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RESUMEN

El higado es un 6rgano vital que lleva a cabo méas de 500 funciones, principalmente metabdlicas
y de regulacién de otros 6rganos. Las patologias hepaticas donde el Unico tratamiento efectivo
es el trasplante de higado, provocan la busqueda de alternativas, dado que el numero de
donantes es muy inferior a los casos diagnosticados.

Asi pues, la terapia celular hepatica se perfila como tratamiento alternativo para recuperar y
estabilizar funciones metabdlicas perdidas a causa de las enfermedades. A pesar de ser una
alternativa prometedora no ofrece a nivel clinico los resultados esperados, debido al bajo grado
de injerto celular y supervivencia de los hepatocitos tras el trasplante. Este tipo de terapia
permite observar a corto plazo una ligera mejora, pero mas alla de 3 dias la poblacion celular
infundida decae drasticamente.

En el presente Trabajo Fin de Grado, se propone un estudio donde se evalUe el comportamiento
celular en hidrogeles de origen natural como entorno 3D para solventar la limitacion del injerto
y supervivencia celular a largo plazo. Para ello, se realizara un estudio de las propiedades
mecanicas de un hidrogel preparado en diversas condiciones, una valoracion de la viabilidad de
un cultivo en el hidrogel y un estudio de la funcionalidad celular en el hidrogel.

El hidrogel seleccionado es inyectable, facilitando su manejabilidad. Esta formado por cadenas
de gelatina y &cido hialurénico modificadas con injertos de tiramina, permitiendo realizar una
gelificacién in situ sin producir citotoxicidad. Ambas sustancias estan presentes en gran parte
de la matriz extracelular del organismo, siendo un hidrogel biocompatible y biodegradable.

El objetivo ultimo de este trabajo ha sido seleccionar las condiciones 6ptimas de formacion del
hidrogel y su composicion para obtener una mayor viabilidad y funcionalidad de los hepatocitos
encapsulados, de cara a una futura aplicacion en terapia celular avanzada.

Para completar el trabajo, se ha puesto a punto un modelo de fallo hepéatico en animales de
experimentacién. En un futuro se pretende demostrar que las células encapsuladas en el hidrogel
pueden ser implantadas en el higado de estos animales y recuperar su funcion de manera mas
eficaz que mediante la inyeccidn de células sin hidrogel.

Palabras clave: higado, terapia celular, cultivo celular, hidrogel inyectable, propiedades
mecanicas, viabilidad y funcionalidad celular.
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RESUM

El fetge és un organ vital que du a terme més de 500 funcions, principalment metaboliques i de
regulaci6 daltres organs. Les patologies hepatiques on I'Unic tractament efectiu és el
trasplantament de fetge, provoquen la cerca d'alternatives, atés que el nombre de donants és
molt inferior als casos diagnosticats.

Aixi, doncs, la terapia cel-lular hepatica es perfila com a tractament alternatiu per a recuperar i
estabilitzar funcions metaboliques perdudes a causa de les malalties. Malgrat que és una
alternativa prometedora no ofereix a nivell clinic els resultats esperats, a causa del baix grau
d'empelt cel-lular i supervivencia dels hepatocits despres del trasplant. Este tipus de terapia
permet observar a curt termini una lleugera millora, pero més enlla de 3 dies la poblaci6 cel-lular
infosa decau drasticament.

En el present Treball Fi de Grau, es proposa un estudi on s’avalua el comportament cel-lular en
hidrogels d'origen natural com a entorn 3D per a resoldre la limitacio de I'empelt i supervivéncia
cel-lular a llarg termini. Per aixo, es realitzara estudi de les propietats mecaniques d’un hidrogel
preparat en diverses condicions, una valoracio de la viabilitat d’un cultiu en el hidrogel i un
estudi de la funcionalitat cel-lular en el hidrogel.

L'hidrogel seleccionat és injectable, facilitant el seu maneig. Esta format per cadenes de gelatina
i acid hialuronic modificades amb empelts de tiramina, permetent realitzar una gelificacio in
situ sense produir citotoxicitat. Ambdos substancies estan presents en gran part de la matriu
extracel-lular de I'organisme, sent un hidrogel biocompatible i biodegradable.

L'objectiu altim d'aquest treball ha estat seleccionar les condicions optimes de formacié del
hidrogel i la seva composicié per obtenir una major viabilitat i funcionalitat dels hepatocits
encapsulats, de cara a una futura aplicacio en terapia cel-lular avancada.

Per completar el treball, s'ha posat a punt un model de insuficiencia hepatica en animals
d'experimentacié. En un futur es pretén demostrar que les cél-lules encapsulades en I'hidrogel
poden ser implantades en el fetge d'aquests animals i recuperar la seva funcié de manera més
eficac que mitjancant la injeccio de cel-lules sense hidrogel.

Paraules clau: fetge, terapia cel-lular, cultiu cel-lular, hidrogel injectable, propietats
mecaniques, viabilitat i funcionalitat cel-lular.
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ABSTRACT

The liver is a vital organ that performs more than 500 functions, mainly metabolic and of
regulation of other organs. The hepatic pathologies where the only effective treatment is the
liver transplantation, leads to search of alternatives, since the number of donors is lower than
the diagnosed cases.

Thus, hepatic cell therapy is outlined as an alternative treatment to recover and stabilize
metabolic functions lost due to diseases. Despite being a promising alternative, it does not offer
the expected results at a clinical level, due to the low cell engraftment and survival of
hepatocytes after transplantation. This type of therapy allows a slight improvement to be
observed in the short term, but beyond 3 days the infused cell population drops drastically.

In the present Bachelor Thesis, we propose a study where the cellular behavior in hydrogels of
natural origin is evaluated as 3D environment to solve the limitation of the graft and cellular
survival in the long term. A study of the mechanical properties of a hydrogel prepared in
different conditions, an assessment of the cell viability in the hydrogel and a study of the
functionality of cells within the hydrogel will be carried out.

The proposed hydrogel is injectable, enabling its handling. It is formed by gelatin and
hyaluronic acid chains modified with tyramine grafts that allow an in-situ gelation without
producing cytotoxicity. Both substances are present in a large part of the extracellular matrix
of the organism, being the hydrogel biocompatible and biodegradable.

The ultimate goal of this work has been to select the optimal conditions for the formation of the
hydrogel and its composition to obtain greater viability and functionality of the encapsulated
hepatocytes, in view of a future application in advanced cell therapy.

To complete the study, an animal model of liver failure has been developed. This model will
serve in the future to demonstrate that cells encapsulated in the hydrogel can be implanted in
the liver of these animals and recover their function more effectively than by injection of cells
without hydrogel.

Keywords: liver, cell therapy, cell culture, injectable hydrogel, mechanical properties, cell
viability and functionality.
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1. MOTIVACION

La principal motivacion para la realizacion del trabajo de fin de grado (TFG) en el campo de la
ingenieria tisular deriva de una experiencia personal. Por casualidad, tuve que ser intervenido
en ambas rodillas en las que se me practicé una plastia de los ligamentos cruzados. El cirujano
me comento que experimentalmente se estaban llevando a cabo intervenciones que consistian
en la regeneracion de tejido mediante terapia celular y scaffolds. Esa conversacion despertd mi
interés por la medicina regenerativa y segui sus recomendaciones, estudiando el Grado en
Ingenieria Biomédica y eligiendo un trabajo fin de grado intimamente relacionado con la
ingenieria tisular.

Desde el primer momento en que empecé los estudios universitarios, tuve claro que queria
acabar realizando algo similar a las actividades que he desarrollado estos meses, un nicho
cientifico-técnico donde poder aplicar los conocimientos adquiridos. Las asignaturas que
despertaron mi interés fueron Biomateriales, Anatomia Patoldgica, Histologia, Bioquimica y
Biotecnologia. Sin duda, aquella que mas influyé fue Biomateriales, en la que a través del
profesor conoci el Centro de Biomateriales e Ingenieria Tisular (CBIT), donde he realizado
gran parte de la experimentacion de este trabajo. Estoy convencido de que fue una gran decision
empezar mi experiencia practica en un laboratorio lleno de expertos y profesionales que han
influenciado de forma positiva el desarrollo de este trabajo.

Por otro lado, los conocimientos adquiridos durante el desarrollo del trabajo de fin de grado son
los siguientes:

e Biopolimeros: quimica y aplicaciones

e Sintesis quimica de hidrogeles

e Caracterizacion de propiedades mecanicas: reometria
e Caracterizacion quimica: grado de injerto

e Cultivos celulares

e Encapsulamiento celular en hidrogeles

e Evaluacion de la viabilidad celular

e Caracterizacion funcional de cultivos

e Histologia de tejidos hepaticos
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2. OBJETIVOS

La falta de 6rganos para trasplante debido a la escasez de donantes y el aumento de la incidencia
y mortalidad en pacientes con enfermedades hepéticas de distinta etiologia como un fallo
hepatico agudo produce la necesidad de explorar alternativas viables para solucionar esta
problematica. La ingenieria tisular contempla la regeneracion del tejido dafiado mediante una
diversidad de técnicas.

El encapsulamiento de células en un hidrogel inyectable como tratamiento es una técnica ya
empleada en otros tipos de patologias y se empieza a explorar para la recuperacion de la funcion
hepatica, ya que las células trasplantadas llevarian a cabo las funciones de las que carece el
higado. El uso de una matriz 3D como entorno celular pretende mejorar aspectos como la
diferenciacion y funcionalidad de las células con respecto a la inyeccion de células sin matriz
(terapia celular pura). Las técnicas mas recientes proponen la inyeccién de sustancias
precursoras del hidrogel junto con las células, ocurriendo la gelificacion y el encapsulamiento
de las células in situ mediante reacciones no citotoxicas. Se desea que el hidrogel se entrecruce
con el tejido huésped, favorezca el crecimiento de capilares desde el tejido sano y que las células
encapsuladas sean capaces de regenerar el tejido dafiado. Hasta el momento, no hay ningun
producto en el mercado, basado en hidrogeles inyectables, para la regeneracién de zonas
dafadas de higado. La literatura no es capaz de dar un hidrogel 6ptimo en cuanto a composicién
y tipo celular a emplear, por lo que es necesario explorar alternativas.

El objetivo principal del presente trabajo consiste en hallar las condiciones Gptimas para
encapsular células hepaticas en un hidrogel inyectable de cara a obtener una alta viabilidad y
una mejora funcional de éstas en el entorno 3D.

Los componentes elegidos para fabricar el hidrogel han sido el acido hialurénico y la gelatina,
ya que forman parte de la matriz extracelular de gran parte de los tejidos humanos. El hecho de
que sean inyectables facilitaria su incorporacion al tejido.

Para poder seleccionar las condiciones dptimas, se llevaran a cabo la caracterizacion de los
hidrogeles. Por una parte, se analizaran las propiedades mecanicas del material mediante
reometria obteniendo el médulo de almacenamiento a cizalla y el tiempo de gelificacion. Por
otra parte, se realizara la encapsulacion de hepatocitos a distintas densidades celulares y
distintos medios y se valorara el cultivo celular haciendo hincapié en la viabilidad y una
valoracion funcional mediante ureogénesis.

Para completar el trabajo, se pondra a punto un modelo de fallo hepéatico en animales de
experimentacion. En un futuro se pretende demostrar que las células encapsuladas en el hidrogel
pueden ser implantadas en el higado de estos animales y recuperar su funcién de manera mas
eficaz que mediante la inyeccion de células sin hidrogel.

16
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3. ANTECEDENTES

El higado es un érgano de vital importancia en el cuerpo ya que realiza méas de 500 funciones
diferentes (“Liver: Anatomy and Functions | Johns Hopkins Medicine,” n.d.). Ademas, es el
organo central para el metabolismo y regula otros 6rganos y/o procesos vitales. El trasplante de
higado es el Unico tratamiento curativo para las enfermedades hepéaticas en estado terminal
(end-stage liver diseases, en inglés), limitado éste por la disponibilidad de donantes, por lo que
existe una necesidad de explorar alternativas al trasplante de 6rgano.

En particular, la ingenieria tisular, a través de sus tres principales pilares sobre los que se
fundamenta, intenta abordar la regeneracion de cualquier tejido. Los tres principales pilares
son:

e Células: elegidas acorde al tejido dafiado, asume un rol principal debido a que la
regeneracion tisular depende de las interacciones que establezca con el scaffold y el
tejido.

e Scaffold (andamiaje, en castellano): biomaterial donde se incluye las células y debe
cumplir requisitos de biodegradabilidad y biocompatibilidad, entre otros. Es el soporte
que debe favorecer la proliferacion, migracion y diferenciacion celular en los estadios
tempranos de regeneracion.

e Sefalizacidn: son factores bioquimicos o procesos de mecanotransduccién que modulan
el comportamiento celular dentro del scaffold.

Asi pues, en esta introduccién se realizara una revision de los conceptos que se van a abordar
en este trabajo, intentando de forma clara y concisa explicar de donde procede la problematica
actual de la patologia y las diversas soluciones que propone la medicina actual y la ingenieria
tisular.

17



ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO DE HEPATOCITOS EN HIDROGELES DE ORIGEN NATURAL PARA
TERAPIA CELULAR HEPATICA.

3.1. El higado

El higado, es uno de los principales érganos del cuerpo y supone entre un 2-3% del peso
corporal, siendo el drgano mas grande. Esta situado en el hemisferio derecho del cuerpo,
protegido por la caja toracica y anclado en posicion por los ligamentos hepéticos (Abdel-
Misih & Bloomston, 2010). Destaca anatomicamente ya que esta diferenciado en dos
I6bulos, a su vez estos se dividen en porciones (Figura 1).

Lobulo derecho  Lébulo izquierdo
1 |

FIGURA 1. DISPOSICION DE LOBULOS POSTERIORES DEL HIGADO. DIBUJO OBTENIDO DE (Abdel-Misih &
Bloomston, 2010).

Las funciones desempefiadas por el higado estan estrechamente relacionadas con la
irrigacion sanguinea del mismo. El higado recibe un cuarto de la sangre bombeada, siendo
un porcentaje mucho mayor con respecto al resto de 6rganos. Este suministro es dual, es
decir, viene por dos vias: arteria hepatica (Figura 2) y vena porta (Figura 3). La primera
supone un 30% aproximadamente del suministro total y la vena porta un 70%. Asi pues,
una disfuncién o dafio hepéatico puede conllevar problemas mas graves dado que en el
higado se detoxifica la sangre y recircula de nuevo por el organismo.

Arteria hepatica
izquierda de reemplazo

Arteria hepatica
izquierda

Arteria gastrica
Arteria hepatica izqui:ardga

propia

Arteria
hepatica
derecha

Arteria hepatica
comun

Arteria
gastroduodenal

Arteria mesentérica
superior

Arteria hepatica
derecha de reemplazo

FIGURA 2. ESQUEMA ARTERIAL DEL HIGADO. DIBUJO OBTENIDO DE (Sibulesky, 2013)
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Vena
esplénica

Vena
mesentérica
inferior

|

Vena
mesentérica
superior

Desde el intestino grueso

Desde el intestino delgado

FIGURA 3. ESQUEMA VENOSO DEL HIGADO. DIBUJO OBTENIDO DE (Sibulesky, 2013)

Las principales funciones que cumple el higado son:

e Catabolismo y anabolismo de proteinas y colesterol
o Detoxificacion de la sangre

e Conversion de glucosa a glucogeno

e Transporte de deshechos mediante la bilis

El higado presenta una estructura altamente organizada que soporta sus funciones. La
estructura basica del higado es el I6bulo, una estructura hexagonal delimitada por seis
triadas portales donde la parte central es la vena. A nivel celular, el higado esta formado por
células parenquimales (hepatocitos y colangiocitos) y células no parenquimales que
incluyen las células endoteliales sinusoidales, las células de Kupffer y las células
estrelladas. Los hepatocitos son las células mas abundantes del parénquima hepatico y
representan hasta un 70 % del total de la masa hepatica (Figura 4).

El hepatocito realiza funciones principales como la sintesis y almacenamiento de proteinas,
colesterol, sales biliares y glicoproteinas. Ademas, cabe destacar su funcién en la
transformacion de carbohidratos en glucdgeno, almacenado como reserva energética. No
obstante, también es responsable de procesos de detoxificacion de farmacos y otras
sustancias quimicas gracias a los procesos de biotransformacién que llevan a cabo los
enzimas hepaticos.

19



ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO DE HEPATOCITOS EN HIDROGELES DE ORIGEN NATURAL PARA
TERAPIA CELULAR HEPATICA.

Por otro lado, las células no parenquimales suponen el 20% restante de células hepaticas.
Las células de Kupffer, estan ubicadas en el lumen del sinusoide son las principales células
del sistema fagocitico, siendo asi el tejido hepatico el mayor concentrador de macrofagos
del organismo. También desempefian funciones como el metabolismo de lipoproteinas,
liberacion de factores de crecimiento y mediadores inflamatorios. Por su parte, las células
endoteliales forman la pared del sinusoide delimitando los vasos que irrigan el 6rgano.

@

SEC & «C

e

o ©

FIGURA 4. ESQUEMA DEL SINUSOIDE HEPATICO: HEPATOCITO (H), CELULA ENDOTELIAL (SEC), CELULA
HEPATICA ESTRELLADA (HSC) Y CELULAS KUPFFER (KC). DIBUJO OBTENIDO DE (Claria & Titos, 2004)

Generalmente en el sinusoide se encuentra una zona llamada espacio de Disse donde se
encuentran las células de Ito, involucradas en la secrecion de matriz extracelular y colageno
tipo Il tras procesos lesivos que afecten al higado. Ademéas de encontrar lipocitos
encargados del almacenamiento de lipidos. (Claria & Titos, 2004).

