruzamiento Gel-PEG; los
experimentos llevados a cabo para la seleccién de las proporciones idéneas de Gel-PEG a utilizar, asi como
la funcionalizaciéon de los hidrogeles fabricados a la proporcidn elegida con la FN y el efecto de su adicidon
en la retencién del HGF; y finalmente, el cultivo celular realizado para evaluar la viabilidad celular del
sistema.
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4. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Como se ha visto en el apartado de Introduccidn, en la actualidad existe una gran necesidad de modelos
de pruebas de hepatotoxicidad in vitro para ensayos preclinicos de farmacos. El desarrollo de la ingenieria
tisular ha hecho posible afrontar este problema desde varios enfoques innovadores que permiten cada
vez un mayor acercamiento a dichas condiciones fisioldgicas. Los hidrogeles inyectables de materiales
hibridos (sintético + bioldgico) a base de componentes derivados de los presentes en la ECM estan en
auge debido a sus caracteristicas mecdnicas y fisicoquimicas controlables, pudiendo ajustarlas con mayor
precisién a las de la ECM hepatica. También por su baja citotoxicidad y la posibilidad que presentan de
inyectar células y biomoléculas, como la FN o los GF, justo antes de la formacién del hidrogel. La adicién
de moléculas como la FN, a su vez, hace posible la presentaciéon del GF en fase sélida a las células
encapsuladas en el hidrogel, aumentando la eficacia de la plataforma para el mantenimiento del fenotipo
y de la funcionalidad de los hepatocitos.

Es por todo ello que el objetivo principal del presente TFG fue el disefio de un modelo para pruebas de
hepatotoxicidad in vitro basado en un hidrogel inyectable de Gel y PEG con encapsulaciéon de FN y HGF,
para alcanzar el cual se establecieron los siguientes objetivos especificos:

- Sintesis de hidrogeles de Gel-PEG a distintos ratios de los componentes (ratios de Gel-PEG 1:1,
1:0.75y 1:0.5).

- Determinacidn de las propiedades mecanicas y de hinchado de cada composicién de Gel-PEG.

- Evaluacion del efecto de la encapsulacion de células HepG2 en las propiedades mecanicas de los
hidrogeles a distintos ratios.

- Evaluacion de la viabilidad celular en los hidrogeles de los tres ratios y comparacién de los
resultados con el cultivo en monocapa para asegurar que el material permite el cultivo celular.

- Seleccién de la composicion éptima de hidrogel a utilizar para los experimentos siguientes en
funcion de los resultados obtenidos en la caracterizaciéon mecdnica, de hinchado y en la
encapsulacién y viabilidad celular.

- Evaluacion de la retencion de FNg y FNm en el hidrogel a dicha composicion para la seleccion de la
proteina con mayor grado de retencién, con el fin de garantizar mds puntos de anclaje para el
HGF en fase sdlida.

- Evaluacion de la retencidon de HGF en fase sélida en el hidrogel en presencia de FNg, FNm y en
hidrogel sin FN para evaluar el efecto de la FNg y FNm en el proceso.

En los apartados siguientes se detallan los Materiales y métodos seguidos para llevar a cabo los
procesos necesarios para la consecucién de dichos objetivos, asi como se presentan los Resultados y
la discusion de los mismos. Finalmente, en el apartado de Conclusiones se reporta si se consiguieron
los objetivos establecidos y se presentan las perspectivas de futuras investigaciones.
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5. Materiales y métodos

5.1. Materiales

5.1.1. Hidrogeles
Para el proceso de sintesis de los hidrogeles de gelatina (Gel) y polietilenglicol (PEG) se utilizaron los
siguientes reactivos: PEG-SG (polvo, 10K, polietilenglicol succinimidil-glutarato de 4 brazos, SIGMA-
ALDRICH, Alemania), gelatina de piel de cerdo (polvo, tipo A, SIGMA-ALDRICH, Alemania), buffer DPBS (-
/-) (tampdn fosfato salino de Dulbecco sin calcio y magnesio, liquido, SIGMA-ALDRICH, Alemania) y DMEM
(medio esencial minimo de Dulbecco, bajo en glucosa, con piruvato de sodio, sin glutamina, sin rojo fenol,
Gibco, EEUU). La proteina utilizada fue la fibronectina (FN) humana (polvo, CORNING).

Todos los materiales se conservaron segun lo establecido en las recomendaciones de la empresa
fabricante: el buffer DPBS (-/-) y la Gel en polvo se guardaron a temperatura ambiente y el PEG-SG en
polvo y la FN disuelta en DPBS (-/-) se conservaron a -202C.

En el proceso de desnaturalizacidn de la FN se utilizaron: TCEP (tris(2-carboxietil)fosfina, pH 7, SIGMA-
ALDRICH, Alemania), urea (Plus One Urea, Amershan Biosciences), NaOH (hidréxido de sodio, 1M),
yodoacetamida (84mM), etanol absoluto, etanol al 90% y las membranas de diélisis Slide-A-Lyzer™ MINI
(0.5mL, 10kDa MWCO, por sus siglas en inglés Molecular Weight Cut-Off, ThermoFisher).

Para la electroforesis se empled acrilamida-bisacrilamida (30%:0.8% w/v (peso/volumen, del inglés
weight/volume), ThermoFisher), dodecil sulfato sddico (10% w/v, ThermoFisher), SDS, del inglés sodium
dodecy! sulfate, ThermoFisher), persulfato amdnico (10% w/v, APS, del inglés amonic persulfate,
ThermoFisher), N,N,N’,N’-tetrametilenetilendiamina (TEMED, ThermoFisher), buffer Tris-HCI
(tris(hidroximetil) aminometano, pH 8.8, 16.6mM, ThermoFisher), buffer de carga (Laemmli buffer 4X,
ThermoFisher), buffer de electroforesis (TrisGlicina SDS 1X, ThermoFisher), isopropanol puro, glicerol y
tinte para la proteina (azul brillante R-250 de Coomassie, ThermoFisher).

Para el experimento de liberacién de la FN, se utilizd el kit DuoSet ELISA Development System
(fibronectina humana, RnDSystems, Reino Unido).

Finalmente, para los ensayos de liberacion del factor de crecimiento de hepatocitos (HGF, del inglés
hepatocyte growth factor, Peprotech) se empled el marcador fluorescente DyLight 488 NHS Ester (1011
g/mol, reactivo a aminas, ThermoFisher), N,N-dimetilformamida (DMF, ThermoFisher), el medio tampdn
bérax (buffer de borato, 0.05M, pH 8.5) y las membranas de diélisis Slide-A-Lyzer™ MINI (2mL, 10kDa
MWCO, ThermoFisher).

5.1.2.  Cultivo celular
Las células empleadas en los experimentos de encapsulacién y cultivo celular fueron de la linea celular
inmortalizada HepG2. Se cultivaron con medio completo Ham’s F12/Leibovitz L15 suplementado con L-
glutamina (2 mM), 7% de suero bovino fetal (SBF), glucosa (0.01 M), BSA (1 mg/mL), bicarbonato (0.01 M)
y penicilina/estreptomicina. En el experimento de viabilidad celular se utilizé el kit LIVE/DEAD Cell Viability
Assay (Invitrogen™).
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5.2. Métodos

5.2.1. Preparacion de los hidrogeles Gel-PEG
La estructura quimica de la FN, como se vio en el apartado de introduccidon, contiene grupos amino y
carboxilo. Esto favorece su interaccidon con entrecruzadores como el PEG-SG. Este presenta grupos
succinimidil-glutarato (SG) sustituyendo a los grupos carboxilo terminales asegurando su unién covalente
a la Gel. Los grupos succinimidil reaccionan con los grupos amino de la Gel por poliadicion de forma
espontdnea, estableciéndose asi un enlace covalente (Figura 9) [33].
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Figura 9. Esquema de la reaccion de entrecruzamiento por poliadicion entre Gel y PEG-SG [33].

Los hidrogeles se sintetizaron a partir de las siguientes disoluciones stock: 50 mg/mL de Gel y 100 mg/mL
de PEG. Las concentraciones de trabajo de Gel y de PEG correspondientes a cada ratio estan recogidas en
la Tabla 2. Los hidrogeles de distintos ratios se sintetizaron trabajando con diferentes volimenes de la
disolucién de PEG y manteniendo constante la concentraciéon de la Gel.

Ratio % mg/mL
1:1 3.0% Gel 30
3.0 % PEG 30
1:0.75 3.0% Gel 30
2.25% PEG 22.5
i 3.0% Gel 30
1.5% PEG 15

Tabla 2. Concentraciones de Gel y PEG establecidas para cada ratio.

Primeramente, se prepard la disolucion de Gel en polvo con medio DMEM (Gel-DMEM) en tubos
Eppendorf y disolvié a 37°C durante 30 minutos. Durante este tiempo, se pesaron las cantidades
correspondientes previamente calculadas de PEG, dejandolas preparadas en alicuotas a -20°C. Una vez
disuelta la Gel, se mezclaron los volimenes de trabajo de Gel y de DMEM y se resuspendieron las alicuotas
de PEG en DPBS durante 2-3 minutos. La sintesis de hidrogeles in situ en el redmetro para los
experimentos de reologia, asi como de los hidrogeles gelificados en moldes, se llevaron a cabo con el
mismo procedimiento. Primero se afiadié el volumen necesario de Gel disuelta en DMEM y a continuacién
se le incorpord la disolucidon de PEG mezclando hasta obtener una mezcla homogénea en la que comienza
el entrecruzamiento de las cadenas de Gel. Por ultimo, para simular las condiciones fisiolégicas, los
hidrogeles en moldes se dejaron 30 minutos a 37°Cy en el redmetro el plato inferior se configuré a 37°C.
Consultar ANEXO I.

En cuanto a los hidrogeles con FN y/o con HGF incorporados, se prepararon a las concentraciones de
trabajo correspondientes al ratio Gel-PEG 1:0.75. Las disoluciones stock para estos hidrogeles fueron: 70
mg/mL de Gel, 150 mg/mL de PEG, 2.5 mg/mL de FN dimérica o control (FNg) o 1.5 mg/mL de FN
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monomeérica (FNm) y 100 pg/mL de HGF. El proceso de elaboracion de los hidrogeles fue el mismo que en
el caso de los hidrogeles Gel-PEG sin aditivos, siendo los Unicos cambios la incubacion durante 30 minutos
a 37°C de Gel+FN, Gel+FN+HGF o Gel+HGF, que se realizd una vez disuelta la Gel y antes de afiadir el
entrecruzador a la mezcla; y la incubacién a 37°C de los hidrogeles recién formados durante un tiempo de
15 minutos en lugar de 30 minutos. Consultar ANEXO IV, ANEXO VIy ANEXO IX.

Nota: los hidrogeles con FN y/o HGF se prepararon gelificados en moldes (como los observados en la
Figura 10), cuyo tamafio fue variable y se indica en el procedimiento de cada experimento en concreto.

‘r_

Figura 10. Hidrogel pregelificado sobre molde de 300 pL.

5.2.2. Tiempo de gelificacién y propiedades mecanicas
Para evaluar las variaciones de las propiedades mecdanicas en funcién de la composicién del hidrogel entre
las propuestas para este estudio (ratios de Gel-PEG 1:0.5, 1:0.75 y 1:1), se llevaron a cabo ensayos de
reologia, obteniéndose curvas de los médulos de almacenamiento, pérdida y complejo frente a tiempo,
amplitud y frecuencia.

Los experimentos se realizaron en el redmetro por control de deformacién “Discovery HR-2 Hybrid” (TA
Instruments, EE. UU.). El vastago superior utilizado fue un plato de acero inoxidable, de 20 mm de
didmetro para la medida de gelificacidn in situ y de 12 mm de didmetro para las medidas con los hidrogeles
gelificados e hinchados, sintetizados en moldes de 300 pL. El espaciado entre los platos superior e inferior
se establecio en un valor de 1000 um para la gelificacién in situ y fue variando para mantener la fuerza
axial en 0.01 N para el caso de las medidas de los hidrogeles gelificados e hinchados. Gracias al sistema
de solvent trap se pudo minimizar la evaporacion del solvente durante el experimento. Ademas, se anadio
agua destilada en el plato superior y gotas periféricas de la misma en el plato inferior, generando una
atmdsfera del 100% de humedad relativa.

Para iniciar el ensayo de gelificacion in situ, se depositd sobre el plato inferior del reémetro la disolucidn
de Gel con DMEM (las concentraciones de la misma varian segun el ratio a evaluar). En el caso de los
hidrogeles con células encapsuladas, éstas también fueron afiadidas antes del entrecruzador, como se
describe mas adelante en el apartado de Encapsulacién de HepG2. Se inicid el experimento desde el
ordenadory, en el tiempo que tardé el vastago superior hasta entrar en contacto con el hidrogel, se afiadio
rapidamente la cantidad de PEG correspondiente a la mezcla. Se le dio un pequefio impulso al vastago
(inmediatamente antes de poner el sistema solvent trap) para asegurar el inicio de la rotacion de éste y
favorecer la mezcla de componentes. En el caso de los hidrogeles gelificados e hinchados, fueron
depositados en el plato inferior del redmetro. Se afiadieron las gotas periféricas de agua mQy se inicio el
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ensayo desde el ordenador, también colocando inmediatamente el sistema solvent trap. En la Figura 11
se puede observar el plato inferior del redmetro antes de iniciar el ensayo con el hidrogel gelificado.

Figura 11. Hidrogel gelificado en plato de reémetro, rodeado por gotas periféricas de agua destilada.

En el protocolo experimental de este ensayo se definieron tres pruebas a realizar. El barrido de tiempo,
que tuvo lugar durante la gelificacion, se realizé a una frecuencia de 1 Hz y una deformacién de 1%y con
una duracién de 45 minutos. Las dos pruebas cortas, de una duracién aproximada de 10 minutos cada
una, fueron: el barrido de amplitud, para determinar la regidn viscoelastica lineal del hidrogel, que se
realizé en un rango de deformacién de 0.01 a 20% y a una frecuencia constante de 1 Hz; y el barrido de
frecuencia, realizado después del barrido de amplitud a deformacidn constante del 1% (dentro de la
region viscoelastica lineal del hidrogel) y en un rango de frecuencia de 0.1 a 10 Hz. El barrido de tiempo
se realizd solamente para el protocolo de la gelificacidn in situ, que solamente se llevé a cabo para los
hidrogeles de Gel-PEG y de Gel-PEG con las células HepG2 encapsuladas. Los barridos de amplitud y
frecuencia, en cambio, se tomaron tanto para el caso de la gelificacién in situ, como para los hidrogeles
previamente gelificados e hinchados.

5.2.3.  Medida del contenido de agua en equilibrio

El contenido de agua en equilibrio (del inglés equilibrium water content, EWC) es el aumento fraccional
del peso de un hidrogel por absorcidon de agua. Para realizar esta medida, para cada composicién (1:1,
1:0.75y 1:0.5 de Gel-PEG, y posteriormente 1:0.75 de Gel-PEG con FN,,) se prepararon hidrogeles de 250
pL en moldes cilindricos (consultar ANEXO Il y ANEXO VII). El protocolo que se siguio fue el siguiente, con
una duracidn del experimento total de 4 dias. El primer dia se sintetizaron los hidrogeles de la misma
forma que se explicod en el apartado de sintesis, se pesaron recién gelificados y se trasladaron a viales
individuales. Se cubrieron con medio de cultivo HepG2, se taparon y se dejaron en estufa a 37°C durante
24 horas para su hinchado.

Al segundo dia, se quité el medio de cultivo, se realizaron lavados con DPBS y se pesaron los hidrogeles
hinchados para obtener los datos de peso himedo (M medo)- A continuacidn, se cubrieron con tapas
perforadas, se congelaron con nitrégeno liquido y se liofilizaron durante 24 horas en la liofilizadora
(Telstar LyoQue, Alemania).
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El tercer dia se pesaron los hidrogeles liofilizados y se dejaron en la estufa a 60°C durante toda la noche
sin tapa para asegurar la evaporacion de toda el agua. El cuarto dia se pesaron para obtener el peso seco

(Mseco)-

Por ultimo, una vez obtenidos todos los datos necesarios (consultar ANEXO Il y ANEXO VII), se calculd el
contenido de agua en equilibrio en tanto por uno referido al peso seco de cada muestra empleando la
Ecuacion 1.

