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RESUMEN: El cultivo de células madre mesenquimales de médula 6sea humanas (bMSC) sobre
ciertos soportes puede inducir su diferenciacion espontanea hacia uno de sus linajes. El efecto
de ciertas proteinasy /o polisacaridos, componentes de la matriz extracelular de la médula ésea,
puede tener también un efecto en este sentido. Esta capacidad es muy relevante de cara a
ciertas aplicaciones en Ingenieria Tisular.

El objetivo de este trabajo ha sido el desarrollo de nuevos soportes planos funcionalizados con
biomoléculas relevantes en la composicion de la matriz extracelular de la médula dsea, en este
caso gelatina y condroitin sulfato, para el futuro analisis tanto de la adhesién como de la
proliferacién de bMSCs sobre dichos soportes.

La funcionalizacién se ha llevado a cabo mediante el método de layer-by-layer (LbL) en el que se
depositan alternativamente capas de polielectrolitos cargados positiva y negativamente,
policationes y polianiones, que se unen entre si mediante interacciones electrostaticas. En
particular, se han desarrollado soportes planos de acido poli-L-lactico funcionalizados que
exhiben en la superficie condroitin sulfato, o gelatina, construidos por LbL. En el caso de la
gelatina se ha empleado el alginato como contra-ion (Gel/Alg), mientras que en caso del
condroitin sulfato se ha empleado el quitosano (CS/Chi) y ademads se han utilizado gelatina y
condroitin sulfato como dltima combinacion (CS/Gel).

Tras dicha sintesis, se ha llevado a cabo una caracterizacién fisica de dichos soportes
funcionalizados para demostrar la presencia de las capas de polielectrolitos depositados.
Mediante microscopia electrdnica de barrido de emisién de campo se ha confirmado la
presencia del recubrimiento gracias a la visualizacion de la topografia caracteristica de la
superficie de las capas, y mediante espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier
se ha observado la presencia de los picos correspondientes a los grupos funcionales propios de
dichas biomoléculas.

Se ha analizado el espesor del recubrimiento LbL gracias a microscopia de fuerza atémica,
habiéndose observado un aumento de grosor a medida que se aumentaba el nimero de capas
depositadas. Las concentraciones de biomoléculas presentes han sido calculadas mediante
ensayos cuantitativos colorimétricos, y se han analizado las mojabilidades de las superficies
mediante la medida del dngulo de contacto.

Se ha estudiado la proliferacién de bMSC mediante ensayos de proliferacién, demostrandose
que el par CS/Gel estimula en mayor medida la proliferacion de las bMSCs. Ademas del efecto
de estas biomoléculas sobre la adhesidon temprana de las bMSCs, caracterizando la morfologia
celular y adhesiones focales mediante inmunotinciones especificas del ntcleo, del citoesqueleto
de actinay de las adhesiones focales donde esta presente la vinculina. Afirmandose una correcta
adhesion celular asociada a los soportes Gel/Alg y CS/Gel a través de la existencia de células con
una morfologia de caracter fibroblastico.

Por todo ello, se ha logrado desarrollar soportes funcionalizados con potencial para ser
empleados en el campo de la Ingenieria Tisular, en posteriores estudios de diferenciacion
espontanea de las bMSC.

PALABRAS CLAVE: Células madre mesenquimales, cultivo celular, soporte funcionalizado,
biomolécula, multicapas de polielectrolitos, layer-by-layer.



Obtaining of biomimetic supports for the expansion of mesenchymal stem cells

ABSTRACT: The culture of human bone marrow mesenchymal stem cells (bMSC) on certain
supports can induce their spontaneous differentiation towards one of their lineages. The effect
of certain proteins and/or polysaccharides, components of the extracellular matrix of the bone
marrow, may also have an effect in this regard. This capability is very relevant for certain
applications in Tissue Engineering.

The objective of this work has been the development of new flat supports functionalized with
biomolecules relevant in the composition of the extracellular matrix of the bone marrow, in this
case gelatin and chondroitin sulphate, for the future analysis of both the adhesion and the
proliferation of bMSCs on these supports.