Una vez conocido el grupo de células hepéticas es necesario estudiar qué tipo de matriz
extracelular (ECM) rodea a éstas, ya que la eleccién de los biomateriales para la sintesis de
hidrogeles dependera de su composicién.

Normalmente los 6rganos poseen dos membranas basales y una cuantiosa ECM situada
entre las células epiteliales y las endoteliales, pero el higado s6lo posee una membrana basal
y una pequefia cantidad de ECM, que pese a ello confiere al higado cohesion mecénica y
resistencia. Por otra parte, asume un papel importante en procesos bioldgicos como la
diferenciacion, proliferacion y migracion celular, ademaés, incluso en procesos
fisiopatologicos como la fibrogeénesis (Martinez-Hernandez & Amenta, 1993).
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En términos de composicion la ECM esta formada principalmente por colégeno,
glicoproteinas y proteoglicanos. El colageno se puede hallar de varios tipos y morfologia,
formando bandas anchas como el colageno tipo I, fibras desordenadas de colageno tipo Ill
o involucrado en la conexion de otros tipos de proteinas como el colageno tipo V y VI.
Glicoproteinas como la fibronectina y laminina, a pesar de estar presentes en menor
cantidad, también juegan un papel importante asociadas generalmente al colageno u otras
proteinas. Finalmente, en la ECM hepética también se hallan proteoglicanos como el
condritin sulfato, cido hialuronico y decorina, entre otros (Bedossa & Paradis, 2003).
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3.2.Enfermedades hepaticas

Las enfermedades hepaticas en estado terminal (ESLD, del inglés end-stage liver disease),
tanto debido a un fallo hepatico agudo (ALF, del inglés acute liver failure) como crénico y
los defectos metabdlicos hepaticos que suponen una amenaza para la vida, son una causa
importante de mortalidad a nivel mundial e implican unos costes sanitarios elevados.
Aunque existen diferentes aproximaciones terapéuticas para el tratamiento de las
enfermedades hepéticas en estado terminal, el trasplante de higado es el Unico tratamiento
curativo para estas patologias irreversibles, pero esta limitado por la falta de donantes.

Aunque existen otros tipos de patologias hepaticas, sélo se comentaran aquellas susceptibles
de ser tratadas con terapia celular, ya que son el objetivo del presente trabajo. De hecho, la
terapia celular hepatica se postula como una opcidn terapéutica para recuperar y estabilizar
la funcidn perdida en el caso de enfermedades metabdlicas congenitas, ALF o ESLD y en
aquellos pacientes no considerados como elegibles para trasplante de o6rgano. A
continuacion se clasifica las enfermedades hepaticas segin su etiologia: desordenes
congeénitos y desdrdenes adquiridos (Tabla 1):

TABLA 1. DESORDENES CONGENITOS HEPATICOS (Forbes, Gupta, & Dhawan, 2015)

e Sindrome tipo 1 Criggler-Najjar

e Defectos en ciclos de urea
o Déficit de ornitina transcarbamilasa
o Deficiencia tipo 1 en sintesis de carbomoil fosfato
o Citrulinemia
o Deficiencia de argininosuccinato liasa

e Enfermedad de almacenamiento de glucégeno tipo 1
o Tipola
o Tipolb

e Enfermedad Refsum

e Fenilcetonuria

e Deficiencia de factor VII

e Hipercolesterolemia familiar
o Colestasis intrahepatica progresiva familiar
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e Fallo hepatico agudo
e Fallo hepatico agudo crénico
e Esteatohepatitis no alcohdlica

3.2.1. Desordenes congénitos

El desarrollo de las enfermedades congénitas ocurre en etapa prenatal, en los tres
primeros meses del embarazo. Dentro de los desérdenes congénitos hepaticos mas
importantes se encuentran: la enfermedad de Wilson, GSD-I y los déficits en ciclos de
urea.

Las metabolopatias, cientificamente llamadas ECM, son patologias donde se produce
una alteracion de una proteina o enzima que bloguea uno o varios procesos metabolicos,
produciendo asi una carencia en el érgano (Thomas & Van Hove, n.d.). La incidencia
es aparentemente baja, 1 de cada 800 neonatos nace con una patologia metabdlica. (Pico,
Lorenzo, & Bermudez, 2008).

Un estudio de la facultad de medicina de Santiago de Compostela clasificd las
patologias en tres grupos:

e ECM por intoxicacion
e ECM por déficit energético

e ECM de moléculas complejas

Por una parte, las que provocan una intoxicacién se basan en la acumulacion de
metabolitos dado un bloqueo en su via metabdlica especifica, afectando sobre todo al
sistema nervioso central. Las que se producen por déficit energético estan causadas por
el blogueo en las etapas finales de las vias metabdlicas dado que no se usa de forma
eficaz la energia, afectando asi al sistema muscular. Por ltimo, déficits en la sintesis o
degradacion de moléculas de caracter complejo, producen sintomas crénicos que
usualmente presentan progresion hacia patologias graves como megalias, disfunciones
neuroldgicas, etc. (Saudubray, Ogier de Baulny, & Charpentier, 2018).

Asimismo, la enfermedad de almacenamiento de glucogeno tipo I, es una enfermedad
autosomica recesiva caracterizada por una disfuncion en procesos metabdlicos de
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carbohidratos. La deficiencia en el complejo G6Pasa, implicado en la glicélisis y
glucogénesis, da lugar a acumulaciones de glucégeno en ciertos 6rganos como el
higado, rifiones e intestino delgado, provocando asi hipoglucemia severa.

La enfermedad de Wilson también es un error congénito debido a su carécter
autosémico recesivo, cuyo sintoma principal es la acumulacién de cobre en algunos
organos siendo los de mayor predisposicion el higado y el cerebro. La via por la que el
cobre entra en contacto con el higado es por la sangre venosa.

El hepatocito como unidad celular es capaz de ofrecer una respuesta al aumento de
cobre, aumentando la velocidad de excrecion de cobre cuando es necesario, siempre y
cuando se esté bajo condiciones fisiologicas (Gollan & Deller, 1973). Por lo general, en
casos de gran acumulacién la mayoria de estos tratamientos incluyen sustancias
quelantes, sustancias que se unen con gran firmeza a metales con iones pesados siendo
ampliamente usados para esta patologia, extrayendo asi el cobre del cuerpo impidiendo
su absorcion por los hepatocitos. D-penicilamina, trientina o tetratiomolibdato son
ejemplos de medicamentos que incorporan estas sustancias (Roberts & Schilsky, 2008).

3.2.2. Desordenes adquiridos

Los desordenes adquiridos, al contrario que los congénitos son patologias desarrolladas
tras el nacimiento. También podemos referir este concepto a una patologia desarrollada
por la afeccién de otra que la precede, dando lugar a enfermedades méas graves. Entre
los desdrdenes hepéticos adquiridos mas relevantes encontramos: fallo hepatico agudo,
fallo hepatico agudo crénico y hepatitis C.

En el caso de fallo hepéatico agudo (ALF) se trata de una enfermedad rara y los datos
demograficos son un poco dispersos. En un estudio realizado en EE.UU se puede
extrapolar que dicha patologia afecta a una pequefia fraccion de la poblacion, unos 1600
casos por afo (Bower, Johns, Margolis, Williams, & Bell, 2007).

A grandes rasgos, el ALF es un sindrome multiorganico ocasionado en pacientes sanos
provocando una disminucion funcional de las células hepéticas. En 1993 O’Grady
acufié una definicion que hoy en dia sigue siendo utilizada “condicion potencialmente
reversible, consecuencia de una lesion hepatica severa, con un inicio de encefalopatia
a las 8 semanas de los primero sintomas y en ausencia de una enfermedad hepatica
preexistente” (0O’Grady, Schalm, & Williams, 1985). Sin evidencias de una
predisposicion por género, en cuanto a raza hay una ligera predisposicion a un cierto
tipo de etiologia, ocurriendo igual cuando se atiende segun la edad del paciente (Bower
et al., 2007).
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Hay una gran diversidad con respecto a la etiologia de la patologia (Figura 5), en varios
estudios se ha determinado que mas de la mitad de los casos de ALF tienen su origen
debido a los medicamentos, el mas recurrente la intoxicacion por acetaminofén
(paracetamol). El resto de posibles etiologias corresponden a otro tipo de patologias con
origen virico como la hepatitis B, hepatitis C, de origen autoinmune, otras de caracter
hereditario como la enfermedad de Wilson, etc. (Lee, 2008; Wei et al., 2007).
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FIGURA 5. ETIOLOGIA ALF SUECIA 2007 (N=279) (Wei et al., 2007)

El Unico tratamiento actual de este sindrome es el trasplante ortotdpico de higado,
debido a que la disfuncién hepatica que se produce es tan severa que por el momento
no hay otra alternativa aprobada clinicamente.

A su vez, existe una variante del ALF la cual sigue siendo un sindrome multiorganico
llamado fallo hepéatico agudo cronico (ACLF). Aparentemente tienen la misma
epidemiologia, pero distinta etiologia, ya que esta procede de pacientes con una cirrosis
o enfermedad hepatica preexistente (Sola & Gines, 2017).

Asimismo, la hepatitis C tiene origen virico, por lo tanto, rara vez es heredado o
transmitido por otra via que no sea la sangre. Considerado como pandemia viral, afecta
aproximadamente a 170 millones de personas (Georg, Lauer, Bruce, & Walker, 2001).
En Espafa se estima que el nimero de personas infectadas estaria en torno a 600.000
personas, pero son datos dispersos obtenidos mediante encuestas en diversas
autonomias (Bruguera & Forns, 2006).

La metodologia para diagnosticarla tiene dos vias a través de la deteccion de anticuerpos
especificos y test moleculares para particulas viricas (Poynard, Yuen, Ratziu, & Lai,
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2003). Si se detecta a tiempo, cabe la posibilidad de cura mediante antiviricos
especificos para la hepatitis C, como el interferon alfa. Estos medicamentos tienen un
coste desmesurado provocando que sea inviable su uso para la gran mayoria de
pacientes (Georg et al., 2001),(C.W., L., & M.J., 2005). La mayor parte de los esfuerzos,
al no existir una vacuna, se centran en la prevencion (Bruguera & Forns, 2006; C.W. et
al., 2005), pues la Unica forma de contagiarla es mediante la sangre, reduciendo las
posibilidades de infeccion.

Por altimo, el higado graso no alcoholico (NAFL) estd incrementando su participacion
al respecto en incidencia de enfermedades terminales hepaticas. A primera vista parece
igual que la patologia inducida por alcoholismo, pero esta abarca una amplio abanico
de estadios de dafio hepatico, desde una simple esteatosis a una cirrosis (P., 2002).

La prevalencia es dificil de determinar puesto que para obtener datos se recogen
mediante medidas indirectas como ultrasonidos o anélisis de sangre (Schwimmer et al.,
2006). A pesar de que existen diferencias cuando comparamos entre rangos de edad, en
la mayoria de los casos existe alguna patologia previa que la provoca, tal como la
obesidad, diabetes tipo 2, etc. (Farrell & Larter, 2006; P., 2002).

La sintomatologia es difusa, el higado graso no produce problemas graves en los
primeros estadios: fatiga, malestar y sensacion de compresion en el lado superior
derecho del abdomen (P., 2002). Solo al realizar un estudio en profundidad mediante
técnicas histopatoldgicas, deteccion de aminotransferasas o ultrasonidos, se puede llegar
a un diagndstico con rigor.

26



ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO DE HEPATOCITOS EN HIDROGELES DE ORIGEN NATURAL PARA
TERAPIA CELULAR HEPATICA.

3.3.Necesidad de alternativas al trasplante hepéatico

Las enfermedades terminales hepéaticas como el fallo hepatico agudo o fallo hepatico
cronico, suponen una importante causa de mortalidad a nivel mundial ademas de una carga
para la economia sanitaria (Tolosa, Pareja, & Gomez-lechén, 2016). Segun el European
Liver Transplant Registry el nimero de donantes desde 1968 a 2015 ha sido de 128.216
casos (“Donor data - European Liver Transplant Registry - ELTR,” n.d.), siendo infimo en
comparacion al nimero de pacientes que necesitan un 6rgano (Figura 6).
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FIGURA 6. GRAFICA DEL NUMERO DE DONANTES (1965-2015). IMAGEN OBTENIDA DE (“Donor data -
European Liver Transplant Registry - ELTR,” n.d.)

Aunque el trasplante de drgano es el Unico tratamiento efectivo y curativo para las
enfermedades hepaticas anteriormente mencionadas, esta limitado por la disponibilidad de
6rganos, lo que limita su uso a un determinado nimero y tipo de pacientes. A pesar del
incremento de donantes durante las Gltimas décadas sigue sin poder cubrir la demanda. La
falta de donantes ha llevado a los centros de trasplante a extender los criterios para aceptar
organos marginales, pero la demanda de organos incrementa. Este hecho repercute
directamente en los tiempos de espera, estado del paciente y por ende la mortalidad en lista
de espera. Ademas, hay que considerar que el OLT también presenta una serie de
limitaciones como el riesgo de desarrollar fibrosis del injerto trasplantado.

La discrepancia entre la oferta y la demanda, hace que sea necesario realizar una seleccion
de candidatos idoneos a trasplante segun ciertas condiciones. Se Excluye a pacientes con
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poca probabilidad de supervivencia post-trasplante debido a enfermedades hepéticas
terminales o por sucesos extrahepaticos con mal pronostico, y a aquellos pacientes cuya
esperanza de vida sea mayor sin el trasplante (Prieto, Aguilera, Berenguer, Pina, &
Benlloch, 2007). También hay que considerar que en el caso de pacientes pediatricos puede
haber dificultades quirdrgicas o tener que recurrir a una reduccion del 6rgano trasplantado.

Debido a estas limitaciones, se han propuesto diversas alternativas al OLT como el
xenotrasplante, la terapia génica o la terapia celular hepatica (TCH). Desde el punto de vista
clinico, la TCH podria ser una alternativa al OLT en el caso de ALF, para corregir
desordenes metabolicos o para mantener la funcionalidad hepética en aquellos pacientes
que no rednen los criterios de elegibilidad para OLT debido a una edad avanzada, otras
enfermedades o por riesgos cardiovasculares, entre otros.

3.3.1. Terapia celular hepética

La terapia celular hepatica (TCH) es una técnica que tiene como objetivo recuperar las
deficiencias funcionales del higado, mediante trasplante celular en los pacientes via
sistema porta. La idea es que las células infundidas se integran en el parénquima
hepatico, recuperando la funcion. EIl hecho de preservar el higado nativo hace que la
TCH sea un proceso menos radical e invasivo que el trasplante hepatico y ademas se
pueden realizar infusiones repetidas. Ademas, el proceso es simple, lo que implica un
menor tiempo de hospitalizacion y reduciendo los riesgos potenciales de
mortalidad/morbilidad.

En primera instancia, se plante6 como un reemplazo definitivo al trasplante de higado,
pero los primeros trasplantes celulares evidenciaron algunas limitaciones como el
complejo aislamiento celular, la pérdida de viabilidad y funcionalidad de las células tras
la criopreservacion, la falta de fuentes adecuadas para obtener células de buena calidad
y la baja capacidad de adhesién de las células trasplantadas.

En la actualidad la terapia celular no ha supuesto un tratamiento definitivo para los
pacientes, sino que ha permitido mejorar la calidad de vida del paciente excluido de
trasplante, frenar la progresion del dafio a la espera de un drgano o bien, para mantener
la funcion hepaética hasta que el higado nativo regenere por ejemplo tras una reseccion
hepética mayor.

Debido a las dificultades de trasplantar una masa celular adecuada, monitorizar la
funcion o diagnosticar el rechazo, la correccion de la enfermedad tras la TCH ha
resultado ser parcial o transitoria y la necesidad de TO no se ha revertido (Soltys et al.
2017). En este sentido, se han identificado distintos factores que limitan la aplicacion
generalizada de la terapia celular hepatica. Por un lado, el incremento de la demanda de
terapias celulares hepaticas con hepatocitos no puede satisfacerse debido a la escasez de
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fuentes adecuadas de tejido hepatico. Los higados que se usan actualmente para el
aislamiento de hepatocitos de uso clinico son aquellos rechazados para TO (érganos
marginales, esteatdsicos o con tiempo de isquemia fria/caliente prolongado).

A pesar de las mejoras de los procesos de aislamiento de hepatocitos, las células aisladas
a partir de estos 6rganos a menudo presentan una viabilidad y una calidad funcional
insuficientes que no pueden garantizar unos resultados clinicos satisfactorios (Soltys et
al. 2017; Gramignoli et al. 2015). La criopreservacion permite el almacenaje de las
células por largos periodos de tiempo (Puppi et al. 2012); sin embargo, la congelacién
puede tener efectos perjudiciales en la viabilidad y la funcién metabdlica de los
hepatocitos. Otra limitacion destacable es el hecho de que los hepatocitos adultos no
proliferan in vitro, y por tanto, las células no pueden expandirse para tratar a mas
pacientes. Finalmente, una limitacion reconocida de los procedimientos de infusion
celular es el hecho de que la mayoria de las células (hasta el 70% de las trasplantadas)
no sobreviven a largo plazo tras el trasplante, debido a su eliminacion y muerte por
anoikis. Esa falta de engraftment o implantacion en el higado receptor limita los efectos
a largo plazo de la TCH.

La obtencion de células, por una parte, esta limitada por el tipo celular, ya que
principalmente se opta por el uso de células madre. Por otra parte, por la necesidad de
una gran cantidad para una alta efectividad y que el estado de las células no sea 6ptimo
debido a las condiciones del donante. Una vez abordado el tema de la fuente celular, sin
un alto grado de injerto la cantidad es irrelevante puesto que son expulsadas, siendo
dificil la evaluacion de los beneficios a tiempos largos de la terapia celular (Forbes et
al., 2015).

