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1. ABSTRACT /Resumen

Nanotechnology has undergone significant progress in recent years due to the growing
need to create systems with specific functions at the nanometer scale. This discipline has
provided sophisticated tools that have revolutionized various fields of knowledge, such as
biomedical science, where it has made it possible to improve the efficiency and precision of
current diagnostic techniques, as well as the development of more effective and safe therapies.

In many cases, the goal is to replicate nanostructures present in living cells and tissues. Due
to their intelligent behavior and their recombinant nature, Recombinamers or recombinant
polymers of the Elastin type (ELRs) stand out as ideal candidates in the creation of systems for
the replication of the extracellular matrix, with a projection to be applied in the development
of treatments for diseases of the connective tissue, such as osteoarthritis.

The self-assembly properties of these thermally sensitive, amphiphilic multiblock polymers
combine with the calcium phosphate-binding capabilities of the staterin-inspired SN 415 epito-
pe of salivary origin, resulting in an organization that mimics the structure of hydroxyapatite
(HA), enabling replication.

This work has focused on the study of the interaction between calcium and phosphate
ions in the presence of two hybrid recombinamers simultaneously: (SN 415)3Es50Is0 and Kyglgo.
The first is an amphiphilic triblock, made up of the SN 415 bioactive domain linked to the
hydrophilic end of E50 in a first block that can self-assemble into nanoparticles capable of
controlling the transformation of amorphous calcium phosphate (ACF) into a structure similar
to HA, which is at the same time linked to the Igg residue at the end, which self-assembles
hydrophobically and gives rise to an organization similar to the fibrillar structure of HA,
generating ordered aggregates. The second ELR is a combination of a hydrophilic domain,
Kys, and Igg, hydrophobic.

Both ELR are chains with opposite charges and similar transition temperatures, which
implies an electrostatic interaction between them that could affect, or not, the interaction bet-
ween (SN 415)3Es50l60 and the ions. For this reason, this study focuses on carrying out the mi-
neralization between calcium chloride (CaClg) and sodium hydroxide phosphate (NagHPOy)
in a solution resulting from the mixture of both polymers with the aim of analyzing the
morphology of the formed aggregates and determine if they present similarities with the crys-
tallization of HA or, failing that, what characteristics they present. These results will allow
establishing future research directions in the study of this type of regenerative therapies.

La nanotecnologia ha experimentado un significativo avance en los tltimos anos debido a
la creciente necesidad de crear sistemas con funciones especificas a escala nanométrica. Esta
disciplina ha brindado herramientas sofisticadas que han revolucionado diversos campos del
conocimiento, como la ciencia biomédica, donde ha permitido mejorar la eficiencia y precision
de las técnicas de diagnostico actuales, asi como el desarrollo de terapias més efectivas y
seguras.

En muchos casos, el objetivo es replicar nanoestructuras presentes en tejidos y células
vivas. Los recombindmeros o polimeros recombinantes del tipo elastina (ELRs) debido a su
comportamiento inteligente y su naturaleza recombinante destacan como candidatos ideales
en la creacion de sistemas para la replicacion de la matriz extracelular, con proyecciéon a ser
aplicados en el desarrollo de tratamientos para enfermedades del tejido conectivo, como la



artrosis.

Las propiedades de autoensamblaje de estos polimeros multibloque anfifilicos y térmica-
mente sensibles se combinan con las capacidades de unién al fosfato de calcio del epitopo
SN 415, inspirado en la proteina estaterina de origen salival, dando lugar a una organizacion
que imita a la estructura de la hidroxiapatita (HA) posibilitando una replicacion.

Este trabajo se ha focalizado en el estudio de la interaccién entre iones calcio y fosfato
en presencia de dos recombinameros hibridos simultaneamente: (SN 415)3E50lg0 v Kaglgo. El
primero es un tribloque anfifilico conformado por el dominio bioactivo SN 415 unido con el
final hidrofilico de E5y en un primer bloque que puede autoensamblarse en nanoparticulas
capaces de controlar la transformacion de fosfato de calcio amorfo (FCA) en una estructura
similar a la HA, unido al residuo Iy en el extremo que se autoensambla hidrofébicamente, lo
que da lugar a una organizacion similar a la estructura fibrilar de la HA generando agregados
ordenados. El segundo ELR es combinaciéon de un dominio hidréfilo, Kyg, y del Igg, hidréfobo.

Ambos ELRs son cadenas con cargas opuestas y temperaturas de transiciéon similares, lo
cual implica una interaccion electrostitica entre los mismos que podria afectar, o no, a la
interaccion entre el (SN 415)3E50lgo0 v los iones. Por ello, el estudio realizado se enfoca en
llevar a cabo la mineralizacion entre el cloruro de calcio (CaCly) y el hidroxido fosfato de
sodio (NagHPOy) en una disolucion resultado de la mezcla de ambos ELRs con el objetivo de
analizar la morfologia de los agregados formados y determinar si estos presentan similitudes
con la cristalizacion de la HA o, en su defecto, qué caracteristicas muestran. Estos resultados
permitiran establecer futuras direcciones de investigacion en el estudio de este tipo de terapias
regenerativas.

2. INTRODUCCION

2.1. Nanotecnologia y biomateriales

La nanotecnologia se define como un ambito de la investigaciéon centrado en el estudio,
diseno, creacién y manipulaciéon de materiales a nivel molecular. En esta escala nanométrica,
que abarca dimensiones de 1 a 100 nm, las particulas presentan propiedades fisicas y quimicas
particulares que les permiten interactuar con el entorno H

Figura 1: La primera imagen corresponde a uno de los primeros nanomateriales, pigmentos
para dar color a objetos. La segunda imagen corresponde a una de las primeras aplicaciones
de los materiales biocompatibles, refuerzo de una dentadura con alambres.

Los nanomateriales han estado presentes y han sido manipulados desde tiempos remotos



como se evidencia en los pigmentos encontrados en yacimientos arqueologicos o en las vidrieras
de algunas iglesias. No obstante, ha sido recientemente cuando se ha tomado conciencia sobre
su importancia y alcance cientifico dando lugar a una historia relativamente breve de la
nanotecnologia. Esta se caracteriza por su marcado caracter interdisciplinario, su desarrollo
es posible gracias a la convergencia de diversas ramas del conocimiento cientifico como la
fisica, la quimica, la biologia o la ciencia de materiales para dar un enfoque integrado [2|.

Fue Feynman, en 1959, quien sugiere que la materia se podria manipular a niveles micros-
copicos y comenzo el desafio de la nanotecnologia [2|. Aunque es un concepto tan nuevo que
se define dia a dia, el profesor Norio Taniguchi lo hiz6, en 1974, diciendo: ‘La nanotecnologia
consiste en el procedimiento de separacién, consolidacion y deformaciéon de materiales, a&tomo
por atomo o molécula por molécula’. Desde entonces la idea comenzé a crecer con fuerza, has-
ta que surge la posibilidad de ver y manipular los 4&tomos con la construccién del Microscopio
de Tunel de Barrido (Scanning Tunneling Microscope o STM) en el IBM en 1981 cambiando
definitivamente la percepcion de los materiales [3].

Aunque se ha hecho referencia a la existencia de nanomateriales en algunos &mbitos, no fue
hasta 1860 con la implementacién de técnicas asépticas en algunas operaciones, que comienzan
a utilizarse en el campo de la medicina |2| y se puede empezar a hablar de biomateriales. Fue
durante la 22 Guerra Mundial que se inicia una importante revolucion con el uso accidental
de fragmentos de PMMA (polimetilmetacrilato) para la reparacion de corneas en soldados |4,
5|, apareciendo en la década de 1950 los lentes intraoculares, implantes de cadera, injertos
vasculares, la revolucionaria dialisis renal y las valvulas cardiacas. Todo ello antes de que se
establecieran los principios para los materiales médicos |5].

En el &mbito de la nanotecnologia, los biomateriales toman cada vez mas protagonismo
debido a a su versatilidad en aplicaciones biomédicas. De forma que fueron definidos, en la “The
European Society for Biomaterials Consensus Conference” de 1986 como ‘... una sustancia o
material usado solo o en la fabricaciéon de un aparato médico disenado para interactuar con
los tejidos humanos en el monitoreo de funciones corporales para tratar alguna condicién
patolégica del cuerpo’. Esto se debe a que es fundamental que los biomateriales no sean
alterados ni alteren los tejidos circundantes |[2].

Los biomateriales se pueden clasificar segiin diferentes criterios, uno de los cuales es su
respuesta al contacto con los tejidos adyacentes. En este sentido, pueden ser categorizados
de toéxicos, causando la muerte del mismo; bioinertes, es decir biol6gicamente inactivo,
pudiendo producir fallos en implantes o la encapsulacion de tejidos; bioactivos, que generan
una serie de reacciones biofisicas y bioquimicas que promueven la unién con los tejidos, como
es el caso de muchos polimeros; y, por ultimo, bioreabsorbibles, se disuelven in vivo en un
material no toxico tal que, en algiin momento, el tejido cercano pueda remplazarlo |6, |7].

Basandonos en estas caracteristicas y en el ritmo de desarrollo de las mismas, la evolucién
de los biomateriales los clasifica en cuatro generaciones.

= La primera generacion se caracteriza por abordar el tratamiento de enfermedades in-
fecciosas y lesiones menores. Al principio el conocimiento era limitado y los biomateriales
disponibles de origen natural se seleccionaban por tener propiedades fisicas similares a
las del tejido reemplazado siendo suficiente que fueran no toxicos e inertes para evitar
el rechazo [8]. Los metales clésicos y sus aleaciones asi como los implantes poliméricos
no degradables se consideran bioinertes. Algunos siguen utilizidndose en la actualidad



en tejidos que no pueden regenerarse debido a pérdidas significativas o pacientes con
menor capacidad de autoreparacion de tejidos danados [5].

= Con el incremento en la esperanza de vida, aparece la segunda generacion donde sur-
gen materiales bioactivos, biocompatibles y biodegradables capaces de interactuar con
el entorno para obtener una respuesta. Esta tiene como propoésito fomentar la adhesion
al tejido del hospedador y mejorar su integracion al promover respuestas especificas asi
como estimular el crecimiento de tejido nuevo o, en su defecto, generar una respuesta
de degradacion [5) 9.

Se descubrié que las ceramicas bioactivas como la hidroxiapatita, ciertos fosfatos de
calcio y los vidrios bioactivos se adhieren directamente a los tejidos vivos. Otra estrategia
fue el disenio de implantes con recubrimientos y estructuras porosas que logran un anclaje
estable con el tejido circundante que facilita su crecimiento. Un gran ntimero de estos
biomateriales atin son los protagonistas de aplicaciones clinicas [5].

= Como resultado de un mayor nivel de comprension, surge la tercera generaciéon que
busca una interaccién mas estrecha material-tejido que potencie la regeneraciéon por lo
cual se consideran tanto la quimica como las caracteristicas de las superficies [10] lo que
implica un enfoque altamente interdisciplinario. El objetivo actual es la regeneraciéon y
reparacion de tejidos basandose en principios biolégicos, tal que se emplean biomateriales
biodegradables y bioabsorbibles con tasas de degradacion y absorcion ajustables |5].

= La cuarta generacion surge con los avances tecnoldgicos y un mayor conocimiento ce-
lular tisular. Destaca el desarrollo de materiales inteligentes basados en la biomimética
que, inspirandose en la biologia, simulan el entorno extracelular natural y una o mas
funciones presentes en la naturaleza para desarrollar estructuras heterogéneas con pro-
piedades sobresalientes. Esto se logra imitando la disposicién de complejas estructuras
biolégicas auténomas hasta el nivel molecular mediante autoensamblaje.

De este modo los biomateriales consiguen interactuar con las células y los tejidos cir-
cundantes, participar activamente en la regeneraciéon de tejidos danados y responder
a estimulos del entorno permitiendo la liberacién controlada de farmacos, ofreciendo
nuevas soluciones para el tratamiento de enfermedades |5, |10].

Por otro lado, en relacién a su forma y estructura, los biomateriales podran ser cristali-
nos, semicristalinos o amorfos, exhibiendo los primeros un mayor orden. Ademés, segiin su
naturaleza, se agrupan en 3 categorias: polimeros, metales y ceramicos |7]. Los primeros son
muy versatiles utilizandose tanto en tejidos blandos o duros, son el grupo méas amplio y muy
utilizados en la aplicacion de farmacos. Los metales, como el titanio (Ti) y sus aleaciones,
se aplican principalmente en protesis dentales y ortopédicas. Por ultimo, los biomateriales
ceramicos entre los que se encuentran los fosfatos de calcio o el biovidrio, son protagonistas de
la reparacion, regeneracion y fortalecimiento de tejidos duros especialmente si no se requiere
soporte de carga, o en el recubrimiento de implantes metéalicos |7, [11].