Magua Mptmedo — Mseco
EWC = 22 =

mseco mS@CO

Ecuacion 1. Cdlculo del contenido de agua en equilibrio (EWC) en tanto por uno.

5.2.4. Desnaturalizacién de la fibronectina
Tal y como se ha dicho en el apartado de Introduccidn, la FN es una proteina presente en la ECM cuya
forma natural es dimérica y que consta de dos subunidades idénticas unidas por dos puentes disulfuro.
No obstante, el caso concreto de este TFG, se decidié utilizarla en forma monomérica, ya que se vio en la
bibliografia [36] que de esta forma los dominios de unién a gelatina, célula o factor de crecimiento pueden
estar mas disponibles. Por tanto, se desnaturalizé la FN siguiendo el siguiente protocolo.

Desnaturalizacion

El primer paso de la desnaturalizacidn consiste en la ruptura de los puentes disulfuro. Para ello, se utilizé
el agente reductor TCEP ayudado por la urea, que actué de agente caotrdpico. Por otro lado, para
mantener la proteina en forma monomérica y evitar su renaturalizacion, se bloquearon las cisteinas por
medio de la alquilacién con yodoacetamida impidiendo la formacidn de nuevos puentes disulfuro.

El protocolo a seguir para llevar a cabo la desnaturalizacién de la FNg fue el siguiente (para la obtencidn
de 200 pL de FNn):

Primero, se mezclaron 167 pL de FN (3 mg/mL) con 10 pL de TCEP (0.5 M), se le afiadieron 450 pL de urea
(18 M), 373 pL de PBS 1X y se dejo desnaturalizar durante 15 minutos a temperatura ambiente. Tras esto,
se detuvo la reaccién con 5 pL de NaOH (1 M). A continuacién, se llevé a cabo la alquilacién de la FN: se
afiadieron 150 pL de yodoacetamida (84 mM) y la disolucidn se mantuvo en agitacion durante 2 horas a
temperatura ambiente y cubierta con papel de aluminio para proteccion contra la luz. 1 hora antes de
proceder con el paso siguiente, se hidrataron las membranas de dialisis especificadas en el apartado de
Materiales con agua MilliQ (mQ). Transcurrido el tiempo de reaccidn en agitacion, la mezcla se dializé con
DPBS(-/-) durante 1 hora a temperatura ambiente en las membranas previamente hidratadas, para
conseguir eliminar los agentes de desnaturalizacién (el TCEP y la urea). Por ultimo, se procedid con la
etapa de precipitaciéon. En un falcon de ultracentrifuga, se afiadieron la disolucion de FN y 9 voliumenes
(10 mL) de etanol absoluto frio y se mezclé bien la disolucidn con un vértex. La mezcla se mantuvo en el
congelador a -20°C durante la noche y al dia siguiente se centrifugd a 15000g y a 4°C durante 15 minutos
en ultracentrifuga. Se eliminé el sobrenadante y se lavd el pellet con etanol frio al 90%, tras lo cual se
centrifugd de nuevo la mezcla a 15000g y a 4°C durante 5 minutos. Se elimind el sobrenadante y se dejé
secar el etanol. Se resuspendio6 el pellet utilizando 200 pL de urea (8 M) obteniendo una disolucidn de FN,
a 2.5 mg/mL que, por ultimo, se dializé durante 1 hora a temperatura ambiente frente a DPBS en las
membranas de dialisis idénticas a las utilizadas en los primeros pasos.
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Debido a que el protocolo no tiene un rendimiento del 100%, para conocer la concentracion final de FNm,
se midié la concentracién tras la desnaturalizacién utilizando el espectrofotometro “NanoDrop One”
(Thermo Scientific™). Para ello, se colocd una muestra de 2 pL de la disolucion de FNy, en el plato inferior
del aparato y se bajd el plato superior, con lo cual, durante el contacto de ambos platos con la muestra y
la leve elevacién automatica del plato superior, ésta fue atravesada por un haz de luz y el programa
determind la concentracion de proteina a partir del nivel de fluorescencia de la misma. Los niveles de
fluorescencia de la FN eran conocidos (valores de excitacidén y emisién, Ex/Em, de 450/570 nm) y se
establecieron en la pantalla del aparato manualmente, aunque también es posible hacerlo seleccionando
desde una lista de valores predeterminados disponibles en el desplegable. Por ultimo, la FN
desnaturalizada se guardd en frio a -20°C hasta su incorporacion a los hidrogeles.

Electroforesis SDS-PAGE

Ademas, para comprobar que la desnaturalizacién se realizd correctamente, se llevd a cabo un
experimento de electroforesis desnaturalizante en gel de acrilamida con dodecil sulfato sédico (SDS PAGE,
del inglés sodium dodecyl sulfate polyacrylamiede gel electrophoresis), que permite separar las proteinas
por su peso molecular por medio de estimulacidn eléctrica, durante la cual las proteinas se desplazan en
el gel con una velocidad inversamente proporcional a su peso (SDS-PAGE: Electroforesis, n.d.), (Lison
Parraga y Aparicio Herrero, n.d.). El contenido de acrilamida en el gel fue del 30%. El experimento se
realizé utilizando el equipo de electroforesis MINIPROTEAN (BioRad).

Para ello, primeramente, se tuvo que preparar el gel de electroforesis, con dos zonas diferentes: gel
concentrador o stacking (pH 6.6, donde se acumulan las proteinas antes de entrar en el gel de resolving,
asegurando su entrada simultanea en éste) y el gel separador o resoving (pH 8.8, donde se separan las
proteinas segln su tamafio), que se superpusieron en un molde vertical, formado por dos placas de cristal
selladas con unas pinzas de plastico y que forma parte del sistema MINIPROTEAN. Los volumenes de todos
los componentes necesarios para la preparacién de ambas partes del gel, asi como la funcién de cada uno
de estos componentes, se listan en la Tabla 3. Previamente se prepararon los buffers de Tris-HCI, 100mL
de cada uno, para el mantenimiento del pH de los geles: pH 6.6 para el gel de stacking (buffer de 0.5 M,
6.05 g de Tris y 80 mL de agua mQ) y pH 8.8 para el gel de resolving (buffer de 1.5 M, 18.17 g de Tris y 80
mL de agua mQ). Los calculos detallados se recogen en el ANEXO .

Componente Funcidn Stacking Resolving
Agua destilada Medio de disolucién 2.8 mL 5.7 mL
Acrilamida-bisacrilamida Mondmero y entrecruzador 0.85mL 1.7 mL
Buffer Tris-HCI Fomentar el movimiento de la 1,25mL 2.5mL
proteina por el gel
SDS 10% Cargar negativamente a las 100 pL 100 pL

proteinas para que su
desplazamiento solamente sea
influido por su peso molecular

APS 10% Catalizar el entrecruzamiento 50 uL 50 pL
N, N, N’, N’- Inducir la formacion de radicales 10 uL 5uL
tetrametilenetilendiamina libres en el APS, iniciando la
(TEMED) polimerizacion de la acrilamida

Tabla 3. Funcidn de cada componente en los procesos de la formacion del hidrogel y de la electroforesis en si (SDS-PAGE:
Electroforesis, n.d.), (Lison Pdrraga y Aparicio Herrero, n.d.). Voliimenes de los componentes necesarios para la preparacion de
las dos partes del gel de electroforesis.
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Todo el proceso de fabricacion del hidrogel de electroforesis in situ se llevd a cabo en campana debido a
la capacidad oncogénica de la acrilamida no tratada (SDS-PAGE: Electroforesis, n.d.). Se mezclaron
primero en un vaso de precipitados los componentes del gel de resolving en el orden siguiente: el agua
destilada, el buffer Tris-HCI correspondiente, la acrilamida-bisacrilamida y el SDS se mezclaron primero y
se dejaron reposar 10 minutos (para hacer desaparecer las posibles burbujas), tras lo cual se afiadieron el
APS y el TEMED. Inmediatamente después de la adicion de los ultimos, se depositd en el molde
MINIPROTEAN la capa de resolving con precaucion de no formar burbujas y se afadié isopropanol
cubriendo la superficie del gel para dejar que gelifique sin contactar con oxigeno (éste de estar presente
en la reaccidn capta los radicales libres, que son la base de esta reaccion de polimerizacién, por lo que
impide la formacidn del gel (Lisén Parraga y Aparicio Herrero, n.d.)). Se dejé gelificar el gel de resolving
durante 30 minutos. Una vez gelificado el resolving, se elimind el alcohol con un papel de filtro y se repitio
el proceso de preparacién y deposicion para el gel de stacking, introduciendo en el mismo la peineta de
plastico, proporcionada por el fabricante del sistema, que permitié la formacién de pocillos para la
inyeccion de las proteinas. Se dejd solidificar el gel de stacking durante 30 minutos. Una vez preparado el
hidrogel completo en el molde, se guardd en DPBS en nevera a 4°C hasta su uso.

Para la realizacion del experimento, se prepararon los siguientes reactivos: marcador de pesos
moleculares, control de FN4y dos muestras de FNnm. A las muestras de FN se les afiadié agua mQy el buffer
de carga especificado en el apartado de Materiales. Los volumenes exactos de cada componente se
recogen en la Tabla 4. De cada muestra se cargaron 20 uL por pocillo.

Disolucidn stock Agua mQ Buffer de carga
FN4 (control) 10.2 uL 4.8 uL 45 puL
FNm muestra 1 13.8 uL 1.2 uL 45 ulL
FNm muestra 2 134 uL 1.6 puL 45 ulL

Tabla 4. Volumenes de los componentes de las muestras a introducir en el gel de electroforesis.

Una vez montado el sistema MINIPROTEAN vy cargadas las muestras en los pocillos (el marcador en los
pocillos de los extremos y las muestras de FN, en el resto), se llend el recipiente con el buffer de
electroforesis especificado en el apartado de Materiales. Se tap6 el recipiente y se procedié a suministrar
el voltaje: 50V en una fase inicial de 10-15 minutos y luego 150V en la fase final de una duracion de
aproximadamente 1 hora. Finalmente, se extrajo el gel de resolving y se procedié a la tincidon con
Coomassie y posterior toma de imagenes en el transiluminador (Gel Doc XR+ System, BioRad).

5.2.5. Incorporacion de fibronectina monomérica en hidrogeles Gel-PEG
de ratio 1:0.75
Para determinar la cantidad de FN que no se unié covalentemente al hidrogel, asi como para evaluar la
diferencia de la cantidad liberada al utilizar FNg o FNn, se realizd el experimento de liberacién de FN
mediante la técnica ELISA siguiendo las instrucciones disponibles del kit DuoSet ELISA.

Para el experimento, se prepararon hidrogeles de 50 uL con FNg4 y FNy, a una concentraciéon de 0.5 mg/mL
(consultar ANEXO IV). Se sintetizaron y se dejaron en pocillos en placa de 48 pocillos no tratada cubiertos
con 350 puL de DPBS. A las 24 horas se recogid el sobrenadante y se guardd a -20°C para analizarlo
posteriormente. Para la obtencion de las curvas patrén se empled el lector de placas VICTOR
(espectrofotometro VICTOR 3 1420, PerkinElmer, EE. UU.), estableciendo una longitud de onda Ex/Em de
450/570 nm, indicada por las instrucciones del kit. Los resultados fueron guardados en forma de tabla
Excel para su posterior analisis.
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Por otro lado, ademas de la curva patrén del kit, se realizaron curvas patrén para la FNg y la FNy, (para
comprobar que el kit cuantificaba correctamente las proteinas empleadas) por medio de disoluciones
seriadas, siendo la serie de concentraciones (ng/mL, calculos detallados en ANEXO V): 180, 90, 45, 22.5,
11.25, 5.625 y el blanco (a 0 ng/mL). Dichas disoluciones se prepararon en tubos Eppendorf usando DPBS
como medio. Primero, se prepararon 7 tubos Eppendorf y se echd 250 puL de DPBS en cada uno. A
continuacién, se afiadieron 250 L de la disolucidn con la FN al primer tubo, se mezcld bien la disolucion,
se tomo 250 ulL de ésta y se afiadieron al Eppendorf siguiente. El procedimiento se repitid hasta llegar al
sexto Eppendorf, donde la concentracion de FN fue la mas baja, dejando uno solo con DPBS. Los Eppendorf
se guardaron tapados con papel de aluminio a -20°C hasta su uso.

Nota: Para su uso en el kit, las muestras de sobrenadante se diluyeron a 1:500 en DPBS.

Nota 2: en la placa P-48, ademas de rellenar con DPBS los pocillos de los hidrogeles, también se rellenaron
los pocillos periféricos vacios con el fin de mantener la humedad relativa al 100% y se sellé la placa con
Parafilm antes de proceder con la incubacidn a 37°C, para evitar que el liquido se evapore.

5.2.6. Incorporacion del factor de crecimiento de hepatocitos en
hidrogeles Gel-PEG de ratio 1:0.75
Para determinar la cantidad de HGF retenida por el hidrogel y la influencia en el resultado de la presencia
de la FNn, se llevd a cabo el experimento de liberacion de HGF. Se prepard un grupo control sin FNy, y el
grupo a comparar, con la FNy, incluida en el hidrogel.

Para cuantificar la cantidad de HGF liberada, se realizé previamente un marcaje de éste con el marcador
fluorescente DyLight-488 NHS Ester (DyLight-488) para la posterior medicidn en el espectrofotémetro
VICTOR (VICTOR), el mismo que el utilizado en el experimento de la liberacién de la FN.

El DyLight-488 es un tinte que reacciona con grupos amino y que la casa comercial proporciona en viales
de 50 ug de tinte en polvo. Como indica el fabricante, para su uso se debe resuspender la cantidad
correspondiente a un vial en 50 pL de N,N-dimetilformamida (DMF), obteniendo el DyLight-488 diluido a
1 mg/mL. Se mezclaron ambos componentes en un tubo Eppendorf, la disolucion se sometié a un vortex,
se dejo reaccionar 5 minutos y se le volvié a aplicar el vortex, tras lo cual se guardé a -20°C tapada de la
luz con papel de aluminio hasta su uso.

Primeramente, se marcaron 100 puL de HGF a una concentracién de HGF de 100 pg/mL. La cantidad de
marcador necesaria para dicho volumen de HGF se calculd con la Ecuacion 2, proporcionada también por
el fabricante:

v = _Muer (M9) 4o pyy, (g/mol) - -
PYLGRt=488 = PMyor (g /mol) DyLight—408 L [IoyLignt-ass (mg/mL)

Ecuacion 2. Cdlculo del volumen de la disolucion de DyLight-488 requerido para el tinte del HGF. mysr es la masa del HGF,
PMyr es el peso molecular del HGF, PMpy;igne-agg €l peso molecular del tinte DyLight-488 y [|pyLight-ass €S la concentracidn
del tinte sefialada por el fabricante.

Los pasos del marcaje fueron los siguientes: en primer lugar, se realizé la dialisis del HGF frente al buffer
borax (especificado en el apartado de Materiales y en el que se lleva a cabo el marcaje con DyLight-488)
en membranas de didlisis previamente hidratadas con agua mQ, durante 2 horas. A continuacion, se
mezclaron el HGF con el volumen de DyLight-488 y se dejdé reaccionar la mezcla durante 1 hora a
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temperatura ambiente, protegido de la luz. Posteriormente se realizé otra dialisis ya del HGF marcado,
frente a DPBS, durante 4 horas con 3 cambios de medio. Finalmente, las alicuotas de HGF marcado se
guardan a -20°C hasta su uso. Consultar ANEXO VIII.