Parte de la investigacion actual en torno a la terapia celular se centra en la forma de
romper las limitaciones anteriormente mencionadas. Una de las alternativas planteadas
a la falta de fuentes celulares adecuadas es el uso de células IPSC’s, células adultas
reprogramadas a un estado de indiferenciacién donde expresan genes y factores para
mantener el fenotipo de célula madre inducido. Existen protocolos ya definidos para
obtener células con fenotipo hepatico (HLC’s, hepatocyte-like cells) (Figura 7). El uso
de HLC’s derivadas de IPSC’s permitiria tener celulas de manera ilimitada y disponibles
tanto para tratamientos programados como de emergencia. .

Otra de las fuentes celulares alternativas exploradas es el uso de células madre de higado
o0 hepatic stem cells (HSCs). La Unica empresa que realiza actualmente ensayos clinicos
de tipo II con células HSC’s es Promethera con resultados alentadores [30].
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FIGURA 7. DIAGRAMA DE PASOS EN TERAPIA CELULAR CON IPSC's. DIBUJO OBTENIDO DE (Tolosa et al., 2016)

Por otra parte, en la mejora del grado de adhesién o anidacién celular se han
experimentado multitud de métodos, la principal razén paraello es la cantidad de células
que se pierden tras el trasplante celular, estimando ente un 80%-90% de la poblacion
[31]. Entre las diferentes estrategias propuestas para mejorar en enfragftment de las
células trasplantadas se encuentran el preacodicionamiento del higado receptor
mediante irradiacién, embolizacion parcial o el uso de farmacos vasoconstrictores, o
bien la encapsulacion de células o el uso de drganos decelularizados que permitan
retener las células, y por lo tanto, mantener la funcionalidad y los efectos de estas a
largo plazo.
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3.4.FUNDAMENTOS DE HIDROGELES

Los hidrogeles son reticulos tridimensionales capaces de absorber agua en gran cantidad,
siendo insolubles en ella (Figura 8). La propiedad que confiere dicha caracteristica es el
grado de entrecruzamiento que existe entre las cadenas flexibles del hidrogel, siendo
indirectamente proporcional la relacion entre el hinchado del hidrogel y el grado de
entrecruzamiento (Vilarifio-Feltrer.G, 2017).

[ H->O

(1] —)

Hidrogel seco

Hidrogel con agua

FIGURA 8. ESTRUCTURA DE UN HIDROGEL (NEGRO), AGUA (AZUL) Y ENTRECRUZAMIENTOS (R0JO).
ESQUEMA REALIZADO POR EL AUTOR PRESENTE DEL TFG.

Las propiedades fisicas que poseen los hacen un reclamo para aplicaciones de indole
biomédico o farmacéutico. Principalmente la biocompatibilidad que muestran con el cuerpo
humano ya ofrece un punto de partida para explotar sus posibles aplicaciones. Segun el
tejido en el cual sea implantado, el hidrogel deberd cumplir una serie de requisitos
especificos de propiedad mecanica, por ejemplo (Ratner, Hoffman, Schoen, & Lemons,
2013).

Por lo general, para cualquier tipo de tejido se definen requisitos como no generar una
reaccién citotoxica, ser biodegradable (permitiendo un balance entre desaparicion del
material y formacion de tejido nuevo), que su aplicacion no suponga un reto técnico y
replicar las condiciones del tejido en términos de nicho celular. Por ende, la imitacion del
tejido nativo pretende mejorar aspectos como la proliferacion, diferenciaciéon y adhesion
celular, indispensable para llevar a cabo una eficiente regeneracion tisular.

Con respecto a la facilidad de uso o implantacién de un hidrogel, existe un tipo en particular
que son los hidrogeles inyectables, donde la gelificacion ocurre “in situ” y puede estar
mediada a través de una gran variedad de vias. En particular en el presente trabajo la
gelificacion se realizara con los conjugados de tiramina de los materiales que a continuacion
se explicaran, en presencia de la enzima peroxidasa (HRP) y catalizando la oxidacion
mediante el peroxido de hidrégeno (H202) (Poveda-Reyes et al., 2016; Radhakrishnan,
Subramanian, Krishnan, & Sethuraman, 2017).
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3.5.Materiales empleados en la sintesis

3.5.1. Gelatina (Gel)

La gelatina, predecesora del colageno, obtenida mediante la desnaturalizacion del
colageno es considerada polimero natural (Figura 9). Contiene dominios de adhesion
celular y es altamente biocompatible. Ademas, al ser de carécter proteico su estructura
quimica contiene grupos carboxilo y amina que permiten modificar las propiedades de
la gelatina (Zhou et al., 2012).
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FIGURA 9. ESTRUCTURA QUIMICA DE LA GELATINA (Ortega, Rodriguez, & Aguilar, 2012)

De forma natural la gelatina forma un hidrogel fisico a una temperatura aproximada de
20°C y se disuelve en agua a una temperatura mayor, lo que limita sus aplicaciones
biomédicas, ya que a la temperatura corporal de 37°C es liquida. Por otra parte, la
gelatina cuenta con propiedades mecanicas pobres, por lo que de forma usual se
encuentra entrecruzada con otros polimeros que cubren dicha carencia (Grover et al.,
2012).

No obstante, las aplicaciones de la gelatina en biomedicina son extensas tal y como
demuestran los estudios realizados. Por ejemplo, el estudio del uso de la gelatina para
materiales del campo oftalmolégico (Rose et al., 2014) o el estudio en reconstruccion
de tejido vascular (Boccafoschi, Habermehl, Vesentini, & Mantovani, 2005). Incluso a
pesar de sus bajas propiedades mecanicas, también se han llevado a cabo estudios en
tejidos mas duros, como el 6seo o el cartilago (Sommar et al., 2010), siempre siendo un
material secundario que aporta funciones de adhesion celular, o encapsulamiento
celular.
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3.5.2. Acido hialurénico (HA)

El &acido hialurénico es un polisacarido con alto peso molecular, componente
mayoritario de la matriz extracelular de muchos tejidos. En particular es un
glicosoaminglicano formado por la repeticion de unidades disacaridas (B-1,4-D-acido
glucurdnico y B-1,3-N-acetil-D-glucosamina) (Figura 10) (Kurisawa, Chung, Yang,
Gao, & Uyama, 2005).
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FIGURA 10. ESTRUCTURA QUIMICA DEL DISACARIDO DE ACIDO HIALURONICO (Necas, Bartosikova, Brauner,
& Kaolar, 2008)

En los tejidos dafiados la presencia de una matriz abundante de &cido hialurénico en
estadios tempranos, ayuda a la migracion de células al foco de la lesion ademas de
aumentar la proliferacion (Collins & Birkinshaw, 2008). Los productos de degradacién
de éste regulan la respuesta inflamatoria y estimulan procesos angiogénicos (Turley,
Noble, & Bourguignon, 2002).

Con respecto a la estructura quimica cabe destacar que en presencia de un medio acuoso
los grupos carboxilo y N-acetil forman enlaces por puente de H*, manteniendo asi la
rigidez del hidrogel y facilitando la absorcion de agua (Ortega et al., 2012). Confiriendo
asi dentro de los polimeros naturales unas propiedades mecanicas razonablemente
buenas.

En consecuencia, su uso en el campo de la biomedicina es muy extenso, desde sistemas
de liberacién de farmacos (Palumbo, Pitarresi, Mandracchia, Tripodo, & Giammona,
2006; Prestwich, 2011), regeneracion de cartilago articular (Li et al., 2018), en sistemas
para evaluar la renovacion y diferenciacion de células madre embrionarias (Gerecht et
al.,, 2017), pruebas de evaluacion de medicamentos “drug screening”, modelos
tumorales (Burdick & Prestwich, 2011) e incluso para aplicaciones en tejido adiposo
(Tan et al., 2009).
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3.6.Métodos de gelificacion

La gelatina y el &cido hialurénico, componentes principales del presente trabajo, muestran
diversas técnicas para llevar a cabo la gelificacion. Los hidrogeles atienden a otra
clasificacion en funcion del método empleado, pueden ser hidrogeles fisicos o quimicos.

La gelatina forma hidrogeles quimicos, por ejemplo, en presencia de genipin o
carbodiimidas, con la desventaja que estas reacciones son citotdxicas siendo inviable una
gelificacion en presencia de células (Olde Damink et al., 1996; Zhang et al., 2016). Otros
estudios utilizan la luz, con el uso de sustancias fotosensibles o luz UV (Shin, Olsen, &
Khademhosseini, 2012). No obstante, como ya se ha comentado la gelatina de forma
espontanea a una temperatura de 20°C se encuentra en un estado de gel, dando lugar a geles
dependientes de la temperatura. La principal limitacion del uso de la temperatura es que el
cuerpo humano siempre se encuentra sobre los 37°C siendo imposible encontrarla en estado
de gel dentro del cuerpo si no se actta de forma quimica.

Por su parte, el &cido hialurénico también presenta la capacidad de formar hidrogeles
quimicos a través de sustancias como las carbodiimidas o la divinilsulfona (Sannino,
Demitri, & Madaghiele, 2009). Tal y como ocurre con la gelatina, muchas de las reacciones
de formacién de hidrogeles quimicos son citotoxicas, imposibilitando la encapsulacion
celular durante la gelificacion. Sin embargo, para el acido hialurénico también existen
métodos para sintetizar hidrogeles quimicos a partir de macromeros con doble enlace que
pueden ser iniciados con luz UV entrecruzando mediante reacciones no citotoxicas.

Los estudios recientes plantan la gelificacion enzimatica con objetivo preparar hidrogeles
sin producir dichas reacciones que provocan dafio a nivel celular, tanto para la gelatina
como para el acido hialurénico. Varios estudios emplean la transglutaminasa (Hennink &
van Nostrum, 2012) o la peroxidasa (HRP) en presencia de pequefias cantidades de peréxido
de hidrégeno (H202) (Darr & Calabro, 2009).
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3.7.Cultivo celular (HepG2)

Las investigaciones en sus primeras fases no utilizan las células que presumiblemente son
las objetivo, ya que en algunos casos son de dificil obtencion. Para ello, a lo largo de los
afios se han establecido modelos sustitutivos que imiten parcialmente las funciones y
comportamiento de las células.

En cuanto a modelos hepaticos se usan lineas celulares que provienen de tejido tumoral
hepatico (HepG2, Hep3B, Huh7, etc.). La principal limitacion que muestran estas lineas
celulares es una carencia de isoenzimas especializadas en procesos metabolicos de
farmacos, siempre comparado con hepatocitos humanos (Gémez-Lechon, n.d.).

La linea escogida para simular el comportamiento de hepatocitos es la HepG2 (Figura 11).
Al ser la mas utilizada, hay una gran caracterizacion funcional, facilitando la interpretacion
de resultados. Ademas, son capaces de realizar funciones hepaticas como la secrecion de
proteinas plasmaticas y colesterol, metabolismo de lipoproteinas y triglicéridos, sintesis de
acido biliar y glicégeno, ademas de sefializacion de la insulina.

i 7 \j\ ) F
IS \’/ Y 'y . ;{T
{ %\/A '-.A<V //—-—»‘- 4t }(‘
FIGURA 11. LINEA CELULAR HEPG2 ENCAPSULADA EN HIDROGEL EN CONTRASTE DE FASES (20X). FOTO
REALIZADA POR EL AUTOR PRESENTE DEL TFG

Las ventajas que ofrece sobre otros tipos celulares es su proliferacién ilimitada, fenotipo
estable, gran disponibilidad y facil manejo. Tampoco son propensas a generar tumores a
pesar de los altos niveles de proliferacion y su morfologia es parecida a las células
epiteliales, como se aprecia en la imagen de microscopia de la Figura 11 (Vinken & Rogiers,
2015). Por ello, se decidio su uso en el presente trabajo, con el fin de evaluar la influencia
de los hidrogeles en células hepaticas sin usar hepatocitos primarios.

La linea celular HepG2 mientras no se requieran para el procedimiento experimental, se
deben mantener vivas. Para ello se emplea un medio de cultivo con una preparacion
particular, este medio se compone para un volumen de aproximadamente de 100 mL de:
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medio de cultivo F12 50 mL, medio de cultivo L15 50 mL, L-glutamina 1 mL, suero bovino
fetal 7 mL, glucosa 0,5 mL, BSA 2 mL, bicarbonato 1,2 mL y antibidtico
penicilina/estreptomicina 1 mL. El procedimiento de mantenimiento se basa en un cambio
de medio en el frasco cada 2 dias y un pase celular para controlar el crecimiento de la
poblacion, debido a que dado un nivel de confluencia celular la poblacién no crece mas
afectando al resto de células.

3.8.Técnicas de valoracion de viabilidad y funcionalidad

3.8.1. Viabilidad celular

El concepto de viabilidad celular se define como el nimero de células vivas sobre el
namero total de células contadas. Para ello, normalmente se llevan a cabo técnicas de
fluorescencia o cromaticas, donde no sélo se puede obtener informacién de la
supervivencia de la colonia, sino que también se puede obtener informacién del
citoesqueleto, presencia de proteinas, organulos, etc.

Centrando la explicacién en términos de viabilidad, para obtener el porcentaje se
utilizan técnicas de exclusién donde se diferencian las células vivas de las muertas. A
continuacion, se detallaran varias técnicas colorimétricas usadas normalmente en
ensayos de esta indole:

e Tetrazolium: compuesto que emplea sustancias como MTT (1-(4,5-
dimetiltiazol-2-yl)-3,5-difenilformazan), penetra en las células eucariotas
viables. Las células vivas con un metabolismo activo convierten el MTT en una
sustancia morada con una absorbancia de 570 nm, las que no estan vivas no se
tifien del morado (Figura 12) caracteristico del formazan (Riss et al., 2004).
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FIGURA 12. EJEMPLO DE TINCION POR MORADO FORMAZAN. IMAGEN OBTENIDA DE (RiSS et
al., 2004)
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e Neutral red: técnica basada en la incorporacion de colorante rojo en los
lisosomas de células vivas (Figura 13). Tiene una absorbancia a 540 nm,
permitiendo su cuantificacion. Los gradientes de pH determinan si la tincién
puede penetrar por la membrana, ocurriendo cuando las células estan vivas ya
que el gradiente de pH es normal. Este gradiente disminuye cuando la célula esta
muerta, impidiendo la retencién de la tincién en los lisosomas (Repetto, del
Peso, & Zurita, 2008).

FIGURA 13. EJEMPLO DE TINCION POR NEUTRAL RED (10X). IMAGEN OBTENIDA DE
(Repetto et al., 2008)

e Trypan blue: basado en el principio por el cual la membrana celular es capaz de
ser impermeable a ciertos tintes, asi pues una célula viva tendra una membrana
azul y un muerta tendré el citoplasma azul (Figura 14) (Strober, 2015).

FIGURA 14. EJEMPLO DE TINCION POR TRYPAN BLUE (20X). IMAGEN OBTENIDA DE
(STROBER, 2015)
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Hoechst/Propidium: esta tincion usa dos sondas de tincion, ambas se basan en el
mismo principio que el trypan blue. Las células vivas quedan completamente
tefiidas por el Hoechst de azul y las células muertas de un color anaranjado por
el Propidium (Figura 15). La combinacion de sondas por lo general se suele
realizar cuando la cuantificacion de células se lleva a cabo mediante equipos que
automatizan el proceso, facilitando el reconocimiento de las células a través de
la absorbancia de cada sonda, que en este caso son 461 nmy 617 nm.

FIGURA 15. EJEMPLO DE TINCION POR HOESCHT (1zQ.), PROPIDIUM (CENTRO) Y RESULTADO DE
LA SUPERPOSICION DE AMBAS (DER). IMAGENES OBTENIDAS POR EL AUTOR DEL PRESENTE TFG.

3.8.2. Funcionalidad celular

La funcionalidad celular es otro aspecto importante por evaluar, puesto que es
determinante para poder demostrar si el hidrogel propuesto es capaz de mantener el
fenotipo del hepatocito, y, con ello, sus funciones especificas. Hay una gran cantidad de
pruebas de funcionalidad hepatica. En este trabajo se explicaran el que se ha realizado
y los que se llevaran a cabo en un futuro.

Sintesis de albumina: la sintesis y secrecidn de esta sustancia es una funcién
hepatica importante, de hecho, diariamente se producen unos 10 g. Si esta
cantidad decrece es un importante signo de patologia hepatica, pero hay otros
factores como la nutricion y factores hormonales que deben estar presentes a la
hora de interpretar resultados (Limdi & Hyde, 2003). Ademas, es una sustancia
usada para evaluar el grado de adhesién celular en terapia celular.

Actividad del citocromo p-450 (CYP’s): son hemoproteinas involucradas en el
metabolismo de medicamentos, sustancias quimicas y otros tipos de sustratos de
origen endogeno. El déficit de este tipo de proteinas causa enfermedades
hepéticas de tipo toxico por acumulacion de residuos farmacoldgicos, sobre
todo.
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Ureogeénesis: la sintesis y excrecion de urea es una de las principales funciones
basicas de los hepatocitos. Este proceso permite eliminar el amoniaco que
proviene de los compuestos nitrogenados. La conversion de amoniaco en urea
se lleva a cabo en el higado, mientras que su eliminacién se hace por medio de
la orina. es por tanto, una funcién primordial y especifica hepatica que se ha
estudiado mediante este tipo de metodologia tanto en modelos animales de rata
y cerdo demostrando su eficacia (MEIJER, LOF, RAMOS, & VERHOEVEN,
1985; Uchino et al., 1991).
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4. JUSTIFICACION

La medicina y la investigacion biomédica durante los ultimos afios han seguido caminos
paralelos, de forma que en la época actual los biomateriales han supuesto una completa
innovacion y mejora en una infinidad de aspectos médicos. Ante la creciente demanda de
tratamientos alternativos que mejoren la medicina actual, la amplia gama de biomateriales
ofrece la posibilidad de sintetizar productos y nuevas metodologias acordes a las necesidades
que se plantee.