Es importante tener en cuenta que algunas de sus propiedades entre las que se incluyen
aspectos quimicos relacionados con su composicion, fisicos por las microestructuras, densidad
o porosidad, mecanicos como la resistencia o dureza y los biolégicos por su comportamiento en
el medio, cambian con la superficie y el volumen. Ademas el trato y uso del material manipula-
do juega también un importante papel |12]. Conocerlas permite seleccionarlo correctamente,



pudiendo combinar diferentes tipos para conseguir las caracteristicas buscadas. Siendo las
combinaciones de tipo polimero-ceramica especialmente destacables donde los materiales ce-
ramicos de naturaleza mineral se unen a polimeros biodegradables y bioinertes que aportan
flexibilidad, rigidez y variedad en su fuerza para conseguir la sustitucién o regeneracion de
tejidos Oseos [12].

2.2. Polimeros

Los polimeros (de las raices 'poly’, muchos, y 'meros’, parte) se definen como macromolécu-
las de elevada masa molecular que resultan de la repeticién de unidades moleculares simples,
monodmeros, en largas cadenas mediante enlaces covalentes, lo que les confiere propiedades
estables y bien definidas |13} |14]. Por otro lado, los polimeros y mezclas poliméricas poseen la
capacidad de formar fibras adquiriendo una amplia variedad de aplicaciones |14], que ademés
pueden ser fortalecidas con minerales que se agregan y crecen en la matriz para obtener un
tamano y distribucion de cristales similar al de los tejidos duros [15].

Existen dos categorias de polimeros en funcién de su origen: naturales, como la celulosa o
las proteinas, obtenidos de fuentes renovables como plantas o animales resultado de la union
de mondémeros diversos y sintéticos, como el nailon, obtenidos por procesos quimicos y que
suelen consistir en uno o dos monémeros repetidos a lo largo de la cadena. Ademas, existen los
polimeros semisintéticos, modificaciones de los polimeros naturales realizadas en laboratorios
para conseguir las propiedades deseadas y una mayor biocompatibilidad |14} 16].

Los polimeros naturales presentan la ventaja de ser facilmente procesables y sintetizables
a un coste razonable [11]|, ademéas presentan biocompatibilidad, biodegradabilidad y esteri-
lidad. Sin embargo, en muchos casos, no poseen otras propiedades requeridas; por ello es
mas sencillo el uso de polimeros sintéticos, los cuales ofrecen buenas propiedades mecénicas
y estabilidad térmica. A su vez, estos pueden contener residuos que inhiben el crecimiento
celular y adoptar una mayor variedad de formas que los naturales que se desnaturalizan a
altas temperaturas. En base a estas consideraciones, los polimeros semisintéticos representan
una opcién en crecimiento ya que combinan las ventajas de ambos [7].

Entre los polimeros naturales mas destacados se encuentran el almidén y la celulosa,
derivados de las plantas, asi como el colageno, la queratina y la elastina, derivados de los
animales|17]. Cabe destacar que generalmente son insolubles en agua y en disolventes orgé-
nicos, a excepciéon del colageno, soluble en acido acético y muy empleado en el desarrollo de
nuevos polimeros. Por otro lado, la elastina es muy insoluble dificultando se manipulacién,
aunque puede ser hidrolizada. Ademés es utilizada en la preparaciéon de biomateriales pero
no en mezclas con polimeros de otro tipo |15, 18], teniendo en el campo de la biomedicina un
papel muy relevante los polimeros de elastina recombinantes (ELR) [19].

2.3. Proteinas: estructura y empaquetamiento

Las cadenas de aminoacidos reciben el nombre de polimeros, los cuales se diferencian por
el peso molecular y el niimero de residuos que contienen en: péptidos, de peso molecular bajo
(<50 kDa) y polipéptidos de peso molecular alto (>50 kDa) |20]. Como resultado de una o
de varias cadenas polipeptidicas se obtienen las proteinas, polimeros lineales constituidos por
la combinaciéon de mas de 50 AA [21].



Los péptidos pese a ser de menor tamaio y tener estructuras menos complejas cumplen
funciones biolégicamente significativas, sobretodo en la regulacién de procesos como la presion
sanguinea, manteniendo estable el ambiente interno de organismos multicelulares. Por otro
lado, las proteinas presentan una diversidad enorme de tamafos y formas por que le otorgan
gran diversidad de funciones [20)].

Los aminoacidos son moléculas orgénicas
formadas por un a-carbono unido a un gru- Grupo amino Grupo carboxilo

po amino, un grupo carbdxilo, un dtomo de
hidrogeno y una cadena lateral (R) que de-
termina la polaridad y carga de la molécula
diferenciando unos AA de otros, existen asi

20 diferentes (anexo |A]) |22, 23]. /
:z . . R
Su unién resulta en proteinas de diversas Carbono |
. . “ Cad
longitudes y secuencias. No obstante, no to- iateral

das las secuencias posibles resultan funciona-

les y utiles. Esta disparidad se debe al com- Figura 2: Estructura general de un aminoacido.
plejo conjunto de propiedades estructurales

y funcionales que presentan y que contribuyen a la estabilidad y funcionalidad en su entorno
biolégico. Las caracteristicas estructurales son las responsables del plegamiento, los lugares
de unién especificos, equilibrio entre flexibilidad y rigidez, estructura superficial adecuada y
vulnerabilidad a reacciones de degradacion. Su estudio y comprension son fundamentales para
descifrar los mecanismos biologicos que sustentan la vida [20].

Ry Rz
OH OH
H,N J\’-r T HN /'\"/ ™  HN
0 0

amide linkage
(peptide bond)

Figura 3: Esquema del enlace polipeptidico con la liberacién de una molécula de agua.

Las proteinas son el resultado de la unién de AA en enlaces covalentes llamados enlaces
peptidicos (figura . Este implica la interacciéon entre el grupo carboxilo de una molécula
y el amino de la siguiente con la liberacién una molécula de agua, recibiendo entonces cada
molécula el nombre de residuo. Como resultado, se forma una cadena principal que actia
como esqueleto, conocida como estructura primaria. A lo largo de esta, quedan disponibles
para la interaccién los hidrégenos, oxigenos y radicales diferenciadores contribuyendo a la
complejidad y diversidad de la estructura del polimero [24].

La estructura secundaria es la consecuencia de los enlaces no covalentes entre radicales
libres: puentes de hidrégeno, fuerzas electrostéticas, fuerzas de Van der Walls de los electrones
de valencia y las interacciones hidrofébicas con el agua que fuerzan el empaquetamiento entre
ellas [24]. Dando lugar a dos tipos de estructuras:

1. a-Hélice (figura : cada péptido posee un momento dipolar conectandose entre si por
puentes de hidrogeno hasta formar una hélice [24].



2. Horquilla g (ﬁgura: resultado de segmentos de entre cinco y diez moléculas tornados
entre 120° y 140° enfrentandose los grupos libres de uno a los otro. Se distinguen dos
modelos: antiparalelo donde los grupo carboxilo coinciden con la posiciéon del grupo
amino del otro segmento y el paralelo donde los grupos coinciden [24].

Ammino termminos (n} Antiparallel

e g T Tty L MNP
™ 8 EPFE & E L 4
Y 2 on L 8 B 0 LA b LB
e - T T SFTY O ¥ [T W
-_— e F 0 5TT & 1 TE 1
o Tt ol ISt o DT M |
" = I
. s
- et
L -
& )

Carboey] terminns
Figura 5: Estructura horquilla beta.

Figura 4: Estructura alfa hélice. a) Antiparalelo, b) Paralelo.

Los tltimos niveles son la estructura terciaria y estructura cuaternaria que suponen
un mayor o menor empaquetamiento de la estructura secundaria |24]. Generando las siguientes
conformaciones (pueden verse en la figura @:

1. Conformacioén estirada: la cadena establece interacciones con moléculas de agua a través
de la hidratacion hidrofébica dando lugar a estructuras clatrato [25].

2. Plegados y ordenados: la estructura secundaria horquilla 8 se empaqueta disponiendo
hacia el exterior los motivos responsables de elasticidad y la hidrofobia, imposibilitando
la interaccién con el agua, mientras en el interior se quedan las cadenas proteicas y
puentes de hidréogeno dandole estabilidad y un comportamiento hidrofilico .

2.4. Elastina

La elastina es una proteina compuesta de monémeros que contienen regiones hidrofébicas
con tendencia a agregarse y autoensamblarse, contribuyendo a la organizacién polimérica.
Esta capacidad le confiere un papel fundamental en la matriz extracelular proporcionando
integridad estructural, resistencia y elasticidad a diversos 6rganos y tejidos como la piel, los
pulmones, las arterias, los ligamentos o el cartilago. Esta propiedad elastica permite a los



tejidos recuperar su estado inicial tras los procesos de extension y relajacion |26l 27| y, a
su vez, es capaz de regular el comportamiento celular y promover la reparacion tisular 28|
convirtiéndose en una de las proteinas mas importante en los organismos vivos.

La estructura de la elastina consta de una matriz de tropoelastina entrecruzada, compuesta
por dos dominios principales intrinsecamente desordenados |28|. El primero en forma de hélice
« es hidrofilico y reticular, responsable del entrecruzamiento y contiene una alta proporcion de
residuos de lisina (K) y alanina (A). El segundo dominio es hidrofobico y elastico, adoptando
una conformacion espiral [3, estd compuesto por residuos de valina (V), prolina (P) y glicina
(G). Entre ambos dominios se generan secuencias de aminoéacidos con motivos repetitivos
a lo largo de su cadena como VPGG, VPGVG, APGVG y VGVAPG (anexo |A| para ver
caracteriasticas de cada aminoéacido) |29, |30]. Estos adoptan una estructura que permite que
la elastina se deforme sin romperse y, al liberar la tension, recupere su estado original. Durante
este proceso no se produce pérdida de energia ya que la utilizada para en el estiramiento de
la proteina es recuperada con la vuelta a su estado inicial |31].

2.5. Polimeros ELR (Elastin-like Recombinamers)

Los polimeros de tipo elastina (ELR “Elastin-Like Recombinamers”) son polipéptidos re-
combinantes cuya secuencia esta inspirada en la proteina tipo elastina natural [32]. Estan
formados por los motivos de la elastina previamente comentados, aunque los més comunes
son los resultan de la repeticion de la secuencia (VPGXG)n donde n es el nimero de veces que
se repite y X cualquier aminoacido excepto la prolina (P). Esto se debe a que P es el tnico
AA cuya a-amina es secundaria pudiendo interferir en los enlaces que surgen a lo lardo de la
cadena y, en consecuencia, en sus funciones. El AA introducido en la posicién X es el respon-
sable de la modificacién de propiedades como la temperatura de transicién manteniendo otras
inherentes a la elastina (mecanicas, termosensibilidad, comportamiento autoensamblante) y
conservando su capacidad de formar estructuras |31].

Las propiedades y caracteristicas de los ELRs los convierten en moléculas controladas por
las caracteristicas ambiente y, debido a su capacidad de modificarse en funcién de las mismas,
en 'polimeros inteligentes’ [25]. Todo ello hace que ofrezcan multiples posibilidades en el campo
de la investigaciéon biomédica, convirtiéndolas en un recurso ampliamente utilizado. En este
camino, muchos estudios previos ya han demostrado la capacidad de los ELRs anfipaticos de
formar nanoparticulas (micelas y vesiculas) o hidrogeles |27, |33].

Se debe mencionar especialmente, por su papel en este trabajo, el comportamiento de
los ELRs ante los cambios de temperatura. Estos poseen una temperatura de transicion (Ty)
en la que ocurre el cambio de una estructura desordenada a una plegada, ordenada como se
representa en la figura [f] Cuando se encuentran en disolucién acuosa por debajo de la Ty, las
cadenas libres del ELR estan desordenadas y completamente hidratadas pero hidrofébicamen-
te, lo cual implica que las moléculas de agua forman una estructura ordenada tipo clatrato
rodeando los residuos apolares del polimero, como las valinas. Por el contrario, por encima
de la Ty, las moléculas de agua debido a la agitacién térmica dejan de estar ordenadas y la
cadena polipeptidica se pliega hidrofébicamente ensamblandose en estructura hélice 3, redu-
ciendo la hidratacion. Este proceso en los ELRs recibe el nombre de Transicién Inversa con
la Temperatura (ITT) ya que gran parte de las proteinas tienen el comportamiento opuesto
y un aumento de la temperatura provoca su desplegamiento y desnaturalizacion |34} 35|.
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Figura 6: Representaciéon de los cambios estructurales por la I'TT. A la izquierda se observa
la cadena extendida, con la estructura clatrato que forma el agua alrededor de la cadena y, a
la derecha, la plegada tipo horquilla 8 que se forma \\

La explicaciéon desde el punto de vista termodinédmico de este proceso se obtiene gracias a

la ecuacion de la Energia Libre de Gibbs (G) [36]:

Donde:
AG = energia libre de reaccion.
AG =AH—T-AS (1) AH = variaciéon de entalpia del sistema.
T = temperatura absoluta.
AS = variacion de entropia del sistema.

Al plegarse el polimero y romperse las estructuras clatrato aumenta el desorden total del
sistema, es decir, la entropia (S) del medio y como consecuencia la del sistema (AS >0). Con
este aumento la variacion de la energia libre serd menor que cero, AG <0, lo cual indica
estabilidad termodinédmica y la espontaneidad del proceso.