The functionalization has been carried out by means of the layer-by-layer method (LbL) in which
layers of positively and negatively charged polyelectrolytes, polycations and polyanions are
deposited alternately, which are joined together by electrostatic interactions. In particular, flat
supports of functionalized poly-L-lactic acid that exhibit on the surface chondroitin sulfate, or
gelatin have been developed, built by LbL. In the case of gelatin, alginate has been used as a
counter-ion (Gel / Alg), while in the case of chondroitin sulfate, chitosan has been used (CS / Chi)
and also gelatin and chondroitin sulfate have been used as the last combination (CS / Gel).
After this synthesis, a physical characterization of these functionalized supports has been carried
out to demonstrate the presence of the polyelectrolyte’s layers deposited. By field emission
scanning electron microscopy the presence of the coating has been confirmed thanks to the
visualization of the characteristic topography of the layers surface, and by means of Fourier
transform infrarred spectroscopy, the presence of the peaks corresponding to the functional
groups of these biomolecules has been observed.

The thickness of the LbL coating has been analyzed thanks to atomic force microscopy, having
observed an increase in thickness as the number of layers deposited increased. The
concentrations of biomolecules present have been calculated by quantitative colorimetric
assays, and the wettability of the surfaces have been analyzed by measuring the contact angle.
The proliferation of bMSC has been studied through proliferation assays, demonstrating that
the CS /Gel pair stimulates to a greater extent the proliferation of bMSC. In addition, the effect
of these biomolecules on the early adhesion of bMSCs has been studied, by characterizing cell
morphology and focal adhesions by specificimmunostainings of the nucleus, actin cytoskeleton
and focal adhesions where vinculin is present. Affirming a correct cell adhesion associated with
the supports Gel/Alg and CS/Gel through the existence of cells with a fibroblastic morphology.
For all these reasons, it has been possible to develop functionalized supports with the potential
to be used in the field of Tissue Engineering, in subsequent studies of spontaneous bMSC
differentiation.

KEY WORDS: mesenchymal stem cells, cell culture, functionalized support, biomolecule,
polyelectrolyte multilayer, layer-by-layer.
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1. INTRODUCCION
1.1. CULTIVO DE CELULAS MADRE MESENQUIMALES

Las células madre mesenquimales (MSC, de su nombre en inglés Mesenchymal Stem Cells) son
aquellas células multipotentes estromales con origen en el mesodermo y en las crestas neurales
(Kangari et al., 2020). Pueden ser aisladas de gran variedad de tejidos como son la médula dsea,
tejido adiposo, musculo, higado fetal, cordon umbilical, pdlipos endometriales, tejido dental,
fluido sinovial, piel y leche materna, entre muchos otros (Ullah et al., 2015). Se caracterizan por
ser células plasticas adherentes con morfologia de fibroblasto cuando se cultivan, ademas de
expresar marcadores especificos de superficie mesenquimales tales como CD73, CD90 y CD105
(Kangari et al., 2020).

El concepto fue introducido por primera vez por Alexander Friedenstein hace medio siglo,
describiendo una poblacidn de células derivadas de la médula ésea que eran diferentes a la
poblacién de células madre hematopoyéticas (HSC) y que ademds eran osteogénicas in vivo y
clonogénicas in vitro. Posteriormente, se demostrd la capacidad de estas mismas células de
renovarse, formar colonias y diferenciarse in vitro (Sheng, 2015).

Las MSCs cuentan con la capacidad de diferenciarse tanto en células del mesodermo, tales como
osteoblastos, adipocitos y condrocitos (figura 1); como del ectodermo, en el caso de células
neurales; y del endodermo, como hepatocitos (Kangari et al., 2020).

Los tres tipos celulares de origen mesodérmico tienen en comun su formacion por el
mesodermo de placa lateral somatico (LPM), pero se ha de tener en cuenta que no todas las
células asociadas a las MSCs tienen dicho origen, ya que las crestas neurales de las que también
provienen las MSCs tienen origen ectodérmico, por ejemplo (Sheng, 2015).
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Figura 1. Células madre mesenquimales (MSC) con la capacidad para diferenciarse en células
mesodérmicas (Mills et al., 2020).

Estas células tienen una serie de papeles distintivos in vivo como son el potencial de
diferenciacidn, la secrecién de factores tréficos y las propiedades inmunoreguladoras. Secretan
factores de crecimiento y citoquinas, como el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF),



el factor de crecimiento transformante 8 (TGF- B) e interleuquinas, con lo que logran sus efectos
paracrinos (Kangari et al., 2020). Estas sustancias son secretadas una vez las MSCs alcanzan
tejidos dafiados e interactian con estimulos locales, como la hipoxia o las citoquinas
inflamatorias, con el fin de reparar estos tejidos y regenerarlos (Fernandez and Fernandez,
2016).