En términos de regeneracion hepética se ha escogido como biomaterial la mezcla polimérica de
una proteina como la gelatina y un polisacarido como el &cido hialurénico. Ambas sustancias
estan presentes en la matriz extracelular (ECM) de muchos tejidos del organismo. En particular,
en la ECM hepética encontramos colageno de varios tipos, precursor de la gelatina, y en menor
proporcién acido hialurénico. El papel de la gelatina en nuestro trabajo es favorecer la adhesion
y proliferacion celular. El papel del acido hialurénico es aportar propiedades mecénicas e
hidratacion, mejorando la difusion de nutrientes a las células encapsuladas en los hidrogeles.
Bajo este pretexto se fundamenta la eleccion de ambas sustancias. La mezcla de ambas ya se
ha empleado en otros estudios, demostrando capacidad de diferenciacién condrocitica de
celulas madre mesenquimales (Sanmartin-Masia, Poveda-Reyes, & Gallego Ferrer, 2017).

La forma de implantar las células en nuestra metodologia es encapsulandolas en hidrogeles
inyectables, mediante técnicas poco invasivas. En la preparacion de éstos el soluto (gelatina y/o
acido hialurénico) normalmente se disuelve en una sustancia isotonica determinada (buffer) y
optimizada para que la gelificacion sea completa. Sin embargo, los hepatocitos primarios son
células muy delicadas y su mantenimiento en ese buffer afecta su la viabilidad y funcionalidad.
Por lo tanto, en el presente trabajo nos planteamos como novedad explorar un medio mas
amigable para los hepatocitos para disolver y entrecruzar los hidrogeles.

Lo que presentamos es una comparacién de las propiedades mecanicas, tiempo de gelificacion,
viabilidad y funcionalidad celular de los distintos hidrogeles en el buffer habitual y en un medio
de cultivo, con objeto de analizar qué medio es mas adecuado para los hepatocitos. Asimismo,
hemos optimizado la cantidad de células a encapsular en los hidrogeles para que haya suficiente
contacto celular y la vez que aseguramos reaccion de gelificacion. Se ha comparado la respuesta
de una composicion de hidrogel mezcla de gelatina y acido hialurénico con los hidrogeles
puros, de cara a seleccionar la composicién 6ptima.

El uso de hidrogeles pretende dar solucion a las limitaciones de la terapia celular actual, basada
en el trasplante de células autélogas o alégenas sin soporte externo. En estos tratamientos a los
2-3 dias del trasplante el grado de injerto celular es muy bajo, perdiéndose un 80% o 90% de la
poblacién celular, sin dar resultados a largo plazo. Nuestro trabajo se basa en la hipotesis de
gue el encapsulamiento de los hepatocitos en las matrices de hidrogeles permitira fijar las
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células en la zona de higado a regenerar sin pérdida de poblacién celular y con mejora de
funcionalidad, conferida por el entorno 3D.

Para completar el trabajo, se ha puesto a punto un modelo de fallo hepéatico en animales de
experimentacién. En un futuro se pretende demostrar que las células encapsuladas en el hidrogel
pueden ser implantadas en el higado de estos animales y recuperar su funcion de manera mas
eficaz que mediante la inyeccion de células sin hidrogel.
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5. NORMATIVA

La normativa en la cual se enmarca la parte experimental del presente trabajo, esta extraida del
Instituto Nacional de Seguridad y Salud en el Trabajo (INSST). Los experimentos, se regiran
por los Reales Decretos y leyes que tengan relacion con la manipulacién y almacenamiento de
sustancias y residuos biologicos y quimicos.

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

REAL DECRETO 833/1988, de 20 de julio, por el que se aprueba el Reglamento para
la ejecucion de la Ley 20/1986, basica de residuos toxicos y peligrosos.

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 485/1997, de 14 de abril, sobre disposiciones minimas en materia de
sefializacion de seguridad y salud en el trabajo (Anexo 1.2; 11.1; 111.3).

Real Decreto 664/1997, de 12 de mayo, sobre la proteccion de los trabajadores contra
los riesgos relacionados con la exposicién 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 (Articulos 5.2.c, 7.4.c).

REAL DECRETO 614/2001, de 8 de junio, sobre disposiciones minimas para la
proteccién 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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- Real Decreto 53/2013, de 1 de febrero, por el que se establecen las normas bésicas
aplicables para la proteccion de los animales utilizados en experimentacion y otros fines
cientificos, incluyendo la docencia.

- Orden ECC/566/2015, de 20 de marzo, por la que se establecen los requisitos de
capacitacion que debe cumplir el personal que maneje animales utilizados, criados o
suministrados con fines de experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la
docencia.

- Ley 32/2007, de 7 de noviembre, para el cuidado de los animales, en su explotacion,
transporte, experimentacion y sacrificio

- Real Decreto 1201/2005, de 10 de octubre, sobre proteccion de los animales utilizados
para experimentacion y otros fines cientificos
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1.Materiales

Una vez ya introducida la composicion general de los hidrogeles (Gel y HA), se procede
detallar todos los reactivos o materiales empleados en el proceso de obtencidn de estos.

En el proceso de sintesis de hidrogeles, gelatina porcina (tipo A, gel strength 300), &cido
hialurénico de streptococo (sal sodica), horseradish peroxidase (HRP) tipo IV, peréxido de
hidrégeno (30% w/w en H»0y), hidrocloruro de tiramina (Tyr - 98%), acido 2-(N-
morfino)etanosulfonico (MES - 99%), N-hidroxisuccinimida (NHS - 98%), membrana de
didlisis para gelatina (12.400 MWCO), membrana de dialisis para &cido hialurénico (3500
MW(CO). Siendo estos los reactivos y compuestos necesarios para la parte de sintesis de
biomateriales procedentes de la distribuidora Sigma-Aldrich (Alemania). Exceptuando el
hidrocloruro N-(3-dimetilaminopropil-N’-etilcarbodiimida (EDC) procedente de Iris
Biotech GmbH (Sanmartin-Masié et al., 2017). Ademas, para reacciones de neutralizacion
o modificacién de pH se utiliz6 &cido clorhidrico (HCI) e hidroxido de sodio (NaOH).

En la parte de cultivo celular se usaron distintos reactivos y compuestos, tanto para la
encapsulacién como para el cultivo. Se uso tripsina (Gibco), PBS (Gibco), placas p48
(VWR), frascos de cultivo 25 mL y 75 mL y los diversos medios de cultivos y buffers.

El buffer isotonico Calcium Free Krebs Ringer Buffer (CF-KRB) empleado en la sintesis
de los hidrogeles, se puede preparar de forma manual todo disuelto en agua mQ afadiendo
5 mM de cloruro potésico, 25 mM de HEPES, 1 mM de dihidrégenofosfato de potasio y
115 mM de cloruro sédico. EI medio de cultivo HepG2 empleado en el cultivo celular y
cultivo celular de células ya encapsuladas, se prepara también de forma manual con medio
comercial F12 volumen 50 mL (Gibco Ref 21765-029), medio comercial L15 volumen 50
mL (Gibco 11415-049), L-Glutamina 3,5 mM (Biochrom K0283), suero bovino fetal (SBF
LINU-8460), glucosa 1 M (Sigma Aldrich), BSA 2 mM (Sigma Aldrich), bicarbonato
comercial 1 M (Grifols) y mezcla de antibidticos penicilina y estreptomicina.

En cuanto a la evaluacién de los cultivos se requirié de compuestos como, hoescht y
propidium, de la casa comercial Sigma-Aldrich, para el estudio de la viabilidad celular y el
kit “QuantiChrom” de la casa comercial Bioassys, para la funcionalidad celular.

Finalmente, en la puesta a punto del modelo animal se utiliz6 un raton SCID
(inmunodeprimido) y acetaminofén (Paracetamol). Para la tincion empleada en la
valoracion histolégica se empled hematoxilina de Harrys (Panreac) y eosina alcohdlica
(Sigma), ademas los kit de valoracion de transaminasas también proceden de la casa
comercial Sigma-Aldrich.
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6.2.Sintesis de gelatina con injerto de tiramina (Gel-Tyr)

La inclusion de tiramina en las cadenas de gelatina se produce mediante la reaccion de los
grupos carboxilo (-COOH) de la gelatina con los grupos amina (-NH) de la tiramina tal y
como describe Kurisawa (Kurisawa et al., 2005; Sakai, Hirose, Taguchi, Ogushi, &
Kawakami, 2009).

OH
COOH ﬂ
OH o HN OH
i EDC/NHS Q‘C/
HOOC COOH oHG
o) HN
HOOC \\0’
HOOC NH,
Gelatina Tiramina HOOC GEL-Tyr

FIGURA 16. PROCESO DE INJERTO DE TIRAMINA (GEL-TYR) (Sakai et al., 2009)

El procedimiento (Figura 16) que se ha seguido para su obtencién esta estandarizado
(Poveda-Reyes et al., 2016), para los ratios calculados (Tabla 3).

En primer lugar se prepara una disolucién de 20 mL de agua mQ con 0.4 g de gelatina en
obteniendo una disolucion 20 mg/mL, afadiendo 50 mM de MES actuando como
estabilizador de pH, dejando en agitacion a 60°C durante 30 min. Después se adiciona el
hidrocloruro de tiramina (HCI-Tyr), agitando 20 min a temperatura ambiente obteniendo
asi el injerto de tiramina. Como el injerto introduce protones H* en la disolucién es
necesario un reajuste a pH 6, utilizando NaOH a una concentracion 0,1 M sin volumen
especifico. Se afiaden 7,36 mg de NHS en agitacion a 30 min y por ultimo se afiade a la
disolucién, EDC en agitacion a 37°C durante 24 h.

Tras realizar el injerto de tiramina, para obtener un producto mas refinado se emplea una
membrana de dialisis (12.400 MWCO), se purifica la disolucion durante 2 dias con agua
destilada (3 cambios al dia).

Una vez terminado el proceso de didlisis se congela 24 h a -80°C preparando la disolucién
para un proceso de liofilizacion que durara 3 dias, Gltimo paso para la obtencion de la
materia prima.

TABLA 3. RATIOS MOLARES EN EL INJERTO DE TIRAMINA (GEL-TYR)

Tyr : COOH EDC: COOH EDC: Tyr NHS : EDC
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6.3.Sintesis de acido hialuronico con injerto de tiramina (HA-Tyr)

Siguiendo para el &cido hialurénico un método de injerto analogo al de la Gel (Sakai et al.,
2014), el procedimiento (Figura 17) y las cantidades de los reactivos van acorde a los ratios
molares (Tabla 4).

OH
NH,
~ Na* 7 B oH HN N
OH 0L O
EDC/NHS L6, °
é’: 0 0.0
/LO o H o O\ -4 _— 0\@ ~
OH OH pH 5.75 OH OH
L 0 Ja OH - © “n
Acido hialurénico Tiramina HA-Tyr

FIGURA 17. PROCESO DE INJERTO DE TIRAMINA (HA-TYR) (Poveda-Reyes et al., 2016)

Para obtener el conjugado de tiramina de HA hay dos etapas diferenciadas: obtencién de
acido hialurénico de bajo peso molecular e injerto de tiramina.

En la obtencion de un el acido hialurénico de bajo peso molecular se prepara una disolucion
de 500 mg de HA en 50 mL de agua mQ, dejado en agitacion 4 h aproximadamente para
una completa homogeneizacion y se ajusta el pH a 0,5 afiadiendo HCI. La disolucién a tan
bajo pH se mantiene en agitacion a 37 °C durante 24 h para que tenga lugar la degradacion
acida obteniendo una reduccién del peso molar de 1.200.000 Da a 350.000 Da.
Posteriormente, se ajusta el pH a 7 mediante la adicién de NaOH, neutralizando asi la
disolucion.

A continuacion se dializa con una membrana 3.500 MWCO durante 3 dias con agua
destilada (3 cambios al dia), para retener en la membrana las cadenas de bajo peso
molecular. Se congela la disolucién a -80 °C y posteriormente se liofiliza obteniendo el HA
de bajo peso molecular en seco.

Asi pues, tras la obtencién de un HA con un menor peso molecular se procede al injerto de
tiramina. Para ello, se repara una disolucién de 20 mL de agua mQ, afiadiendo 175.3 mg de
cloruro sodico (NaCl), 1.08 mg de MES actuando como estabilizador de pH y por Gltimo
0.3 mL de NaOH. Tras ajustar la disolucion a pH 5,75 se afiade 100 mg de HA de bajo peso
molecular, se mantiene la disolucion en agitacion a temperatura ambiente durante 4h.
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Una vez disuelto se afiade 85.64 mg de HCI-Tyr, se mantiene en agitacion a temperatura
ambiente unos 15-20 min y ajustando de nuevo la disolucién a un pH 5,75. Se adiciona
47.77 mg de EDC y 2.87 mg de NHS, actuando como activador y catalizador de la reaccion
respectivamente con agitacion a 37°C durante 24 h asi dando lugar al injerto de moléculas
de tiramina en las cadenas de &cido hialuroénico.

Como en el procedimiento de la gelatina se purifica la disolucion para refinar la materia,
empleando una membrana de dialisis de 3500 MWCO, durante 2 dias. Los cambios de agua
se realizan el primer dia con una disolucion 150 mM de NaCl y el siguiente dia con agua
destilada. La disolucion ya libre de restos se congela a -80°C para su posterior liofilizacion
durante 4 dias, asi obteniendo el conjugado de tiramina de &cido hialuronico listo para los
procedimientos de reticulacion.

La particularidad del injerto de tiramina en HA, es que todos los procesos deben llevarse a
cabo con los recipientes cubiertos de papel de aluminio ya que este es fotosensible.

TABLA 4. RATIOS MOLARES DEL INJERTO DE TIRAMINA (HA-TYR)

Tyr : COOH EDC: COOH EDC: Tyr NHS : EDC
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6.4.Grado de sustitucién (Tyr) de los hidrogeles.

Tras sintesis de los conjugados de tiramina de la gelatina (Gel) y del &cido hialurénico (HA),
podemos evaluar el grado de sustitucion por tiramina en las macromoléculas. Gracias a la
técnica de espectrometria se puede obtener la absorbancia de una disolucién, extrapolando
mediante célculos posteriores la cantidad de moles sustituidos en el material, dando una
estimacion en porcentaje de lo que se denomina “grado de sustitucion”.

El procedimiento se basa en generar una curva patrén del elemento que se desea analizar,
en este caso de tiramina. Primero se realiza una disolucion de tiramina en agua mQ a una
concentracion de 1.25 mg/mL, de la cual se haran diluciones seriadas dando lugar a los
puntos de la curva (Figura 18), los valores de los puntos son:

e 0.125 mg/mL e 0,025 mg/mL
e 0,1 mg/mL e 0,0125 mg/mL
e 0,05 mg/mL

Una vez obtenidas las diluciones, se prepara una disolucion de 1,5 mL a 0,1% p/v de Gel-
Tyr y HA-Tyr en agua mQ. Encendemos el equipo, fijamos la longitud de onda en 275 nm,
calibramos el “zero” que es medir agua mQ sin nada disuelto. A partir de ahi se recogen las
medidas de la curva patrén y por ultimo realizamos 3 medidas de volumen 450 uL por cada
disolucién de material para hacer una media y obtener un valor de absorbancia promedio.
Cada medida se realiz6 en una cubeta de volumen 450 uL siendo limpiada con agua y aire
comprimido en cada uso.

El equipo de espectrofotometria es el modelo “Cary 60 UV-Vis” del fabricante Agilent
Technologies, asi como las cubetas de cuarzo del mismo fabricante.
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FIGURA 18. CURVA PATRON DE TIRAMINA. CADA PUNTO ES LA MEDIA DE 3 MEDICIONES INDIVIDUALES.
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6.5.Reticulacién de hidrogeles

El injerto de tiramina de ambos compuestos va a permitir obtener hidrogeles que solo
contengan uno de ellos o ambos, dando lugar a mezclas con propiedades mecanicas
modificables. La reticulacion ocurrira de forma enziméatica mediante HRP y H>O», para ello
todos los compuestos estan sujetos a una proporcion.

o 80% de Gel, HA o la mezcla Gel/HA (20/80)
e 10% HRP

e 10% H20O,

A modo de ejemplo para un hidrogel de prueba para medir por reometria con volumen 350
ML, las proporciones toman los siguientes valores:

e 280 pL del material disuelto (Gel o HA) al 2% p/v
e 35 pL de HRP a una concentracién de 12,5 ud/mL

e 35 L de H20O2a una concentracién de 20 mM

Todas las alicuotas se realizan en el buffer CF-KRB o el medio de cultivo correspondiente,
el hidrogel puede reticularse en una superficie como una placa p48 o Parafilm. Primero se
procede con la disolucion del material principal y se adiciona el HRP, sin dejar pasar mucho
tiempo ya que las enzimas pueden inactivarse por dilucion. Por Gltimo, dejamos la gota en
la superficie deseada, y o bien se echan gotas de H20 por encima o pueden introducirse con
cuidado para una mejor homogeneizacion. Una vez transcurrido un tiempo determinado
para cada composicién (tiempo de gelificacion), la reticulacion esta completa (Figura 19).

FIGURA 19. EJEMPLO DE HIDROGELES RETICULADOS: GELATINA (12Q.) Y ACIDO HIALURONICO (DER.)
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6.6. Ensayo por reometria.