La Ty es facilmente reproducible pero existen factores que influyen en su valor y, en
consecuencia, en el autoensamblaje. El papel de estos factores ha sido investigado en estudios
previos y se presentan a continuacion [36]:

= Dominios hidrofébios y entrecruzados: en general, se ha demostrado que a medida
que aumentan los dominios hidrofébicos, la T; disminuye. Por otra parte, no solo la
polaridad total es relevante, se ha comprobado que la disposicion de los AA en bloques
polares y apolares en los pentameros de elastina también lo es , .

= Efecto sinérgico: en una mezcla de ELR, cada uno mantiene su T; y se coacerva sin
alterar la velocidad ni la T; a la que lo hacen demaés polipéptidos presentes [39].

= Naturaleza y contenido en sales: las sales en soluciéon aportan iones que modifican la
solubilidad independientemente de la hidrofobicidad del ELR. La influencia de distintos
iones se explica con la serie de Hofmeister (consultable en el anexo @[), siendo mas
notables los efectos de los aniones que los de los cationes. En conjunto, se ha demostrado
que el aumento del contenido salino reduce la Ty y acelera el paso a la coacervacion [40].
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tructura facilitando el autoensam- neal entre la concentracién de polimero en so-

blaje [42]. lucion y la Ty.

= pH: el aminoécido de la posicion X en la secuencia de VPGXG produce un cambio
en la constante de acidez (pKa) modificando el pH de la disolucién, lo que afecta a la
polaridad de los grupos acidos y aminos dando lugar a un cambio en la Ty [43].

Estos polimeros recombinantes ’a la carta’ se obtienen gracias al desarrollo de la biolo-
gia molecular que mediante técnicas de ingenieria genética como la del ADN recombinante,
empleada en BIOFORGE, permiten un control absoluto sobre la secuencia de proteinas a

sintetizar.

2.6. Tecnologia del ADN Recombinante

El ADN (4cido desoxirribonucleico) es una macromolécula resultado de la unién de muchos
nucledtidos encargada de almacenar y transmitir la informaciéon genética de los seres vivos,
para su correcto funcionamiento [44].

La tecnologia del ADN recombinante es capaz de manipular la informaciéon genética con-
tenida en las células de un organismo y transferirla a otro, con el proposito de expresar y
obtener proteinas producto de esa informaciéon modificando las caracteristicas del huésped.
Desde finales de la década de los 70, la ciencia ha desarrollado numerosos avances gracias a
esta tecnologia que es empleada en la sintesis de ELR .

Recombinant expression Bioproduction ELR transition

Plasmid DNA Soluble ELR
ELR ~— - 4
gene _$- (expression vector) Aggregated
F-0-@ y
o "4
Heating
Transformed £
E. coli —) e —
Cooling

Figura 8: Esquema del proceso de sintesis de ELR por tecnologia del ADN recombinante.
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La técnica en el laboratorio BIOFORGE se lleva a cabo mediante el protocolo representado
en la figura 8|y descrito a continuacion [45] donde los vectores son plasmidos.

1. Obtener por medio de enzimas de restricciéon los fragmentos de proteinas deseados.

2. Ligar estos fragmentos a la molécula de ADN por medio de enzimas de unién como las
ligasas.

3. Clonacién de estos fragmentos por medio de vectores de clonacion. Para la posterior
expresion de los diferentes polimeros recombinantes por medio de un vector de expresion
mediante un estricto control en la transcripcion.

4. Transformacion de la célula huésped y comprobaciéon de cepas. Se empleara la bacteria
Escherichia Coli (E.Coli).

5. Producir en masa las bacterias E.Coli mediante su incubacion en un medio controlado.

6. Disrupcion de las membranas bacterianas para liberar el ELR y purificaciéon del mismo.

2.7. Biomineralizacion

La biomineralizaciéon es un proceso fisiolégico que controla la nucleacién y el crecimiento
de cristales mediante moléculas bioorganicas para la formacién de minerales inorganicos de
esqueletos, conchas o dientes. Estos precipitados inorganicos se forman bajo el control de una
matriz inorganica por la accién catalitica de macromoléculas acidas como proteinas con alto
porcentaje de acido aspartico (K) y fosfoserina (I) en sus secuencias [46].

En el caso del tejido 6seo, los cristales de hidroxiapatita (HA) se depositan preferentemente
en fibrillas de colageno debido a la interaccion entre la matriz de colageno y las proteinas no
colagenas [47]. Este fenémeno ocurre a lo largo de toda la vida gracias a complejos sistemas
biolégicos que coordinan la interacciéon entre el tejido y los moduladores de la mineralizacién,
todo bajo la influencia de factores ambientales (entorno, dieta, patologias, medicamentos)
y fisiologicos (edad, sexo, propiedades de la matriz, distribucion tisular de las proteinas no
colagenas) que pueden actuar en contra, inhibidores, o a favor, promotores |48, 49].

2.7.1. Biomineralizacién y tejido 6seo

Histologicamente, el hueso es un tejido conectivo conjuntivo mineralizado muy vasculari-
zado e inervado con una compleja matriz osteoide calcificada y estructurada en laminillas y
varios tipos de células funcionales (osteoblastos, osteocitos y osteoclastos) [4§].

Gracias a la biomineralizacion la matriz osteoide secretada por los osteoblastos y no mi-
neralizada, se transforma en la matriz extracelular (MEC) no celular, mineralizada y con
funciones de soporte del resto de células del tejido [50].

La disposicion de las fibras o laminillas es la que determina el tipo de hueso: cortical o
compacto, con las laminillas dispuestas concéntricamente, y esponjoso o trabecular con las
laminillas organizadas en una red [51]. Las fibras de la matriz son principalmente proteinas de
colageno cuya estabilidad se debe a los puentes de hidrogeno entre sus AA y a los enlaces entre
hidroxilisinas y lisinas; sin embargo carecen de afinidad con el calcio, lo que hace necesarias
otras proteinas encargadas de la deposicion mineral |50} 52|.
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‘O de Havers), ~ 200 ym i\k"‘!- 7 m

Laminilla (~ 7 pm)

Hidroxiapatita
Fibrillas de colageno (~ 50 nmy) | (~50x 25 2 nm)
Periostio

Fibra de colageno (~5 pm)

i Canal osteonico

Moléculas de colageno -
Triple hélice de colédgeno
(~300x 1,5 nm)

Hueso compacto Cristales de hidroapatita

Vista microscépica

Vasos sanguineos

Fibrillas mineralizadas

Macro Nano

Figura 9: Representacion del tejido 6seo desde escala macroscopica a la escala nanoscopica
donde aparece la HA.

El componente mineral del hueso representa aproximadamente el 65 % su peso. Consta de
calcio (Ca?*), fosfato (PO} ™) y carbonato (CO3 ) en proporcion 10:6:1, en forma de cristales
de HA, Cajo(POy4)6(OH)g, (estructura en anexo y en menor proporcion de Mgt Na™,
KT, Mn?* y F~ distribuidos por el suero sanguineo, principal fuente de iones. El plasma se
encuentra sobresaturado de calcio (Ca) y fosforo (P) respecto a la HA, de ahi la importancia
de inhibidores reguladores de los niveles de fosfato, homeostasis del fosfato, mediante bucles
de retroalimentacion hueso-rifion-paratiroides (figura . Los productos secretados por las
células 6seas otorgan al hueso un papel importante en la coordinacién del proceso pese a que
el intercambio de sustancias suero-MEC no esté claro .

Se han sugerido diferentes ideas para ex-
plicar el proceso de biomineralizacién entre

las cuales destaca el modelo in vitro e in vi- (®)Mormones, circulating factors

(®)cels

@Gell products

.Osteoclast ‘

vo donde un precursor mineral amorfo, como

(B)Osteoblast

W]

IN(B)0steocyte,

el fosfato de calcio amorfo (FCA), se forma
transitoriamente y se deposita en las regiones
de separacion entre las fibrillas de colageno [
para continuar con la cristalizacién de la HA.
Este paso es fundamental y ha sido observa-
do en la formacion de tejidos mineralizados
de invertebrados . Por otro lado, se ha de-

. . Figura 10: Coordinaciéon matriz celular y siste-
mostrado que este mecanismo tiene lugar en

L ma circulatorio.
los peces cebra, donde la organizacién de la

HA carbonatada cristalina es la misma que
en los mamiferos, pudiendo ser tomado como un modelo simplificado de la formacién 6sea de
los vertebrados .

La MEC mineralizada de los vertebrados esta directamente relacionada con las propie-
dades mecénicas del tejido, determinantes en las funciones del esqueleto como soporte de la
masa corporal, proteccion de tejidos blandos, ayuda al movimiento y fuente de minerales para
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otros procesos del organismo . El proceso de mineralizaciéon implica deposicién mineral,
dependiendo el grado de mineralizacién del tiempo transcurrido, y su maduraciéon hasta al-
canzar una densidad méaxima. Esto resulta en un aumento del ntimero, tamano y calidad de
los cristales. Cabe destacar que la remodelacion del tejido no esta sincronizada entre regiones
dando lugar a una distribucién heterogénea que otorga mayor resistencia .

El mineral predominante del hueso hu-

Surrounding mano es la apatita poco cristalizada. Pu-

fluid Crystals growth &

maturation

Apatitic
core

diendo dividir su cristalizacién en tres
Hydrated
layer

partes: el fluido circundante, la capa hi-
dratada y el ntcleo apatitico (figura [11)).
Los iones presentes en la capa son labi-

Apatitic |

core
les y reactivos dando lugar a dominios
no apatiticos. Durante la maduracién mi-
neral ambos se intercambian aumentando

Figura 11: Proceso de mineralizacién. los apatiticos estables

La fase mineral posee una superficie amplia y muy especifica que la hace metaboélicamente
activa. Esto permite la interaccién entre los iones del liquido circundante y los del cristal
facilitando tanto la formacion inicial como la maduracién . La nucleacién es desencadenada
por proteinas reguladoras. Ademaés los cristales primero crecen en longitud y posteriormente
en grosor hasta adquirir forma de plaqueta nanométrica (1-7 nm x 15-200 nm x 10-80nm)
dependiendo su organizacién de las propiedades estructurales de la matriz. La hidratacién
también es basica, a medida que el nivel de agua disminuye es sustituido por fase mineral, lo
que impide la difusiéon de iones y, en consecuencia, el crecimiento cristalino se detiene, esto
normalmente sucede cuando la fase mineral representa en torno al 95 % del total que la matriz
organica podria contener [57].

Es importante destacar que este tejido es el tinico capaz de regenerarse tras un trauma, tras
colocarse un implante o injerto aumenta el sustrato 6seo para la regeneracion. Esto sumado
a una renovacion entre 5% y 15% a lo largo del ano en condiciones normales, hacen que se
considere un tejido dindmico .

2.7.2. Mineralizacién biomimética y ELR con SN 415

La mineralizacién biomimética es una imitacién de los minerales sintéticos mediante el
uso de materiales avanzados que tienen formas complejas, organizaciéon jerarquica y control
de tamano, forma y polimorfia en las condiciones fisioldgicas .

En este proceso, las moléculas organicas anfifilicas con propiedades de autoensamblaje se
utilizan en el desarrollo de materiales inorganicos con caracteristicas estructurales complejas
a escala nanométrica. Entre estas moléculas, tanto sintéticas como naturales, se encuentran
tensioactivos, fosfolipidos y polimeros de fase orgénica. Las macromoléculas organicas desen-
penan numerosas funciones en la modulaciéon de la biomineralizacién por su intervencion la
velocidad de la reacciéon o en la estabilizacion del FCA .

Investigaciones anteriores indican que los ELR biocompatibles podrian utilizarse como
material regenerativo 6seo si se combinan con un dominio bioactivo, como puede ser el residuo

SN15 de la estaterina salival (STATH) [62].
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La STATH es una proteina de 43 residuos de AA con un alto caracter adcido, ademés posee
gran afinidad por los minerales de fosfato célcico siendo su funcién inhibir las cristalizaciones
primaria y secundaria de la HA, regulando asi su remineralizacion [61].

Se elijen péptidos inspirados en la STATH porque sus dominios son, en parte, responsables
de la proteccion y recalcificacion del esmalte dental. Este es el caso de SN15 (D-pS-pS-E-E-K-
F-L-R-R-I-G-K-F-G) correspondiente a la secuencia de los primeros quince AA con N-terminal
hidratado de la STATH, o algin analogo. La densidad de carga negativa |61] junto con la
conformacién helicoidal de estos dominios de proteinas confieren a la cadena alta afinidad por
el fosfato de calcio, lo que conlleva una alta absorcion en la superficie de la HA [62].

Este dominio se puede modificar como en el caso del SN415 (D-D-D-E-E-K-F-L-R-R-
I-G-K-F-G) donde los residuos de aminoacido fosfoserina (pS) de las posiciones 2 y 3 han
sido sustituidos por el residuo acido aspartico (D); existiendo alternativas analogas como
SNg15 (D-S-S-E-E-K-F-L-R-R-I-G-R-F-G) donde el sustituto es la serina (S). Estos cambios
son responsables en el cambio de propiedades como la la afinidad con los fosfatos o la T}
del polimero, de tal forma que estudios previos han determinado que las propiedades mas
ventajosas son las que ofrece la cadena SN 415 [62].