En segundo lugar, se procedio a la preparacidn de hidrogeles con el HGF marcado encapsulado: se prepard
por un lado un control, con HGF y sin FN, y por otro los hidrogeles con FNg y HGF y FNm y HGF. De cada
tanda (control, con FNg y con FNy,) se prepararon 3 hidrogeles de 50 uL de volumen cada uno. En los
hidrogeles con HGF, se afiadié 5uL del stock (100 pg/mL) en cada hidrogel, siendo por tanto su
concentracidon de 10ug/mL en el hidrogel. El procedimiento de elaboracién de los hidrogeles fue el
descrito en el apartado de sintesis de hidrogeles. Los hidrogeles se prepararon en placas de 48 pocillos P-
48 no tratadas. Tras gelificar, se cubrieron con 350 uL de DPBSy se dejaron 4 horas a 37°C antes de recoger
el sobrenadante, tapando las placas con papel de aluminio para proteger las muestras de la luz. Se
volvieron a cubrir con 350 pL de DPBS vy se repitid el proceso tras 24 horas y tras 48 horas a 37°C. Los
sobrenadantes recogidos se dejaron a -80°C. Consultar ANEXO IX.

Nota: en las placas P-48, ademas de rellenar con PBS los pocillos de los hidrogeles, también se rellenaron
los pocillos periféricos vacios con el fin de mantener la humedad relativa al 100%. Antes de tapar la placa
con papel de aluminio y dejarla a 37°C, se sellé con Parafilm para evitar que el liquido se evapore.

Nota 2: con el mismo procedimiento, se fabricaron dos hidrogeles de cada composicidn (controles, Gel-
PEG sin HGF y Gel-PEG con HGF marcado) para tener un blanco para los célculos de cantidad de HGF
liberada a partir de los datos de fluorescencia.

Tras los tres dias de recogida de sobrenadantes, se procedié a la determinacién de la cantidad de HGF
liberada. Se prepard previamente la curva patron del HGF marcado con 7 disoluciones seriadas con las
siguientes concentraciones (en pg/mL, célculos detallados en ANEXO X): 1, 0.5, 0.25, 0.125, 0.06, 0.03 y el
blanco a 0 ug/mL. Una vez preparadas las alicuotas de la curva patron y descongelados los sobrenadantes,
se procedié al relleno de los pocillos de la placa negra protegida de la luz P-96 no tratada para su lectura
en el VICTOR. Se prepararon medidas dobles en el siguiente orden: curva patrén (de mayor a menor
concentracién), sobrenadante a las 4 horas, sobrenadante a las 24 horas y sobrenadante a las 48 horas.
Se prepararon por separado la placa con el control y la placa con el grupo con FN incorporada. Se
introdujeron las placas por separado en el VICTOR, se establecié una frecuencia Ex/Em de 493/518 nm
(dato proporcionado por el fabricante del DyLight-488), y, una vez realizadas las medidas, se extrajo el
documento Excel de los resultados para su posterior analisis.

5.2.7.  Cultivo celular

Suspension celular

El cultivo celular en monocapa se lavd con DPBS y se levantd con tripsina, dejando que actuara durante 3
minutos. A continuacion, se inactivd el medio de cultivo, la suspension celular fue recogida y centrifugada
a 1500 rpm durante 3 minutos y se decantd el medio restante. Las células se resuspendieron en medio
nuevo y se realizo el recuento celular utilizando la cdmara Neubauer.

Encapsulacion de HepG2

Las células fueron encapsuladas en hidrogeles de 100 uL con una densidad celular de 200.000 células por
cada hidrogel. Se prepararon en primer lugar las disoluciones de Gel con DMEM (Gel-DMEM) vy las
alicuotas de PEG, con las cantidades de componente correspondientes a cada ratio. Las tres variantes de
polimeros a comparar (hidrogeles de ratios Gel-PEG 1:0.5, 1:0.75 y 1:1) se prepararon a 3% w/v en medio
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DMEM vy fueron esterilizados con filtros de 0.22 um de poro. Una vez obtenida la suspensién celular, se
separaron 200 000 células/hidrogel y ce centrifugaron a 1500 rpm durante un tiempo de 3 minutos. Se
obtuvo un pellet que se resuspendié en el volumen de las disoluciones Gel-DMEM y, una vez dispuesta la
gota de dicha disolucién, se afiadié el PEG, 2-3 minutos antes resuspendido en DPBS, para el
entrecruzamiento y la formacion del hidrogel. Una vez gelificados, se afiadié medio de cultivo para HepG2.

Viabilidad celular

Una vez encapsuladas las HepG2, los hidrogeles se mantuvieron en cultivo durante 2 dias antes de ser
transferidos a una placa nueva, en la que se sometieron a un ensayo de viabilidad (LIVE/DEAD) utilizando
el kit especificado en el apartado de Materiales. Durante el ensayo, los hidrogeles se incubaron a 37°C
durante un tiempo de 30 minutos en una disolucidn de calceina AM (2 uM), homodimero de etidio (8 uM)
y Hoechst 33342 (2 uM) proporcionada por el kit, para posteriormente adquirir imagenes de fluorescencia
en el microscopio Leica HMR (Leica Microsystems). La imagen del mismo campo se tomé en los tres
canales. Esto fue posible gracias a que las células vivas poseen la capacidad de transporte de calceina AM
a través de la membrana plasmatica, de modo que ésta se transforma en fluorescente y marca el
citoplasma y el nucleo, de modo que en el microscopio se visualizd de color verde. A su vez, el etidio
penetra en las células muertas marcando el nucleo de color rojo. De este modo, se pudo diferenciar en
las imagenes las células vivas de las células muertas.

Las imdagenes obtenidas se analizaron en Imagel mediante una cuantificacion manual. Para la
cuantificacion de las células vivas se utilizaron imagenes de calceina AM (de células vivas). De igual forma,
para la cuantificacion de células muertas se emplearon las imdgenes de homodimero de etidio.
Finalmente, se calculd la viabilidad media de todas las composiciones partiendo de las distintas réplicas
biolégicas empleando la Ecuacidn 3.

células vivas

Viabilidad celular (%) = — , ~ -100
células vivas + células muertas

Ecuacion 3. Cdlculo de la viabilidad celular media.

Nota: los experimentos y resultados de los mismos del apartado de Cultivo celular se llevaron a cabo y
fueron cedidos para completar este TFG por Estela Sdnchez Gonzalez.

5.2.8. Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizd con el programa GraphPAD Prism 8.0.2. Todos los datos relevantes se
sometieron primeramente a una prueba de normalidad (test de Shapiro-Wilk, para variables con un
pequefio tamafio de muestra, o test de d’Agostino-Pearson, si el tamafio de muestra era mas grande y lo
permitia) y de homocedasticidad de los residuos; a continuacién, en funcion de si resultd que seguian una
distribucién normal o no se realizd un analisis estadistico u otro. En el primer caso, se procedié con la
prueba de T-test no emparejado para los casos de comparacién de dos variables y con el ANOVA de 1
factor y test de Holm-Sidak o el ANOVA de 2 factores y test de Sidak para cuando se trataba de una
comparacién entre mas de dos variables. En el segundo caso, se aplicé el test no paramétrico de Mann-
Whitney para los andlisis de dos variables y la prueba de Kruskall-Wallis y test de Dunn para las
comparaciones entre mas de dos variables. En todos los casos de andlisis las diferencias entre las variables
se consideraron estadisticamente significativas para p<0.05. Todas las gréficas presentes en este TFG
también se elaboraron con dicho programa.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Una vez realizados los experimentos descritos en el apartado anterior, se procedié al tratamiento y
analisis de los resultados de propiedades de los materiales, con el objetivo de determinar la proporcion
Optima de Gel-PEG en los hidrogeles. Una vez seleccionado el ratio de Gel-PEG 6ptimo, se procedid a
evaluar la retencién de FN y HGF en los hidrogeles a dicha proporcién.

6.1. PROPIEDADES MECANICAS DE HIDROGELES GEL-PEG SIN FN
Los hidrogeles se sometieron a tres barridos (tiempo, deformacién y frecuencia) en el reémetro para
determinar el tiempo de gelificacion y sus propiedades mecanicas. Tras tratar los datos del redmetro, se
obtuvieron las siguientes curvas (Figura 12).
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Figura 12. Curvas de reologia de hidrogeles de Gel-PEG de todos los ratios: A) Mddulo de almacenamiento (G’) frente a tiempo
(s); B) Modulo complejo (G*) frente a deformacion (%), C) Mddulo de pérdida (G”) frente a frecuencia (Hz); D) G’ frente a
frecuencia. Las curvas se prepararon empleando 5 réplicas para el ratio 1:0.5 y 4 réplicas para los dos ratios restantes.

6.1.1. Tiempo de gelificacion
Con las curvas resultantes del barrido del tiempo se calculé el tiempo de gelificacién de cada uno de los
ratios (Figura 12A). En primer lugar, tras la obtencidn de las gréficas y del analisis estadistico de las curvas
de los tiempos de gelificacién de los hidrogeles de los tres ratios (Gel-PEG 1:0.5, 1:0.75 y 1:1), se observo
gue este parametro disminuia conforme aumentaba la proporcion de PEG en el hidrogel. El ratio 1:1 es el
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gue presenta los valores mas bajos de tiempo de gelificacion, siendo inviable el calculo del tiempo pues
la gelificacion es instantanea. Por ello, al establecer los ajustes lineales, el valor resultante es 0.00 min.
Concretamente, el ajuste devuelve un tiempo de 0.0003 s, por lo que se asumié que cuando el equipo
comienza la medicién, ya han empezado a entrecruzar las cadenas, es decir, el hidrogel gelifica antes de
empezar la medicion. El ratio 1:0.75 muestra 3.0 = 0.3 min y el ratio 1:0.5, 4.7 £ 0.2 min. Los datos se
obtuvieron mediante dos ajustes lineales, uno en el tramo ascendente de la curva de gelificacién y otro
en el tramo donde se estabiliza. La interseccidon de ambas rectas fue el tiempo de gelificacidn resultante.
El andlisis estadistico (Figura 13) (resultados detallados recogidos en ANEXO Xlla — Tabla 5) establece
diferencias significativas entre los tres valores. Este resultado tiene sentido, pues la mayor cantidad de
PEG significa mas puntos de unién disponibles y, por tanto, mayor velocidad de entrecruzamiento de la
Gel (Contessi Negriniy otros, 2021). Los tres valores de los tiempos medios de gelificacién se encontraron
por debajo de aquellos a los que comienzan a depositarse las células, como bien se demostré
posteriormente en los resultados de encapsulacién celular (Apartado 6.1.4.) y del ensayo de viabilidad
celular (Apartado 6.2.).
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Figura 13. Grdfica de los resultados del andlisis estadistico de los tiempos de gelificacion de los ratios Gel-PEG 1:1, 1:0.75 y 1:0.5.
Se emplearon 3 réplicas para el ratio 1:1, 4 réplicas para el ratio 1:0.75 y 5 réplicas para el ratio 1:0.5. Significancia estadistica:
**%p<0.001. ANOVA de 1 factor y test de Holm-Sidak.

6.1.2. Barrido de amplitud

El segundo barrido, G* frente a deformacién (%) (Figura 12B), se realizé con el fin de comprobar que los
materiales se encontraban en su zona viscoelastica lineal en todo el rango de trabajo (de 0.1 a 20% de
deformacién). Se observd, en los tres ratios, que el mdédulo complejo se mantuvo constante en todo este
rango de deformacién, con lo cual el hidrogel se encuentra en el rango viscoeldstico lineal para un rango
de deformacién de entre 0.1-20% (Figura 1). Esto se requirié para determinar el valor de deformacion
adecuado en los siguientes barridos, que debe estar en el intervalo lineal (NETZSCH Analyzing & Testing,
n.d.).

6.1.3. Barridos de frecuencia
Los ultimos dos barridos, G' y G” frente a frecuencia a 1% de deformacion (en la zona viscoelastica lineal
del hidrogel) (Figuras 12D y 12C, respectivamente), se realizaron para determinar las propiedades
mecanicas de los hidrogeles. G’ es el mddulo de almacenamiento a cizalla del material y esta relacionado
con la respuesta eldstica del hidrogel, mientras que el G”” es el médulo de pérdidas a cizalla del material,
relacionado con la respuesta viscosa del material. Esto es, si el material posee un G”” mucho mas elevado
o similar a G’, se trata de un material viscoelastico, mientras que si G”’ es mucho menor que G’ indica que
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se tiene un material elastico (TA Instruments Germany, n.d.). Como se puede observar en la Figura 1, el
G’ resulté mucho mas elevado que el G”, con lo cual en los tres ratios se tratd de un material elastico.
Esto es coherente con resultados obtenidos en trabajos similares (Bhattacharya y otros, 2012), (Fu y otros,
2012), (Almawash y otros, 2022). Por tanto, para el analisis de los valores numéricos nos fijaremos en G’,
por ser la magnitud mas importante en estos hidrogeles. Las medias con su desviacidn tipica obtenidas
para G’ en cada ratio fueron: 2114 + 249 Pa para el ratio 1:1, 1247 + 601 Pa para el ratio 1:0.75 y 507 +
144 Pa para el ratio 1:0.5. En (Fu y otros, 2012) reportaron resultados similares, se observaba como al
aumentar la cantidad de PEG en el hidrogel, se producia a la vez un aumento de G’. El andlisis estadistico
de los valores medios de G’ (obtenidos a 1% de deformacion y frecuencia de 1 Hz) indica que existen
diferencias significativas entre los tres ratios, con un valor ***p<0.001 (resultados detallados recogidos
en ANEXO Xlla — Tabla 6). Por otro lado, se vio que solamente el ratio 1:0.5 tenia valores de G’ similares a
los del tejido natural (Agarwal y otros, 2019), (Li y otros, 2021). No obstante, cabe recordar que una
simulacion de condiciones fisioldgicas mas precisa se da en los hidrogeles hinchados, donde tiende a
disminuir el médulo elastico, por lo que para la seleccién del ratio dptimo nos fijaremos en los resultados
obtenidos en el apartado 6.1.5.

6.1.4. Propiedades mecdnicas de los hidrogeles con células encapsuladas
A continuacion, se midieron hidrogeles con células de la linea HepG2 en el redmetro, con el fin de evaluar
el efecto de dicha encapsulacidn en las propiedades mecdanicas del material. El andlisis de los datos se
llevé a cabo de la misma manera que el apartado anterior. En las Figuras 14, 15 y 16 se puede observar
gue los resultados de las curvas de reologia se asemejaron en gran medida a los obtenidos anteriormente
sin células, y tan solo se apreciaron diferencias significativas en el caso del ratio 1:1, como se puede ver
en la Figura 17 (resultados detallados recogidos en ANEXO Xlla — Tabla 7).
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Figura 14. Curvas de reologia obtenidas para el ratio 1:0.5 sin células y con células HepG2 encapsuladas. Se presentan las
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Figura 15. Curvas de reologia obtenidas para el ratio 1:0.75 sin células y con células HepG2 encapsuladas. Se presentan las
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Figura 16. Curvas de reologia obtenidas para el ratio 1:1 sin células y con células HepG2 encapsuladas. Se presentan las mismas
curvas que en la serie de curvas de redmetro de las muestras sin HepG2 (Figura 12). Las curvas se prepararon empleando 5
réplicas sin células y 3 réplicas con células HepG2 encapsuladas.

Sin embargo, se observd aun asi una ligera disminucién de los valores de G’, G” y G* en los ratios 1:1y
1:0.75 con HepG2 encapsuladas, pasando la caracteristica de interés, el G’, a ser 1442 + 362 Pa en el ratio
1:1, 1031 + 289 Pa en el ratio 1:0.75. Esto se debié probablemente a que la presencia de las células en el
momento de la formacion del hidrogel dificulté el entrecruzamiento del mismo, lo cual resulté en una
menor densidad de entrecruzamiento y, por tanto, en una disminucion de las propiedades mecanicas,
resultado ya observado en estudios previos (Krishnamoorthy y otros, 2019). Sin embargo, hubo un ligero
aumento de G’ para el ratio 1:0.5, que pasé a ser 606 + 197 Pa frente a los 507 + 144 Pa sin células, pero
esta diferencia no resulté significativa segun el analisis estadistico realizado y probablemente se debiera
a variaciones entre réplicas de hidrogel.