Los hidrogeles segun su composicion, tendran unas propiedades mecanicas u otras, asi pues,
la caracterizacion de estas es de gran importancia, sobre todo de cara a la eleccion de la
condicion Optima de hidrogel. La reologia se define como la ciencia que estudia la
deformacion y el flujo de materia, aceptada la definicion cuando en 1929 se fundo la
American Society of Reology (Barnes, Hutton, & Walters, 1989). Siendo propiedades como
la viscoelasticidad, elasticidad y plasticidad evaluadas.

En nuestro caso determinaremos el médulo de almacenamiento a cizalla (G’), una medida
del modulo eléstico de los hidrogeles, y el tiempo de gelificacion (Tgel). Los procesos de
mecanotransduccion dependen por completo de la capacidad del material de resistir las
fuerzas ejercidas por la célula, por lo que es importante trabajar con hidrogeles de una cierta
rigidez. A su vez mediante una estimacion lineal, se puede obtener el tiempo de gelificacién
(Tger) a partir de la medida de la reaccion de gelificacion en el redmetro, pardmetro para
tener en cuenta en el proceso de encapsulacién celular. El equipo usado es el redmetro
Discovery HR-2 Hybrid de TA Instruments.

Los ensayos reoldgicos permitiran cuantificar dichas propiedades mecanicas cuando los
hidrogeles son sometidos a una deformacién. Son ensayos dinamomecanicos de tiempo,
deformacion y frecuencia, se obtuvo la cuantificacion de G’ y una aproximacion del tiempo
de transicion de liquido a gel.

FIGURA 20. EJEMPLO DE MEDIDA POR REOMETRIA DE UN HIDROGEL (GEL) AL 2%.

50



ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO DE HEPATOCITOS EN HIDROGELES DE ORIGEN NATURAL PARA
TERAPIA CELULAR HEPATICA.

En cuanto al procedimiento experimental, se usé un cabezal de acero inoxidable de 20 mm
de didmetro (Figura 20) el cual se calentdé a 37°C requiriendo el uso de un dispositivo
llamado “solvent trap” para minimizar la pérdida de solvente durante el ensayo, asi teniendo
en cuenta que posteriormente las células se cultivan a dicha temperatura. El tiempo de
experimentacion varid entre 20-30 min, esto es debido a que en funcion de la composicion
del gel, G’ se estabilizara en un tiempo mayor o menor, fijando a su vez la deformacion al
1% vy la frecuencia a 1 Hz.

Se realizaron dos barridos més, uno en deformacion variando desde 0.01% a 20% fijando
la frecuencia a 1Hz determinando asi el rango de viscoelasticidad lineal. Y un barrido en
frecuencia de 0.1 Hz a 10 Hz fijando esta vez la deformacion al 1% ya que la estabilizacion
del modulo de almacenamiento a cizalla (G”) explica las propiedades viscoelasticas del
hidrogel. Las Gltimas mediciones también se llevaron a cabo a una temperatura de 37°C en
pro de mantener las condiciones en todo momento. En la imagen anterior se muestra un
ejemplo de hidrogel medido en redmetro (Figura 20).

Los hidrogeles tienen propiedades viscoelasticas, para cuantificar sus propiedades
mecénicas como el modulo de almacenamiento a cizalla se deberd confirmar que las
medidas se realizan en el rango lineal viscoelastico. Por ello mediante el barrido en
frecuencia se puede determinar si la tendencia de los datos es lineal, tomando como valor
de mddulo el obtenido a 1 Hz.

De igual modo, las mediciones en el rango viscoelastico lineal del proceso de gelificacion
posibilitan obtener una medida del tiempo de gelificacion. A partir de ajustes lineales a
tiempos cortos y tiempos largos de la medida, en la interseccion que forman ambas rectas
se define el tiempo de gelificacion, tal y como se puede observar en la siguiente imagen
(Figura 21) a modo de ejemplo.
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FIGURA 21. EJEMPLO DE ESTIMACION DEL TIEMPO DE GELIFICACION.
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6.7.Encapsulamiento celular en los hidrogeles.

La encapsulacion de las células permitird evaluar el entorno 3D que aporta el hidrogel,
variando el resultado segun la composicion de éste. Al trabajar con células, se ha de trabajar
en unas condiciones de esterilidad, para ello todo el protocolo se realizara bajo una campana
de flujo laminar continuo, atendiendo también a la esterilidad de los reactivos y compuestos
requeridos. Se ha usado la linea celular de hepatoma humano HepG2, una de las lineas
celulares mas usadas en hepatologia tanto para estudios de hepatotoxicidad como para
estudios de funcionalidad y de sefializacion.

El protocolo que se siguio es una adaptacion de uno ya existente (Moulisova et al., 2017),
modificado segun el planteamiento de los ensayos. Se prepara una disolucion al 2% (p/v)
del material deseado, si se trata de Gel con 1 h a 37°C es suficiente. Por otro lado, si se
desea HA con 4 h bastaria, pero por precaucion se deja “overnight” asegurando asi una
completa disolucion.

Se filtra la disolucion anterior para obtener un producto “estéril”. El tamafio de poro del
filtro puede variar entre 0.22 um. Una vez llegado a este punto teniendo el material a punto,
empezamos el proceso de obtencion de la cantidad de células requerida.

Sobre el frasco que contiene las células HepG2, se retira el medio de cultivo. Se realiza un
lavado con PBS para eliminar restos de medio. Posteriormente, las células se incuban
durante 3-4 minutos con una enzima llamada tripsina s a 37°C, para levantar las células,
quedando asi en suspension. Se afiade medio de cultivo, donde la presencia de suero bovino
fetal (SBF) inactivara la tripsina para evitar efectos adversos en las células. Con el medio
se recuperan las células y se centrifugan a 1500 rpm durante 3 minutos, obteniendo un pellet
y un sobrenadante que se retirara. El pellet se resuspende en un volumen conocido de medio
de cultivo. El contaje celular se realiza extrayendo una alicuota de 10 pL de la suspension
celular y con la cdmara de Neubauer. Una vez determinada la densidad celular, se procede
a separar las células correspondientes segun su uso. En un primer momento se sopesé
evaluar dos densidades celulares 200.000 y 400.000 por hidrogel, pero los resultados que
posteriormente se detallaran, hizo que la densidad fijada fuera de 200.000.

Se preparan alicuotas de HRP y H>O> para la gelificacion [34]. Se centrifugan los eppendorf
con la suspension celular, 1500 rpm durante 3 minutos para tener la cantidad de células
deseada y se resuspendenen la solucidn con el biomaterial correspondiente en presencia de
HRP, obteniendo asi ya las células dentro del material atn liquido.

En una placa de 48 pocillos no tratada se deposita una gota de 90 pL (resultado de 80 pL
de material disuelto y 10 uL de HRP). Rapidamente se afiaden 10 pL de H2O2 promoviendo
asi la reaccion enzimatica que daré lugar a la gelificacion. Tras esperar un tiempo prudente
a la gelificacién completa de los hidrogeles, se cubren estos con 200 pL de medio de cultivo
HepG2 para cubrir las necesidades celulares, siendo este sustituido cada 2 dias.

52



ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO DE HEPATOCITOS EN HIDROGELES DE ORIGEN NATURAL PARA
TERAPIA CELULAR HEPATICA.

6.8.Viabilidad vy funcionalidad celular

6.8.1. Viabilidad celular
El comportamiento celular una vez encapsuladas dentro de un hidrogel no es tal y como

lo harian en el organismo, por ello se requiere una valoracion sobre la viabilidad y
funcionalidad que desarrollan.

Para evaluar la viabilidad se emplea una técnica ya conocida basada en el uso de
sondas fluorescentes. Como sondas se utilizaron:

e Hoescht (Ho): sonda que marca el DNA y por tanto marca todos los nucleos de
las células
e Propidium (PI): sonda que marca el nucleo de las células muertas.

Para realizar el marcaje mezclamos las sondas en medio de cultivo de HepG2, donde
por cada 1 mL de medio se adiciona 1.5 uL de Ho y 1,5 pL de PI . Dejando 30 minutos
en una estufa a 37°C para que la sonda marque, durante este proceso hay que hacerlo
sin luz externa ya que afectaria a las sondas negativamente.

Las imagenes se toman a traves del equipo (Figura 22) “InCell 6000 analyzer system”
(GE Healthcare, USA). Para adquirir un numero suficiente de células, se adquieren 12
campos por cada pocillo, y el objetivo empleado fue de 20x. Para cada canal de
fluorescencia, se toman las imagenes correspondientes con un ajuste mediante filtros
apropiados.

Entrando en profundidad en el anélisis de imagenes, se aplica siempre una correccion
de fondo (background) antes de cuantificar el nimero de células. Como referencia de
tamano se coge el nucleo de la célula, que se obtiene a través de un algoritmo Top-Hat.
El nimero total de células se cuantifica mediante la sonda Hoechst y para obtener la
viabilidad se realiza una exclusion de células con la sonda Propidium.

Asi pues, los datos se ofrecen a través de la interfaz del software para ser analizados
posteriormente.

6.8.2. Funcionalidad celular

La funcionalidad celular puede valorarse a través de muchas pruebas, dependiendo
siempre del tipo celular. Al trabajar con células hepéticas se podrian plantear pruebas
como la produccion de albumina, las actividades del citocromo P450 o la capacidad
ureogeénica de las células. La técnica empleada sera la ureogénesis ya que es posible
realizarla en la propia placa donde se encuentran los hidrogeles..

Primero preparamos la mezcla de reactivos donde el amonio (NH4CI) sera transformado
en urea siendo ésta cuantificada. Para obtener la mezcla por cada 1mL de solucion salina
HEPES adicionamos 11.5 pL de CaClz (84.5 M) y 2 pL de NH4CI (1 M). De la placa
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que se obtiene al finalizar el encapsulamiento celular descrito en el punto 6.7, retiramos
el medio de cultivo y afiadimos 200 pL o un volumen que sea suficiente para cubrir el
hidrogel a cada pocillo de la mezcla anterior.

Finalmente se recoge de nuevo la mezcla ya incubada donde encontraremos la urea,
antes de valorarla se debe centrifugar a 5000 rpm durante 3 minutos. Con ello se
pretende separar de la urea los restos celulares o sedimentos para que no se produzcan
interferencias en la lectura. Pasamos el volumen de urea a otro eppendorf, llegados a
este punto se pueden congelar las muestras para valorar un conjunto o proceder con la
valoracion.

La valoracion de urea producida por las células se lleva a cabo segun un kit fabricado
para ello (Kit Bioassys: QuantiChrom). EIl protocolo de cuantificacion esta
preestablecido segun el fabricante, adaptando éste segln las necesidades.

Primero se prepara el patrén de urea, se diluye 1/5 del patrén 50 mg/dL en H>O
quedando una concentracion de uso de 0.1 mg/mL. Para obtener la curva se dispone la
cantidad de patron preparado en cada pocillo, segln la siguiente tabla (Tabla 2).

TABLA 2. PREPARACION DE CURVA PATRON DE UREA

Volumen
Urea 0.1 OopuL 5puL 10 pL 20 uL 30 pL 40 pL
mg/mL

Agua 50 pL 45 pL 40 plL 30 pL 20 pL 10 pL

Las muestras se descongelan y se centrifugan a 8000 rpm durante 3 min, se pipetean 50
pL en un pocillo de la placa p96 del sobrenadante centrifugado. Para los blancos se
pipetea el mismo volumen, pero de NH4Cl en Hepes salino, el usado en la incubacion
de los hidrogeles.

En el kit vienen dos reactivos A y B, de los cuales se prepara una disolucién 1:1,
teniendo en cuenta que hay una ventana de 20 min de estabilidad de la mezcla. De esta
mezcla se adiciona 200 pL a cada pocillo, independientemente de su contenido, y se
mantiene a temperatura ambiente 30 min, protegiendo de la luz la placa para evitar
interferencias.

Por ultimo, mediante espectroscopia realizamos una lectura del contenido de los
pocillos a 520 nm, obteniendo los datos de absorbancia de cada uno.

54



ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO DE HEPATOCITOS EN HIDROGELES DE ORIGEN NATURAL PARA
TERAPIA CELULAR HEPATICA.

Para estimar la produccion de urea, primero se representa la absorbancia de la curva
patron de urea (Figura 23), se realiza un ajuste lineal para obtener la ecuacion de la
recta. A partir de la cual se estima la ureogénesis celular, tomando como la variable “y”
la absorbancia y la “x” como la cantidad de urea (Ecuacion I).

[abs] = (0,0855 = [urea]) + 0,2033 (1)

0,60 o

y =0,0855x + 0,2033

0,50
R? = 0,999
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FIGURA 23. REPRESENTACION DE LA CURVA PATRON DE UREA OBTENIDA DE FORMA EXPERIMENTAL
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6.9.Modelo Animal de fallo hepatico

Una vez se lleva a cabo la inclusion de las células en hidrogel con su posterior valoracion
de la viabilidad y funcionalidad, se pretende mediante un modelo animal validar la hipotesis
sobre la que se fundamenta todo el experimento.

El animal escogido para crear el modelo son los ratones SCID, una inmunodeficiencia
combinada severa provocada por una mutacion espontanea de cepa albina genera una
carencia de células B y células T en el sistema inmune, otorgando la capacidad de albergar
células xenologas (Ito et al., 2002), debido a que los estudios se realizaran usando células
humanas. Los procedimientos y condiciones sobre los que se trabajan estan aprobados por
el Comité Etico de Bienestar Animal del hospital La Fe (Valencia). Los animales se
encuentran en un entorno con comida y agua disponible sin restricciones, un ciclo de luz de
12 h y en una habitacién termorregulada, asegurando asi unos cuidados 6ptimos.

Los animales escogidos son ratones macho con edad entre 4-6 semanas. Para inducir el fallo
hepatico agudo se suministra 400 mg de acetaminofén (paracetamol) por kilogramo. Con el
fin de evaluar el dafio provocado se procede a realizar tinciones de cortes histoldgicos
hepaticos evaluando controles sanos y animales con dafio hepatico 24 h despues de la
inducciéon del dafio (tincion por hematoxilina-eosina). Ademas, se cuantifica las
transaminasas presentes en el suero de los animales tratados ya que se trata de un indicador
bioldgico de dafio hepético (Tolosa et al., 2015).

Asi pues, los cortes histologicos proceden de un bloque de parafina con el tejido incluido
en él. La desparafinacion empieza con los cortes dentro de una estufa a 60 °C durante 1 h,
posteriormente se realizan dos inmersiones de 10 min cada una en xilol. Realizando a
continuacion en etanol (100 %) dos pases de 10 min, en etanol (96 %) un pase de 10 miny
por ultimo con etanol (70%) 10 min. Se deja en agua destilada hasta empezar con el
protocolo de tincion.

La tincion escogida para evaluar histologicamente los cortes procedentes del modelo animal
es la hematoxilina-eosina. Tras retirar el portaobjetos del agua destilada procedente del
altimo paso de desparafinacion, se sumerge en hematoxilina de Harris 30 s y se lava con
agua hasta retirar completamente el excedente. Después se realizan dos pases cortos en
alcohol clorhidrico (dilucion 1:200 de HCI en etanol 70%), lavamos de nuevo con agua. 5
pases de agua amoniacal (15-20 gotas de amoniaco en agua), lavamos con agua. Y
procedemos a cubrir con eosina alcohodlica el portaobjetos 30 s, posteriormente se lava de
nUevo con agua.

Una vez llegado a este punto, los cortes se han tefiido, pero hay que fijarlos y retirar el
excedente. Se realizan 20 pases cortos en etanol 96 %, de nuevo 20 pases cortos en etanol
100 % y por ultimo 3 pases cortos en xilol. Con pegamento de montaje colocamos un cubre
de vidrio encima del portaobjetos, prestando atencién a la formacion de burbujas,
obteniéndose el corte preparado para ser observado al microscopio.
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Las transaminasas son enzimas presentes en el interior de los hepatocitos, niveles elevados
son indicadores de lesion celular. Con mayor relevancia estan la alaninoamino transferasa
(ALT) y la aspartatoamino transferasa (AST), por ello se cuantificaran sus niveles en un
control sano y uno con dafio hepético inducido.

Ambos protocolos de cuantificacion son de la casa comercial Sigma-Aldrich. EI primero es
el “Kit MAKO052”, basado en la catalizacion del grupo amino de la alanina en a-
cetoglutarato, generando asi piruvato y glutamato. Por otro lado, el “MAKO055”, cuantifica
la cantidad de oxaloacetato y glutamato por la conversion de a-cetoglutarato y aspartato.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Una vez obtenidos los productos liofilizados de la gelatina y el &cido hialurénico ya descritos
(puntos 6.1 y 6.2), v, realizado el proceso de reticulacion (punto 6.5) es necesaria una
caracterizacion de las propiedades mecanicas y quimicas de los hidrogeles que forman. A su
vez, tras la encapsulacion celular (punto 6.7) se procedera a realizar un estudio del
comportamiento celular (puntos 6.8.1y 6.8.2).

7.1.Caracterizacion de los hidrogeles: grado de sustitucién y reometria

e Grado de sustitucion

Tras la obtencion de los conjugados de tiramina de gelatina y acido hialurénico se cuantifico
el grado de sustitucion de tiramina en las cadenas de ambos, con el fin de conocer la cantidad
que habia sido injertada.

El tiempo de gelificacion es un parametro dependiente del grado de sustitucion, puesto que
a mayor cantidad de moléculas de tiramina mayor sera el nimero de posibles enlaces
formados en el proceso de gelificacidn y por ende el tiempo serd menor. En total se sintetizd
un lote de cada material siendo suficiente para la experimentacion.

La metodologia empleada para hallar dicho grado se detalla en el apartado 6.4 y en los
siguientes graficos se muestra la concentracion de tiramina para cada lote y el grado de
sustitucion (Figura 30).
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FIGURA 30. CONCENTRACION DE TIRAMINA OBTENIDA EN GELATINA Y ACIDO HIALURONICO (1zQ.).
GRADO DE SUSTITUCION EN GELATINA Y ACIDO HIALURONICO (DER).