SN 415 restaura la afinidad de la unién y las propiedades de inhibicién del crecimiento
cristalino, lo cual indica que la densidad de carga negativa en el N-terminal que caracteriza al
aspartano y la estructura helicoidal son importantes para las interacciones superficiales con
la HA. De este modo los iones Ca?* se unen a las cargas negativas dando lugar a una carga
superficial positiva, entonces los fosfatos del fluido, con carga negativa, se unen a Ca?* dando
lugar al niicleo de fosfato calcico. Por otro lado, ante un grado de sobresaturacion de iones
se forma una fase de la HA termodindmicamente mas estable, con precursores polimorfos
intermedios como el FCA que hidrolizan la HA [63].

Por todo ello, SN415 se combina con otros motivos para obtener distintos ELR, tal que
la posicion de los grupos también resulta determinante [62]. El control de la formacion de
nanoestructuras entre el fosfato de calcio con los ELR hibridos con SN 415 depende de prin-
cipalmente de dos pardmetros:

= La presencia de una alta carga local en la superficie que puede alterar el tiem-
po de induccion (I;). Esto dependera también de la posicion del grupo SN415. Se ha
observado que cuando SNA15 se encuentra en un extremo, como ocurre con el ELR
(SN 415)3E50I60, la precipitacion del fosfato de calcio se retrasa con un I; constante fren-
te al aumento de la concentracion de ELR mientras que, cuando el motivo se encuentra
en medio de la cadena, como ocurre con el ELR ((IK)2-SN 415-(IK)2)s, la precipitacion
se retrasa aumentando I; con el aumento de la concentracion [63].

= Las propiedades anfifilicas de los ELR. De esta forma, cuando el SN, estd en
el extremo se autoensambla formando nanoparticulas de tal forma que los motivos
(SN 415)3E50 quedan expuestos al exterior en el caso de (SN 415)3E50l60, pudiendo con-
trolar la transformacion del FCA en una estructura de HA similar a una fibra mientras
que, el Igy se autoensambla hidrofébicamente, lo que ayuda a organizar las estructuras
de HA a escala mesoscopica, dando lugar a agregados ordenados (visible en la primera
imagen de la figura . Por otro lado, cuando la secuencia SN 415 esté entre secuencias
de otros polipéptidos dependeré de la naturaleza y caracteristicas de estos. En el caso de
((IK)2-SN 415-(IK)2)3, con motivos hidrofilicos (VPGKG) entre hidrofobicos (VPGIG),
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se dificulta la transformacion de FCA a fase cristalina, quedando en su lugar una es-
tructura similar a una neurona, con nanoelementos mucho més anisoétropos (visible en
la segunda imagen de la figura [12)) [63].
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Figura 12: La primera imagen representa la estructura esperadas de la unién de ELR con
motivo SN 415 en un extremo al interaccionar con iones Ca? y HPO4 2 y la segunda lo
andlogo para cuando el motivo SN 415 se encuentra en medio de la cadena.

Queda asi recogido que los dos parametros se complementan porque ambos dependen de
la secuencia de aminoécidos, principalmente de lo expuestos que estén los bloques SN 415.

2.8. Objetivos

Existen estudios previos sobre las estructuras que resultan de la interaccién entre polimeros
recombinantes de tipo elastina (ELR) que incluyen el motivo bioactivo SN 415 en su cadena
y los iones de calcio y fosfato presentes en la hidroxipatita, protagonista de la mineralizacién
Osea. El estudio de estas y otras interacciones, sus resultados y viabilidad es de gran interés
por las bases que pueden sentar para futuros estudios enfocados en la terapia regenerativa del
tejido 6seo por medio de la biomineralizacién biomimética.

Por ello, en este trabajo se estudia la reaccion de mineralizacién entre el cloruro célcico
(CaCly), y el hidrogeno fosfato de sodio (NagHPQy) por encima de la temperatura corporal
(40°C), en presencia de dos ELRs hibridos con carga total opuesta, uno de ellos con el bloque
SN 415. Previamente se caracterizan para asegurar su correcta sintesis y su pureza, seguido
de un anélisis de las estructuras que conforman cuando ambos estédn en la misma disoluciéon
y se sobrepasa la temperatura de transicion. Obteniendo asi una idea de su comportamiento
conjunto y de las proporciones que pueden ayudar en la mineralizacion.

Finalmente se lleva a cabo la mineralizacién y se analiza la formaciéon de agregados y
la morfologia resultante que se compararé con resultados previos de otros estudios y con la
estructura de la HA. Todo ello con el objetivo de comprobar si existen similitudes entre ellas
y si las interacciones que tienen lugar entre los ELRs influenyen en el producto final para asi
establecer las siguientes vias de trabajo.

Este proceso se realizaré bajo la hipétesis de que pese a las posibles interacciones entre
ELRs la morfologia de las estructuras formadas seguira siendo similar a la de la hidroxipatita
o mostraran otros modelos de interés que abran nuevos caminos de investigacion.
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3.

3.1.

SECCION EXPERIMENTAL

Polimeros ELR

Los polimeros utilizados en este estudio se obtuvieron por técnicas de ADN recombinante

en el laboratorio BIOFORGE y se proporcionaron ya sintetizados. Ambos son el resultado de

la unién de los bloques anfifilicos de proteinas con capacidad de autoensamblaje presentados

a continuacion:

(SNa15)s = [DDDEEKFLRRIGRFG]3

Eso = [((VPGVG)2(VPGEG)(VPGVG)2),]
Kys = [(VGKPG)s]

Igo = [(VPGIG)e0]

Se puede apreciar que los bloques Esg, Kys, Igo son resultado de los aminoacidos E (acido

glutamico), K (Lisina) e I (Isoleucina) en la posicion X respectivamente, mientras que el

bloque SN 415 es resultado de la modificacion de la estateina salival |62].

3.2.

(SN 415)3E50I60: resultado de tres bloques (SN415), Igo hidroféobico con una tempera-
tura de transicion de 19°C, inferior a la temperatura corporal, y el bloque Fs5g, cadena
hidrofilica con una Ty superior a los 100 °C cargado negativamente debido al acido glu-
tamico (E) |61]. El computo de carga de la cadena es de 10 cargas negativas. Su peso
molecular teérico, obtenido por la suma de los pesos moleculares de los residuos de la
cadena es de 52,970 kDa.

(SNA15)3 Es50lgp =

(DDDEEKFLRRIGRFG)3 [(MESLLP (VPGVG)y(VPGEG)(VPGVG)y),,] (VPGIG 0]

Kysglgp: resultado de un bloque Igg, hidrofébico con el bloque Kyg, hidrofilico. Posee
caracter anfifilico y la lisina (K) es una molécula de caracter basico que provoca una
carga total en la cadena de 48 cargas positivas. Su peso molecular teérico, resultado de
la suma de los pesos moleculares de los residuos de la cadena es de 46,581 kDa.

Kuslgo = (VGKPG)us( VPGIG)go

Sales

Cloruro Calcico (CaCly): compuesto inorganico blanco del grupo de sales binarias y
cristalino de gran solubilidad en agua. Esto da lugar a disoluciones muy concentradas
con alta densidad que aportan viscosidad tal que las soluciones comerciales son del 30-
45 % en masa. Por otro lado es muy higroscopico liberando gran cantidad de energia en

forma de calor durante la absorciéon de agua en disolucion [64].

Forma parte de algunos yacimientos minerales y se encuentra en pequenas cantidades en
el agua de mar y manantiales minerales, de tal forma que, por diferentes procedimientos,

se puede producir en cantidades comerciales [65].

Sus aplicaciones son muy variadas aunque cabe destacar su uso para el deshielo y estabi-
lizacién de carreteras; en alimentacion, para el aumento la firmeza de frutas y verduras,
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fabricacion de queso (coagulacion del cuajo) o en la elaboracion de algunas cervezas vy,
en el campo médico se emplea en antiespasmodicos, diuréticos o en el tratamiento de la
tetania [64].

No se considera toxico ni malo para el medio ambiente pero, a partir de altos nive-
les puede ser lo para animales o plantas tal que pueden llegar a provocar exfoliacion,
ulceracion y cicatrizacion de la piel y, por via oral, irritar el tracto intestinal [64].

» Fosfato de disodio (NagHPOy): es una sal que, en forma pura, es de color blanco. Se
puede encontrar cristalizada en su forma anhidra o junto con 2, 7, 8 y hasta 12 HyO
(siendo la forma anhidra y la de 2 y 12 HoO las méas comunes). La estructura suele estar
conformada por aniones (HPO4)?~ en una estructura hexagonal compacta y los cationes
Na™ en los espacios octaédricos y tetraédricos |66].

Se produce a partir tanto del acido fosférico térmico como del hiimedo purificado y
el hidrato deseado se obtiene con el control de la temperatura en la produccién o por
deshidratacion de la solucion en una torre de secado por pulverizacion [66|.

Entre sus aplicaciones es tipica la mezcla con el fosfato monosoédico (NaH2POy) para
las disoluciones tampén, en el tratamiento de agua de alimentacién, detergentes y lim-
piadores o su presencia en suplementos minerales de piensos. Ademas destaca el papel
en la industria alimentaria por su uso en productos lacteos concentrados o postres ins-
tantaneos ya que evita la coagulacion al calentarse. Por tiltimo podemos mencionar su
uso para la fabricacion de otros fosfatos derivados [66].

3.3. Teécnicas experimentales
3.3.1. Preparacion de disolucion de polimeros y mezcla

Durante las diferentes técnicas experimentales llevadas a cabo, se han empleado princi-
palmente disoluciones de los ELR en concentracion 1 mg/ml. No obstante, en determinados
procesos han sido necesarias otras concentraciones especificas detalladas cuando sea perti-
nente. Todas han sido preparadas bajo el mismo protocolo, manteniendo los polimeros y las
disoluciones en condiciones de refrigeracion, han sido filtradas con filtros de 0,22 pm (ase-
gurando que no quedan estructuras ensambladas que interfieran en los resultados finales) y
se ha analizado el pH de cada una neutralizando hasta un pH en torno a 7 cuando ha sido
necesario.

En alguna de las técnicas utilizadas, se analiza la mezcla de ambos polimeros con el fin
de estudiar su interaccién. Esta se produce a través de enlaces no covalentes, muchos de los
cuales son resultado de las diferencias de carga entre los polimeros. El (SN 415)3E50lgo tiene
una carga negativa mientras que, Kyglgo presenta una carga positiva en una proporcion 48/10.

.Carga
1: 1:0,2 1: 1: 1:1 1 1 25:1 1
ELR 0 0,25 0,5 0,75 0,75 0,5 0,25 0
(SN 415)3E50lg0 | 1000 | 942,29 | 890,84 | 844,77 | 803,21 | 753,77 | 671,14 | 505,05 | 0,00
Kuslso 0,00 | 57,71 | 109,13 | 155,23 | 196,79 | 246,23 | 328,86 | 494,95 | 1000

Tabla 1: Volumen en ul correspondiente a cada ELR para la relacion carga (R.Carga)
(SN415)3E50l60 : Kuglgp indicada en la parte superior.
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De esta forma, las mezclas se realizan en funcién de la relacién de carga y no en funcién
de la cantidad de polimero, utilizando las cantidades proporcionadas en la tabla adjunta

3.3.2. Electroforesis SDS-PAGE

Fundamento tedrico:

La electroforesis es una técnica de separacién de unidades proteicas, ya sean de ADN, ARN
o proteinas en funcién de su carga eléctrica y tamano permitiendo estimar su peso molecular
y homogeneidad [67].

Esta técnica utiliza una corriente eléctrica para desplazar las moléculas a través de un gel o
matriz porosos. Estos poros actiian como un tamiz que permite a las particulas més pequenas
avanzar mas rapido que aquellas de mayor tamano quedando en posiciones diferentes al final
del proceso. Para estimar el peso molecular se compara esta posicién con una muestra de
referencia conocida, marker, que se somete al mismo proceso [68]. Este se trata de una mezcla
de diferentes proteinas que al ser desplazadas se separan en diferentes bandas, cada una
correspondiente a un peso molecular [69].

En concreto, la electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE) utiliza un gel de poliacrilamida como matriz y dodecil sulfato sédico (SDS) para
desnaturalizar las proteinas y que pierdan su estructura [67]. E1 SDS es un detergente aniénico
de carga negativa en el que se disuelven moléculas hidr6fobas desnaturalizandolas tal que solo
conservan la estructura primaria y gran carga negativa que provoca una migraciéon por el gel
de catodo a dnodo del campo eléctrico.

La velocidad de migracién de la proteina estd determinada por su carga, tamano y forma
junto con el tamano de los poros del gel. Este, a su vez, depende de la concentracion de
acrilamida, a mayor concentracién menor tamanio de poro. El resultado es una migraciéon
diferenciada [67].