Ademas, cuentan con la habilidad de modular la respuesta inmune gracias a la represion de la
proliferacién inadecuada de células T, la maduracion de células dendriticas (DC), la activacién
de células B y la activacion de la respuesta citotoxica mediante células NK (Kangari et al., 2020).
Esta funcidn la pueden realizar a través del contacto célula-célula y/o a través de la secrecién de
factores, pudiéndose agrupar sus funciones inmunomoduladoras en tres grupos: siendo
hipoinmunogénica, modulando el fenotipo de células T e inmunosuprimiendo el ambiente
(Fernandez and Fernandez, 2016).

Las MSCs suelen ser aisladas basandose en su capacidad de adhesion a las superficies plasticas,
usandose un método de gradiente de densidad de Ficoll con su posterior sembrado en placa.
Llegan a ser cultivadas in vitro en 8-15 pases, esto corresponde a 25-40 duplicaciones de
poblacién (Fernandez and Fernandez, 2016). Para ello se usan diferentes medios de cultivo como
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium), DMEM-F12, aMEM, DMEM-LG (Low Glucose),
DMEM-HG (High Glucose) y RPMI (Roswell Park Memorial Institute). El medio de cultivo principal
se suplementa con 10% de suero fetal bovino (FBS), suero fetal de ternero (FCS) o suero de
ternero recién nacido (NBCS). La concentracion de oxigeno, ademas del medio y sus
suplementos, también afecta a la capacidad proliferativa de estas células (Ullah et al., 2015).
Uno de los retos mas importantes en el cultivo de dichas células madre es lograr obtener un
numero adecuado de células, ya que éstas pierden sus capacidades proliferativas y entran en
senescencia tras varios pases debido a la disminucién de la actividad telomérica.
Independientemente, si se cultivan durante largos periodos de tiempo también llegan a mutar
y disminuye su multipotencialidad, por lo que células mas tempranas cuentan con capacidades
de diferenciacién mayores (Ullah et al., 2015).

Se ha demostrado que pueden mantenerse indiferenciadas al ser cultivadas en soportes
tridimensionales hechos de geles naturales e hidrogeles basados en alginato, gelatina, agarosa,
colageno, quitosano, acido hialurdnico y glicosaminoglicanos (GAGs) (Kangari et al., 2020).

En cambio, si se quiere provocar su diferenciacién a lineas mesodérmicas, se emplean medios y
suplementos especificos. La diferenciacion a adipocitos se induce gracias a suplementar al
medio de crecimiento con dexametasona, indometacina, insulina e isobutil-metil-xantina
durante 3 semanas. Para su diferenciacion a osteocitos, se cultivan las células con acido
ascorbico, B-glicerofosfato y dexametasona durante 3 semanas, con el objetivo de lograr la
expresion de factores de diferenciacién osteogénica como son las proteinas morfogenéticas
dseas (BMP), como BMP2 o BMP6. Y para llegar a condrocitos, el medio DMEM se suplementa
con insulina-transferrina-selenio, acido linoleico, acido selenoso, piruvato, ascorbato 2-fosfato,
dexametasona y factor de crecimiento transformante R-l o B-IIl (TGF- Bl o TGF- Blll) (Ullah et al.,
2015).

1.2. LA MATRIZ EXTRACELULAR Y SU EFECTO SOBRE LAS MSCs

La matriz extracelular (ECM) es el componente celular que se encuentra en la totalidad de los
tejidos conectivos y que, dependiendo del tejido al que pertenezca, tendra una composicion
determinada. Estad formado por agua y una red tridimensional altamente organizada y compleja
de biomoléculas secretadas por las células entre las que se pueden encontrar los GAGs vy las
proteinas fibrilares, como el colageno. Las proteinas se encargan de proporcionar la estabilidad
y la resistencia a los esfuerzos de los tejidos donde se hallan. En cuanto a los
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glicosaminoglicanos, son polisacaridos polianiénicos cuya funcién es la de relleno,
proporcionando asi una hidratacion y lubricacién a los tejidos (Assungdo et al., 2020).

La ECM proporciona un microambiente que estimula comportamientos celulares como la
adhesién celular, migracion, proliferacion y diferenciacion, entre otros. Estas actividades
celulares pueden ser reguladas por diferentes métodos, como la unién de las proteinas de la
ECM a los receptores celulares (integrinas), la respuesta celular generada a los estimulos
mecdanicos como la elasticidad de la matriz, y la presencia en la matriz de citoquinas y factores
de crecimiento que regularan las actividades celulares (Carvalho et al., 2019).