Los resultados muestran un grado de sustitucion mayor en Gel con respecto al HA, por una
parte se debe a que en la gelatina se encuentra una concentracion mayor de tiramina. No
obstante, la tiramina reemplaza los grupos -COOH de la Gel y el HA cuya concentracion es
de 1,2x10° mol/mL y de 4x10°® respectivamente. Por ende, a pesar de la poca diferencia
entre las concentraciones de tiramina si que hay una gran diferencia en el grado de
sustitucion.
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e Reometria

El ensayo por reometria se llevd a cabo segun el procedimiento descrito en el apartado 6.6.
El objetivo es determinar la rigidez del hidrogel y el tiempo de gelificacion, realizando asi
una eleccidn optima del biomaterial, se realizaron 3 medidas para cada composicion.

Al ser un material con propiedades viscoelasticas las medidas deben realizarse en su
respectivo rango lineal viscoelastico, asi asegurando la veracidad de las mediciones. Para
ello en las préximas gréficas (Figura 24 y Figura 25) se representa el médulo complejo
(|G*|) del material para cada solvente con respecto a una deformacién desde 0,01 % hasta
20 %, asi observando si se trabaja en la region lineal.
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FIGURA 24. REPRESENTACION DE G* EN FUNCION DE UNA DEFORMACION ENTRE 0,1% Y 20% CON EL
SOLVENTE CF-KRB. CADA CURVA CORRESPONDE A LA MEDIA DE 3 MEDIDAS INDIVIDUALES PARA CADA
COMPOSICION.
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Figura 25. representacion de g* en funcion de la deformacion (%) con el solvente F12. cada curva corresponde a
la media de 3 medidas individuales para cada composicidn.
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En vista del ultimo grafico (Figura 25), se puede corroborar que las medidas estan dentro
del rango lineal viscoelastico puesto que |G*| se mantiene estable bajo cambios en la
deformacion. También se muestran las propiedades mecénicas tipicas de hidrogeles con la
presente composicion, siendo de mayor magnitud el HA que la Gel y teniendo en cuenta la
proporcion empleada en la mezcla Gel-HA (20-80) unas propiedades mecanicas muy
similares al HA (Poveda-Reyes et al., 2016).

Por otra parte, el modulo complejo G* se compone del mddulo de almacenamiento G’ y el
modulo de pérdida G*’, para cuantificar los valores de cada uno y asi poder estimar un valor
de mddulo mecanico se observa la dependencia de estos con un variacion en frecuencia de
1 Hz hasta 10 Hz. En los siguientes graficos (Figura 26 y Figura 27) se representa lo
mencionado anteriormente.
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FIGURA 26. REPRESENTACION DE G' EN FUNCION DE LA FRECUENCIA (HZ) PARA AMBOS SOLVENTES. CADA
CURVA CORRESPONDE A LA MEDIA DE 3 MEDIDAS INDIVIDUALES PARA CADA COMPOSICION.
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FIGURA 27. REPRESENTACION DE G'' EN FUNCION DE LA FRECUENCIA (HZ) PARA AMBOS SOLVENTES.
CADA CURVA CORRESPONDE A LA MEDIA DE 3 MEDIDAS INDIVIDUALES PARA CADA COMPOSICION.

En vista a los resultados se puede observar que G’ es mucho mayor que G’’, por lo que G’
es la mayor contribucion al G* en todos los tipos de hidrogel. Confirmando asi que los
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hidrogeles se comportan de forma elastica. Asi pues, el valor del médulo mecanico para
cada hidrogel sera el valor de G’ cuando la medida se realice a 1 Hz.

Una vez comprobado el comportamiento viscoelastico del hidrogel y la similitud entre G’ y
G™* se procede a representar (Figura 28 y Figura 29) G’ en funcion del tiempo para cada
solvente y composicion. En particular para el solvente F12 se optd por un tiempo mas largo
de experimentacion debido a que en medidas preliminares no terminoé de gelificar bien la
mezcla Gel-HA y el HA, aumentando de 20 min a 30 min por ensayo.
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FIGURA 28. REPRESENTACION DE G' EN FUNCION DEL TIEMPO (S) CON EL SOLVENTE CF-KRB. CADA
CURVA CORRESPONDE A LA MEDIA DE 3 MEDIDAS INDIVIDUALES PARA CADA COMPOSICION.
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FIGURA 29. REPRESENTACION DE G' EN FUNCION DEL TIEMPO (S) CON EL SOLVENTE F12. CADA CURVA
CORRESPONDE A LA MEDIA DE 3 MEDIDAS INDIVIDUALES PARA CADA COMPOSICION.
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A partir de las anteriores graficas podemos realizar la estimacién de otro pardmetro como
el tiempo de gelificacion, crucial para el encapsulamiento celular y conseguir un entorno
3D. El procedimiento ya explicado en el punto 6.6 proporciona una aproximacioén de dicho
tiempo, en la siguiente tabla (Tabla 3 y Tabla 4) se hara un recopilatorio de los modulos
mecénicos de cada tipo de hidrogel y su correspondiente tiempo de gelificacion.

Tabla 3. Modulo de almacenamiento (Pa) para cada tipo de hidrogel.

CF-KRB F12
Mdéd.Almacenamiento (Pa) Mdd.Almacenamiento (Pa)
Gelatina 222 + 26 357
GEL-HA 631 + 88 459 + 103
Acido hialurénico 880 + 240 509 £ 136
Tabla 4. Tiempo de gelificacion (s) para cada tipo de hidrogel.
CF-KRB F12
Tiempo gelificacién (s) Tiempo gelificacion (s)
Gelatina 216 = 21 367 £ 30
GEL-HA 445 £+ 54 775 £ 82
Acido hialurénico 797 £ 117 1389 + 89

Tal y como era de esperar los resultados (Tabla 6) muestran que el HA puro ofrece un
modulo centenares de veces mayor que la Gel, teniendo la mezcla un médulo mecénico
cercano al HA. Ademas, la gelificacion en el medio de cultivo F12 produce mdédulos
mecanicos menores que en CF-KRB. A pesar de que la gelatina disminuye las propiedades
mecanicas de la mezcal respecto al HA, el motivo de su inclusion en los hidrogeles es su
mayor adhesion celular, lo que contribuira a la mayor viabilidad celular.

Para finalizar la caracterizacidn por reometria de las propiedades fisicas de los hidrogeles
en la anterior tabla (Tabla 7) se han recogido los tiempos de gelificacion para todos los tipos
de hidrogeles. Se observa una gran diferencia entre los sintetizados con CF-KRB y F12
siendo mayor en este Ultimo, se debe a que por lo general los medios de cultivo contienen
sustancias reductoras que interfieren en nuestro caso con las moléculas de oxigeno reactivas
liberadas en la reaccion de la HRP con el H2Ox.

No obstante, en entre materiales también hay diferencias notorias pero se debe al grado de
sustitucion de tiramina ya desarrollado anteriormente. En la gelatina al contrario que en el
HA hay mucha méas concentracion de tiramina por mililitro por lo que a un mismo volumen,
sera més facil que se formen enlaces en la Gel disminuyendo asi el tiempo de gelificacion.
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7.2.Cultivo celular: viabilidad vy funcionalidad

Los estudios de viabilidad y funcionalidad celular se realizan de acuerdo con el apartado
6.8, con el objetivo de observar y valorar el comportamiento de células hepaticas en el
entorno 3D propuesto, ademas de comparar con el cultivo celular tradicional en 2D.

Asi pues, se cuantifica mediante el marcaje fluorescente con Hoescht (Ho) que permite ver
todas las células y el marcaje con yoduro de propidio (Pl) que marca las células muerta. A
continuacion se muestran las imagenes representativas de los cultivos en hidrogel a 1 dia
(Figura 31) y a 7 dias (Figura 32).

Gelatina (Gel) Gel-HA (20/80) Ac. hialurénico (HA)

Medio F12

FIGURA 31. IMAGENES REPRESENTATIVAS DEL CULTIVO CELULAR A 1 DIA, EL MARCAJE CELULAR
REALIZADO CON LA SONDA HOESCHT (AZUL) VIVAS Y LA SONDA PROPIDIUM (NARANJA) MUERTAS.

En el grupo de imagenes mostrado (Figura 31), a 1 dia de cultivo se observa un incremento
mayor de celulas con marcaje Pl cuando el solvente usado es el CF-KRB comparado con el
marcaje observado en las células preparadas utilizando como solvente el medio de cultivo
F12.
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Gelatina (Gel) Gel-HA (20/80) Ac. hialurénico (HA)

N -,

CF-KRB

Medio F12

FIGURA 32. IMAGENES REPRESENTATIVAS DEL CULTIVO CELULAR A 1 DIA, EL MARCAJE CELULAR
REALIZADO CON LA SONDA HOESCHT (AZUL) VIVAS Y LA SONDA PROPIDIUM (NARANJA) MUERTAS.

A 7 dias de cultivo (Figura 32), se observa de forma cualitatiiva un aumento del volumen
celular a causa de la proliferacion. No obstante, se realiza una cuantificacion del nimero de
celulas para mostrar de forma precisa la viabilidad celular en hidrogel. Asi pues en la
siguiente tabla (Tabla 7) se muestra la viabilidad comparada a 1 y 7 dias, representando la
media de 3 muestras y la desviacion estandar de cada una de ellas.

Tal y como se observa en la grafica (Figura 33) a tiempos cortos de cultivo no se aprecia
una diferencia significativa entre los materiales, pero si una ligera mejoria si comparamos
por el solvente. A tiempos largos aparece una disparidad mayor evidenciando la influencia
del uso del medio de cultivo F12 como solvente. No obstante, se realiza un analisis
estadistico a fin de confirmar el comportamiento observado en los hidrogeles, en el siguiente
grafico se muestra la viabilidad media y su desviacion estandar.

Primero se realiz6 un estudio estadistico del principio de homocedasticidad, se optd por
utilizar una prueba F (Fisher) para observar si los datos siguen una distribucion normal con
un intervalo de confianza del 95 %. Al cumplir todos los datos dicho principio se aplico un
estudio ANOVA, asi observando la diferencia de medias entre materiales (filas) y solvente
(columnas), abarcando asi ambas variables. En el grafico (Figura 33) para discernir entre
diferencias significativas de un tipo u otro, se codific6 con el simbolo ( * ) para la
significancia entre solvente y con ( #) para la significancia entre materiales.
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FIGURA 33. GRAFICA DE VIABILIDAD (%) DE LA LINEA CELULAR HEPG2 PARA CADA TIPO DE HIDROGEL A
TIEMPOS DE 1Y 7 DIAS DE CULTIVO.

Con lo dispuesto a 1 dia, en materiales observamos diferencias entre la Gel y Gel-HA (p =
0.0061), y, entre Gel y HA (p =0.0005) ambos con el solvente CF-KRB, de igual forma la
unica diferencia entre medios de cultivo se encuentra en el HA (p = 0.0006). Por otra parte,
a 7 dias hay significancia en Gel y Gel-HA (p = 0.0055), y, en HA y Gel-HA (p = 0.0098)
también con CF-KRB, con respecto a los solventes la diferencia significativa pertenece al
Gel-HA (p < 0.0001) implicando un grado muy alto de significacion.

Asi pues, de forma adicional se analiz6 la tendencia general de los materiales con
independencia del medio y del tiempo de cultivo, donde se observé que existe diferencias
entre Gel y HA (p = 0.021).

A la luz de estos resultados y bajo la hipétesis que se trabaja, a tiempos cortos no se puede
optar por un material en concreto pero si se observa una ligera mejoria en términos de
viabilidad cuando las células son encapsuladas en hidrogeles sintetizados con medio de
cultivo F12. Sin embargo, a tiempos largos esta mejoria se hace muy evidente mostrando la
preferencia de un medio de cultivo sobre un buffer isotonico.

La funcionalidad hepética, es otro de los pardmetros que se analizd para estudiar el
comportamiento en un hidrogel, en concreto se cuantificara la ureogénesis. De acuerdo con
el apartado 6.8.2 y una vez obtenidos los datos del lector, los datos se presentan al igual que
la viabilidad en la siguiente imagen (Figura 34) Las unidades sobre las que se trabaja son
pg/min como magnitud de produccion.

A primera vista, observamos a tiempos largos una mayor produccion debido a la
proliferacion que se ha comentado en el apartado de viabilidad lo cual es un buen indicador
de comportamiento celular. Ademas, se observa que los hidrogeles sintetizados con F12
para cada tiempo presentan una mayor produccion de urea. Finalmente, la tendencia entre
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materiales a tiempos cortos no permite confirmar nada, pero a tiempos largos se observa
tanto en CF-KRB como en F12 una notoria mejoria con la mezcla Gel-HA. Asimismo, se
realiza otro estudio estadistico de la misma indole.
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FIGURA 34. GRAFICA DE UREOGENESIS (PG/MIN) DE LA LINEA CELULAR HEPG2 PARA CADA TIPO DE
HIDROGEL A TIEMPOS DE 1 Y 7 DIAS DE CULTIVO.

El estudio estadistico realizado sobre los datos de ureogénesis es idéntico al utilizado en la
viabilidad. Cumpliendo el principio de homocedasticidad con un intervalo de confianza del
95 %, se empleo un estudio ANOVA para hallar diferencias significativas entre las medias
de los datos. La simbologia empleada en el grafico (Figura 34) es la misma que en la
representacion de la viabilidad.

Asi pues, existe significancia estadistica solo a tiempos largos. En cuanto a materiales
dentro de las medidas con el solvente CF-KRB encontramos diferencias entre Gel-HA y
HA (p = 0.02) y por el F12 hay diferencias entre Gel-HA y Gel (p = 0,.0004), y, Gel-Ha y
HA (p < 0.0001). La Unica significancia a 7 dias con respecto a los solventes se da en la
mezcla Gel-HA (p = 0.01).

También de forma adicional se realiz6 un andlisis de la influencia del material con
independencia del solvente y el tiempo, al igual que en la viabilidad. Donde se observan
diferencias estadisticas entre la mezcla Gel-HA con respecto a Gel (p = 0.0008) y con HA
(p =0.0004).

Las diferencias observadas se observan sobre todo a tiempos largos, esto corresponde a que
las células han sido capaces de adaptarse al nuevo entorno 3D y a la vista de los resultados
el uso de medio de cultivo F12 con el material Gel-HA produce una mejora significativa en
la produccion de urea, mostrando asi una funcionalidad hepatica adecuada.
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7.3.Seleccion del hidrogel

Tras estudiar las propiedades mecanicas de los hidrogeles y el comportamiento de células
hepéticas una vez encapsuladas en su interior se puede discutir qué material resulta mas
adecuado para la terapia celular con hidrogeles.

La limitacion que existia por parte de la terapia celular pura es el grado de anidacion de las
células trasplantadas, por lo tanto, se requiere un hidrogel con unas propiedades mecanicas
altas para poder albergar células hepaticas y soportar las tensiones que generan los tejidos
adyacentes, con la suposicion que ello solventara en parte el problema. También se necesita
que la célula cumpla sus funciones con normalidad, no interfiriendo puesto que seria
contradictorio con el objetivo del tratamiento.

Con lo dispuesto en los resultados, se perfila como condicion éptima el hidrogel compuesto
por la mezcla Gel-HA (20-80) con la sintesis de éste en medio de cultivo F12. Ofrece unas
propiedades mecanicas aceptables G” = (459,04 + 102,98) y una funcionalidad alta con una
produccion de 13,66 pg/min de urea. No obstante, la funcionalidad solo se ha comparado
entre materiales y solventes, por ello se realiza una prueba adicional donde se evalla la
ureogénesis en un cultivo 2D en monocapa de células HepG2. Para obtener los datos de este
control se sigue la misma metodologia que anteriormente.
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FIGURA 35. COMPARATIVA DE UREOGENESIS ENTRE CONTROL 2D EN MONOCAPA Y EL HIDROGEL GEL-HA
CON F12. CADA POBLACION CONSTA DE 3 MEDIDAS INDEPENDIENTES.

En el anterior grafico (Figura 35) se observa a primera vista una gran diferencia a 7 dias de
cultivo esto se debe a que el control en monocapa mantiene la misma funcionalidad
independientemente del tiempo de cultivo. Para confirmar dicha diferencia se recurrié a un
analisis estadistico esta vez al comparar solo 3 grupos de datos se opt6 por una prueba T.

El principio de homocedasticidad se comprobd para asi emplear la prueba estadistica
adecuada, se encontraron diferencias en las varianzas entre el control 2D y ambas
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mediciones del cultivo celular, asi pues se empled una prueba Welchs para evaluar
significancia estadistica, marcada de con ( *), entre las medias de los valores de muestras
con una varianza desigual. A 1 dia de cultivo no se observo diferencia significativa (p =
0.33) mientras que a 7 dias tampoco se encuentra significancia (p = 0,051). No obstante, a
pesar de no encontrar significacion, los resultados evidencian un aumento que
presumiblemente deberia confirmarse realizando un numero mayor de muestras
aumentando asi la n experimental y por ende la significancia estadistica.

Gracias a este ultimo analisis podemos concluir que de los hidrogeles propuestos, la mezcla
Gel-HA ofrece unas buenas propiedades mecanicas y una alta funcionalidad. Cumpliendo
asi con las necesidades para probar su eficacia en hepatocitos y posteriormente en un
modelo animal.

68



ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO DE HEPATOCITOS EN HIDROGELES DE ORIGEN NATURAL PARA
TERAPIA CELULAR HEPATICA.