El gel poroso altamente reticulado es resultado de la copolimerizacién de la acrilamida
con el agente entrecruzador N,N’-metilen bis-acrilamida en presencia de un catalizador de i6n
persulfato y un iniciador como el TEMED (N,N,N’ N’-tetrametilendiamina). Para la gelifi-
cacién es importante una ambiente inerte ya que el oxigeno puede neutralizar los radicales
libres. La velocidad de gelificacion esta determinada por la concentracion del persulfato de
amonio y el TEMED, mientras que la porosidad es consecuencia de la relacién entre la canti-
dad de poliacrilamida y bis-acrilamida. Por ello, los geles reciben su nombre en funcion del %
de acrilamida/bisacrilamida que lo componen [70].

Protocolo de actuaciéon:

Para llevar a cabo esta técnica lo primero es la preparacion de las muestras de polimero
y marker. Para ello se utilizan las disoluciones realizadas en de concentracion 1mg/ml
para mezclar 16 ul con 4 pl de un tampoén buffer de concentracion 5X, obtenieniendo 20 ul
de muestra tenida.

A continuacién, se realiza un gel de poliacrilamida, el cual consta de dos partes: un gel
concentrador de muestras, conocido como stacking gel, que se sitia en la parte superior y un
gel separador llamado resolving gel. En este caso, se utiliza un gel al 12% con las cantidades
indicadas en el anexo utilizadas en el laboratorio BIOFORGE para obtener de 7,5 ml de
resolving gel y 2,5 ml de stacking gel.

18



El proceso comienza con la prepara-
cién del soporte de las placas donde se
vierte el resolving gel. Después de 20/30

Gel de poliacrilamida Gel Separador
, minutos gelificando, para evitar la mez-
\D cla de ambos, se vierte el stacking hasta
—~ . . ,
@’ D que rebose e inmediatamente después se

inserta el peine de los pocillos.

Cuando termina la gelificacion se de-
positan las disoluciones de ELR y marker
segtin cantidades indicadas en el anexo|[G]
Seguidamente se sumerge la placa de gel
en la cAmara de electroforesis con una so-
lucién amortiguadora rica en electrolitos
que facilita la transmisién de la corrien-
te eléctrica y mantiene estable el pH. Se
aplica una corriente de 25 mA y se espera
aproximadamente 80 minutos. Para fina-

lizar se retira el gel y se sumerge en una
solucién de sulfato de cobre que permiti-

e
| -
-
HiwE
|
N |

. [( = > e | r4 visualizar los resultados por contraste,
Skt bk Imagen: Alberto Checa en este caso, con el modelo Image acquisi-
tion system Gel Doc Ez Imager BIO RAD

Figura 13: Esquema del proceso de electrofore- 71

sis SDS-Page

3.3.3. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

Fundamento tedrico:

Se trata una técnica que permite obtener espectros de absorcion en la region infrarroja
(IR) |72| basada en la excitacion de grupos funcionales por un haz de luz IR que provoca
movimientos vibracionales en los enlaces de la molécula, generalmente covalentes. Existen las
vibraciones de tension (r4_pg) que provocan estiramiento o estrechamiento del enlace y las de
flexion (dapc) que provocan una deformacion y modifican los angulos [73].

La radiacién es absorbida cuando la frecuencia a la que vibra la onda electromagnética es
la misma que la del enlace, asociando asi cada uno a un pico de absorcion |74]. El resultado
es un espectro de absorciéon de IR donde la intensidad de los picos tiene relacion directa con
la concentraciéon molecular y su longitud de onda (\) sobre el tipo de enlace, esto convierte a
la espectroscopia en la una herramienta tanto cualitativa como cuantitativa |75].

Asi los espectros representan una "huella dactilar’ de identificacién molecular donde cada
banda de absorcién corresponde al conjunto de vibraciones de una molécula. En el caso de las
proteinas, las frecuencias vibracionales suelen situarse entre los 4000 los 650 cm ™! presentando
un espectro especifico y predecible que varia ligeramente [74].

Para realizar este anélisis, se utiliza un equipo que recibe el nombre de espectrofotémetro
infrarrojo por transformada de Fourier (espectrometro FTIR) cuyo objetivo es la deteccion y
medida de las A simultanedmente. Ademaés tiene otras ventajas como son su alta velocidad,

resolucion, sensibilidad, exactitud y precision, razones por la que es una preferencia respecto
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a los instrumentos dispersivos [72].

Este instrumento consta de tres componentes fundamentales: fuente de radiacion, inter-
ferometro de Michelson y detector [72]. La fuente de luz es una luz continua que ofrece una
amplia gama de A infrarrojas. La interaccién entre esta y las moléculas es resonante, tal que
la energia del foton absorbida corresponde a la diferencia energética entre dos niveles vibra-
cionales o rotacionales de la molécula que pasa al estado excitado. Estos niveles se asocian a
cambios en la distancia interatémica de enlace o cambios e los dngulos respecto al equilibrio
|[76]. Por otro lado, el interferometro de Michelson esté constituido por dos espejos, uno de
ellos movil, y por un divisor de haz (beam spliter) que permite que parte de la radiaciéon
incidente se transmita y parte se refleje. Ambas se superponen tras haber recorrido distintas
trayectorias formando una figura de interferencia |72} 77).

Esta senal llega al detector y cuando el espejo movil se desplaza se generan distintas inter-
ferencias que son recogidas en un interferograma, el cual representa la intensidad de radiacion
en funcién de la diferencia de camino 6ptico. Estos datos se someten a la transformada de Fou-
rier inversa de tal forma que se obtiene la banda del espectro donde las senales se representan
en funcion de las frecuencias de la radiaccion que atraviesa la muestra |76].

Interferometro g
, Grafica
de Michelson
Espejo
movil
Fuente / i (em) FT
de luz
Muestra
Detector
ATR

Figura 14: Representacion gréfica del espectrometro infrarrojo por transformada de Fourier.

El modelo de laser mas comin es el de reflexion total atenuada (ATR, siglas en inglés).
En él, el haz de IR es reflejado internamente a través de espejos e incide sobre un cristal
opticamente denso con un alto indice de refracciéon para un dngulo determinado. Este esta en
contacto con la muestra tal que el rayo incide a una distancia minima de esta [78].

Protocolo de actuacion:

En este caso el equipo utilizado es Accident Bunker Tensor 27 |71] que se sirve del software
OPUS para la toma y anélisis de datos. Este modelo toma mediciones en un rango de A entre
600 y 4000 cm !,

FEl prodecimiento consiste en un primer barrido sin muestra en el sensor para calibrar el
aparato. Posteriormente se introducen unos 5 mg de ELR liofilizado cubriendo todo el sensor
y se configura el tipo de barrido a realizar. Se seleccioné la toma de datos del espectro en 64
medidas a resoluciéon 2 ecm~!. Para su lectura se somete a una correcciéon de la linea de base
y la normalizaciéon correspondiente

A la hora de analizar los espectros IR no se puede confirmar nada categdricamente, en
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ocasiones hay solapamiento de senales, por lo que solo se pueden suponer que los picos y las
bandas corresponden a ciertos enlaces y estructuras recogidos en la literatura la cual ayuda
en la identificacion. Segin el espectro se puede conocer el tipo de molécula porque presentaré
picos caracteristicos pero no la composiciéon exacta, aunque existen bibliotecas con espectros
FTIR de compuestos muy recurrentes para poder una identificacion inmediata [79).

3.3.4. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Fundamento tedrico:

La Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) se trata de técnica analitica [80] que per-
mite la evaluaciéon de las transformaciones fisicas y quimicas de la materia en funcién de la
cantidad de calor que se le suministra a lo largo de un tiempo. Esto es resultado del diferencial
de entalpia que existe entre una capsula que contiene la muestra y otra vacia que sirve de
referencia [81].

La calorimetria es un proceso sencillo y sus caracteristicas energéticas muy determinantes.
A través de ella se pueden conocer las temperaturas de fusion, cristalizacién y transicion
mesomorfica del material de estudio, asi como sus cambios de entalpia (H) y entropia (S).
Todo ello ayuda a la caracterizaciéon de la transicién vitrea y otras propiedades relacionadas
con la capacidad calorifica (Cp) y el calor latente. [80].

Una de sus ventajas es el amplio rango dinamico de temperaturas, lo cual es muy in-
teresante en polimeros semicristalinos que normalmente estan lejos del equilibrio y donde las
transiciones de fase dependen de la velocidad de cambio de la temperatura. Ademaés es rapida
de realizar, sensible y no requiere de mucha cantidad de muestra [80].

La capsula sin muestra permite medir la energia extra que necesita la capsula que si la
tiene, esta es la medida que toma el DSC y representa la informaciéon en un termograma, en
el cual el area bajo la curva representa la entalpia [81].

Uno de los pardmetros que podemos conocer es la Cp relacionando segin la ecuacion
el flujo de calor en unidades de J/s (calor (q) suministrado por unidad de tiempo (t)), y la
velocidad de calentamiento (temperatura (T) por unidad de tiempo (t)). De esta forma se
puede definir la Cp como la cantidad de calor que se necesita para conseguir un aumento de
temperatura [81].

a
AiT = % = Cp = Capacidad Calorifica (2)
Otro factor de estudio es la transicion vitrea, propia de la fase amorfa de un so6lido se-
micristalino, este cambio sucede en la temperatura de transicion vitrea (T), que es el punto
donde se da la transicion en la region amorfa entre la fase vitrea y la fase ordenada. Si varia
la temperatura o la humedad en el producto habra un cambio, es decir, una transicién. Por
encima de la cual los polimeros adquieren movilidad y, cuando ganan la suficiente energia,
se ordenan, al hacerlo liberan calor, lo que convierte la transicién en un proceso exotérmico
(AH<0). Con esta liberacion el calefactor bajo el platillo de la muestra, realiza menos esfuerzo
en el suministro del calor. Esta caida en el flujo se representa con una depresiéon en la gréfica,
correspondiendo el punto méas bajo a la T;. El area de depresién proporciona la energia de
cristalizaciéon u ordenacién. Con este cambio de flujo también se produce segun la ecuacion
un cambio en la Cp del polimero [81].
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Figura 15: Esquema del equipo DSC por dentro.

Protocolo de actuacién:

En este caso es necesaria mayor densidad de la muestra por lo que se emplean disoluciones
de 50 mg/ml de ambos ELRs realizadas segun la seccion de ambos ELR. El anélisis se
realiza sobre las mezclas de estos, tal que se realizaré de acuerdo con las cantidades indicadas
en la tabla [3] de la misma seccion antes de introducir la muestra en la capsula.

Lo primero a saber es que el estudio parte de temperaturas bajas, por lo tanto la prepara-
cién de las muestras a introducir en el instrumento de medida siempre sera en frio junto con
el resto de material de trabajo también en refrigeracion.

Se prepara un crisol de aluminio de 40 ul y se afiaden aproximadamente 20 pl de disolucién.
Se anota el peso exacto y se cierra herméticamente. Se repite el proceso con la disolucién de
referencia PBS 1X hasta que alcance el mismo peso que la anterior.

En este laboratorio se analiza en el modelo Mettler Toledo DSC822¢ controlado con
el software (METTLER STARe).

El proceso consta de enfriar la maquina e introducir los crisoles dejandolos a 4°C durante 5
minutos. Después se realiza un barrido desde los 4°C a los 50°C en intervalos de 2°C/minuto.
Se analizaran todas las mezclas y de cada una se realizan 3 recogidas de datos.

3.3.5. Dispersion dinamica de la luz (DLS)

Fundamento teoérico:

Se trata de una técnica para medir el ta- Muestra
maiio de las particulas en suspension en la (termostatizada)
region submicrénica a través de su relacion

. . . dser " o T
con el movimiento browniano [82]. )

La recogida de datos se hace iluminan-

Detector

do la muestra con un rayo laser tal que las
particulas dispersan la luz y un fotodetector

recoge las senales de estas fluctuaciones en
Figura 16: Esquema del sistema de recogi-

da de datos DLS.

un angulo conocido recogiendo asi la infor-
macion sobre el movimiento [83].

22



El movimiento browniano es el que se observa en las particulas suspendidas en un fluido
como resultado de los choques entre moléculas y disolvente [84]. A mayor tamafio de la par-
ticula, mas lento el movimiento y viceversa. De tal forma que lo que se mide es la velocidad
de difusion de las particulas por este movimiento, mediante la mediciéon de la velocidad a
la que fluctta la intensidad de la luz dispersada cuando se detecta. Es necesario conocer la
temperatura con precisiéon y que esta sea estable para que las corrientes de conveccién no
provoquen movimientos no aleatorios ademas de por su relacién con la viscosidad, en caso
contrario la interpretacion de los datos no seria correcta . La velocidad de estos movimientos
se define por una propiedad conocida como el coeficiente de difusion traslacional (D), a partir
de la cual se calcula el tamano de la particula con la ecuacion de Stokes-Einstein [84]:

d(H) = diametro hidrodinamico

D = coeficiente de difusion traslacional

d(H) = kpT (3) kp = constante de Bolzman

~ 3mD

T = temperatura absoluta
p= viscosidad

Asi d(H) recibe el nombre de didmetro hidrodinamico y corresponde al de una particula
esférica con el mismo coeficiente de difusién que la nanoparticula. El pardmetro representa el
valor de cémo la particula se difunde en el medio y dependeré del tamafio de su ntcleo, de su
estructura superficial y de su concentracién y tipo de iones en el medio.