[e)
= 30007 * _
'E — 1 Sin HepG2
g ‘} = Con HepG2
8 —_ 2000+
© -
Sa
£ -
© O
[ 1000 u
°
o
S
\o 0 1 I 1
=

1:1 1:0.75 1:0.5

Figura 17. Estadistica de los valores obtenidos para el G’ frente a frecuencia (Hz). Se muestra el promedio de 5, 4 y 3 réplicas de
los ratios sin HepG2 y de 3, 3 'y 2 réplicas para los ratios con HepG2 encapsuladas. Significancia estadistica: *p<0.05. ANOVA de
2 factores y test de Sidak.
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6.1.5. Hidrogeles gelificados frente a hinchados

Por ultimo, se realizaron medidas de reémetro para evaluar las propiedades mecdanicas de los hidrogeles
gelificados e hinchados de los tres ratios (Figuras 18 y 19). Se observd que G’ aumentd, tanto en los
hidrogeles gelificados como en los hinchados, conforme aumentd el ratio de PEG. Los resultados del
analisis estadistico (Figura 20) (resultados detallados recogidos en ANEXO Xllb — Tabla 8) mostraron
diferencias significativas tanto intragrupo como intergrupo, exceptuando el caso del ratio 1:1 y la
comparacion entre los hidrogeles gelificados de ratio 1:1y 1:0.75, donde no hubo diferencias significativas
en los valores de G'. Este resultado se pudo explicar, de manera similar a la que se comentd en el caso de
la gelificacion in situ, por el aumento del ratio de Gel-PEG, puesto que aumentd el grado de
entrecruzamiento del material, adjudicandole mayor propiedad mecanica. Por otro lado, dentro de cada
ratio, el valor del G’ fue menor para los hidrogeles hinchados que para los gelificados. Esto se debe al
hinchado del hidrogel, que suele mostrar valores de G’ menores bajo la misma deformacion.
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Figura 18. Curvas de reologia de hidrogeles gelificados. A) Curva de G* frente a deformacion; B) Curva de G” frente a frecuencia;
C) Curva de G’ frente a frecuencia. Se emplearon 5 réplicas para el ratio Gel-PEG 1:1, 3 réplicas para el ratio 1:0.75 y 4 réplicas
para el ratio 1:0.5.
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Figura 19. Curvas de reologia de los hidrogeles hinchados. A) Curva de G* frente a deformacion; B) Curva de G” frente a
frecuencia; C) Curva de G’ frente a frecuencia. Se emplearon 5 réplicas para el ratio Gel-PEG 1:1, 3 réplicas para el ratio 1:0.75 y
4 réplicas para el ratio 1:0.5.
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Figura 20. Grdfica del andlisis estadistico del G’ frente a frecuencia de los hidrogeles gelificados e hinchados de los tres ratios. Se
emplearon 5 réplicas de ratio 1:1y 3 réplicas para los ratios 1:0.75 y 1:0.5. Significancia estadistica: *p<0.05, **p<0.01,
***p<0.001. Pruebas intragrupo: test no paramétrico de Mann-Whitney (ratio 1:1) y T-test no emparejado. Pruebas intergrupos:
prueba de Kruskall-Wallis y test de Dunn 'y T-test no emparejado (ratio 1:0.75 frente a 1:0.5).

50



6.2.  VIABILIDAD CELULAR

A continuacidn, para completar los estudios con células se analizaron los resultados de los ensayos de
viabilidad celular. Se presentan las imagenes de LIVE-DEAD (Figura 21) y la estadistica que se obtuvo con
los resultados numéricos del ensayo (Figura 22).

Ratio 1:0.5

Ratio 1:0.75

Ratio 1:1

Monocapa

Figura 21. Imdgenes de microscopia de los ensayos LIVE-DEAD de hidrogeles Gel-PEG con células HepG2 encapsuladas tras dos
dias de cultivo. Se emplearon 200.00 células en todas las condiciones. Se marcaron: células vivas con calceina AM (verde),
células muertas con homodimero de etidio (rojo) y ntcleos celulares con Hoechst (azul). La escala fueron 100 um.

Se comprobd, por un lado, que el porcentaje de supervivencia de las células fue superior al 85% en todas
las estructuras analizadas (87 + 2% para el ratio 1:1, 86 + 4% para el ratio 1:0.75, 89 + 1% para el ratio
1:0.5y 97 + 1% para el cultivo en monocapa), que es el umbral de viabilidad celular 6ptima establecido en
la bibliografia (ResearchGate, n.d.), (ISO, n.d.). Los resultados observados en la Figura 21 para los
hidrogeles fueron similares a los observados en el grupo control (monocapa). Por otro lado, el analisis
estadistico (resultados detallados recogidos en ANEXO XIIf — Tabla 12) tampoco mostré diferencias
significativas de la viabilidad en cultivos 3D con el cultivo empleado como control. Resultados similares se
encontraron también en los estudios (Fu y otros, 2012), (Mazzocchi y otros, 2018). Por tanto, se puede
asumir que la viabilidad celular de las tres composiciones es éptima.
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Figura 22. Grdfica del andlisis estadistico de los resultados de viabilidad celular tras 2 dias de cultivo. Se emplearon 2 réplicas
para el ratio 1:1, 3 réplicas para el ratio 1:0.75, 5 réplicas para el ratio 1:0.5 y 4 réplicas para el cultivo en monocapa. No se
encontraron diferencias significativas. Prueba de Kruskall-Wallis y test de Dunn.

Nota: el calculo de la viabilidad celular, asi como las imagenes de microscopia, fueron realizados y cedidos
para completar este TFG por Estela Sdnchez Gonzalez.

6.3. CONTENIDO DE AGUA EN EQUILIBRIO DE HIDROGELES GEL-PEG SIN FN
Tras el anadlisis de las propiedades mecanicas, se procedio a la evaluacidn de los resultados del EWC en
hidrogeles de los tres ratios sin FN en un buffer fisiolégico, con el objetivo de determinar el agua retenida
por los hidrogeles tras gelificar y el grado de absorcién de agua en la red hasta llegar al equilibrio y por
tanto, determinar el nivel de hidrofilicidad de los hidrogeles. Estos resultados influyeron, como se vera en
el apartado 6.8, en los niveles de liberacién del HGF.

Los valores de las medias con sus desviaciones tipicas obtenidos de cantidad de agua por unidad de masa
de polimero seco en hidrogeles gelificados fueron: 13.8 + 0.7 para el ratio Gel-PEG 1:1, 20 + 2 para el ratio
1:0.75 y 21 £ 2 para el ratio 1:0.5. Por otro lado, las mismas medidas de cantidad de agua en equilibrio
fueron de 19.3 * 0.6 para el ratio Gel-PEG 1:1, 30 + 4 para el ratio 1:0.75 y 37 + 3 para el ratio 1:0.5. Por
tanto, se observo que al aumentar el ratio de Gel-PEG, disminuia ligeramente la capacidad del hidrogel de
absorber agua del estado gelificado al de hinchado; y a su vez, el EWC demostrd una mayor hidrofilicidad
en los hidrogeles de menor ratio. Esto puede ser debido a que, al aumentar el grado de entrecruzamiento
conforme aumentd el ratio de Gel-PEG en los hidrogeles, se obtuvo una red de polimero entrecruzado
cada vez mas densa y de un tamafo de red mas pequeno, y por tanto era mas complicado que el agua
penetrara en el interior del hidrogel (Echalier y otros, n.d.), (Gongy otros, 2014). Unos resultados similares
a los valores del EWC de los hidrogeles de ratios 1:0.75 y 1:0.5 se encontraron en el estudio (Mattei y
otros, 2018), donde se obtuvo un EWC de 17.8 + 0.98; la ligera disminucién de valores se pudo deber a
gue el material a base de matriz extracelular descelularizada empleado en el caso del estudio tuviera un
grado de entrecruzamiento de la red superior a los hidrogeles utilizados en el presente TFG. El andlisis
estadistico (grafica en la Figura 23) (calculos detallados recogidos en ANEXO) mostré que las diferencias
de valores eran significativas entre los ratios 1:1-1:0.5 y 1:0.75- 1:0.5, siendo la diferencia entre los ratios
1:0.75 y 1:1 con el ratio 1:0.5 mayor que entre 1:1 y 1:0.75, lo cual fue coherente con los resultados
numeéricos obtenidos como promedio de las réplicas.
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Figura 23. Grdfica del andlisis estadistico obtenido para los resultados del EWC de los ratios Gel-PEG sin FN. Significancia
estadistica: *p<0.05, **p<0.01. Los resultados se obtuvieron empleando 6 réplicas para los ratios Gel-PEG 1:1y 1:0.75y 5
réplicas para el ratio 1:0.5. Prueba de Kruskall-Wallis y test de Dunn, T-test no emparejado (para la comparacion de los ratios
1:0.75y 1:0.5).

Finalmente, se procedio a la seleccidn del ratio de trabajo para los experimentos de liberacion de la FN y
del HGF. En vista de los resultados obtenidos, se eligié el ratio de Gel-PEG 1:0.75 con una media de G’ de
535 + 77 Pa en el estado de hinchado (ya que el estado hinchado simula mejor el entorno in vivo). Esta
decisidn se apoyd en el valor de mddulo elastico de entre 400-600 Pa que se conoce de la ECM biolégica
alrededor de los hepatocitos (Agarwal y otros, 2019), (Li y otros, 2021) tal y como se vio en el apartado de
Introduccion. Ademas, el tiempo de gelificacion de los hidrogeles de este ratio también resulto ser el
Optimo en comparacién con los obtenidos para los otros ratios.

6.4. DESNATURALIZACION DE FN
Antes de proceder con el andlisis de los resultados de la liberacion de la FN, se comprobd mediante
electroforesis de proteinas que la desnaturalizacidn se habia realizad con éxito. Como se observa en la
Figura 24, los pesos moleculares de las muestras fueron los esperados y coincidieron con los valores ya
mencionados en la Introduccién. En concreto, la FN control se queda por encima de los 250 kDa ya que
pesa 440kDa, mientras que las muestras de la FNm, se encuentran cerca de 250 kDa, confirmando que la
FN se ha desnaturalizado y su peso es aproximadamente la mitad (Dubey y Mequanint, 2011).

Marcador Marcador
KDa FNm FNm FNd KDa

250kDa

250KDa | | W S

150kDa | — | 150kDa

100kDa | - 100kDa

75kDa | - 75kDa
Al

60kDa # 60kDa

Figura 24. Imagen de la electroforesis SDS-PAGE realizada para la FNg4 (FNcontrol en la
imagen) y la FNy, con un marcador de pesos moleculares en los pocillos de los extremos.
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6.5. LIBERACION DE FNgY FNnm

A continuacidn, se analizaron los resultados obtenidos de la liberacion de FN en hidrogeles de ratio Gel-
PEG 1:0.75 para determinar si, tal y como establecieron Salmerén-Sanchez y otros (2016), era mas efectivo
el uso de la FNn, para la fabricacion de scaffolds. En primer lugar, se prepararon las curvas patrén para las
dos proteinas marcadas, asi como la curva del kit ELISA, asegurando que los valores maximos de
concentracién de proteina liberada se encontraban por debajo del méximo de concentracidon de su
respectiva curva patrén. La representacion grafica del resultado se puede ver en la Figura 25. Para detalles
de calculo consultar ANEXO V.
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Figura 25. Curvas patrén del kit ELISA (izq.), de la FNd (centro) y de la FNm (dcha.). Ajuste sigmoidal de 4 paradmetros.

A partir de los datos de las curvas patréon se pudo calcular el porcentaje de FNg y FNm retenida en el
hidrogel. Como se observa en la Figura 26, aunque ambas proteinas mostraron unos porcentajes elevados
de ser retenidas en el hidrogel, en el caso de la FN, este valor es significativamente mayor que el de la
FNq (resultados detallados en ANEXO Xlld). Esto coincide con lo afirmado por Salmerdn-Sanchez y otros
(2016), que supone que la FN, al ser desnaturalizada expone mds sus dominios de unién a la Gel, por lo
que el resultado fue el esperado y los experimentos posteriores se llevaron a cabo con la FNm.
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Figura 26. Resultados de la estadistica de la liberacion de la FN4 frente a la FN,,. Se emplearon 4 réplicas para la FNy y 3 réplicas
para la FNp,.. Significancia estadistica: *p<0.05. T-test no emparejado.
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6.6. HIDROGELES GELIFICADOS E HINCHADOS CON FN FRENTE A HIDROGELES GEL-

PEG SIN FN

Una vez seleccionada la proteina a utilizar, se procedié a comparar las propiedades mecanicas de los
hidrogeles gelificados e hinchados sin FN frente a los hidrogeles con FN, siempre con el ratio Gel-PEG
1:0.75. Se comparé el G’ frente a frecuencia de 1Hz y a 1% de deformacion y se obtuvieron los resultados
que se pueden observar en la grafica de la Figura 27 (resultados detallados recogidos en ANEXO Xllb —
Tabla 8). Se vio que, en el caso de los hidrogeles gelificados, la diferencia es altamente significativa, siendo
el valor del G’ menor. Sin embargo, en el estado hinchado apenas se presentan diferencias entre los
valores de G’, y no son estadisticamente significativos. Esto pudo deberse a que en el caso de la gelificacién
con FN se diese una situacién similar a la que se vio en los hidrogeles con las células encapsuladas, pues
la proteina dificultd el entrecruzamiento del hidrogel; mientras que en el caso de los hinchados el G’ es
incluso ligeramente superior en hidrogeles con FN, lo cual probablemente sea debido al menor grado de
hinchado que se demuestra en el siguiente apartado.
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Figura 27. Resultados de la estadistica de los hidrogeles gelificados e hinchados de ratio Gel-PEG 1:0.75 con FNm frente a los
mismos sin FN. Se emplearon 3 réplicas de cada composicion. Significancia estadistica: ***p<0.001. ANOVA de 2 factores y test
de Sidak.

Finalmente, observando los resultados numéricos se vio que los hidrogeles con FN,, mantienen el médulo
eldstico cercano al de la ECM bioldgica alrededor de los hepatocitos (entre 400-600 Pa, (Agarwal y otros,
2019), (Li y otros, 2021)), por lo que es adecuado el uso del material con FN,, para los experimentos
posteriores.

6.7. CONTENIDO DE AGUA EN EQUILIBRIO EN HIDROGELES GEL-PEG CON FN
FRENTE A HIDROGELES GEL-PEG SIN FN

Una vez obtenidos los resultados del EWC para los hidrogeles con FNy, incorporada, se procedid a su
analisis y a la comparacién de los mismos con los obtenidos para los hidrogeles sin FN. Se obtuvieron los
siguientes valores de cantidad de agua por unidad de masa de polimero seco en los hidrogeles gelificados:
16.6 = 0.5 para los hidrogeles con FNm y 20 £ 2 para los hidrogeles sin FN. Los valores de EWC obtenidos
fueron 24.9 + 0.3 para los hidrogeles con FNm y 30 + 4 para aquellos sin FN. Se observd, por tanto, que el
aumento del contenido en agua de gelificados a hinchados en ambas composiciones es similar en cuanto
a proporcion, lo cual era de esperar puesto que en ambos hidrogeles se mantuvo el mismo ratio Gel-PEG.
Por otro lado, la ligera disminucidn en los valores de los hidrogeles con FNm en ambos estados se pudo
deber, al igual que ocurrié en el analisis de los hidrogeles gelificados e hinchados, a la presencia de la FNn,
en lared: en los hidrogeles recién gelificados, en el mismo volumen que para los hidrogeles sin FN se tuvo
la Gel con la FNpm, la cual mayor grado de entrecruzamiento en la red (pues la FN también puede
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entrecruzar con el PEG) y menor grado de hinchado, disminuyendo los valores de EWC. El andlisis
estadistico (Figura 28) (resultados detallados recogidos en ANEXO Xlic — Tabla 9), no obstante, establecio
que las diferencias observadas no eran significativas, por lo que la disminucién de hidrofilicidad en el
hidrogel con FNm no se considerd critica. Ademas, estos resultados también son similares a los ya
mencionados obtenidos en (Mattei y otros, 2018). No obstante, esta disminucion si influyo, aunque no
significativamente, en los niveles de liberacién del HGF (Apartado 6.8).
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Figura 28. Grdfica de la estadistica obtenida de los resultados del EWC de hidrogeles Gel-PEG 1:0.75 con y sin FN. Se obtuvo
empleando 6 réplicas para el ratio sin FN'y 3 réplicas para el ratio con FNm. No se encontraron diferencias significativas. T-test
no emparejado.