7.4.Modelo animal

En un futuro a corto plazo la eficacia del hidrogel propuesto serd probada en un modelo
animal, para ello primero se ha de caracterizar el modelo para tener una estimacion de
parametros con los que comparar. El estudio de los cortes histoldgicos ofrece una vision de
la morfologia de un corte sano y otro con dafio hepatico inducido mientras que los valores
de las transaminasas permiten una cuantificacion del dafio hepatico comparado con los
valores de uno sano. El procedimiento para la obtencion de cortes histoldgicos y
cuantificacion de transaminasas estan detallados en el apartado 6.9.

En primer lugar tras realizar la tincion de cortes histologicos con hematoxilina-eosina, en
la siguiente imagen (Figura 36) se observa lo siguiente.

FIGURA 36. CORTES HISTOLOGICOS DE HIGADO (RATON SCID) CON TINCION HEMATOXILINA-EOSINA.
CONTROL SANO (12Q.) Y DANO HEPATICO A 24H (DAR.)

En la figura anterior se observa una clara diferencia morfoldgica entre el control y el dafio
inducido a 24 h, donde el tejido dafiado presenta una extendida necrosis tisular provocando
un deterioro en el estroma hepéatico y muerte celular en el parénquima.

Puesto que la tincion de hematoxilina-eosina de cortes histol6gicos ofrece una valoracion
cualitativa del dafio, se realiza una cuantificacion de transaminasas para poder comparar
resultados con mayor rigurosidad (Figura 37). Las unidades de las transaminasas son
mU/mL, refiriéndose a nanomoles por minuto por mililitro (nmol/min/mL)

Se realiza una prueba F para comprobar el cumplimiento del principio de homocedasticidad,
entre el control sano y el control de dafio para cada transaminasa. Las varianzas de ambos
casos son desiguales con p-valores por debajo de 0,05, asi pues se emplea una prueba Welch
para observar diferencias en la media.
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FIGURA 37. VALOR DE LAS TRANSAMINASAS ALT Y AST EN CONTROL SANO Y EN DANO INDUCIDO (APAP)

En ambos casos encontramos diferencias significativas, marcadas con un ( * ), en la media
tal y como era presumible, en este caso para ALT (p = 0.0007) y AST (p = 0.0005). Asi
pues, el modelo animal queda caracterizado de forma cualitativa y cuantitativa esperando a
comprobar la validez de la propuesta planteada.
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8. CONCLUSIONES

Los hidrogeles formados de conjugados de tiramina de gelatina y acido hialurénico, han sido
evaluados bajo el marco del presente Trabajo Fin de Grado. En particular se elaboraron tres
tipos de hidrogeles correspondiendo a gelatina pura, acido hialurénico puro y una mezcla Gel-
HA en una proporcion 20-80 respectivamente.

De acuerdo con los resultados obtenidos las conclusiones que se extraen son las siguientes:

La gelatina presenta bajas propiedades mecénicas, a pesar de poseer mayor grado de
reticulacion. El acido hialurdnico confiere rigidez a la mezcla, como se observa en las medidas
reoldgicas.

Los tiempos de gelificacion varian segin el compuesto y el solvente utilizado. Primero con
respecto al solvente hay una notoria diferencia debido a la presencia de sustancias reductoras
en los medios de cultivo que interfieren en la reaccién de los grupos fenol de la tiramina. Asi
pues la gelificacion mediada por CF-KRB sera mas rapida que con medio de cultivo F12. Por
otra parte, la variacion del tiempo de gelificacion en relacion con los compuestos se debe al
grado de sustitucion de cada sustancia, para la Gel tenemos un 37% y para el HA un 7% de
forma aproximada, de tal forma que a mayor nimero de moléculas de tiramina presentes, menor
tiempo de reticulacion.

El estudio de la viabilidad refleja, con independencia del tiempo, una preferencia por los
hidrogeles sintetizados con medio de cultivo F12, aunque a tiempos cortos la diferencia no es
tan significativa como a tiempos largos. La disminucion de la viabilidad a 7 dias de cultivo en
el cultivo con CF-KRB con respecto el realizado en F12 es de un 30% aproximadamente. No
obstante, también se comprueba que la viabilidad dentro de los materiales varia, dando mejor
resultado en la mezcla Gel-HA explicando asi el rol bioldgico de la Gel y las propiedades
mecénicas que aporta el HA. Bajo la condicion de sintesis con F12 y la mezcla Gel-Ha se obtuvo
una viabilidad a 7 dias del 90%.

Finalmente la funcionalidad celular tiene el mismo comportamiento que el observado en la
viabilidad. Independientemente del tiempo de evaluacion se produce un incremento de la
ureogenesis en los hidrogeles elaborados con medio de cultivo F12, ademas de mostrar a
tiempos largos de evaluacion una mejor funcionalidad en el hidrogel Gel-HA.

A la vista de los resultados se considera como condicion 6ptima para la terapia celular hepatica
mediada por hidrogeles, la mezcla de Gel-HA sintetizada con medio de cultivo F12. En un
futuro a corto plazo se llevaran a cabo pruebas en un modelo animal ya caracterizado.
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1. INTRODUCCION DEL PRESUPUESTO

En el presente documento se muestra el calculo realizado para obtener el presupuesto del
proyecto, con el fin de estudiar la viabilidad econémica de este. Los capitulos que
conforman el presupuesto son los planteados de acuerdo con el punto 6 del indice
“Materiales y métodos”. La cuantificacion econdémica se ha realizado sobre los conceptos
de maquinaria, mano de obra y la maquinaria empleada, asi pues a partir de esta informacion
se obtuvo el cuadro de precios descompuestos y para finalizar el presupuesto parcial.

Asi pues posteriormente se calcula el presupuesto de ejecucion material, por contrata y por
altimo el presupuesto general.

A continuacion en la siguiente tabla (Tabla 5) se clasifican los recursos empleados segun
su categoria.

TABLA 5. TABLA DE CODIGOS DE LOS RECURSOS EMPLEADOS EN EL PROYECTO

Cadigo Descripcion
M.O Mano de obra
M.Q Maquinaria
MAT Materiales
E.P Equipos de proteccion individual

2. CUADRO MANO DE OBRA

En la siguiente tabla (Tabla 6) se expone el cuadro de mano de obra, considerando como tal
al autor del presente TFG en calidad de ingeniero biomédico. No obstante, no se ha recibido
ningun tipo de retribucidn al respecto.

TABLA 6. CUADRO MANO DE OBRA

Importe
N.2 | Cédigo | Unidad Descripcion

. . Precio
Precio (€) | Cantidad Total (€)
1 MO.1 h Graduado en ingenieria biomédica 12,00 204,50 | 2.454,00
2 MO.2 h Tutor/a responsable del proyecto 45,00 45,00 2.025,00
3 MO.3 h Cotutor/a responsable del proyecto 45,00 45,00 2025,00

4 MO.4 h Técnico de laboratorio 5,00 12,00 60,00
Precio total "mano de obra" (€) 6.564,00
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3. CUADRO MATERIALES

En la siguiente figura (Tabla 7) se recoge el presupuesto del material requerido para la
realizacion del proyecto.

TABLA 7. CUADRO DE MAQUINARIA

Importe
N2 Cddigo Uncllda Descripcion
Precio | Cantida | Precio Total

(€) d (€)
1 E.O1 ud Bata de laboratorio 22,50 1,00 22,50
2 E.02 ud Caja de guantes de latex 5,95 4,00 23,80
3 E.04 ud Gafas de proteccion 8,95 1,00 8,95
4 E.O5 ud Mascara para gases 30,50 1,00 30,50
5 E.O6 ud Madscara para particulas 7,25 1,00 7,25
6 MAT.1 L Agua mQ 0,20 0,50 0,10
7 MAT.2 L Agua destilada 0,20 63,00 12,60
8 MAT.3 g Acido Hialurénico 27,63 0,10 2,76
13 | MAT8 | g EDC (C.3B) 62,30 | 0,17 10,59
15 MAT.10 g Gelatina (prot-43) 0,43 0,40 0,17
19 MAT.14 L medio de cultivo L15 61,68 0,20 12,34
20 MAT.15 L medio de cultivo F12 50,90 0,21 10,69
21 MAT.16 g MES (RS-07) 2,82 1,28 3,61
22 MAT.17 m Membrana didlisis (12.400 MWCO) 3,20 0,01 0,03
23 MAT.18 m Membrana dialisis (3.500 MWCO) 3,00 0,02 0,06
24 MAT.19 g NHS (S.03) 3,84 0,01 0,05
25 MAT.20| ud Caja puntas micropipeta 1000 pL 65,25 3,00 195,75
26 MAT.21 ud Caja puntas micropipeta 200 pL 39,16 2,00 78,32
27 MAT.22| ud Caja puntas micropipeta 20 pL 60,20 3,00 180,60
28 MAT.23 ud Pinzas de laboratorio 8,73 1,00 8,73
29 MAT.24 | ud Placa de cultivo p48 2,81 6,00 16,86
30 MAT.25 ud Espatula metalica 3,66 1,00 3,66
31 MAT.26 g Paracetamol 0,18 0,40 0,07
32 MAT.27 g Hepes 0,80 1,01 0,81
33 MAT.28 g Fosfato monopotdasico 0,08 0,06 0,005
34 MAT.29 g Cloruro potasico 0,16 0,12 0,02
35 MAT.30 g Cloruro sddico 0,15 87,14 13,07
36 MAT.31 g Hidrocloruro de Tiramina (Tyr) 15,10 0,20 3,02
37 MAT.32 ud Tubos falcon 50 mL 0,12 2,00 0,24
38 MAT.33 ud Tubos falcon 15 mL 0,10 6,00 0,60
39 MAT.34 L Hematoxilina (Panreac) 122,20 0,02 2,44
40 MAT.35 L Eosina alcohdlica (Merck) 115,00 0,02 2,30
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41 MAT.36 L Xilol 60,40 0,02 1,21
42 MAT.37 L Etanol absoluto (Merck) 3,93 0,50 1,97
43 MAT.38 L Tripsina 71,80 0,01 0,86
44 MAT.39 L Medio comercial F12 (Gibco) 50,90 0,10 5,09
45 MAT.40 L Medio comercial L15 (Gibco) 61,68 0,12 7,40
46 MAT.41 L L-Glutamina 160,59 | 0,002 0,32
47 MAT.42 L Glucosa 40,20 0,002 0,08
48 MAT.43 L Bicarbonato comercial 125,10 | 0,002 0,25
49 MAT.44 L Penicilina-estreptomicina 151,70 | 0,002 0,30
50 MAT.45 L BSA 125,00 | 0,001 0,13
51 MAT.46 L Peroxidasa 38,60 0,01 0,46
52 MAT.47 L Perdxido de hidrégeno 7,17 0,01 0,09
53 MAT.48 L Sonda hoescht 33442 1580,0 | 0,001 0,95
54 MAT.49 L Sonda propidium 991,00 | 0,001 0,59
55 MAT.50 L CaCl2 67,80 | 0,0001 0,01
56 MAT.51 L NHA4CI 122,00 | 0,0001 0,01
57 MAT.52 ud Tubo centrifuga 0,10 3,00 0,30
58 MAT.53| ud Micropipeta 1000 pL (Thermo) 215,00 1,00 215,00
59 MAT.54 | ud Micropipeta 200 pL (Thermo) 215,00 1,00 215,00
60 MAT.55| ud Micropipeta 20 pL (Thermo) 215,00 1,00 215,00
61 MAT.56 ud Ratén SCID 140,00 1,00 140,00
62 MAT.57 | ud Vaso de precipitados (Pirex) 3L 5,83 5,00 29,15
63 MAT.58 | ud Vaso de precipitados (Pirex) 1L 4,62 2,00 9,24
64 MAT.59| ud Vaso de precipitados (Pirex) 25 mL 3,56 2,00 7,12
65 MAT.60 ud Kit valoracion urea (QuantiChrom) 362,00 1,00 362,00
66 |MAT.61| ud Kit Va'°rac'°r(‘stirganr1‘:‘;‘m'”asas AST 1 35400 | 1,00 354,00
67 |MAT.62| ud Kit Va'”“"’?;{g?:?m'”asas AT 1 36200 | 1,00 362,00
68 MAT.63 ud Eppendorf 2 mL 0,08 210,00 16,80
69 MAT.64 | ud Eppendorf 1,5 mL 0,07 284,00 19,88
70 MAT.65| ud Eppendorf 0,5 mL 0,06 342,00 20,52
Precio total "materiales" (€) 2.638,23
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4. CUADRO MAQUINARIA

En la estimacion de los costes de la maquinaria (Tabla 8) se ha estimado mediante la
amortizacion de los equipos tal y como muestra la siguiente ecuacion (1), con una
amortizacion a 12 afios. La ecuacion consta del coste del equipo (Ceq), el tiempo que se ha
utilizado el equipo (Teq) y el periodo amortizado (Pam).

Cog * T,
A= =L ()

Pam

TABLA 8. CUADRO DE MAQUINARIA

Importe
N2 | Cddigo | Unidad Descripcion
Precio , Precio
€ Cantidad Total (€)
1 MQ.1 h PH-metro de la marca XS instruments, 0,30 1,00 0,30
modelo pH510
) MQ.2 h Agitador multisonda VELP SCIENTIFICA 0,20 70,00 14,00
AMA4
Agitador con sonda de la marca
3 MQ.3 h Heidolph, modelo MR Hei-standard (Con 0,40 27,00 10,80
control de temperatura)
4 MQ.4 h Liofilizadora (-809) 9,46 264,00 |2.497,44
Balanza de precisidn con pantalla de la
5 MQ.5 h marca Mettler Toledo, modelo XS105 0,15 2,00 0,30
dualrange
6 MQ.6 h Agitador OVAN minimx (sin control de 0,20 5500 11,00
temperatura)
7 MQ.7 h Espectrofotémetro Te.chnolog|es cary 60 0,80 2,00 1,60
Uv-vis
8 MQ.8 h Redmetro Discovery HR-2 Hybrid 10,00 9,00 90,00
9 MQ.9 h Campana de flujo laminar Faster TWO30 0,15 20,50 3,08
10 | MQ.10 h In-cell analyzer 6000 120,00 6,00 720,00
11 |ma.11 h Centrifugadora Thermo Scientific 0,40 0,15 0,06
Megafuged02
12 | MQ.12 h Estufa WTC Binder 0,10 8,71 0,87
14 | MQ.14 h Centrifugadora Orto Arlesa Biocen20 0,20 0,20 0,04
Precio total "maquinaria” (€) 3.349,49
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5. CUADRO PRECIOS DESCOMPUESTOS

El cuadro de precios descompuestos recoge en capitulos y subcapitulos los procedimientos
de mayor importancia en la consecucion del proyecto. En la siguiente figura (Tabla 9) se
muestra el coste presupuestado.