Los resultados del tamano de particulas obtenidos por DLS se expresan a menudo en
términos del parametro Z-average y del pardametro indice de polidispersidad (PdI) que surgen
cuando los datos son analizados por la técnica de cumulantes. Este analisis se basa en la
existencia de una sola poblacién de particulas que debe tener una distribucién gaussiana en
torno al tamano medio de las particulas [85]. Esto conlleva un célculo matematicamente estable
y complejo insensible al ruido del que se obtienen los cumulantes cuyo célculo esta recogido en
los documentos normativos ISO 133321:1996E e 1S022412:2008 [86], variales utilizadas para
el calculo del resto de parametros [87].

El Z-Avarage puede expresarse con la siguiente ecuacion [87]:

D, = 2.5 (4) S; = intensidad dispersa de la particula i
2. (5i/Di) D; = didmetro de la particula i

Debido a que este resultado se obtiene a partir de la distribucién de intensidad ponderada
se puede afirmar que Z-average es la media aritmética del didmetro de la particula ponderada
por la intensidad arménica [87]. Z-average aumenta a medida que lo hace le tamafio de las
particulas, tal que proporciona una medida fiable del tamano medio de una distribucién
granulométrica, ademés es facil de medir.

Por otro lado es interesante el indice de polidispersidad (PdI), el cual se calcula por medio
de dos de los valores obtenidos por el método de cumulantes. Es un indice adimensional y se
escala tal que un menor valor indica una muestra menos dispersa. Es extrafia la obtencién de
valores menores de 0,05 salvo patrones muy monodispersos y valores superiores a 0,7 indican
una distribuciéon de tamanos muy amplia siendo mejor otra técnica de analisis [86).
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Protocolo de actuaciéon: Se realizan disoluciones de 1mg/ml como las indicadas en la
seccién y se realizaran las mezclas de ELRs por proporciéon de carga con los voltimenes
indicados en la tabla |3| de la misma seccién. Estas mezclas se introduciran posteriormente en
una cubeta apta para el aparato DLS, en este caso como queremos medir el Z-average y el
PdI se utilizardn cubetas de poliestireno de paredes lisas.

La maquina disponible en el laboratorio es el modelo ZETASIZER NANO ZSP system |71].
Se programar4 un enfriamiento hasta los 4°C y se aumentara hasta los 10°C, temperatura que
se mantendra 2 minutos, para posteriormente aumentar hasta 37°C y mantener 30 minutos y
recoger los datos obtenidos para que sean analizados. Repetir la operacion 3 veces para que
los datos a representar sean una media de todos ellos.

3.3.6. Mineralizacion

Fundamento teérico: En el caso de los ELR, es el producto de la interaccion entre estos
y los iones de calcio y fosfato para obtener estructuras semejantes a la HA.

Protocolo de actuaciéon:

Para la realizacion de esta técnica se prepara la disoluciéon de polimeros como se indica en
pero de 4mg/ml para tener una mayor concentracion.

Si la relacion de cargas entre ELRs fuese de 1/1, no habria interaccion entre los iones de
calcio y fosfato con las estructuras ensambladas que forman los ELR o seria casi nula. Como
ademas investigaciones anteriores ya aseguran la interaccion con el ELR (SN415)3E501g0,
eligiremos un exceso de este y trabajaremos con una relaciéon de carga 1:0,75 a su favor, segtin
la tabla de la seccion B.3.11

Por otro lado se preparan 15 ml de disolucion CaCly 0,02 mM y 15 ml NagHPO4 0,012
mM para que la relacion entre ellas sea 5:3 como la del calcio y el fosfato en la HA.

Con los ELRs preparados y las disoluciones de sales también se dispone un bafio térmico
a 40°C sobre un calentador magnético y se introduce un eppendorf con un iman en su interior
para una agitacion uniforme del medio que favorezca la reaccion. A partir de este momento
todo el proceso se llevara a cabo bajo un control constante de pH, ya que en la entrada de iones
lo modifica y sera un indicativo aproximado de la evolucién del proceso. Anadir los ELRs y
esperar aproximadamente 5 minutos para que, con el aumento de temperatura, se autoensam-
blen. Posteriormente anadir gota a gota la disolucién de CaCls y esperar aproximadamente
15 minutos. A continuacién hacer lo mismo con la disolucién de NasHPOy.

Realizar también el mismo proceso pero sin agitaciéon para comprobar las diferencias.

3.3.7. Microscopia electrdonica de transmision (TEM):

Fundamento tedrico:

Esta técnica aprovecha los fenémenos fisico-atémicos que se producen cuando un haz de
electrones suficientemente acelerado colisiona con la muestra convenientemente preparada [88].

Al colisionar, en funcién del grosor y tipo de atomo, se dispersan selectivamente, de tal
forma que hay una gradacién entre los electrones que la atraviesan directamente y los que se
desvian por completo. Todos son conducidos y modulados por unas lentes para formar una
imagen final, en este caso sobre una camara CCD (charged-coupled device), obteniendo la
informacién en una imagen con distintas intensidades de gris que se corresponde al grado de
dispersion de los electrones incidentes. Se obtiene informacién tanto si la muestra es amorfa
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Objactive apertuna

Objective lens

Projector lenses

Fluorescent screen

Figura 17: Esquema del microscopio electréni-

co de transmision.

Protocolo de actuacion:

como cristalina )

En este estudio se obtuvienen las
imagenes con el modelo TEM JEOL
JEM-1011 HR , con voltajes de
40kV a 100kV, filamento de Wolframio,
pieza polar HR de alta resoluciéon y
camara CCD 4000x2672 pixeles del
centro Innova de la Universidad de Va-
lladolid . Las camaras CCD reciben
este nombre por el tipo de fotodetector
que emplean que es de estructura tipo
metal-6xido-semiconductor (MOS)
. Son especialmente utilizadas para
condiciones de bajo nivel de ilumi-
naciéon o si se requiere informacién
espectral cuando se requieren datos
cuantitativos del analisis .

Una vez termina el proceso de mineralizaciéon de se depositan los eppendorfs con las

mezclas en la incubadora de modelo Incubators, MazQ Mini 4000 Thermofisher and Certomat

R. , para mantener la temperatura hasta la recogida de muestras. Esta se realiza con ayuda

de la rejilla de soporte. En este caso se recogen 4 muestras distintas:

1.

2.

4.

Muestra de ELRs + sales + agitacion de la parte sobrenadante (sales AgS).

Muestra de ELRs + sales + agitacion de la parte precipitada (sales AgP).

SP).

Solo ELRs (sobrenadante).

. Muestra de ELRs + sales + sin agitacion de la parte sobrenadante y precipitada (sales

Se toma en cada caso imégenes a distintas ampliaciones para poder apreciar correctamente

las estructuras, que ademés se mediran en algunos casos para recoger mas informacién con el

sofware Fiji imagej.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.0.1. Electroforesis

En la Figura 9 se presenta el resultado de la electroforesis SDS-PAGE llevada a cabo.

Peso molecular / kDa

La primera columna, resaltada en

116 color amarillo, corresponde a las ban-

das que deja el marker con los pesos
oo moleculares indicados por el fabrican-

o om0 te a la izquierda (anexo |F]), en kilo-
daltons (kDa). A continuacién se en-

46,581 .

cuentran las bandas correspondientes

a los ELR: (SNA15)3E50160, senalado
en color naranja, y Kyglgg, en color

45,0

7_'. () Marker
@ (SN,15);E50160
© K48I60

350 verde. Se conoce tedricamente el peso

de ambos resultado de la suma de los
pesos moleculares de los residuos de
los aminoacidos que componen las ca-
denas. En el caso del (SN 415)3E50Ig0
posee un peso molecular tedrico de
52,970 kDa, ubicandose entre las ban-
das de 45 y 66,2 kDa del marcador.
Por otro lado, el K4glgp tiene un peso

25,0

14,4

molecular de 46,581 kDa, ligeramen-

te mas cercano a la banda de 45 kDa.

Figura 18: Resultados electroforesis. Guia Por lo tanto, se confirma que ambos

de color: amarillo es el marker, naranja es
(SN415)3E50lg0 y verde es Kyglgg. Todos los

pesos moleculares en kDa.

ELRs corresponden a los polipéptidos
objetivo buscados y se concluye que
su sintesis ha sido exitosa.

Cabe destacar que las bandas son muy definidas, lo cual es un indicativo de alta pureza
de las muestras, todas las masas moléculares quedan concentradas en un punto. En caso
contrario los ELRs sintetizados se encontrarian contaminados.

4.0.2. Espectroscopia infarroja por transformada de Fourier (FTIR)

En el analisis FTIR como se menciona en la seccion se obtiene un espectro de
absorcion donde los picos corresponden a la energia del fotén absorvida por distintos enlaces.
Esta energfa tiene una relaciéon inversa con la longitud de onda por la ecuacién de Planck
(ecuacion , lo cual establece que una energia mayor corresponde a una A menor y al leer la
grafica se observa que los valores de esta van de mayor a menor, es decir en orden creciente
de energia.

E=h- ;, donde h es la constante de Planck (5)
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Por otro lado, para comprender la lectura de las graficas hay que tener en cuenta ciertos
aspectos. Uno de ellos es que la intensidad de las bandas de absorcion depende de la polaridad
del enlace, siendo mas intensa a mayor polaridad, y del ntimero de enlaces responsables de
la absorcién, también en relaciéon directa donde més enlaces implican mayor intensidad. Por
otro lado, las sefiales solo se toman hasta la resolucién de 400 cm™! esto se debe a que a
partir de aqui existen limitaciones de resolucion, ademéas se trata de enlaces fuertes y se
solapan muchas senales lo que dificulta la asociacion del valor con un solo tipo de enlace [93].
Finalmente, se pueden diferenciar dos zonas: entre los 4000 y los 1400 cm ™! que es una region
de gran utilidad para identificar la mayoria de grupos funcionales de moléculas organicas
y, la zona entre los 1500 y 600 cm™', méas compleja. Esta complejidad se debe a que es el
resultado de la absorcién tanto de vibraciones de flexiéon como de tensién y cada compuesto
tiene una absorcién caracteristica recibiendo el nombre de "huella dactilar’ . Tanto es asf
que la diferencia en el espectro entre dos moléculas diferentes con grupos funcionales muy
semejantes se refleja en las bandas de esta region.

A continuacion se presentan los espectros obtenidos de cada polimero, en color azul en la
ﬁgura se observa el correspondiente a (SN 415)3E50lg0 mientras que el Kyglgo esta en color
naranja en la figura [20]

Son conocidas las secuencias de AA que forman los ELR, los enlaces que se establecen
y, con ayuda del anexo [A] se pueden reconocer los radicales de los AA especificos de cada
uno, asi se puede establecer una relacién entre las senales y los enlaces que deben aparecer
reflejados en los espectros. En ambos ELR se trata de informaciéon muy semejante al tratarse
del mismo tipo de moléculas, permitiendo un anélisis analogo.

| (SN,15);E50160 |
25
Huella dactilar !
2
- Amida Il (N-H,
Amida | (C=ID) L, C-N, N-H)
~1630 cm- 1545 cml
Hibridacién C
asimétrico / L5
2960 v 2930 cm-L Amida | Amida 11l
~e2oUy cm (C-0, C-N, N-H) ~1300-1230 cmr?
Amida B (N-H) ~1660 cm'?
~3100-3030 cm'? .
- Hibridacién C Hibridacion C -
Amida A (N_;H) ) simétrico ~1460,1440 y N CH
~3300 cm ~2870 y 2850 cm-! 1380 cm1 1 1| -1315 emt
il /11
Posible L NP ! g
) \ \
consecuencia de
aromaticos \
-t -~ :
N ( PR L | 0
7 ' . X ; Y " e . T V7
4000 3750 3500 3250 3000 2750 2500 22507 ° 72000 1750 1500 1250 1000 750 500
A(em?)

Figura 19: Guia de lectura grafica FTIR del ELR (SN 415)3E50160.
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| K48160 |
Huella dactilar 25
- Hibridacion C
Amida | (Ciol -1460,1440 y
~1630 cm 1380 cmt .
Amida | -
(C-0, C-N, N-H) Amidaill {N-H,
~1660 cmt CNNH)
\:154- o 15
Hibridacion C
asimétrico Cc=0 Amida 11l
~2960 y 2930 cm™? ~1750-1720 cm? ~1300-1230 cm?
\ T 1
Hibridacion C
Amida B (N-H) simétrico Posible !
~3100-3030 cm! ~2870y 2850 cm?  consecuencia de C-H
\ arométicos 131? M 1060 it
Amida A (N-H) [ 1 C-N ~1140 crt 05
-3300cm? | i~ C-H 1035 ¢t
R
B e L _ [\
sy i P ¥ s ntisous N T Mt s (AL AL ‘ ‘ 0
4000 3750 3500 3250 300 2750 2500 2250 2000 1750 1500 1250 1000 750 500
A (cm™)

Figura 20: Guia de lectura gréafica FTIR del ELR Kyglgg.