El cultivo de las MSCs requiere de un microambiente especializado que mantenga su capacidad
de proliferacién, manteniendo al mismo tiempo su multipotencia, y que, en ocasiones, favorezca
su diferenciacion en respuesta a determinadas sefiales. Este microambiente normalmente
cuenta con componentes de la matriz celular, células accesorias y factores de transcripcion
(Chen et al., 2007).

In vivo, las MSCs residen dentro de las grietas de huesos sumergidos en sangre y entre varios
tipos de células con las que se relacionan intensamente. En concreto, la médula dsea que alberga
las MSCs, contiene una gran variedad de componentes concretos como son distintos tipos de
células (células hematopoyéticas, células estromales, adipocitos, elementos vasculares y células
nerviosas simpaticas) rodeadas de elementos fibrosos generados por las células estromales,
colageno |, lll, IV, V y VI, fibronectina, laminina y otras proteinas de adhesién, ademas de
proteoglicanos y glicosaminoglicanos de alto peso molecular como sindecano, perlecan, acido
hialurénico y miembros de la familia de los proteoglicanos pequefios ricos en leucina incluyendo
biglicano y decorina (Chen et al., 2007).

En las aproximaciones in vitro, pese a que lo mas comun para su cultivo ha sido el uso de
proteinas de la matriz que favorecen la adhesion celular y la diferenciacién, como el colageno,
la fibronectina o la laminina, este uso exclusivo de las proteinas no reproduce fielmente la
composicion, la funcidn, la microestructura, y la arquitectura deseada de la ECM nativa. Por ello,
la sintesis de una matriz sobre un soporte sintético puede facilitar las actividades celulares al
combinar las sefales bioldgicas con un soporte mecanico adecuado (Carvalho et al., 2019).
Ademas, los GAGs poseen caracteristicas como la no toxicidad, biodegradabilidad,
citocompatibilidad y capacidad para realzar la adhesion y el crecimiento de las células de
mamifero, que hacen a estas biomoléculas excelentes candidatos para ser usados como
biomateriales y asi imitar las propiedades bioquimicas y biomecdnicas de la ECM (da Camara et
al., 2019).

Con este fin, en el campo de la ingenieria tisular, se llevan a cabo distintas estrategias, como la
funcionalizacion de soportes de cultivo con determinadas proteinas que se unan
especificamente con receptores celulares; la adicién de factores de crecimiento que favorezcan
la adhesion, proliferacion y promuevan la diferenciacion; o la variacién de las propiedades
mecanicas de los biomateriales, como la elasticidad o la rigidez, que también influencian la
actividad celular (Mills et al., 2020).

Las propiedades mecanicas del soporte del cultivo son fundamentales para su implantacion y su
eficacia in vivo (Silva et al., 2013). Dado que la topografia y la quimica superficial afectan a la
adhesidn celular y a la proliferacién, las propiedades mecanicas del soporte de cultivo como son
la capacidad de adsorcién de agua, rugosidad, rigidez, carga superficial y composicidon quimica,
son cruciales para asegurar la viabilidad celular. Asi, todas estas propiedades del soporte pueden
ser modeladas con el propdsito de proveer un ambiente que se asemeje al de la ECM de las
MSCs para con ello optimizar su respuesta celular (da Camara et al., 2019).
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Por ello, muchos estudios han analizado la influencia de cultivar MSCs sobre soportes sintéticos
gue presentan tanto proteinas como GAGs. El equipo de Yang et al. (2009) realizé un estudio
analizando a las MSCs cultivadas en soporte plano de gelatina, como proteina, y alginato, como
GAG, tanto in vitro como in vivo. Las MSCs se adhirieron y proliferaron adecuadamente tanto in
vivo como en la implantacién in vitro de los soportes y ademas su capacidad de renovacién fue
similar en ambos ambientes (Yang et al., 2009). En el estudio realizado por Pacelli et al. (2018)
también se estudié la respuesta de las MSCs al ser cultivadas por estas mismas biomoléculas, y
se pudo comprobar la eficacia de los soportes favoreciendo la adhesién y la proliferacién celular,
debido a que las MSCs mostraban una morfologia alargada en forma de huso propia de células
adheridas al sustrato de manera adecuada (Pacelli et al., 2018).