TABLA 9. CUADRO DE PRECIOS DESCOMPUESTOS

Ne
cédigo Descripcion capitulo
1. Sintesis Gel-Tyr
Precio Precio Precio
1.1 Injerto de tiramina en gelatina (ud) | Cantidad | Unidad | unidad parcial total (€)
(€/u) (€)
Balanza de precision 0,50 h 0,15 0,08
Agitador magnético 25,00 h 0,20 5,00
pH - metro 0,50 h 0,30 0,15
Hidrocloruro de tiramina 0,11 g 15,10 1,66
Gelatina 0,40 g 0,43 0,17
MES 0,20 g 2,82 0,56
NHS 0,01 g 3,84 0,03
EDC 0,12 g 62,30 7,48
Agua mQ 0,02 L 0,20 0,00
Graduado en ing. biomédica 5,00 h 12,00 60,00
Costes indirectos 3,00 % 75,13 2,25
Recursos auxiliares 3,00 % 77,38 2,32
79,70
Purificacion de la gelatina con . . Prc.ecio Prec.io Precio
1.2 o T e Cantidad | Unidad | unidad parcial total (€)
(€/u) (€)
Membrana“(/lj\(jvdcig'l)isis (12.400 0,01 m 3,20 0,03
Agua destilada 18,00 L 0,20 3,60
Agitador magnético 48,00 h 0,20 9,60
Graduado en ing. biomédica 1,00 h 12,00 12,00
Costes indirectos 3,00 % 25,23 0,76
Recursos auxiliares 3,00 % 25,99 0,78
26,77
Liofilizacion de gelatina con injerto . . Prfecio Prec.io Precio
13 e tiEnine () Cantidad | Unidad unidad parcial total (€)
(€/u) (€)
Liofilizadora 72,00 h 9,46 681,12
Graduado en ing. biomédica 0,50 h 12,00 6,00
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Costes indirectos 3,00 % 687,12 20,61
Recursos auxiliares 3,00 % 707,73 21,23
728,97
2. Sintesis HA-Tyr
injerto de tiramina en acido . . Prt'acio Prec.io Precio
2.1 hialurénico (ud) Cantidad | Unidad | unidad parcial total (€)
(€/u) (€)
Balanza de precision 1,50 h 0,15 0,23
Agitador magnético 27,00 h 0,40 10,80
Acido hialurénico 0,10 g 27,63 2,76
Hidrocloruro de tiramina 0,09 g 15,10 1,30
pH - metro 0,50 h 0,40 0,20
MES 1,08 g 2,82 3,05
NHS 0,003 g 3,84 0,01
EDC 0,05 g 62,30 2,93
Agua mQ 0,10 L 0,20 0,02
Graduado en ing. biomédica 12,00 h 12,00 144,00
Costes indirectos 3,00 % 165,29 4,96
Recursos auxiliares 3,00 % 170,25 5,11
175,36
Purificacion de la acido hialurdnico Precio Precio Precio
2.2 e s AR (] Cantidad | Unidad unidad parcial total (€)
(€/u) (€)
Membran::wci/c\e/g(lf)llsw (3.500 0,02 m 3,00 0,05
Membranahjll\(jvdclgl)ms (12.400 0,02 m 3,20 0,05
Agua desionizada 45,00 L 0,20 9,00
Cloruro sédico 86,00 g 0,15 12,90
Agitador magnético 120,00 h 0,20 24,00
Graduado en ing. biomédica 4,00 h 12,00 48,00
Costes indirectos 3,00 % 93,99 2,82
Recursos auxiliares 3,00 % 96,81 2,90
99,72
Liofilizacién de acido hialurdnico Precio Precio Precio
23 N A S Cantidad | Unidad | unidad parcial total (€)
(€/u) (€)
Liofilizadora 192,00 h 9,46 1816,32
Graduado en ing. biomédica 1,00 h 12,00 12,00
Costes indirectos 3,00 % 1828,32 54,85
Recursos auxiliares 3,00 % 1883,17 56,50
1939,66
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3. Caracterizacion de propiedades mecanicas
Cuantificacion grado de sustitucion . . Prt'acio Prec.io Precio
3.1 (ud) Cantidad | Unidad | unidad parcial total (€)
(€/u) (€)
Espectrofotometro 2,50 h 0,80 2,00
Hidrocloruro de tiramina 0,001 g 15,10 0,02
Agua mQ 0,10 L 0,20 0,02
Graduado en ing. biomédica 3,00 h 12,00 36,00
Costes indirectos 3,00 % 38,04 1,14
Recursos auxiliares 3,00 % 39,18 1,18
40,35
Medicion de propiedades . . Prgcio Prec.io Precio
3.2 mecanicas mediante reometria (ud) (IR FCICERY I ELEE SR total (€)
(€/u) (€)
Redmetro 0,50 h 9,46 4,73
Médulo 5,1 1,00 ud 6,89 6,89
Graduado en ing. biomédica 0,75 h 12,00 9,00
Costes indirectos 3,00 % 58,94 1,77
Recursos auxiliares 3,00 % 60,70 1,82
62,53
4. Preparacion buffer y medio de cultivo
Precio Precio Precio
4.1 Preparacién CF-KRB (80 mL) Cantidad | Unidad | unidad parcial total (€)
(€/u) (€)
Cloruro sédico 1,07 g 0,15 0,16
Cloruro potasico 0,06 g 0,16 0,01
Hepes 0,47 g 0,80 0,38
Fosfato monopotasico 0,03 g 0,08 0,00
Agua mQ 0,08 L 0,20 0,02
Graduado en ing. biomédica 0,50 h 12,00 6,00
Costes indirectos 3,00 % 6,56 0,20
Recursos auxiliares 3,00 % 6,76 0,20
6,96
Preparacién medio de cultivo . . Prfecio Prec'io Precio
4.2 HepG2 (100 mL) Cantidad | Unidad | unidad parcial total (€)
(€/u) (€)
Medio comercial F12 0,05 L 50,90 2,55
Medio comercial L15 0,05 L 61,68 3,08
L-glutamina 0,001 L 160,59 0,16
Glucosa 0,001 L 40,20 0,02
Bicarbonato comercial 0,001 L 125,10 0,15
Penicilina-estreptomicina 0,001 L 151,70 0,15
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BSA 0,002 L 125,00 0,25
Graduado en ing. biomédica 0,75 h 12,00 9,00
Costes indirectos 3,00 % 15,36 0,46
Recursos auxiliares 3,00 % 15,82 0,47
16,30
5. Encapsulacién celular
Preparacion alicuotas de . . Prt'acio Prec.io Precio
5.1 o — Cantidad | Unidad | unidad parcial total (€)
(€/u) (€)
Médulo 4.1 0,002 L 86,88 0,17
Medio de cultivo F12 0,002 L 50,90 0,10
Peroxidasa (HRP) 0,001 L 38,60 0,04
Perdxido de hidrogeno 0,001 L 7,17 0,01
Campana de flujo laminar 0,50 h 0,15 0,08
Graduado en ing. biomédica 0,50 h 12,00 6,00
Costes indirectos 3,00 % 6,40 0,19
Recursos auxiliares 3,00 % 6,59 0,20
6,79
Preparacion células HepG2 para . . Prt'acio Prec.io Precio
5.2 e R (el Cantidad | Unidad unidad parcial total (€)
(€/u) (€)
Centrifugadora Thermo 0,05 h 0,40 0,02
Centrifugadora Orto Arlesa 0,05 h 0,20 0,01
Campana de flujo laminar 1,00 h 0,15 0,15
Estufa (37 2C) 0,07 h 0,10 0,01
Médulo 4.2 0,05 L 163,00 8,15
tripsina 0,004 L 71,80 0,29
Graduado en ing. biomédica 1,00 h 12,00 12,00
Costes indirectos 3,00 % 20,62 0,62
Recursos auxiliares 3,00 % 21,24 0,64
21,88
Encapsulacion células HepG2 en . . Pr.ecio Prec.io Precio
5.3 e o) Cantidad | Unidad unidad parcial total (€)
(€/u) (€)
Campana de flujo laminar 1,00 h 0,15 0,15
Estufa (37 2C) 0,50 h 0,10 0,05
Placa cultivos p48 2,00 ud 2,81 5,62
Graduado en ing. biomédica 1,00 h 12,00 12,00
Costes indirectos 3,00 % 19,08 0,57
Recursos auxiliares 3,00 % 19,65 0,59
20,24
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6. Caracterizacion del cultivo celular
Valoracién de la viabilidad Precio Precio Precio
6.1 mediante técnica Live-Dead (ud) Cantidad | Unidad | unidad parcial total (€)
(€/u) (€)
In-cell analyzer 6000 0,25 h 120,00 30,00
Estufa (37 2C) 0,50 h 0,15 0,08
Sonda Hoescht 0,0001 L 1580,00 0,16
Sonda Propidium 0,0001 L 991,00 0,10
Campana de flujo laminar 0,50 h 0,15 0,08
Graduado en ing. biomédica 0,50 h 12,00 6,00
Costes indirectos 3,00 % 36,41 1,09
Recursos auxiliares 3,00 % 37,50 1,12
38,62
Valoracién funcional mediante Precio Precio Precio
6.2 e Cantidad | Unidad unidad parcial total (€)
(€/u) (€)
Centrifugadora Orto Arlesa 0,05 h 0,20 0,01
Campana de flujo laminar 0,50 h 0,15 0,08
Estufa (37 2C) 4,00 h 0,10 0,40
CaCl2 0,0001 L 67,80 0,01
Hepes 0,001 L 0,80 0,00
NHA4CI 0,0001 L 122,00 0,01
Kit valoracion urea 1,00 ud 362,00 362,00
Graduado en ing. biomédica 3,00 h 12,00 36,00
Costes indirectos 3,00 % 398,50 11,96
Recursos auxiliares 3,00 % 410,46 12,31
422,77
7. Modelo animal
Precio Precio Precio
7.1 Preparacién modelo animal (ud) Cantidad | Unidad | unidad parcial total (€)
(€/u) (€)
Ratén SCID 1,00 ud 140,00 140,00
Paracetamol 0,40 g 0,18 0,07
Técnico de laboratorio 4,00 h 25,50 102,00
Costes indirectos 3,00 % 242,07 7,26
Recursos auxiliares 3,00 % 249,33 7,48
256,81
Valoracion histolégica mediante . . Prfzcio Prec.io Precio
7.2 tincién (ud) Cantidad | Unidad unidad parcial total (€)
(€/u) (€)
Hematoxilina 0,02 L 122,20 2,44
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Eosina 0,02 L 115,00 2,30
Xilol 0,02 L 60,40 1,21
Etanol (100 %) 0,50 L 3,93 1,97
Campana de flujo laminar 3,00 h 0,15 0,45
Graduado en ing. biomédica 3,00 h 12,00 36,00
Técnico de laboratorio 4,00 h 25,50 102,00
Costes indirectos 3,00 % 146,37 4,39
Recursos auxiliares 3,00 % 150,76 4,52
155,28
Valoraciéon dafio hepatico mediante . . Prgcio Prec.io Precio
73 medicién de transaminasas (ud) Cantidad | Unidad | unidad parcial total (€)
(€/u) (€)
Kit valoracion AST 1,00 ud 354,00 354,00
Kit valoracidon ALT 1,00 ud 362,00 362,00
Campana de flujo laminar 2,00 h 0,15 0,30
Graduado en ing. biomédica 2,00 h 12,00 24,00
Técnico de laboratorio 4,00 h 25,50 102,00
Costes indirectos 3,00 % 842,30 25,27
Recursos auxiliares 3,00 % 867,57 26,03
893,60
8. Equipos de proteccion individual y seguridad
Precio Precio Precio
8.1 EPI'S (ud) Cantidad | Unidad | unidad parcial total (€)
(€/u) (€)
Mdscara de gases 1,00 ud 30,50 30,50
Madscara de particulas 1,00 ud 7,25 7,25
Bata de laboratorio 1,00 ud 22,50 22,50
Caja de guantes latex 4,00 ud 5,95 23,80
Gafas de proteccién 1,00 ud 8,95 8,95
Costes indirectos 3,00 % 93,00 2,79
95,79
9. Material inventariable/Fungible
Material inventariable/Fungible . . Prt.acio Prec.io Precio
9.1 (ud) Cantidad | Unidad unidad parcial total (€)
(€/u) (€)
Frasco Pirex 3L 1,00 ud 5,83 5,83
Frasco Pirex 1L 3,00 ud 4,62 13,86
Frasco Pirex 25 mL 5,00 ud 3,56 17,80
Micropipeta 1000 pL 1,00 ud 215,00 215,00
Micropipeta 200 pL 1,00 ud 215,00 215,00
Micropipeta 20 pL 1,00 ud 215,00 215,00
Pinzas 1,00 ud 8,73 8,73
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Tubo Falcon 50 mL 2,00 ud 0,12 0,24
Tubo Falcon 15 mL 6,00 ud 0,10 0,60
Tubo centrifuga 3,00 ud 0,10 0,30
Espatula metalica 1,00 ud 3,66 3,66
Caja puntas micropipeta 1000 pL 3,00 ud 65,25 195,75
Caja puntas micropipeta 200 pL 2,00 ud 39,16 78,32
Caja puntas micropipeta 20 pL 3,00 ud 60,20 180,60
Eppendorf 2 mL 210,00 ud 0,08 16,80
Eppendorf 1,5 mL 284,00 ud 0,07 19,88
Eppendorf 0,5 mL 342,00 ud 0,05 17,10
Costes indirectos 3,00 % 1204,47 36,13
1240,60
10. Reuniones de proyecto
Precio Precio Precio
10.1 Reuniones de planificacion (h) Cantidad | Unidad | unidad parcial total (€)
(€/u) (€)
Graduado en ing. biomédica 20,00 h 12,00 240,00
Tutor/a responsable del proyecto 30,00 40,00 1200,00
Cotutor/a responsable del proyecto 30,00 h 40,00 1200,00
Costes indirectos 3,00 % 2640,00 79,20
Recursos auxiliares 3,00 % 2719,20 81,58
2800,78
Precio Precio Precio
10.2 Reuniones resultados (h) Cantidad | Unidad unidad parcial total (€)
(€/u) (€)
Graduado en ing. biomédica 15,00 h 12,00 180,00
Tutor/a responsable del proyecto 15,00 40,00 600,00
Cotutor/a responsable del proyecto 15,00 h 40,00 600,00
Costes indirectos 3,00 % 1380,00 41,40
Recursos auxiliares 3,00 % 1421,40 42,64
1464,04
Precio Precio Precio
10.2 Redaccion y correcciones (h) Cantidad | Unidad | unidad parcial total (€)
(€/u) (€)
Graduado en ing. biomédica 90,00 h 12,00 1080,00
Costes indirectos 3,00 % 1080,00 32,40
Recursos auxiliares 3,00 % 1112,40 33,37
1145,77
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6. CUADRO PRESUPUESTOS PARCIALES

En la siguiente figura (Tabla 10) se recogen el presupuesto agrupado por capitulos.

TABLA 10. CUADRO DE PRESUPUESTOS PARCIALES

ESTUDIO DEL COMPORTAMIENTO DE HEPATOCITOS EN HIDROGELES DE ORIGEN NATURAL PARA
TERAPIA CELULAR HEPATICA.

Ne Cdédigo Descripcion capitulo
1 1. Sintesis Gel-Tyr (ud)
Yy . s . Precio
Descripcién Unidad Medicion | Precio (€) total (€)
1.1 Injerto de tiramina en gelatina ud 1 79,70 79,70
1.2 Purificacion de Ia. gela.tma con injerto ud 1 26,77 26,77
de tiramina
13 Liofilizacidn de .gelatllna con injerto de ud 1 728,97 728,97
tiramina
Presupuesto parcial "Capitulo 1" 835,44
2 2. Sintesis HA-Tyr (ud)
Ny . .y . Precio
Descripcién Unidad Medicion | Precio (€) total (€)
2.1 Injerto de tiramina en gelatina ud 1 175,36 175,36
2.2 Purificacién de Ia. gela.tlna con injerto ud 1 99,72 99,72
de tiramina
2.3 Liofilizacidn de .gelat.lna con injerto de ud 1 1939,66 1939,66
tiramina
Presupuesto parcial "Capitulo 2" 2214,74
3 3. Caracterizacion de propiedades mecanicas (ud)
L, . . . Precio
Descripcion Unidad Medicion | Precio (€) total (€)
3.1 Cuantificacién grado de sustitucion ud 2 40,35 80,70
3.2 Medicion de.propledades rTlecanlcas ud 9 62,53 562,77
mediante reometria
Presupuesto parcial "Capitulo 3" 643,47
4 4. Preparacion buffer y medio de cultivo (ud)
L . . . Precio
Descripcién Unidad Medicion | Precio (€) total (€)
4.1 Preparacién CF-KRB mL 2 6,96 13,92
4.2 Preparacidon medio de cultivo HepG2 mL 2 16,30 32,60
Presupuesto parcial "Capitulo 4" 46,52
5 5. Encapsulacion celular (ud)
L . . . Precio
Descripcién Unidad Medicion | Precio (€) total (€)
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5.1 Preparacién allcyotas de ud 12 6,79 8148
entrecruzamiento
5.2 Preparacién células 'I-!epGZ para ud 3 21,88 65,64
encapsulacion
5.3 Encapsulauon.w células HepG2 en ud 3 20,24 60,72
hidrogel
Presupuesto parcial "Capitulo 5" 207,84
6 6. Caracterizacion del cultivo celular (ud)

Ny . . . Precio
Descripcién Unidad Medicion | Precio (€) total (€)

6.1 Vanramor\ dg V|a.b|I|dad mediante mL 6 38,62 231,72
técnica Live-Dead

6.2 Valoracion func!onall mediante mL 1 422,77 422,77
ureogénesis

Presupuesto parcial "Capitulo 6" 654,49
7 7. Modelo animal (ud)
Ny . L . Precio
Descripcidn Unidad Medicion | Precio (€) total (€)
7.1 Preparacién modelo animal ud 1 256,81 256,81
7.2 Valoracion hlsltol.?glca mediante ud 1 155,28 155,28
tincién
73 Valoracpn.fiano hepatlco. mediante ud 1 893,60 893,60
medicién de transaminasas
Presupuesto parcial "Capitulo 7" 1305,69
8 8. Equipos de proteccion individual y seguridad (ud)
L, . — . Precio
Descripcion Unidad Medicion | Precio (€) total (€)
8.1 EPI'S ud 1 95,79 95,79
Presupuesto parcial "Capitulo 8" 95,79
9 9. Material inventariable/fungible (ud)
. . . . Precio
Descripcidn Unidad Medicion | Precio (€) total (€)
9.1 Material inventariable/fungible ud 1 1240,60 1240,60
Presupuesto parcial "Capitulo 9" 1240,60
10 10. Reuniones de proyecto (ud)
Ny . . . Precio
Descripcidn Unidad Medicion | Precio (€) total (€)
10.1 Reuniones de planificacion ud 1 2800,78 2800,78
10.2 Reuniones resultados ud 1 1464,04 1464,04
10.3 Redaccidn y correcciones ud 1 1145,77 1145,77

Presupuesto parcial "Capitulo 10" 5410,59
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7. PRESUPUESTO EJECUCION MATERIAL, POR CONTRATAY
BASE DE LICITACION

Presupuesto de ejecucion material, por contrata y base de

licitacion
1. Sintesis gelatina (Gel) con injerto de tiramina 835,44 €
2. Sintesis acido hialurénico (HA) con injerto de tiramina 2.214,74 €
3. Caracterizacion de propiedades mecanicas 643,47 €
4. Preparacion buffer y medio de cultivo 46,52 €
5. Encapsulacién celular 207,84 €
6. Caracterizacion del cultivo celular 654,49 €
7. Modelo animal 1.305,69 €
8. Equipos de proteccidn individual y seguridad 95,79 €
9. Material inventariable/fungible 1.240,60 €
10. Reuniones de proyecto 5.410,59 €

Total: 12,655,17 €

El presupuesto de ejecucion material asciende a la cantidad de DOCE MIL SEISCIENTOS CICUENTA Y
CINCO EUROS CON DIECISIETE CENTIMOS

Presupuesto de ejecucién material 12.655,17 €
Gastos generales (13 %) 1.645,17 €

Beneficio industrial (0%) 0,00 €

Presupuesto de ejecucidon por contrata 14,300,34 €

El presupuesto de ejecucién material asciende a la cantidad de CATORCE MIL TRESCIENTOS EUROS
CON TRENTA Y CUATRO CENTIMOS

Presupuesto de ejecucidn por contrata 14.300,34 €
IVA (21%) 3.003,07 €
Presupuesto base de licitacidon 17.303,41 €

El presupuesto de base de licitacidon asciende a la cantidad de DIECISIETE MIL TRESCIENTOS TRES
EUROS CON CUARENTA Y UN CENTIMOS
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