Se analizaran las bandas de absorcién por grupos para simplificar el proceso:

= Amidas: al ser consecuencia del enlace peptidico que da lugar a la cadena de protei-
nas son los mas identificativos de este tipo de moléculas. Reciben diferentes nombres
dependiendo del tipo de vibracién, las cuales se pueden observar en la siguiente figura:

\

= R N

R H R H S
LNV ( n N e

C—N c— Ca— N

o""? Nr ‘D// F 0”’// g ’o// pa
amide A amide | amide 11 amide I11

R

Figura 21: Imagen correspondiente a las vibraciones en cada tipo de amida del enlace pepti-

dico.

A continuacion se presentan asociadas a las longitudes de onda:

La amida A se encuentra en los 3300 cm L.

La amida B aparece en el entorno 3100-3030 cm™!.

La amida I es la responsable del pico de los 1660 cm™! que se solapa con la sefial
de los 1630 cm™1.

La amida IT es la razon de la senial en los 1545 em 1.

La amida III aparece en una banda entre 1300-1230 cm ™.
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Hay senales de otros enlaces consecuencias del enlace petidico como un enlace doble

C=0 en los 1750-1720 cm™! o picos en la huella dactilar en torno a los 1100 cm™!

correspondientes a uniones C=0, C-N.

= Hibridaciones del carbono: pertenecientes a las cadenas de carbono presentes en los

radicales. Se pueden identificar con los picos del entorno de los 2900 y los 2800 cm™!,

junto con una senal en la huella dactilar entre los 1450 y los 1360 cm ™.

Se puede apreciar que en general los espectros de ambos ELRs presentan los mismos picos
pero con diferente intensidad y amplitud de banda, esto puede deberse a varios factores: los
ELRs no se pes6 de manera exacta por lo que la cantidad de muestra en el sensor puede
diferer entre ambos, ademas de la diferencia notable en el nimero de AA de la cadena. La
mayor diferencia se aprecia como se mencion6é anteriormente en la huella dactilar como se
puede observar en el anexo [I|

4.0.3. Dispersion dinamica de la luz (DLS):

Tras el anélisis de los datos recogidos en el DLS, se obtiene la siguiente grafica que repre-
senta los valores del Z-average para cada relacion entre cargas de los ELR.

1000,0
900,0
800,0
700,0
600,0
500,0

400,0

Z-average / nm

300,0
200,0
100,0

0,0
1,0:0,0 1,0:0,25 1,0:0,5 1,0:0,75 1,0:1,0 0,75:1,0 0,5:1,0 0,25:1,0 1,0:0,0

Proporciones polimeros / (SN415);E50160 : K48160

Figura 22: DLS. Gréfica resultados Z-average. En el eje x se pueden observar las proporciones
de carga entre polimeros y en el eje y el valor del Z-average asociado a cada una. Grafica
realizada con los datos del anexo B

Debido a la relacion directa que existe entre el aumento de este valor y el tamano de las
particulas que se forman se aprecia que las de mayor tamano surgen de una relacién igual
entre cargas, esto probablemente se deba a que pueden establecer mas enlaces entre radicales.
Por consiguiente a medida que la relacién se hace mas desigual el tamano disminuye.
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Cabe destacar que las estructuras que conforma el ELR K48Ig0 en solitario son de mayor

tamano que las que se obtienen del (SN 415)3E50160.

Se trata de resultados fiables y representativos debido a lo pequeiia que es la desviacion

tipica en todos los resultados.

Por otro lado, estan los datos respecto al indice de polidispersién, Pdl, el cual cabe recor-

dar que ofrece informacion sobre la diferencia entre los tamanos de todas las nanoparticulas

presentes en la muestra. En las proporciones 1:0,25 y 1:0,5 se pueden observar valores menores

que 0,05 de lo que se puede deducir que todas eran de un tamano muy similar. Aunque cabe

destacar que en todos los casos los valores son menores de 0,3 por lo que todas las mezclas

dan lugar a estructuras de tamanos homogéneos.

Relacién 1:0 [1:025 ] 1:05 | 1:075 | 1:1 |075:1 | 05:1 | 0251 | 0:1
(SN 415)3E50l60:K4sl60 ’ ’ ' ’ ’ ’
PdIl 0,128 | 0,021 | 0,021 | 0,235 | 0,236 | 0,081 | 0,070 | 0,268 | 0,051
PdI2 0,128 | 0,008 | 0,032 | 0,237 | 0,255 | 0,120 | 0,062 | 0,288 | 0,051
PdI3 0,138 | 0,067 | 0,032 | 0,243 | 0,197 | 0,152 | 0,067 | 0,264 | 0,072
MEDIAS 0,131 | 0,032 | 0,028 | 0,238 | 0,220 | 0,118 | 0,066 | 0,273 | 0,058
DESVIACION 0,004 | 0,022 | 0,004 | 0,003 | 0,021 | 0,025 | 0,003 | 0,009 | 0,009

Tabla 2: Datos PdI obtenidos con DLS de las diferentes mezclas de polimeros y sus miltiples

tomas de datos.

4.0.4. Calorimetria diferencial de barrido (DSC, Differential Scanning Calori-

metry):

—1:00

—01:0,25

—1:0,5

mw

12 12,5 13 13,5 14 14,5 15 15,5 16 16,5 17 17,5 18 18,5 19 19,5 20 20,5 21 21,5 22 22,5 23 23,5 24 245 25

T/oC

1:0,75

—0,75:1

0,5:1

0,25:1

Figura 23: Agrupacion de las curvas obtenidas del analisis de cada mezcla de ELRs (relacio-

nadas por la guia de colores). Han sido desplazadas para facilitar su comparacion.
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Las temperaturas de transiciéon T; obtenidas se encuentran en la siguiente grafica de una
forma més precisa y ordenada. Se puede apreciar que en algunos casos hay dos temperaturas
en las que se observa una depresion de la curva, esto puede ser indicativo de que hay dos
temperaturas diferentes en las que se reorganizan y ensamblan, una principal donde se nota
el cambio més notable y otra secundaria. Ambas son representativas porque se vuelven a
obtener desviaciones pequenas que implican que los datos recogidos en todas las pruebas son
semejantes. Cabe destacar que todas ellas son temperaturas inferiores a 25°C, considerada
una temperatura normal de un laboratorio.

23,00

22,00 ‘

21,00 ‘

¥ I
~
© 20,00 | ]
3
= I 1
o
2 l
£ 19,00
= {

18,00

i
17,00 } } {
: : f f
16,00
1,0:0,0 1,0:0,25 1,00,5 1,0:0,75 1,0:1,0 0,75:1,0 0,5:1,0 0,25:1,0 1,0:0,0

Proporciones polimeros / (SN415);E50160 : K48160

« Picos principales « Picos secundarios

Figura 24: DSC. T;. El ’eje x’ recoge las proporciones de carga entre ELRs y el 'eje y’ el valor
de T; asociado a cada una. Grafica realizada con los datos del anexo |E|

Se pueden resaltar tres observaciones:

= En todos los casos donde ambos ELR forman parte de la muestra las T; son muy
semejantes, variando entre los 16,47°C y los 16,83°C, lo que implica menos de medio
grado de diferencia.

= La muestra con relaciéon 1:1 entre cargas negativas y positivas es la que presenta una
T menor. Esto podria ser una confirmacién de la hipotesis inicial donde se menciona la
interaccion entre las distintas cargas de los ELR como uno de los factores que favorece
el ensamblaje comun siendo necesaria menor agitaciéon térmica.

» El ELR K48I60 se desmarca de todas las deméas muestras con una T; de 18,85°C casi un
grado y medio por encima del (SN 415)3Es501g0 en solitario que presenta 17,48°C. Siendo
estas las dos temperaturas més altas. Esto puede ser consecuencia del ntimero de cargas
de igual signo, que se repelen y dificultan el autoensamblado, como el K48160 presenta
un computo mayor también necesita de mayor agitaciéon. Lo cual concuerda con la linea
argumental anterior.
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Finalmente se presenta la grafica de las entalpias. Se puede comprobar que los datos
representados corresponden a la media del drea bajo la curva de los tres ensayos para cada
caso. Es importante mencionarlo porque en este caso se aprecian desviaciones mas altas, lo
que implica datos mas dispares unos de otros, pero el calculo de esas entalpias es manual y
puede ser una explicaciéon més que razonable para estos resultados.

0,00

-2,00

Entropia/ J/g

3

-10,00
-12,00

-14,00
! 1,00,0 1,00,25 1,00,5 1,00,75 1,0:1,0 0,75:1,0 0,5:1,0 0,25:1,0 1,0:0,0

Proporciones polimeros / (SN,15);E50160 : K48160

Figura 25: DSC. Resultado entalpias H. El ’eje x’ recoge las proporciones de carga entre ELR
y el 'eje y’ el valor de H asociado a cada una. Grafica realizada con los datos del anexo |E|

Lo primero a comentar es que se trata de entalpias negativas porque el ensamblaje de
estructuras implica una liberacién de energia. Se recoge que el (SN 415)3E50lgo puro es el
que menos variaciéon de entalpia provoca mientras que la mayor aparece en proporcion 1:0,75
asumiendo que es la mas energia libera y por ende la que forma una estructura méas ordenada.
No se aprecia ninguna regularidad que permita establecer una relacién modelo entre la relacion
de las mezclas de ELR y la liberacion de energia.

4.0.5. Mineralizacion:

Los resultados de interés obtenidos durante el proceso de mineralizacion, especificamente
las estructuras a escala nanométrica que se forman, no son observables a nivel macroscopico.
Por lo tanto seré necesaria la microscopia electrénica de transmisiéon junto a las imagenes
obtenidas adjuntas en la seccion [£.0.0] para conocer el resultado integral de esta técnica.

4.0.6. Microscopia electrénica de transmision (TEM):

Las imégenes adjuntas a continuacion son los resultados de un estudio previo (referen-
ciado en [63]) donde la mineralizacion de fosfato de calcio tiene lugar en presencia del ELR

(SN 415)3E50I60 en solitario. Compararemos las imagenes obtenidas con estas.

32



Figura 26: Imagen de los resultados del estudio correspondiente a la referencia \\ sobre la

formacion de nanoestructuras de fosfato de calcio bajo la influencia de ELR de tipo estaterina.

La imagen A son las sales sin ELR, en B con E5olgo y en C con (SN 415)3E5010.

La diferencia de estructuras obtenidas en funciéon del ELR verifica lo comentado en la

introduccién sobre la importancia del dominio SN415 para obtener el resultado buscado.

Ademés de confirmar que durante el protocolo de la mineralizacion se tomé la decision correcta

al escoger el ELR (SN 415)3E50l50 como el de la carga en exceso.

0.5 Sl

Figura 27: Muestra 4. Mezcla de ELRs sobrenadante

Figura 28: El didmetro A mide 0,84 um apro-
ximadamente y el B 0,74 pm.
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El primer conjunto de imégenes
corresponde a la organizacion adqui-
rida por los ELRs (figura .

Se observa que en la mezcla de
estos se han formado nanoparticulas
de los mismos gracias al ensamblaje
las cuales estdn dispersas y no unidas
entre si.

Los tamanos son pequenos incluso
comparados con los cristales de la HA
pero como se vera mas adelante infe-
riores al resto de estructuras lo cual es
debido a que seran el ntcleo de la mi-
neralizacién de una manera semejan-



te a como se muestra en la figura [12| en la seccion [2.7.2
El siguiente conjunto de imagenes corresponde a la visualizacion de la muestra 1: el so-
brenadante de la mineralizacién en presencia de los ELRs con agitacién en el proceso.

Figura 31: La distancia A mide 1,24
Figura 30: La distancia A mide 4,44 ym y la B pm, la B mide 1,51 y la estructura C
4,56 pm. 1,37x1,53 pm.

Se observan estructuras muy densas rodeadas de fibrillas, formando estructuras parecidas
a las de la primera imagen de la figura y, si las observamos invididualmente, también
muestran similitud con las de la figura pero, ademas, estan conectadas entre ellas por
medio de las fibras tal que forman una especie de redes que dan lugar a una estructura mas
compleja. Esta diferencia puede deberse a que al interaccionar los ELR entre si los motivos
libres se orientan de una manera diferente permitiendo una mineralizacién con mas conexiones.

Los tamanos de las estructuras sencillas son, en algunos casos, casi el doble respecto a
las estructuras de ELR ensambladas més pequeiias, lo que implica un aumento considerable
del tamano tras la interaccion con los fosfatos de calcio. Ademas las imégenes junto con las
dimensiones de las conformaciones complejas nos dan a entender que es el conjunto de varias
estructuras méas simples.

Las altimas imagenes que se presentan son las tomadas a la muestra del precipitado de la
mezcla de los ELRs con los iones:
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4 :

Figura 33: La distancia A mide 6,96 ym y la B Figura 34: La distancia A mide 8,95 pym y la B
mide 9,16 pum. mide 4,70 pym.

Se aprecian estructuras semejantes a las anteriores pero con la red mas definida, donde los
nucleos estan més ordenados y unidos por las fibras de unién pero dejando espacios, lo que
implica mayor complejidad de las conexiones con un orden més especifico.