6.8. LIBERACION DE FACTOR DE CRECIMIENTO
Tras establecer que el hidrogel con FNm incorporada muestra propiedades similares a hidrogeles sin FN,
se procedio a la incorporacién del HGF. Primeramente, se calculd la curva patron del HGF marcado con
DyLight-488 en el medio de sobrenadante utilizado, DPBS, asegurando que la concentracion maxima
posible de HGF liberado estuviera por debajo del valor maximo de concentracidn en la curva patrén. La
representacién grafica del resultado se puede observar en la Figura 29. Los calculos detallados se recogen
en el ANEXO X.
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Figura 29. Curva patrén del HGF marcado con DyLight-488. Valor de R? = 0.9997.
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En los ensayos de liberacién se incluyeron réplicas de hidrogeles sin FN, con FNm y también con FNg4 para
comprobar si la desnaturalizacidn tiene efecto en la retencion del factor. Se empled la misma curva patrén
y los resultados obtenidos a partir de ésta se recogen en la Figura 30. Dichos resultados de los
experimentos de liberacidn mostraron un porcentaje de retencion de HGF muy similar para las tres
composiciones de hidrogel (con FNg4, con FNm y sin FN), como se puede observar en la Figura 16 (dcha.). El
analisis estadistico (resultados detallados recogidos en ANEXO Xlle — Tabla 11) no seiialé diferencias
significativas entre los valores, aunque se pudo observar que se retiene una cantidad ligeramente mayor
de HGF en el caso de los hidrogeles con FNn. Esta pequena diferencia fue coherente con lo afirmado por
(Salmerdén-Sanchez y otros, 2016) y su recomendacién del uso de la FNm para la fabricacion de scaffolds,
aunque no fue significativa estadisticamente. Ademas, atendiendo a los resultados obtenidos de EWC, los
hidrogeles con FN, al tener una cantidad menor de agua retenida en equilibrio y por tanto, una menor
difusién de liquido a través de la red, también tuvieron un grado menor de difusion de HGF desde el
hidrogel hacia el sobrenadante, por lo que mostraron unos porcentajes de retencién de HGF ligeramente
mayores que en el caso de los hidrogeles sin FN.
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Figura 30. Resultados del ensayo de liberacion de HGF. Curva de liberacion acumulada (izq.) y grdfica del andlisis estadistico del
porcentaje de HGF retenido tras 48 horas en DPBS (dcha.). Se emplearon 3 réplicas para los hidrogeles sin FN 'y con FN,, y 2
réplicas para aquellos con FN4. No se encontraron diferencias significativas. ANOVA de un factor y test de Holm-Sidak.

Por otro lado, lo esperado y lo que se encontré en resultados de estudios similares (Trujillo y otros, 2020)
era que la diferencia entre hidrogeles con y sin FN fuera mayor (habiendo un porcentaje de HGF
significativamente mayor retenido en los hidrogeles con FN). En el estudio mencionado la diferencia fue
practicamente del doble, de un 30% a aproximadamente un 60% de retencién. No obstante, cabe la
posibilidad de que, en el caso de este TFG, se obtuvieran resultados distintos debido a la retencion fisica
del HGF en la red polimérica de Gel-PEG aun sin presencia de FN, aunque no se pudo encontrar estudios
con resultados similares.

En la Figura 30(izg.) se presenta la curva de liberacion acumulada. En ésta, se comprobd que en los
hidrogeles con FN4 se producia la mayor liberacidon inmediatamente tras la gelificacion. Esto se pudo deber
a que, en dicha composicidn de hidrogeles, la FNg ocup6 fisicamente gran parte del espacio en la red de
Gel-PEG, de modo que el 50% del HGF se expulsé de la misma a tiempo 0, inmediatamente al formarse el
hidrogel. Ademads, como bien se indica en (Salmerdén-Sanchez y otros, 2016) los dominios de la FNq se
encontraban menos expuestos que en el caso de la FNn, dificultando mas todavia su interaccion con el
HGF.
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Finalmente, se observd que el porcentaje de HGF medio retenido en los hidrogeles con FNy, fue del 36.6%.
Este valor parecié significativamente menor en comparacién con el resultado obtenido en (Trujillo y otros,
2020), donde se retuvo hasta aproximadamente un 45% de VEGF en el hidrogel con FN. Sin embargo, si
se tuviera en cuenta el hecho de que en varios estudios (Choi y otros, 2020), (Ammar y otros, 2018) se
utilizé una dosis ultrabaja de HGF, del orden de nanogramos, el resultado obtenido en este TFG no carece
de ldgica, puesto que, al trabajar con una cantidad de HGF mayor, del orden de microgramos (Figura
16(izq.)), se deduce que se retuvo la cantidad de HGF suficiente.

Nota: en todo el andlisis debe tenerse en cuenta el posible error de pipeteo por el calibrado volumétrico
de las pipetas y por la cantidad de material que permanecié adherida a la punta de la misma.

7. CONCLUSIONES

En primer lugar, se consiguié determinar la composicion de hidrogel de Gel-PEG éptima que mimetice lo
mejor posible las caracteristicas mecanicas de la ECM hepatica. Se selecciond el ratio 1:0.75 debido a que
su moédulo elastico a cizalla no varid significativamente al tener células encapsuladas, se vio buena
viabilidad celular y, en estado de hinchado, mostré las propiedades mecénicas cercanas a las de la ECM
natural. Ademds, dichas propiedades son estables, pues no variaron con la adicion de la FN a la
composicion del hidrogel.

Por otra parte, los ensayos de liberacidn de la FNg y FNy, confirmaron lo expuesto en la teoria (Salmerdn-
Sanchez y otros, 2016), en la que se recomienda el uso de la FN,, para la fabricacidén de scaffolds in vitro
en vista de su mayor exposicion de dominios de unidn a la matriz del hidrogel, lo cual supone un mayor
grado de retencion de la proteina en el mismo.

Finalmente, los resultados de liberacién del HGF no fueron los esperados segun lo expuesto en
experimentos previos en la teoria (Trujillo y otros, 2020), (Choiy otros, 2020), puesto que no se detectaron
diferencias significativas entre el porcentaje de liberacién de HGF en hidrogeles sin FN, con FNgy con FNm.
A pesar de no haber encontrado constancia de resultados similares en estudios previos, se supuso que se
debia a la retencidn fisica del HGF en la red de Gel-PEG. Ademas, se vio que, en los hidrogeles con FN, se
retenia un menor porcentaje de HGF que el obtenido en la teoria (Trujillo y otros, 2020), (Choi y otros,
2020). No obstante, se considerd que la cantidad retenida era suficiente para mantener la funcionalidad
del scaffold al ser la concentracion usada en el presente TFG del orden de microgramos, mientras que en
los estudios vistos se trata de concentraciones del orden de nanogramos las que permanecen retenidas
en el hidrogel.

En conclusion, los resultados obtenidos han contribuido al desarrollo de hidrogeles de Gel-PEG como
plataformas para ingenieria tisular del higado y pueden ser de utilidad para estudios futuros. Por una
parte, se consiguioé determinar la proporcién éptima de Gel-PEG (ratio 1:0.75) a utilizar para hidrogeles
compuestos por estos materiales. Por otra parte, se confirmé la recomendacién de uso de la FNy,, ya que
el hidrogel presenta un grado de retencion significativamente mayor de la misma. Por ultimo, a pesar de
no haber obtenido los resultados esperados en cuanto a liberacién de HGF, se espera que en futuros
estudios se realice el experimento con el mismo protocolo, pero disminuyendo la cantidad de HGF usado
al orden de nanogramos, para ver si se obtienen unos porcentajes de retencién mayores en hidrogeles
con FN y para evaluar si se confirma el fendmeno de retencidn fisica del HGF en la red de Gel-PEG. Ademas,
de cara al futuro también se pueden realizar estudios de funcionalidad celular y expresidén génica con
células hepdticas encapsuladas.
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ANEXO

El presente ANEXO contiene los cdlculos matematicos de los siguientes puntos:

l.

Il
[l.
V.
V.
VI.
VII.
VIII.
IX.
X.
XI.

Por otro lado, se recogen los resultados de las pruebas estadisticas realizadas.

XIl.

Sintesis de hidrogeles de Gel-PEG para medidas de reologia
EWC sin FN

Preparacion buffer Tris-HCI

Sintesis de hidrogeles de Gel-PEG con FN

EWC con FNy,

Curva patron de la FNgy FNm,

Sintesis de hidrogeles con FN, para medidas de reologia
Etiquetado fluorescente del HGF

Sintesis de hidrogeles con FN y HGF

Curva patréon del HGF marcado

Liberacion acumulada de HGF-488

Estadistica
a. Redmetro in situ
Redmetro hidrogeles gelificados-hinchados
EWC
Liberacion de FN
Liberacion de HGF
Viabilidad celular

-0 oo o
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Sintesis de hidrogeles de Gel-PEG para medidas de reologia

Para la sintesis de 3 réplicas, se calculan las cantidades necesarias para 4 réplicas para tener un
exceso de material en el caso de haber error de pipeteo. De la misma manera se realizaron los
calculos necesarios para la sintesis de otros hidrogeles que se presentan en este ANEXO. Ademas,
para la fabricacién de los hidrogeles primero se mezclaron los volimenes de Gel y DMEM (y, si
procede, FN y HGF) sefialados en la columna de pl totales, y posteriormente se fue cogiendo de

esa disolucién la cantidad necesaria para cada hidrogel (columna pL/hidrogel).

Para la medida de propiedades mecanicas in situ:

Volumen hidrogel 350 uL
N¢ hidrogeles 4
Vtotal 1400 ul

a. Ratio1:1

A anadir en cada hidrogel:

Gelatina 30 210 840
PEG-SG 30 105 420
DMEM 35 140
b. Ratio 1:0.75

A anadir en cada hidrogel:

66



c. Ratio1:0.5

A anadir en cada hidrogel:

Para los hidrogeles gelificados en moldes:

Volumen hidrogel 300

Vit 1200

puL

puL

d. Ratio1:1

A anadir en cada hidrogel:
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e. Ratio 1:0.75

A aiiadir en cada hidrogel:

f. Ratio 1:0.5

A aiiadir en cada hidrogel:
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I. EWC
a. Sintesis de hidrogeles

Volumen hidrogel 200

Vit 1400

i. Ratio1:1

A anadir a cada hidrogel:

ii. Ratio 1:0.75

A anadir a cada hidrogel:
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b. EWC

i. Ratio 1:0.5

A anadir en cada hidrogel:

Masas calculadas para cada ratio de Gel-PEG durante el experimento:

. Peso recién Peso tras 24h en DPBS | Peso tras liofilizar
Réplicas g
gelificados (mg) (mg) (mg)
1 172.00 229.92 11.53
2 172.88 230.71 11.44
RATIO 1:1 3 149.77 201.22 9.47
4 152.60 220.16 10.91
5 148.34 210.23 10.58
-]
1 159.72 230.62 7.52
2 157.77 239.35 7.51
RATIO 3 165.9 253.13 8.04
1:0.75 4 148.74 216.85 5.81
5 179.55 227.86 8.49
6 166.96 251.66 9.18
-]

1 149.92 267.15 8.05
2 157.77 259.27 6.55
_ 3 153.08 250.38 6.14
RATIO 1:0.5 4 160.74 270.89 7.71
5 160.9 260.14 6.88

6
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Il Preparacion buffer Tris-HCI

Para la preparacion del buffer TrisHCI 1M a pH 8.0, se emplearon:

Reactivo Cantidad
Tris 12.11¢g
Agua destilada 100 mL
HCl 37.5%

En una botella Duran de 100 mL se mezclaron 12.11 g de Tris y 80 mL de agua destilada. Se mezclé la
solucion en un plato magnético y tras medir el pH se afiadié lentamente el HCI con pipeta Pasteur, para
reducir el pH a 8.0. Por ultimo, se completd con agua destilada el volumen hasta llegar a 100 mL.

V. Sintesis de hidrogeles de Gel-PEG con FN

Para el ensayo de liberacion de la FN, se reajusté la disolucién de stock de Gel a un 70% w/v con
el din de igualar las alicuotas a las condiciones habituales.

Volumen hidrogel 50 pL
N2 hidrogeles 4
Vtotal 200 puL
DISOLUCIONES STOCK
Concentracion final Vtotal (pL) mg
Gelatina 70 mg/mL 135.71 6.79 DMEM
PEG-SG 100 mg/mL 55 5.5 DPBS -

A anadir en cada hidrogel:

mg/mL uL/hidrogel UL totales
Gelatina 30 21.43 85.71
PEG-SG 225 11.25 45.00
FN 0.5 16.67 66.67
DMEM 0.65 2.62
V. Curva patron de la FNgy FNm

Se decide tomar una concentracidn inicial de FN de 180 ng/mL para el calculo de la curva,
asegurando que todos los valores obtenidos del experimento queden por debajo del maximo
de ésta. A partir de este dato y sabiendo que el volumen de DPBS a poner en cada disolucién
era de 250 plLy se trataba de disoluciones seriadas a la mitad, para el primer punto el volumen
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de DPBS+FN a usar era de 500 L. El correspondiente volumen de FN (a concentracién stock,
de 2.5 mg/mL parala FNd y de 1.5 mg/mL) a afiadir fue:

180 ng/mL-500 uL

2500 pg/mL 36 uL y se ahadieron 464 pL de DPBS

Vipng =

. __ 180ng/mL-500 uL ~ s
Vieng = 500 pgymL 60 uL y se afiadieron 440 pL de DPBS

A continuacion, se detallan los célculos y las concentraciones obtenidas para el resto de
puntos de las curvas, idénticos para ambos tipos de FN:

180ng/mL - 250 uL

[FN], = 500 4L =90ng/mL
[FN]; = 90”9/57551;550 H =45ng/mL
[FN], = i "gggéljso M 225ng/mL
(FN], = 222 ngs/orgll’l'LZSO M 11.25ng/mL
(FN], = 11.25ng/mL - 250 pL _ 5.625ng/mL

500 uL

Resultados obtenidos para la curva patrén de la FNg:

Fluorescencia
Concentracion (ng/mL) (promedio)
180 1.106
90 1.089
45 1.030
225 0.784
11.25 0.482
5 625 0.284
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Resultados obtenidos para la curva patrén de la FNm:

Fluorescencia
Concentracion (ng/mL) (promedio)
180 1.092
90 1.052
45 0.941
22.5 0.674
5.625 0.294
VI. Sintesis de hidrogeles con FNy, para medidas de reologia
Volumen hidrogel 200 pl
N¢ hidrogeles 4
Vit 800 pl

A anadir en cada hidrogel:
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ViIL.

VIII.