1.3. FUNCIONALIZACION DE SOPORTES DE CULTIVO

Los soportes de cultivo pueden obtenerse a partir de materiales naturales o sintéticos. Los
biomateriales de origen natural, como el colageno, la gelatina, el quitosano, se suelen usar como
soportes, pero tienen la limitacidon de que varian mucho de lote a lote y es dificil procesarlos
para modular sus propiedades fisicas y superficiales. En cambio, los sintéticos, como el acido
poli-L-lactico (PLLA), son mas reproducibles, se puede disefiar su microestructura de forma muy
versatil y adaptar sus propiedades a lo que se requiera en el cultivo. Una limitacidén es que no
presentan secuencias que las células sean capaces de reconocer por lo que imitan en menor
medida el nicho de las células que los biomateriales de origen natural (Richbourg et al., 2019).

Las células se unen a través de sus receptores de integrinas a las biomoléculas de la ECM,
reconociendo especificamente secuencias que haran que se adhieran a la superficie. Los
materiales naturales suelen proveer los componentes de la ECM que tienen dichas secuencias
gue son requeridas para la adhesidn celular y para proporcionar un ambiente favorable. Por ello,
la presencia de biomoléculas en el soporte de cultivo juega un papel esencial en la promocion
de las funciones celulares, y para lograr su presencia en los soportes de cultivo sintéticos
podemos funcionalizar la superficie de estos (Niemczyk-Soczynska et al., 2020). La
funcionalizaciéon de superficies hidrofébicas se puede realizar por métodos fisicos y quimicos.

1.3.1. METODOS DE FUNCIONALIZACION QUiMICOS

Logran una superficie hidrofilica mejorada gracias a la modificacion de atomos o moléculas por
reacciones quimicas. Una vez se modifica la superficie, permanece siempre modificada por la
creacion de enlaces covalentes estables entre la superficie de cultivo y las biomoléculas. Para
ello se requieren dos pasos: exponer al exterior grupos funcionales como -OH, -NH,, -COOH, que
se requieren para las reacciones; y la formacién de los enlaces covalentes entre estos grupos
funcionales de la superficie y las biomoléculas (Niemczyk-Soczynska et al., 2020). Hablamos aqui
sblo de alguno de estas rutas de sintesis mas relacionadas con nuestro trabajo.

1.3.1.1. AMINOLISIS

Incorpora grupos amina libres a la superficie, gracias a la formacion de enlaces covalentes entre
el grupo especifico de la superficie y el grupo amina del otro extremo de la diamina usada para
la funcionalizacién. Esta diamina puede ser 1,6-hexanodiamina o etilendiamina entre otras. La
reaccion se debe realizar en condiciones muy controladas de concentracion de diamina,
temperatura, pH y tiempo. Se puede usar como tratamiento Unico en la funcionalizacién, pero
normalmente se usa como intermediario a un paso de inmovilizacién proteica de factores de
crecimiento, colageno, etc (Niemczyk-Soczynska et al., 2020).



1.3.1.2.  HIDROLISIS

En general, adhiere los enlaces éster a grupos -OH y -COOH en la superficie. Puede ser hidrdlisis
acida o basica, que como la amindlisis requieren condiciones muy controladas y ademas sirve
como paso intermedio a la inmovilizacidon proteica.

La 4cida usa acidos organicos, como el acido acético o el acido lactico, y acidos minerales, como
H>S04 O HCI. En resumen, se forman grupos -OH, -COOH y -R-O-R’ como resultado del desglose
de los grupos -OOH por unién al O, del H,0.

En la basica, mas comunmente elegida, se emplean hidréoxidos metdlicos alcalinos como NaOH
o KOH. El OH" reacciona con los grupos de la superficie C-O, C-O-C y C=0, generando grupos
hidrofilicos como -COOH y -OH (Richbourg et al., 2019).

1.3.1.3. ENLACES COVALENTES

Se funcionaliza la superficie mediante la activacién quimica previa de los reactivos de la
superficie tratada y la posterior unién covalente con la biomolécula deseada, tales como
colageno, hidroxiapatita, quitosano o fibrina (Oliveira et al., 2015). Se emplea el enlace
covalente en el entrecruzamiento de biomoléculas a una superficie, provocando la unién
covalente entre una molécula deseada con un grupo funcional colgante en la superficie. De esta
manera funciona el entrecruzamiento de carbodiimida, en el que se permite unir los grupos
amina generados en la superficie del soporte con grupos carboxilo de las biomoléculas que se
pretenden unir covalentemente, o al revés (Richbourg et al., 2019).