Por otro lado, ninguna iméagen obtenida muestra una estructura al completo, en oposicién
a lo que ocurria en el sobrenadante, lo que da lugar a pensar que son de grandes dimensiones
(en la escala nanométrica). Este mayor tamano seré la razon de que esten en el precipitado,
debido a un mayor peso molécular. Si se analiza la segunda imagen de la figura es una
ampliacién de la anterior que posee una escala de 2 pm, por lo que mide 16,70x22,20 pm y
aun asi se nota que es parte de una conformaciéon atin mas grande. Todo ello nos dice que
son estructuras de tamanos a los esperados si tenemos en cuenta las dimensiones de la HA:
1-7x15-200x10-80 pm.

Hay que recordar que la formacién de cristales debe ser heterogénea y no tienen por-
que tener grandes dimensiones, perderia ductibilidad y se haria méas fragil disminuyendo las
propiedades mecéanicas de la estructura total. Por ello se pueden considerar las dimensiones
obtenidas como favorables.
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5. CONCLUSIONES

La capacidad de los ELRs para autoensamblarse en complejas nanoestructuras supramo-
leculares ordenadas los convierte en una alternativa muy interesante en el campo de la in-
vestigacion biomédica ya que, ademas, presentan bicompatibilidad y rentabilidad y adquieren
funcionalidades especificas.

En este trabajo se ha presentado el estudio de la influencia que ejerce la presencia de dos
ELRs con diferente carga total en disolucién en la mineralizacion del fosfato de calcio. Para
lo que, previamente, han sido estudiadas las estructuras que conforman entre ellos.

Mediante la prueba de identificacion electroforesis SDS-Page se realizoé una estimacion del
peso molecular que coincidia con lo esperado tedéricamente en ambos casos a la vez que se
aseguro6 la pureza de las muestras y, con el FTIR, se pudo confirmar la naturaleza proteica de
las mismas.

Seguidamente se comprob6 el comportamiento de los ELRs cuando se mezclan segun
diferentes proporciones de carga. Con ayuda del DLS se obtuvo informacion del tamano de
las conformaciones surgidas, que aumentaba cuando mas se asemejaban el nimero de cargas
positivas y negativas pese a que la mayor homogeneidad de tamanos surge cuando la presencia
de cargas negativas es mayor. Por otro lado con el anéalisis DSC se lleg a la conclusion de
que la temperatura de transicién més baja correspondia a la relaciéon 1:1 de cargas. Estos
resultados son consecuencia de la interaccién entre las cargas avalando la hipotesis inicial
de que, ante diferentes proporciones de las mismas, las estructuras surgidas del ensamblaje
varian.

Finalmente, se realizé la mineralizacién en presencia de ambos ELRs y se analizaron los
productos mediante la microscopia TEM. Se observaron estructuras con un niicleo denso del
que emergen fibrillas como las imégenes de la bibliografia y similar a imagenes de HA ya
mineralizada. En las imagenes, también se observa que estas estructuras nucleadas de menor
tamano se organizan dando lugar a una red de grandes dimensiones. Siendo especialmente
interesantes las encontradas en el precipitado por su similitud al objetivo que se intenta
imitar, donde se observa una mineralizacién més compleja resultado de una mayor evolucién.

En conclusién, los resultados obtenidos revelan que la proporcién de cada polimero en
la mezcla es de gran relevancia tanto para la T; a la que comienzan a organizarse como
en el tamano de las estructuras en las que lo hacen. Por otro lado, la mezcla de polimeros
ensamblada en comparaciéon a un ELR en solitario forma nanoparticulas méas definidas cuya
union, a su vez, da lugar a redes de un tamano mucho mayor con una organizacién muy
definida que puede suponer un mayor control de la sintesis de los cristales en el futuro.

Con estos resultados se sugiere realizar la mineralizacién en presencia de otras propor-
ciones de polimeros para intentar encontrar un equilibrio entre su interacciéon y la de sus
conformaciones con los iones, ademas, siguiendo en esta linea, otra opcion es llevar a cabo
la reaccién en un medio que simule al que se puede encontrar en el cuerpo humano para
estudiar posibles aplicaciones a tratamientos. En otro camino, seria interesante probar otros
ELRs diferentes al K48I50 para estudiar, si al unirse con el (SN 415)3E50lg0, surgen otro tipo
de ensamblajes que permitan un mayor control sobre la organizaciéon de la cristalizacion.
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6. ANEXOS

Anexo A: Aminoacidos
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Figura 35: Tabla de aminoécidos con informacién sobre su peso molecular, polaridad y caracter
de pH.

Anexo B: Estructura de la hidroxiapatita

Figura 36: Estructura hidroxiapatita
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Anexo C: Estructura proteinas

Estructura secundaria Estructura cuaternaria
(una hélice) (subunidades
ensambladas)

Estructura primaria Estructura terciaria

(residuos de (cadena polipeptidica)
aminoacidos)

Figura 37: Estructura primaria, secundaria, terciaria y cuaternaria de las proteinas

Anexo D: Serie Hofmeister

N(CH,),* C,;* K* Na* Li* Mg?* Ca? Guanidinium*

SO, HPO, F- Citrate CI- NOy Br |- CIO,
Q OO Salting out  Saltin

in

Native Denatured ‘_

@\,

Figura 38: Serie Hofmeister, representacion de la influencia de algunos iones en disoluciéon en
la conformacion de estructuras por parte de los ELRs.

Anexo E: Cantidades de muestra y marker en la electroforesis
SDS-Page

muestra | marker
10 pocillos 5 4
15 pocillos 4 2,4

Tabla 3: Cantidades necesarias, en ul, de disolucién de ELR o marker en la electroforesis segtin

el namero de pocillos
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Anexo F: Guia del marker de la electroforesis

Unstained Protein Molecular Weight Marker

~ MW, kDa Protein Source
—116.0 F—galactosidase E.coi
66.2 Bovine serum albumin bovine plasma
— 45.0 Ovalbumin chicken egg white
— | — 350 Lactate dehydrogenase porcine muscle
— 25.0 REase Bsp9sl E.cofi
S —18.4 [}—lactoglobulin bovine milk
w— | ] A Lysozyme chicken eqg white

8-16% Tris-glycine SDS-PAGE

Figura 39: Pesos moleculares del marker #26610 de Thermo Fisher |\

Anexo G: Cantidades para el protocolo de electroforesis SDS-
Page en el laboratorio BIOFORGE

ONE GEL RESOLVING GEL STACKIN GEL
7.5% 10% 12% 15% 4%
1 MQ 4.10ml | 3.63ml | 3.25ml | 2.69 ml 1.585 ml
Tris1.5M | 1.88ml | 1.88ml | 1.88ml | 1.88 ml
pH 8.8
Tris 0.5 pH : . : . 625 ul
6.8
3 Acrvlamide | 1.4ml | 1.875ml| 2.25ml | 2.81ml 250 ul
40%
a SDS 10% 75 ul 75 ul 75 ul 75 ul 18.75 ul
5 Persulfate | 37.5ul | 37.5ul | 37.5ul | 37.5ul 18.75 ul
10%
6 TEMED 3.75ul | 3.75ul | 3.75ul | 3.75ul 2.35 ul

Figura 40: Componentes y sus cantidades para la realizaciéon del gel de poliacrilamida para la
Electroforesis SDS-PAGE (Datos obtenidos del laboratorio BIOFORGE)
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Anexo H: Tabla de longitudes de onda FTIR

Moléculas Numero de onda  Tipo de enlace Tipo de vibracién
(o)
Proteinas 3300 N-H (Amida A) Tension del enlace
3100-3030 N-H (Amida B) Tension del enlace
1660 C-O (Amida I) Tension del enlace
C-N Tension del enlace
N-H Flexion del enlace
1630 C=0 (AmidaI) Tension del enlace
1545 N-H (Amida II) Flexion del enlace
C-N Tension del enlace
1315 C-H Vibraciones del esqueleto
proteico
1300-1230 Amida III Mezcla compleja de
desplazamientos
1140 C-N Tension del enlace
Lipidos 2960 CH, Asimétrico Tension asimétrica del enlace
2930 CHsy Asimétrico Tension asimétrica del enlace
2870 CHs Simétrico Tension asimétrica del enlace
2850 CHs Simétrico Tension simétrica del enlace
1750-1720 C=0 Tensién del enlace
1460 CH, Asimétrico Flexién asimétrica del enlace
1440 CHs Simétrico Flexion simétrica del enlace
1380 CHsy Simétrico Flexion simétrica del enlace
1170 COC Flexion asimétrica del enlace
1060 C=0 Tension del enlace
1035 C-H Tension del enlace
Acidos nucleicos 1240 P=0 Asimétrico Tension asimétrica del enlace
1080 P=0 Simétrico Tensiéon simétrica del enlace
Carbohidratos 1170 COC Flexion asimétrica del enlace
1155 C-O Tensién y flexiéon del enlace

Tabla 4: Valores de bandas de absorcién de IR y movimientos vibracionales que las provocan
en los enlaces moleculares de mayor interés bioldgicos |74]
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Anexo I: Grafica agrupaciéon de datos FTIR
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Figura 41: Grafica comparativa de los resultados del FTIR de ambos polimeros. Guia de color:

(SN415)3E50l60 en azul y Kyglgo en naranja.

Anexo J: Datos Z-average obtenidos con DLS

Relacion 1:0 | 1:025 | 1:05 | 1:0,75 | 1:1 | 075:1 | 05:1 | 0.25:1 | 0:1
(SN 415)3E50l60:Kaslso ' ' ' 7 7 ’
Z-Avel (nm) 1525 | 207.7 | 2257 | 467.0 | 8515 | 629.4 | 111,8 | 87.8 | 1914
Z-Ave2 (nm) 152,7 | 2090 | 222.6 | 4602 | 8458 | 616.2 | 111,56 | 862 | 2015
Z-Ave3 (nm) 152,0 | 2069 | 228.2 | 4651 | 8683 | 6155 | 111,3 | 87.4 | 202,4
MEDIAS 1524 | 207.9 | 2255 | 464.1 | 855.2 | 6204 | 1115 | 87.1 | 1984
DESVIACION 03 | 08 | 20 | 25 | 83 | 55 | 02 | 06 | 43

Tabla 5: Datos Z-average obtenidos con DLS de las diferentes mezclas de polimeros

41




Anexo K: Datos DSC utilizados en las graficas de las T; obteni-

das
Relacion 1:0 | 1:025 | 1:05 | 1:0,75 | 1:1 | 075:1 | 0.5:1 | 0.25:1 | 0:1
(SN 415)3E50l60:Kasleo ’ ’ ' ’ ’ ’

T,1 (°C) 17,57 | 17,04 | 17,07 | 16,68 | 16,57 | 16,57 | 16,37 | 16,47 | 18.90

T2 (°C) 17,32 | 16,47 | 16,40 | 16,64 | 16,43 | 16,84 | 16,84 | 17,10 | 18,70

T3 (°C) 17,56 | 16,97 | 16,67 | 16,50 | 16,40 | 16,40 | 16,50 | 16,57 | 18,94

MEDIAS 1748 | 1683 | 16,71 | 16,61 | 16,47 | 16,60 | 16,57 | 16.71 | 18.85
DESVIACION 0,10 | 0,22 | 024 | 0,07 | 0,06 | 0,16 | 0,17 | 024 | 0,09

Tabla 6: Datos Temperatura de Transicion (T;) principales obtenidas con DSC de las diferentes

mezclas de polimeros

Relacion 1:0 | 1:025 | 1:05 | 1:0,75 | 1:1 | 0.75:1 | 05:1 | 0.25:1 | 0:1
(SN415)3E50l60:Kasleo | - - - ] o o T )
T1 (°C) - = 1924 | 1088 [ 2031 | 2071 | - - -
T2 (°C) - = 119,07 | 2004 | 2004 | 21,74 | - _ -
T3 (°C) - = 11987 | 2067 | 1897 | 2284 | - - -
MEDIAS - = 11939 2020 | 19.77 | 22.84 | - _ -
DESVIACION - = 1030 | 030 | 050 | 075 | - : -

Tabla 7: Datos Temperatura de Transicion (T;) secundarias obtenidas con DSC de las dife-

rentes mezclas de polimeros

Anexo L: Datos DSC utilizados en las

(H) obtenidas

graficas de las entalpia

Relacion 1:0 |1:025 | 1:05 | 1:075 | 1:1 | 0751 | 0,51 | 0.25:1 | 0:1
(SNA15)3E50l60:Kasleo | - - - ' T o T '

H1 (J/¢g) 3,50 | 9,06 | -840 | -12,62 | -7.29 | -7.93 | 10,13 | -9,34 | -7.87

H2 (J/g) 23,69 | -831 |-1026 | - |-901] -866 | -8,71 | -8.90 | -7.13

H3 (J/g) 2349 | 757 | -7.36 | -10,66 | -9.31 | -8,80 | -9,09 | -10,39 | -7.65

MEDIAS 3,56 | 8,31 | -8,67 | -11,64 | -8,54 | -846 | 931 | -9.54 | -7,55

DESVIACION 0,08 | 053 | 1,04 | 1,39 | 0,77 | 0,33 | 052 | 054 | 027

Tabla 8: Datos Entalpia (H) obtenidas con DSC de las diferentes mezclas de polimeros
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