EWC con FN,
a. Sintesis de hidrogeles con FNn,

Volumen hidrogel 200 pL
N¢ hidrogeles 4
Vtotal 800 pL

A anadir en cada hidrogel:

b. Calculo del EWC

Masas calculadas de las tres réplicas durante el experimento:

Etiquetado fluorescente del HGF

PM (HGF) = 80 000 g/mol
PM (DyLight-488) = 1011 g/mol

Cantidad de tinte requerida para la tincién de 10 ug/mL de HGF:
10-1073mg

1
VDyLight—488 = PMHGF N 10 N PMDyLight—4—88 T = 126 I.lL = 13 H,L

1mg/mL

Sintesis de hidrogeles con FN y HGF

Volumen hidrogel 50 pl
N¢ hidrogeles 3.5
Vit 175 L
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a. Hidrogeles sin FN con HGF

A anadir en cada hidrogel:

b. Hidrogeles con FNy HGF

A anadir en cada hidrogel:

X. Curva patron del HGF marcado

Se calculd primero la concentracién méaxima liberada de HGF en 350 plL de sobrenadante,
sabiendo que la concentracién en cada hidrogel de 50 pL fue de 10 ug/mL, por lo que la masa

de HGF en cada réplica era de 0.5 ug:

0.5 ug

[HGF = 488]maxr = §35070L

= 1.42 ug/mL
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Para que todos los valores obtenidos de la liberacién se encuentren por debajo del maximo
valor de la curva patrén, se decidié coger 2 pg/mL como concentracién de partida para el
calculo de la misma. Como el volumen de DPBS a poner en cada disolucién era de 250 uL y se
trataba de disoluciones seriadas a la mitad, para el primer punto el volumen de DPBS+HGF-
488 a usar era de 500 pL. El correspondiente volumen de HGF-488 (a concentracién stock, de
100 pg/mL) a afiadir fue:

2ug/mL-500 uL

100 pg/mL 10 uL y se afiadieron 490 uL de DPBS

Vingr-sss =

A continuacién, se detallan los célculos y las concentraciones obtenidas para el resto de los
puntos de la curva:

_ 2pg/mL-500 ul

[HGF — 488] , = 0250 L =1ug/mL
[HGF — 488] 5 = 1“9(;7;;0'220 M 05 ug/mL
[HGF — 488] , = 0'5“%/27:5 ;nSLOO M 0.25ug/mL
[HGF — 488] ; = 0'25“%;':;7;;00 M 0125 ug/mL
[HGF — 488] ¢ = 0'125‘(‘)‘.(]2/573&@500 M 0.06u9/mL
(HGF — 48], = 200#9/mL S00UL _ oo i,

0.250 mL

Resultados obtenidos para la curva patrén:

CURVA PATRON
Concentracion de HGF-488 (ug/mL) Fl:?;er:ZZ?;;a

37569
1 19547
0.5 9228

0.25 4657

0.125 2269

0.06 1150

0.03 563

0 0

76



XI. Liberacién acumulativa de HGF-488

Datos de la liberacidn acumulada del HGF de 0 a 48 horas de incubacidn (se presentan las
medias de las réplicas de cada composicién y a cada tiempo):

Oh 0.08 0.25 0.07

4h 0.28 0.32 0.27

24h 0.329 0.328 0.309

48h 0.337 0.328 0.317
XIl. Estadistica

a. Redmetroin situ

1:1vs 1:0.75 Si <0.001 *ok ok
1:1vs 1:0.5 Si <0.001 * ok
1:0.75 vs 1:0.5 Si <0.001 *ok ok

Tabla 5. Resultados del andlisis estadistico del tiempo de gelificacion.

1:1vs 1:0.75 Si <0.001 Y
1:1vs 1:0.5 Si <0.001 * ok ok
1:0.75 vs 1:0.5 Si <0.001 *oxk

Tabla 6. Estadistica médulo almacenamiento vs Tgel (ratios sin HepG2).

|

1:1vs 1:1 con HepG2 | Si 0.234 *
1:0.75 vs 1:0.75 con No 0.7826 ns
HepG2

1:0.5 vs 1:0.5 con No 0.9992 ns
HepG2

Tabla 7. Resultados del andlisis estadistico de G’ frente a frecuencia (hidrogeles con HepG2 frente a sin HepG2).



b. Redmetro hidrogeles pregelificados-hinchados

Variables a comparar | Significancia P-valor Resumen
estadistica

1:1 gelificado - No 0.419 ns

hinchado

1:0.75 gelificado - Si <0.001 *Ex

hinchado

1:0.5 gelificado - Si <0.01 *k

hinchado

1:0.75 con FN No 0.222 ns

gelificado - hinchado

1:1 gelificado - 1:0.75 | No 0.488 ns

gelificado

1:1 gelificado - 1:0.5 Si 0.006 *k

gelificado

1:0.75 gelificado - Si <0.001 *Ex

1:0.5 gelificado

1:0.75 sin FN No 0.222 ns

gelificado - 1:0.75 con

FN gelificado

1:1 hinchado - 1:0.75 | No 0.040 *

hinchado

1:1 hinchado - 1:0.5 Si 0.013 *

hinchado

1:0.75 hinchado - Si 0.01 *

1:0.5 hinchado

1:0.75 sin FN No 0.222 ns

hinchado - 1:0.75 con
FN hinchado

Tabla 8. Resultados del andlisis estadistico de los hidrogeles gelificados e hinchados.

c. EWC
Variables a comparar | Significancia P-valor Resumen
estadistica
1:1vs 1:0.75 No 0.129 ns
1:1vs 1:0.5 Si 0.001 *ok
1:0.75vs 1:0.5 Si 0.015 *
1:0.75 con FN vs No 0.060 ns

1:0.75 sin FN

Tabla 9. Resultados del andlisis estadistico del EWC.
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d. Liberacién de FN

Si 0.029 *

Tabla 10. Resultados de la estadistica de la liberacion de FN.

e. Liberacién de HGF

Tabla 11. Resultados del andlisis estadistico de la liberacion de HGF.

f.  Viabilidad celular

Tabla 12. Resultados del andlisis estadistico de la viabilidad celular.
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1. INTRODUCCION DEL PRESUPUESTO

En el presente documento se recogen los calculos llevados a cabo para la obtencién del presupuesto
total del proyecto para el estudio de su viabilidad econdmica. Las abreviaturas de los conceptos que se
utilizaron fueron las recogidas en la Tabla 1.

Abreviatura Significado

MO Mano de obra

EPI Equipo de proteccidn individual
MAT Material

MAQ Magquinaria

Tabla 13. Abreviaturas.

Se calcularon primero los precios descompuestos y a continuacion, el presupuesto parcial
correspondiente a cada capitulo. Posteriormente, se obtuvieron los cuadros de mano de obra, materiales
y maquinaria. Por ultimo, se obtuvo el presupuesto general.

2. CUADRO DE MANO DE OBRA

Primero, en la Tabla 2 se recoge el cuadro de mano de obra. Se considerd a la autora del TFG como
graduada de ingenieria biomédica, pero no recibié ningun tipo de retribucidn al respecto.

Cuadro de mano de obra
Importe
N2 Designacion
Precio (€) Cantidad (Horas) Total (€)
1 Graduad de I ieria Biomédi
raauat o/a e ngenieria lomeadaica 12.00 304.50 3,654,00
2 T 1 1
utor/a responsable del proyecto 45.00 45.00 2,025.00
1 1
3 Cotutor/a responsable del proyecto 45.00 45.00 2,756.25
Importe total: 8,435.25

Tabla 14. Cuadro de mano de obra.

3. CUADRO DE MATERIALES

En segundo lugar, se presenta en la Tabla 3 el cuadro de materiales, que recoge la parte del presupuesto
asociada a todo el material utilizado durante la realizacidn del presente TFG que previamente se describid
en detalle en el apartado de Materiales y Métodos del documento de la Memoria.

Cuadro de materiales
Importe
Ne Designacion
Precio (€) Cantidad empleada Total (€)
1 Bata de laboratorio 22.50 1 u 22 50
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Guantes de latex (caja)

= 5.95 u 23.80
3 Mascara de gases 30.50 1 u 30.50
4 Pinzas de laboratorio 8.73 1 u 8.73
5 Espatula metalica 3.66 3 u 10.98
6 Micropipeta 1000 uL 215.00 1 u 215.00
7 Micropipeta 200 upL 215.00 1 u 215.00
8 Micropipeta 100 uL 215.00 u 215.00
9 Micropipeta 100 uL 215.00 1 u 215.00
10 Micropipeta 10 uL 215.00 1 u 215.00
11 Caja puntas micropipeta 1000 uL 65.25 3 u 195.75
12 Caja puntas micropipeta 200 pL 39.16 3 u 117.48
13 Caja puntas micropipeta 100 upL 65.25 3 u 195.75
14 Caja puntas micropipeta 20 uL 60.20 3 u 180.60
15 Caja puntas micropipeta 10 uL 5560 3 u 157.80
16 Tubo Eppendorf 2 mL 0.08 50 u 4.00
17 Tubo Eppendorf 1.5 mL 0.07 200 u 14.00
18 Tubo Eppendorf 0.5 mL 0.05 300 u 15.00
19 Placa Petri 80 mm 1.13 1 u 1.13
20 Viales de cristal 10 mL 0.17 21 u 3.57
21 Tapas viales de cristal 10 mL 0.01 21 u 0.21
22 Placas de pocillo profundo P-48 5 .81 5 u 14.05
23 Placas de pocillo negras P-96 5. 50 2 u 11.04
24 Vaso de precipitados 25 mL 3.56 1 u 3.56
25 Mini membrana de didlisis (10K MWCO) 4.24 2 u 8.48
26 Falcon de ultracentrifuga 50 mL 0.10 3 u 0.30
27 Filtro 0.22 18.00 9 u 162.00
28 Agua destilada 0.20 0.1685 L 0.03
29 Agua milliQ 0.20 0.500008 L 0.10
30 Etanol absoluto 3.93 0.01 L 0.04
31 Etanol 90% 119.80 0.01 L 1.20
32 Gelatina de cerdo (Gel) 0.43 0.45011 g 0.20
33 PEG-SG 426.00 0.354875 g 151.15
34 Medio DMEM 35 .58 0.012082 L 0.40
35 |[DPBS 175.00 0.043804 L 7.69
36 Fibronectina (FN) 34,491.00 0.000717 L 24.73
g | e 123,000.00 0.00001 L 1.23
38 Urea 175.77 0.00065 L 0.11
39 Perdxido de sodio 294.00 0.000005 L 0.00
40 Yodoacetamida 42.21 0.00015 L 0.01
41 Acrilamida-bisacrilamida 189.28 0.00255 L 0.48
42 SDS 4.26 0.0002 L 0.00
43 Persulfato aménico 130.56 0.0001 L 0.01
44 TEMED 2,790.00 0.000015 L 0.04
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45 Buffer Laemmli 22.70 0.000135 L 0.00
46 TrisGlici SDS 1X
risGlicina 9.20 1 L 9.20
47 Azul de C i
zu e Coomassie 3.32 0.5 L 1.66
48 Kit DuoSet ELISA
25 DIEERE 640.00 1 u 640.00
49 Factor de crecimiento de hepatocitos
e 41,450.00 0.000154 L 6.40
50 Marcador fluorescente (kit DyLight-488 0.07
NH Ester) 249.00 ) B 17.43
51 N,N-dimetilformamida 5.21 0.00005 L 0.00
52 P t de t b t
aquetes de tampones borato 4.63 1 u 4.63
Kit LIVE/DEAD 11 Vi ili A
53 it / Ce iability Assay 834.00 1 u 834.00
54 Tripsi
ripsina 409.50 0.01 L 4.10
e
55 ris 0.14 24.2 g 3.39
56 Acido clorhidrico (HC1) 92.10 0.01016 L 0.94
57 Pipeta Pasteur 0.02 10 u 0.20
Importe total: R

Tabla 15. Cuadro de materiales.

4. CUADRO DE MAQUINARIA

A continuacién, se presenta en la Tabla 4 el cuadro de maquinaria, que incluye a todas las maquinas usadas
y descritas en el el apartado de Materiales y Métodos del documento de la Memoria. Los costes de la
magquinaria se estimaron mediante la amortizacidn de los equipos con la ecuacién 1, tomandose 10 aiios
como el periodo de amortizado:

Coste del equipo - Tiempo de uso

Amortizacion =

Ecuacion 1. Calculo de la amortizacion.

Periodo de amortizado

Cuadro de maquinaria
Importe
Ne Descripcidn
Precio (€) Cantidad (Horas) Total (€)

1 Estufa 37°C 0.01 16.25 0.20
2 Balanza de precisién 0.15 7.18 1.17
3 Agitador magnético 0.01 0.50 0.01
4 Redmetro 10.00 18.75 187.50
5 Desecadora 0.03 48.00 1.44
6 Liofilizadora 1.35 48.00 64.80
7 Ultracentrifuga 0.13 0.35 0.05
8 Lector de fluorescencia (NanoDrop) 0.04 0.25 0.01
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Importe total:

9 Lector de fluorescencia de placas

(VICTOR) 0.01 0.50 0.00
10 Equi d lectrof i MICROPROTEAN

quipo de electroforesis ( ) 0.02 5 05 0.05
11 T i luminad BioRad

ransiluminador (BioRad) 0.01 0.25 0.00
12 ama N

Camara Neubauer 0.01 0.25 0.00
13 Mi io Lei HMR

icroscopio Leica 0.01 0.25 0.00

255.23

Tabla 16. Cuadro de maquinaria.

5. CUADRO DE PRECIOS DESCOMPUESTOS

En la Tabla 5 se presenta el cuadro de precios descompuestos, donde se recogen los procedimientos
llevados a cabo para la realizacion del TFG desglosados por capitulos.

Cuadro de precios descompuestos

Descripcion

NE Cédigo uUd | 1. Sintesis de hidrogeles Total (€)
1.1 Sintesis de hidrogeles sin FN para reologia

1.1.1 | 02.01.01 u Gelificacién hidrogeles 350 L sin FN
MAT.29 0.0445 g Gelatina de cerdo (Gel) 0.43 0.02
MAT. 30 0.0430 g | PEG-SG 426.00 18.32
MAT.31 0.00103 L |Medio DMEM 35.58 0.04
MAT. 32 0.00043 L | DPBS 175.00 0.08
MAQ.01 0.5 h |Estufa 37°C 0.01 0.01
MAQ.02 0.167 h Balanza de precisién 0.15 0.03
MO.01 2 h Graduado/a de Ingenieria 12.00 24.00

Biomédica
%0400 4 % Costes indirectos 42.50 1.70
%0404 4 % Recursos auxiliares 44.20 1.77
Precio total subcapitulo “Gelificacién hidrogeles 350 pL sin FN”: 45.97

1.1.2 | 02.01.02 u Gelificacion hidrogeles 350 pL sin FN Ratio 1:0.75
MAT.29 0.0445 g Gelatina de cerdo (Gel) 0.43 0.02
MAT. 30 0.0325 g | PEG-SG 426.00 13.85
MAT.31 0.001135 L |Medio DMEM 35.58 0.04
MAT. 32 0.001135 L | DPBS 175.00 0.20
MAQ.01 0.5 h |Estufa 37°C 0.01 0.01
MAQ.02 0.167 h Balanza de precisién 0.15 0.03
MO.01 2 h Graduado/a de Ingenieria 12.00 24.00