1.3.2. METODOS DE FUNCIONALIZACION FiSICOS

Son una alternativa a los métodos quimicos ya que permiten superar las desventajas de estos.
No modifican las propiedades mecanicas de la superficie, el proceso no debe ser controlado
exhaustivamente y hay ausencia de riesgos de degradacion hidrolitica. Ademas, no requieren
reactivos toxicos, lo que permite que el método no produzca trazas de reactivos remanentes en
la muestra que puedan llegar a liberarse durante el cultivo y ser citotoxicos pese a los procesos
de purificacién. Por otro lado, estdan basados en interacciones fisicas, como interacciones
electrostaticas, que normalmente son inestables y temporales (Oliveira et al., 2015).

1.3.2.1. ADSORCION

Se rocia o se sumerge el soporte en una soluciéon de la biomolécula deseada. Por tanto, se
produce la adhesion de esta biomolécula a la superficie por fuerzas electrostaticas, hidrofdbicas
o de van der Waals. En estos procedimientos se usan una gran variedad de soportes, siendo el
elegido para este trabajo el PLLA, y las biomoléculas adsorbidas suelen ser proteinas,
polisacaridos o factores de crecimiento. Este tipo de funcionalizacién mejora la capacidad
celular de reconocer los receptores de la superficie e incrementa su adhesidn a la superficie
modificada. Su limitacidn, como se ha mencionado anteriormente, es su temporalidad, dado
que las fuerzas de unién se rompen con la simple adicion de solventes polares (Niemczyk-
Soczynska et al., 2020).

1.3.2.2. MULTICAPAS DE POLIELECTROLITOS O LAYER-BY-LAYER

El layer-by-layer (LbL) es un tipo especifico de funcionalizacion fisica que se basa en el principio
de la adsorcién de biomoléculas de carga opuesta. De este modo, se depositan alternativamente
las capas de polielectrolitos de carga opuesta, logrando asi un revestimiento auto-ensamblado
con las propiedades deseadas. Las capas de polielectrolitos suelen ser de materiales naturales,
como proteinas o polisacdridos, que son cargadas positiva o negativamente segun el pH de la
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disolucién. Asi, mayoritariamente se producen interacciones electrostaticas entre los
polielectrolitos cargados positiva y negativamente durante la deposicidn sucesiva, como puede
observarse en la figura 2. En algunos casos, la unidon también se puede producir por otros tipos
de interacciones como los puentes de hidrégeno (Niemczyk-Soczynska et al., 2020).

Figura 2. Representacion grdfica del recubrimiento obtenido tras la realizacion de proceso
Layer-by-Layer. llustracion creada con Biorender.com

Para aplicar las capas suelen usarse tres métodos: inmersién, centrifugado y pulverizacién. La
mas usada, y la empleada en este trabajo, es la primera. Los polielectrolitos se encuentran en
disolucién y se va sumergiendo al soporte en un orden determinado tantas veces como capas
se quiera generar. Dado que los reactivos se encuentran en disolucion, hay poca pérdida de
estos, al contrario que el resto de los métodos de aplicacidn. Los polielectrolitos escogidos para
las capas catidnicas suelen ser aquellos con exceso de grupos amina, que en medio acido se
protonan formando grupos NHs*; la eleccion de los anidnicos puede variar, pero siempre
poseeran una ratio positivo electron-protén debido a su carga negativa (Keeney et al., 2015).

En este trabajo se ha escogido este tipo de método de funcionalizacidn debido a sus multiples
ventajas, como son la ausencia de modificaciones en las caracteristicas del soporte, es
facilmente realizable desde el punto de vista del procesamiento, es universal para cubrir gran
variedad de materiales y las biomoléculas depositadas estan protegidas de la desnaturalizacion
para evitar la pérdida de las funciones que ofrecen (Niemczyk-Soczynska et al., 2020). Las
técnicas de realizacion del LbL se pueden combinar para lograr una mejor versatilidad, dando la
capacidad de generar revestimientos con espesores determinados, concentraciones de
biomoléculas determinadas y dar estabilidad al revestimiento (Keeney et al., 2015). La Unica
limitacion es que ambas, soporte y capas depositadas de electrolitos, deben estar cargadas
previamente a la realizacién del proceso. Para ello, se modifica el pH de las disoluciones de
polielectrolitos para darles carga, y se usan métodos quimicos como la amindlisis o la hidrdlisis
alcalina para dar carga a la superficie del soporte (Niemczyk-Soczynska et al., 2020).