Biomédica

%0400 4 % Costes indirectos 38.15 1.53
%0404 4 % Recursos auxiliares 39.68 1.59
Precio total subcapitulo “Gelificacién hidrogeles 350 pL sin FN Ratio 1:0.75”: 41.27
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1.1.3 | 02.01.03 u Gelificacion hidrogeles 350 pL sin FN Ratio 1:0.5
MAT.29 0.0445 g Gelatina de cerdo (Gel) 0.43 0.02
MAT. 30 0.022 g | PEG-SG 426.00 9.37
MAT.31 0.00124 L |Medio DMEM 35.58 0.04
MAT.32 0.00022 L DPBS 175.00 0.04
MAQ.01 0.5 h |Estufa 37°C 0.01 0.01
MAQ.02 0.167 h Balanza de precisidén 0.15 0.03
MO.01 2 h Graduado/a de Ingenieria 12.00 24.00
Biomédica
%0400 4 % Costes indirectos 33.51 1.34
%0404 4 % Recursos auxiliares 34.85 1.39
Precio total subcapitulo “Gelificacién hidrogeles 350 pL sin FN Ratio 1:0.5”: 36.24
1.1.4 | 02.01.04 u Gelificacion hidrogeles 300 pL sin FN Ratio 1:1
MAT. 30 0.037 g | PEG-SG 426.00 15.76
MAT.31 0.00089 L |Medio DMEM 35.58 0.03
MAT. 32 0.00037 L | DPBS 175.00 0.06
MAQ.01 1 h |Estufa 37°C 0.01 0.01
MAQ.02 0.167 h Balanza de precisién 0.15 0.03
MO.01 2 h Graduado/a de Ingenieria 12.00 24.00
Biomédica
%0400 4 % Costes indirectos 39.89 1.60
%0404 4 % Recursos auxiliares 41.49 1.66
Precio total subcapitulo “Gelificacién hidrogeles 300 pL sin FN Ratio 1:1”: 43.15
1.1.5 | 02.01.05 u Gelificacion hidrogeles 300 pL sin FN Ratio 1:0.75
MAT.29 0.0385 g Gelatina de cerdo (Gel) 0.43 0.02
MAT. 30 0.028 g | PEG-SG 426.00 11.93
MAT.31 0.00098 L |Medio DMEM 35.58 0.03
MAT. 32 0.00028 L | DPBS 175.00 0.05
MAQ.01 1 h |Estufa 37°C 0.01 0.01
MAQ.02 0.167 h Balanza de precisién 0.15 0.03
MO.01 2 h Graduado/a de Ingenieria 12.00 24.00
Biomédica
%0400 4 % Costes indirectos 36.07 1.44
%0404 4 % Recursos auxiliares 37.51 1.50
Precio total subcapitulo “Gelificacién hidrogeles 300 pL sin FN Ratio 1:0.75”: 39.01
1.1.6 | 02.01.06 u Gelificacion hidrogeles 300 pL sin FN Ratio 1:0.5
MAT.29 0.0385 g Gelatina de cerdo (Gel) 0.43 0.02
MAT. 30 0.019 g | PEG-SG 426.00 8.09
MAT.31 0.00107 L |Medio DMEM 35.58 0.04
MAT.32 0.00019 L | DPBS 175.00 0.03
MAQ.01 1 h Estufa 37°C 0.01 0.01
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MAQ.02 0.17 h Balanza de precisién 0.15 0.03
MO.01 2 h Graduado/a de Ingenieria 12.00 24.00
Biomédica
%0400 4 % Costes indirectos 32.22 1.29
%0404 4 % Recursos auxiliares 33.51 1.34
Precio total subcapitulo “Gelificacién hidrogeles 300 pL sin FN Ratio 1:0.5”: 34.85
1.1.7 | 02.01.07 u Gelificacion hidrogeles 100 pL para encapsulacion celular Ratio 1:1
MAT.29 0.0145 g Gelatina de cerdo (Gel) 0.43 0.01
MAT. 30 0.013 g | PEG-SG 426.00 5.54
MAT.31 0.00033 L |Medio DMEM 35.58 0.01
MAT. 32 0.00013 L | DPBS 175.00 0.02
MAQ.01 0.5 h |Estufa 37°C 0.01 0.01
MAQ.02 0.167 h Balanza de precisién 0.15 0.03
MO.03 0.75 h Cotutor/a responsable del 45.00 33.75
proyecto
%0400 4 % Costes indirectos 39.37 1.57
%0404 4 % Recursos auxiliares 40.94 1.64
Precio total subcapitulo “Gelificacién hidrogeles 100 pL para encapsulacién celular 42.58
Ratio 1:1”:
1.1.8 | 02.01.08 u Gelificacion hidrogeles 100 pL para encapsulacion celular Ratio 1:0.75
MAT.29 0.0145 g Gelatina de cerdo (Gel) 0.43 0.01
MAT. 30 0.01 g | PEG-SG 426.00 4.26
MAT.31 0.00036 L |Medio DMEM 35.58 0.01
MAT. 32 0.0001 L | DPBS 175.00 0.02
MAQ.01 0.5 h |Estufa 37°C 0.01 0.01
MAQ.02 0.167 h Balanza de precisién 0.15 0.03
MO.03 0.75 h Cotutor/a responsable del 45.00 33.75
proyecto
%0400 4 % Costes indirectos 38.09 1.52
%0404 4 % Recursos auxiliares 39.61 1.58
Precio total subcapitulo “Gelificacién hidrogeles 100 pL para encapsulac?én celular 41.19
Ratio 1:0.75”:
1.1.9 | 02.01.09 u Gelificacion hidrogeles 100 pL para encapsulacion celular Ratio 1:0.5
MAT.29 0.0145 g Gelatina de cerdo (Gel) 0.43 0.01
MAT. 30 0.007 g | PEG-SG 426.00 2.98
MAT.31 0.00039 L |Medio DMEM 35.58 0.01
MAT.32 0.00007 L | DPBS 175.00 0.01
MAQ.01 0.5 h Estufa 37°C 0.01 0.01
MAQ.02 0.167 h Balanza de precisién 0.15 0.03
MO.03 0.75 h Cotutor/a responsable del 45.00 33.75
proyecto
%0400 4 % Costes indirectos 36.80 1.47
%0404 4 % Recursos auxiliares 38.27 1.53
Precio total subcapitulo “Gelificacién hidrogeles 100 pL para encapsulacién celular 39.80

Ratio 1:0.5”:
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1.2 Sintesis hidrogeles 200 pL

1.2.1 | 02.02.01 u Gelificacion hidrogeles 200 plL sin FN Ratio 1:1
MAT.29 0.0445 g Gelatina de cerdo (Gel) 0.43 0.02
MAT. 30 0.043 g | PEG-SG 426.00 18.32
MAT.31 0.00103 L |Medio DMEM 35.58 0.04
MAT. 32 0.00043 L | DPBS 175.00 0.08
MAQ.01 1 h |Estufa 37°C 0.01 0.01
MAQ.02 0.167 h Balanza de precisién 0.15 0.03
MO.01 1.5 h Graduado/a de Ingenieria 12.00 18.00
Biomédica
%0400 4 % Costes indirectos 36.50 1.46
%0404 4 % Recursos auxiliares 37.96 1.52
Precio total subcapitulo “Gelificacién hidrogeles 200 pL sin FN Ratio 1:1”: 39.48
1.2.2 | 02.02.02 u Gelificacién hidrogeles 200 pL sin FN Ratio 1:0.75
MAT.29 0.0445 g Gelatina de cerdo (Gel) 0.43 0.02
MAT. 30 0.032 g | PEG-SG 426.00 13.63
MAT.31 0.001135 L |Medio DMEM 35.58 0.04
MAT.32 0.000325 L | DPBS 175.00 0.06
MAQ.01 1 h Estufa 37°C 0.01 0.01
MAQ.02 0.167 h Balanza de precisién 0.15 0.03
MO.01 1.5 h Graduado/a de Ingenieria 12.00 18.00
Biomédica
%0400 4 % Costes indirectos 31.79 1.27
%0404 4 % Recursos auxiliares 33.06 1.32
Precio total subcapitulo “Gelificacién hidrogeles 200 pL sin FN Ratio 1:0.75”: 34.38
1.2.3 | 02.02.03 u Gelificacién hidrogeles 200 pL sin FN Ratio 1:0.5
MAT.29 0.0445 g Gelatina de cerdo (Gel) 0.43 0.02
MAT. 30 0.022 g | PEG-SG 426.00 9.37
MAT.31 0.00124 L |Medio DMEM 35.58 0.04
MAT.32 0.00022 L DPBS 175.00 0.04
MAQ.01 1 h |Estufa 37°C 0.01 0.01
MAQ.02 0.167 h Balanza de precisién 0.15 0.03
MO.01 1.5 h Graduado/a de Ingenieria 12.00 18.00
Biomédica
%0400 4 % Costes indirectos 27.51 1.10
%0404 4 % Recursos auxiliares 28.61 1.14
Precio total subcapitulo “Gelificacién hidrogeles 200 pL sin FN Ratio 1:0.5”: 29.75
1.2.4 | 02.02.04 u Gelificacion hidrogeles 250 pL con FN
MAT.29 0.01964 g Gelatina de cerdo (Gel) 0.43 0.01
MAT. 30 0.019 g PEG-SG 426.00 8.09
MAT.31 0.000403 1, |Medio DMEM 35.58 0.01
MAT. 32 0.00019 1, | DPBS 175.00 0.03
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MAT.34 0.000267 1, Fibronectina (FN) 34,491.00 9.21
MAQ.01 0.75 h |Estufa 37°C 0.01 0.01
MAQ.02 0.167 h Balanza de precisidén 0.15 0.03
MO.01 Graduado/a de Ingenieria 12.00 24.00
2 h Biomédica
%0400 4 o Costes indirectos 41.39 1.66
%0404 4 o Recursos auxiliares 43.05 1.72
Precio total subcapitulo “Gelificacién hidrogeles 250 pL con FN”: 44.77
1.3 Sintesis hidrogeles 50 pL
1.3.1 | 02.03.01 u Gelificacion hidrogeles 50 pL sin FN ni HGF
MAT. 30 0.0055 g PEG-SG 426.00 2.34
MAT.31 0.000142 . Medio DMEM 35.58 0.01
MAT.32 0.000055 . DPBS 175.00 0.01
MAQ.01 0.75 h Estufa 37°C 0.01 0.01
MAQ.02 0.167 h Balanza de precisién 0.15 0.03
MO.01 Graduado/a de Ingenieria 12.00 18.00
1.5 h Biomédica
%0400 4 2 Costes indirectos 20.40 0.82
%0404 4 2 Recursos auxiliares 21.22 0.85
Precio total subcapitulo “Gelificacién hidrogeles 50 pL sin FN ni HGF”: 22.07
1.3.2 | 02.03.02 u Gelificacion hidrogeles 50 pL con FN
MAT.30 0.003625 g PEG-SG 426.00 1.54
MAT.32 0.000036 L DPBS 175.00 0.01
MAT.49 0.000018 L Ezgzzchiozre(;ér;;’_ento de 41,450.00 0.75
MAT. 34 0.000056 1, Fibronectina (FN) 34,491.00 1.93
MAQ.01 1.25 n |Estufa 37°C 0.01 0.01
MAQ.02 0.167 h Balanza de precisién 0.15 0.03
MO.01 Graduado/a de Ingenieria 12.00 36.00
3 h | Biomédica
%0400 4 o Costes indirectos 40.27 1.61
%0404 4 o Recursos auxiliares 41.88 1.68
Precio total subcapitulo “Gelificacién hidrogeles 50 pL con FN”: 43.56
1.3.3 | 02.03.03 u Gelificacion hidrogeles 50 puL con HGF
MAT.30 0.003625 g PEG-SG 426.00 1.54
MAT. 31 0.000181 | 1 |Medio DMEM 35.58 0.01
MAT.32 0.000036 L DPBS 175.00 0.01
MAT.49 Factor de crecimiento de 41,450.00 0.75
0.000018 L hepatocitos (HGF)
MAQ.01 1.25 h Estufa 37°C 0.01 0.01
MAQ.02 0.167 h Balanza de precisién 0.15 0.03
MO.01 Graduado/a de Ingenieria 12.00 36.00
3 h | Biomédica
%0400 4 2 Costes indirectos 38.35 1.53
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%0404 | 4 | o |Recursos auxiliares 39.88 1.60
Precio total subcapitulo “Gelificacién hidrogeles 50 pL con HGF”: 41.48
1.3.4 | 02.03.04 ‘ u Gelificacion hidrogeles 50 pL con FN
MAT. 30 0.0055 g | PEG-SG 426.00 2.34
MAT.32 0.000055 L DPBS 175.00 0.01
MAT.34 0.000067 1, Fibronectina (FN) 34,491.00 2.31
MAQ.01 0.75 h Estufa 37°C 0.01 0.01
MAQ.02 0.167 h Balanza de precisién 0.15 0.03
MO.01 3 h Graduado/a de Ingenieria 12.00 36.00
Biomédica
%0400 4 i Costes indirectos 40.70 1.63
%0404 4 2 Recursos auxiliares 42.33 1.69
Precio total subcapitulo “Gelificacién hidrogeles 50 pL con FN”: 44.02
2. Caracterizacion de hidrogeles
2.1 Medicién de propiedades mecanicas in situ
2.1.1 [ 03.01.01 u Medicion de propiedades mecanicas in situ
MAQ.04 0.75 h Redmetro 10.00 7.50
MO.01 Graduado/a de Ingenieria 12.00 12.00
1 h Biomédica
%0400 4 9 Costes indirectos 19.50 0.78
%0404 4 o Recursos auxiliares 20.28 0.81
Precio total subcapitulo “Medicién de propiedades mecanicas in situ”: 21.09
2.2 Medicion de propiedades mecanicas en hidrogeles gelificados/hinchados
2.2.1|03.02.01 u Medicion de propiedades mecanicas en hidrogeles gelificados/hinchados
MAQ.04 0.25 h | Redmetro 10.00 2.50
MO.01 0.3 h Graduado/a de Ingenieria 12.00 3.60
Biomédica
%0400 4 % Costes indirectos 6.10 0.24
%0404 4 % Recursos auxiliares 6.34 0.25
Precio total subcapitulo “Medicién de propiedades mecénicas en hidrogeles
i es . 6.59
gelificados/hinchado”:
3.3 EWC
2.3.1 | 03.03.01 u EWC
MAQ.02 2 h Balanza de precisidén 0.15 0.30
MAQ.06 24 h Liofilizadora 1.35 32.40
MAQ.05 24 h Desecadora 0.03 0.72
MO.01 10 h Graduado/a de Ingenieria 12.00 120.00
Biomédica
%0400 4 % Costes indirectos 153.42 6.14
%0404 4 % Recursos auxiliares 159.56 6.38
Precio total subcapitulo “EWC”: 165.94
3. Desnaturalizacion de FN
3.1 (4.01

| u ‘ Desnaturalizacion de FN
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MAT. 35 0.00001 1, | TCEP 123,000.00 1.23
MAT. 36 0.00065 | 1 |Urea 175.77 0.11
MAT.34 0.000167 1 Fibronectina (FN) 34,491.00 5.76
MAT.32 0.008373 1 DPBS 175.00 1.47
MAT. 38 0.00015 1 Yodoacetamida 42.21 0.01
MAT.26 0.5 1 Agua milliQ 0.20 0.10
MAT.23 Falcon de ultracentrfuga 50 0.10 0.10
1 u mL
MAT.27 0.01 1 Etanol absoluto 3.93 0.04
MAT.28 0.01 7, |Etanol 90% 119.80 1.20
MAQ.07 0.3 h Ultracentrifuga 0.13 0.04
MO.01 Graduado/a de Ingenieria 12.00 60.00
5 h Biomédica
%0400 4 9 Costes indirectos 70.06 2.80
%0404 4 9 Recursos auxiliares 72.86 2.91
Precio total subcapitulo “Desnaturalizacién de FN”: 75.77
3.2 |4.02 u Medicion de eficiencia de la desnaturalizacion
MAQ.08 Lector de fluorescencia 0.04 0.01
0.25 h (NanoDrop)
MO.01 Graduado/a de Ingenieria 12.00 3.60
0.3 h | Biomédica
%0400 4 o Costes indirectos 3.61 0.14
%0404 4 o Recursos auxiliares 3.75 0.15
Precio total subcapitulo “Medicién de eficiencia de la desnaturalizacién”: 3.90
3.3 [4.03 u Electroforesis SDS-PAGE
MAT.55 24.2 g Tris 0.14 3.39
MAT.56 0.01016 1 Acido clorhidrico (HC1) 92.10 0.94
MAQ.03 0.5 h Agitador magnético 0.01 0.01
MAQ.10 2 25 h Equipo de electroforesis 0.02 0.05
(MINIPROTEAN)
MAT.25 0.1685 1 Agua destilada 0.20 0.03
MAT.39 0.00255 1 Acrilamida-bisacrilamida 189.28 0.48
MAT.41 0.0001 1 Persulfato aménico 130.56 0.01
MAT. 42 0.000015 1, | TEMED 2,790.00 0.04
MAT.44 1 1 TrisGlicina SDS 1X 9.20 9.20
MAT.34 0.000037 1 Fibronectina (FN) 34,491.00 1.28
MAT.47 0.5 1 Azul de Coomassie 3.32 1.66
MO.01 Graduado/a de Ingenieria 12.00 48.00
4 h | Biomédica
MO.03 Cotutor/a responsable del 45.00 360.00
8 h | proyecto
%0400 4 o Costes indirectos 425.09 17.00
%0404 4 9 Recursos auxiliares 442.09 17.68
Precio total subcapitulo “Electroforesis SDS-PAGE”: 459.77
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4. Liberacion de FNg y FN,,