1.4. FUNCIONALIZACION POR LAYER-BY-LAYER

Como se ha dicho anteriormente, el método LbL ha ido ganando un interés considerable gracias
a sus multiples ventajas, como son su versatilidad y su facilidad de realizacién. Ademas, debido
a la gran cantidad de materiales disponibles para la técnica y la capacidad de poder recubrir
tanto sustratos planos como material particulado, se ha producido un crecimiento exponencial
en la investigacidn sobre esta técnica (Campbell and Vikulina, 2020). También cabe destacar que
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este método no requiere de equipamiento sofisticado ni de reacciones quimicas complicadas
para la deposicidon de las capas sucesivas (Silva et al., 2016). Por todo ello, ha sido la técnica
elegida para la realizaciéon de este trabajo.

1.4.1. POLIELECTROLITOS

Dependiendo de la naturaleza de los polielectrolitos, las multicapas pueden ser generadas a
partir de materiales naturales, sintéticos o de una mezcla de ambos. Las obtenidas de materiales
sintéticos tienen ventajas como la versatilidad en cuanto a su estructura quimica, los procesos
de sintesis permiten introducir grupos cargados positiva o negativamente y también ajustar los
pesos moleculares y la flexibilidad e la cadena a los requerimientos de la formacién de las
multicapas. Pese a todo ello, suelen ser no biodegradables, los productos de su degradacién
pueden ser dafiinos y no presentan secuencias reconocibles por las células. En cambio, los
naturales son frecuentemente biocompatibles, biodegradables, bioactivos, similares con los
tejidos bioldgicos, es facil dotarlos de la carga necesaria modificando el pH del medio. Sus
desventajas principales son su disponibilidad limitada, dispersibilidad, bajas propiedades
mecanicas o baja estabilidad en la solucién final (Silva et al., 2016).

Dado que los biomateriales representan el componente basico de los scaffolds usados en
ingenieria tisular, el material ideal tiene que ser biocompatible, biodegradable y tener
propiedades mecanicas favorables. Para lograr un soporte plano adecuado, en este trabajo se
han seleccionado tres pares de polimeros naturales: gelatina (Gel) y alginato (Alg), quitosano
(Chi) y condroitin sulfato (CS) y gelatina y condroitin sulfato.

El Chi, Alg y CS se encuentran dentro del grupo de los polisacaridos. Estos permiten a las
multicapas imitar mas fielmente a la matriz extracelular, a la vez que estimular respuestas
celulares concretas (Silva et al., 2016). El Alg es un biopolimero glicosidico producido
industrialmente por algas marinas marrones, formado por acido gulurénico y 4cido manurénico.
Es usado debido a su biocompatibilidad, biodegradabilidad, ademas de su bajo precio y
abundancia (Zhang et al., 2020). Se ha empleado en combinaciéon con la gelatina con el fin de
incrementar su resistencia, su capacidad de adhesion celular o su capacidad de diferenciacién
osteogénica (Yan et al., 2017).

El Chi es un biopolimero de aminopolisacéridos extraido de crustaceos que se obtiene de la
desacetilacidn parcial de la quitina en medio alcalino. Se emplea debido a que tiene la misma
estructura que los GAG caracteristicos de la ECM, permitiendo su biocompatibilidad,
biodegradabilidad y su capacidad para promover la adhesién celular, proliferacion vy
diferenciacidon osteogénica. En cambio, tiene unas propiedades mecanicas pobres lo que
requiere su empleo con otros biopolimeros que aporten esta resistencia mecanica, como por
ejemplo el CS (Zhang et al., 2020).

El CS es un GAG que también abunda en la ECM. Es el responsable, en muchos casos, de la
resistencia mecanica de tejidos gracias a la repulsién electroestatica de sus grupos sulfato, lo
gue le hace especialmente atractivo para su uso en regeneracion dsea. Ademas, desempefia un
papel en procesos bioldgicos incluyendo la morfogénesis o la reparacion de heridas (Criado et
al., 2016).