4.1 |5.01 u Liberacion de FNgy FNp,
MAT. 48 1 u Kit DuoSet ELISA 640.00 640.00
MAT. 32 0.001068 1 DPBS 175.00 0.19
MO.01 Graduado/a de Ingenieria 12.00 60.00
5 h Biomédica
%0400 4 o Costes indirectos 700.19 28.01
%0404 4 o Recursos auxiliares 728.20 29.13
Precio total subcapitulo “Liberacién de FNg y FN,”: 757.33
5. Liberacion de HGF
5.1 (6.01 u Encapsulacion del HGF en hidrogeles
MAT.50 Marcador fluorescente (kit 249.00 17.43
0.07 U | DyLight-488 NH Ester)
MAT.49 0.0001 L Factor de crecimiento de 41,450.00 4.15
: hepatocitos (HGF)
MAT. 32 0.02 1, DPBS 175.00 3.50
MAT.52 1 u Paquetes de tampones borato 4.63 4.63
MAT.22 Mini membrana de didlisis 4.24 8.48
2 U | (10K MWCO)
MO.01 Graduado/a de Ingenieria 12.00 24.00
2 h Biomédica
%0400 4 o Costes indirectos 62.19 2.49
%0404 4 9 Recursos auxiliares 64.68 2.59
Precio total subcapitulo “Encapsulacién del HGF en hidrogeles”: 67.27
5.2 |6.03 u Medicion y cuantificacion de la liberacion
MO.01 Graduado/a de Ingenieria 12.00 36.00
3 h |Biomédica
MO.03 Cotutor/a responsable del 45.00 135.00
3 h | proyecto
%0400 4 o Costes indirectos 171.00 6.84
%0404 4 o Recursos auxiliares 177.84 7.11
Precio total subcapitulo “Medicién y cuantificacién de la liberacién”: 184.95
6. Cultivo celular
6.1 (7.01 u Suspension celular
MAT. 32 0.01 1 DPBS 175.00 1.75
MAT.54 0.01 u Tripsina 409.50 4.10
MAQ.07 0.05 n Ultracentrifuga 0.13 0.01
MO.03 Cotutor/a responsable del 45.00 45.00
1 h proyecto
%0400 4 o Costes indirectos 50.86 2.03
%0404 4 o Recursos auxiliares 52.89 2.12
Precio total subcapitulo “Suspensién celular”: 55.01
6.2 |7.02 | u ‘ Encapsulacion celular en hidrogeles
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MAT.24 9 u |Filtro 0.22 18.00 162.00
%0400 4 9 Costes indirectos 162.00 6.48
Precio total subcapitulo “Encapsulacién celular en hidrogeles”: 168.48

6.3 |7.03 u Estudio de la viabilidad celular
MAT.53 1 u Kit LIVE/DEAD Cell Viability 834.00 834.00

Assay
MAQ.01 0.5 h | Estufa 37°C 0.01 0.01
MO.03 Cotutor/a responsable del 45.00 90.00
2 h | proyecto
%0400 4 o Costes indirectos 924.01 36.96
%0404 4 o Recursos auxiliares 960.97 38.44
Precio total subcapitulo “Estudio de la viabilidad celular”: 999.41
7. Equipos de proteccion individual y seguridad
71 |8.01 u EPIs
EPI.O1 1 u Bata de laboratorio 22.50 22.50
EPI.02 4 u Guantes de léatex (caja) 5.95 23.80
EPI.O03 1 u Méscara de gases 30.50 30.50
%0400 4 o Costes indirectos 76.80 3.07
Precio total subcapitulo “EPIs”: 79.87
8. Material inventariable/fungible

8.1 |9.01 u Material inventariable/fungible
MAT.01 1 u Pinzas de laboratorio 8.73 8.73
MAT.02 3 u Espatula metédlica 3.66 10.98
MAT.O03 1 u Micropipeta 1000 uL 215.00 215.00
MAT.04 1 u |Micropipeta 200 pL 215.00 215.00
MAT.O05 1 u Micropipeta 100 uL 215.00 215.00
MAT.06 1 u Micropipeta 20 uL 215.00 215.00
MAT.07 1 u Micropipeta 10 uL 215.00 215.00
MAT.08 3 u Cija puntas micropipeta 1000 65.25 195.75
MAT.09 3 u Eija puntas micropipeta 200 39.16 117.48
MAT.10 3 u Eija puntas micropipeta 100 65.25 195.75
MAT.11 3 u Eaja puntas micropipeta 20 L 60.20 180.60
MAT.12 3 u Caja puntas micropipeta 10 pL 52.60 157.80
MAT.13 50 u Tubo Eppendorf 2 mL 0.08 4.00
MAT.14 200 u Tubo Eppendorf 1.5 mL 0.07 14.00
MAT.15 300 u Tubo Eppendorf 0.5 mL 0.05 15.00
MAT.16 1 u Placa petri 80 mm 1.13 1.13
MAT.17 21 u Viales de cristal 50 mL 0.17 3.57
MAT.18 21 u Tapas viales de cristal 50 mL 0.01 0.21
MAT.19 5 U iéacas de pocillo profundo P- 2.81 14.05
MAT.20 2 u Placas de pocillo negras P-96 5.52 11.04

98




MAT.21 1 u Vaso de precipitados 25 mL 3.56 3.56
MAT.23 5 U Falcon de ultracentrifuga 50 0.10 0.20
mL
MAT.57 10 u Pipeta Pasteur 0.02 0.20
%0400 4 o Costes indirectos 2,009.05 80.36
Precio total subcapitulo “Material inventariable/fungible”: 2,089.41
9. Reuniones de proyecto
9.1 |(10.01 Reuniones de planificacion
MO.01 Graduado/a de Ingenieria 12.00 240.00
20 h | Biomédica
MO.02 Tutor/a responsable del 45.00 1,350.00
30 h | proyecto
MO.03 Cotutor/a responsable del 45.00 1,350.00
30 h proyecto
%0400 4 o Costes indirectos 2,940.00 117.60
%0404 4 o Recursos auxiliares 3,057.60 122.30
Precio total subcapitulo “Reuniones de planificacién”: 3,179.90
9.2 |10.02 Reuniones de resultados
MO.01 Graduado/a de Ingenieria 12.00 60.00
5 h Biomédica
MO.02 Tutor/a responsable del 45.00 225.00
5 h | proyecto
MO.03 Cotutor/a responsable del 45.00 225.00
5 h proyecto
%0400 4 9 Costes indirectos 510.00 20.40
%0404 4 9 Recursos auxiliares 530.40 21.22
Precio total subcapitulo “Reuniones de resultados”: 551.62
9.3 |10.03 Redaccién/correcciones
MO.01 Graduado/a de Ingenieria 12.00 2,160.00
180 h Biomédica
MO.02 Tutor/a responsable del 45.00 450.00
10 h proyecto
MO.03 Cotutor/a responsable del 45.00 450.00
10 h proyecto
%0400 4 o Costes indirectos 3,060.00 122.40
%0404 4 o Recursos auxiliares 3,182.40 127.30
Precio total subcapitulo “Redaccién/correcciones”: 3,309.70

Tabla 17. Cuadro de precios descompuestos.
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6. CUADRO DE PRESUPUESTOS PARCIALES

En la Tabla 6 se presenta el cuadro de presupuestos parciales, en el que se recoge el presupuesto
agrupado por capitulos.

CUADRO DE PRESUPUESTOS PARCIALES

Presupuesto parcial n2 1. Sintesis de hidrogeles

Num. ‘ Cadigo | ud | Descripcion

Cantidad ‘ Precio (€) | Total (€)

1.1 Sintesis de hidrogeles sin FN para reologia

1.11102.01.01 u Gelificacidn hidrogeles 350 pL sin FN 2 45.97 91.94
11211020102 |u | Gejificacion hidrogeles 350 L sin FN Ratio 1:0.75 3 4127| 12381
1.13 102.01.03 | u Gelificacidn hidrogeles 350 pL sin FN Ratio 1:0.5 3 36.24 | 108.72
1.1.4 102.01.04 | u Gelificacién hidrogeles 300 pL sin FN Ratio 1:1 1 43.15 43.15
1.5 102.0005 U Geificacion hidrogeles 300 uL sin FN Ratio 1:0.75 2 39.01|  78.02
1.16 1 02.01.06 |u | Gejificacion hidrogeles 300 L sin FN Ratio 1:0.5 2 3485| 6970
1171020107 | u | ¢ ificacion hidrogeles 100 uL para encapsulacién celular Ratio 1:1 1 42.58 42.58
1.1.8 102.01.08 ju Gelificacidn hidrogeles 100 pL para encapsulacion celular Ratio 1:0.75 1 41.19 41.19
1.1.9102.01.09 ju Gelificacidn hidrogeles 100 uL para encapsulacién celular Ratio 1:0.5 1 39.80 39.80
1.2 Sintesis hidrogeles 200 pL
1.2.1102.02.01 1 u 1 ¢ jificacion hidrogeles 200 uL sin FN Ratio 1:1 1 39.48 39.48
1.22102.02.02 | u Gelificacidn hidrogeles 200 pL sin FN Ratio 1:0.75 2 34.38 68.76
1.2.3102.02.03 ju Gelificacidn hidrogeles 200 pL sin FN Ratio 1:0.5 2 29.75 59.50
124 102.02.04 fu Gelificacidn hidrogeles 250 pL con FN 1 44.77 44.77
1.3 Sintesis hidrogeles 50 pL
1.3.1102.03.01 u Gelificacidn hidrogeles 50 pL sin FN y sin HGF 1 22.07 22.07
1.3.2 102.03.02  u Gelificacidn hidrogeles 50 uL con FN 2 43.56 87.12
1.3.3 | 02.03.03 |u | Gelificacién hidrogeles 50 pL con HGF 1 41.48 41.48
1.3.4 | 02.03.04 | u | Gelificacién hidrogeles con FN 2 44.02 88.04
Total presupuesto parcial n2 1. Sintesis de hidrogeles: 1,090.13

Presupuesto parcial n2 2. Caracterizacion de hidrogeles

Nam. ‘ Cddigo | ud | Descripcion

Cantidad ‘ Precio (€) | Total (€)

2.1 Medicion de propiedades mecanicas in situ

2.1.1 103.01.01 Ju Medicion de propiedades mecénicas in situ 17 21.09 358.53
2.2 Medicién de propiedades mecanicas en hidrogeles gelificados/hinchados
2.2.1 103.02.01 Ju Medicion de propiedades mecanicas en hidrogeles gelificados/hinchados 24 6.59 158.16
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2.3 EWC

231 ‘ 03.03.01 | u | EWC 2 165.94 | 331.88
Total presupuesto parcial n2 2. Caracterizacion de hidrogeles: 848.57
Presupuesto parcial n2 3. Desnaturalizacion de FN
Num. | Cédigo | Ud | Descripcion Cantidad | Precio (€) | Total (€)
31 401 U | Desnaturalizacién de FN 2 75.77 | 151.54
3.2 4.02 Y | Medicion de eficiencia de la desnaturalizacién 2 3.90 7.80
3.3 14.04 U | Electroforesis SDS-PAGE 2 459.77 | 919.54
Total presupuesto parcial n2 3. Desnaturalizacion de FN: 1,078.88
Presupuesto parcial n2 4. Liberacion de FNgy FNm,
Num. | Cédigo | Ud | Descripcion Cantidad | Precio (€) | Total (€)
41 |5.01 U | Liberacién de FNd y FNm 1 757.33| 757.33
Total presupuesto parcial n2 4. Liberacién de FNd y FNm: 757.33
Presupuesto parcial n2 5. Liberaciéon de HGF
Num. | Cédigo | Ud | Descripcion Cantidad | Precio (€) | Total (€)
5.1 6.01 U | Encapsulacion del HGF en hidrogeles 1 67.27 67.27
5.2 6.03 U | Medicidn y cuantificacion de la liberacion 1 184.95| 184.95
Total presupuesto parcial n2 5. Liberacién de HGF: 252.22
Presupuesto parcial n2 6. Cultivo celular
Num. | Cédigo | Ud | Descripcion Cantidad | Precio (€) | Total (€)
6.1 |7.01 U | Suspension celular 1 55.01 55.01
6.2 7.02 U | Encapsulacion celular en hidrogeles 1 168.48 | 168.48
6.3 7.03 U | Estudio de la viabilidad celular 1 999.41| 999.41
Total presupuesto parcial n2 6. Cultivo celular: 1,222.90
Presupuesto parcial n2 7. Equipos de proteccion individual y seguridad
Num. | Cédigo | Ud | Descripcion Cantidad | Precio (€) | Total (€)
7.1 801 u | EPIs 1 79.87 | 79.87
Total presupuesto parcial n2 7. Equipos de proteccién individual y seguridad: 79.87
Presupuesto parcial n2 8. Material inventariable/fungible
Num. | Cédigo | Ud | Descripcion Cantidad | Precio (€) | Total (€)
8.1 9.01 U | Material inventariable/fungible 1 2,089.41 | 2,089.41
Total presupuesto parcial n2 8. Material inventariable/fungible: 2,089.41
Presupuesto parcial n2 9. Reuniones de proyecto
Num. | Cédigo | Ud | Descripcion Cantidad | Precio (€) | Total (€)
9.1 10.01 U | Reuniones de planificacion 1 3,179.90 | 3,179.90
9.2 10.02 U | Reuniones de resultados 1 551.62 | 551.62
9.3 10.03 U | Redaccidn/correcciones 1 3,309.70 | 3,309.70
Total presupuesto parcial n2 9. Reuniones de proyecto: 7,041.22

Tabla 18. Cuadro de presupuestos parciales.
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7. PRESUPUESTO DE EJECUCION MATERIAL Y POR CONTRATA

Presupuesto de ejecucidén material

Importe (€)

1. Sintesis de hidrogeles 1090.13
2. Caracterizacidédn de hidrogeles 848.57
3. Desnaturalizacién de FN 1078.88
4. Liberacidén de FNg y FNy 757.33
5. Liberacién de HGF 252.22
6. Cultivo celular 1,222.90
7. Equipos de proteccién individual y seguridad 79.87
8. Material inventariable/fungible 2,089.41
9. Reuniones de proyecto 7,041.22

Total: 14,460.53

Asciende el presupuesto de ejecucidn mate?ial a la expresada cantidad de TRECE MIL

QUINIENTOS OCHENTA Y DOS EUROS CON ONCE CENTIMOS.

Tabla 19. Presupuesto de ejecucion material.

Presupuesto de ejecucidédn material 14,460.53
13% de gastos generales 1,879.87
0% de beneficio industrial 0.00
Suma 16,340.40
21% IVA 3,431.48
Presupuesto de ejecucidédn por contrata 19,771.88

Asciende el presupuesto de ejecucidn por contrata a la expresada cantidad de DIECINUEVE MIL
QUINIENTOS CINCUENTA Y SEIS EUROS CON OCHENTA Y OCHO CENTIMOS.

Tabla 20. Presupuesto de ejecucion por contrata.
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