La Gel se obtiene por la hidrdlisis parcial de colagenos de origen animal y presenta por tanto la
secuencia de union celular RGD (arginina, glicina y aspartato) propia de los colagenos. Es uno de
los biopolimeros mdas versatiles y tiene la habilidad de promover la adhesién celular,
proliferacién y diferenciacién. Se ha empleado como alternativa a los colagenos debido a sus
numerosas ventajas, como es su alta solubilidad, siendo esta una limitacidon importante que
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tienen los colagenos, su alta flexibilidad, es menos inmunogénico y retiene mas sitios de union
celular que el colageno (Zhang et al., 2020). Ademas, es un componente crucial de la ECM de los
tejidos conectivos. Una de sus principales desventajas es su baja fuerza mecanica, por lo que se
requiere su uso con otros biopolimeros, como el Alg (Criado et al., 2016).

Las propiedades de los recubrimientos LbL hechos de materiales naturales dependen de su
estructura y de los parametros de realizacién. Dependiendo del pH del medio, estos materiales
actuan como polielectrolitos, ademas son dependientes de la constante de disociacién 4acida
(pKa) de sus grupos reactivos. Para especies polianidnicas, como son el Alg y el CS en este trabajo,
los grupos carboxilicos presentan una pK, alrededor de 3-5, mientras que los grupos sulfato a
0,5-1,5. En las especies policatidnicas, como la Gel y el Chi, los grupos cargados son los grupos
amina con una pK, de 6,5-10. Asi, los polielectrolitos se pueden agrupar en dos grupos: aquellos
con cargas permanentes en disolucion (fuertes), y aquellos cuya carga es dependiente del pHy
de la fuerza idnica del medio débiles (Silva et al., 2016).

1.4.2. FACTORES INFLUYENTES EN EL RECUBRIMIENTO POR LBL

Factores como el pH o la concentracion salina pueden modificar la conformacidn, la ionizacion
y la estructura del polielectrolito. Por ello, ligeros cambios en el pH de las disoluciones o en la
concentracién salina del medio puede causar cambios drasticos en la carga electrostatica de los
polielectrolitos, lo que es esencial para su interaccion y para el crecimiento del recubrimiento.
Afadir una concentracion salina excesiva puede llegar a compensar todas las cargas presentes
en el polielectrolito, mitigando las interacciones entre las proteinas y por ello no permitiendo el
crecimiento de la multicapa. De modo que se puede controlar el grosor de la capa segun la
concentracion salina de la disolucién. De igual manera, el cambio de pH puede llegar a producir
una alteracién en la adsorcion sucesiva de las capas. La adsorcidn y el grosor de la capa formada
por un polielectrolito fuerte se puede ajustar controlando la concentracién salina, mientras que
para el polielectrolito débil se controla por variaciones en el pH dado que la densidad de carga
de este es dependiente del pH (Alotaibi et al., 2018). Se ha visto que bajos valores de pH tienden
aincrementar el grosor de las capas, debido a la asociacidn con el incremento de grupos amonio
ionizados en el polication débil (da Camara et al., 2019).

Ademas de estos dos factores mencionados, también adquieren importancia la concentracion
del polielectrolito y el tiempo dedicado a la inmersion. Se requiere el uso de disoluciones
concentradas para lograr que haya suficiente carga en la capa depositada que invierta la carga
opuesta de la capa anteriormente depositada. Esta concentracién es variable entre
polielectrolitos y va a depender de la solubilidad y la densidad de carga en el medio de la
disolucién de recubrimiento. En cuanto al tiempo dedicado a la deposicion de la capa, se ha
demostrado que alrededor de 15 minutos de inmersidn para cada capa permite una éptima
deposicién (Alotaibi et al., 2018).

El par Gel/Alg se ha empleado para varios aspectos, como para la creacion de scaffolds de
liberacion de MSCs en sitios de regeneracién de tejidos en el estudio realizado por Yang et al.
(2009), ademas para la liberacidon controlada de farmacos como el antibidtico gentamicina
mostrado por el estudio de Ratanavaraporn et al. (2018). En este ultimo estudio se lograron
espesores de capa de 8,2-9,4 um depositando dos bicapas de gelatina 0,1 % (w/v) y alginato
0,1% (w/v) durante tiempos de inmersién de 1 minuto.

El par CS/Gel ha sido utilizado en la sintesis del scaffold ideal para su uso en ingenieria tisular
Osea estudiado por Yan et al. (2017), en este articulo se emplearon concentraciones de 1 % (w/v)
de CSy 2% (w/v) de Gel con tiempos de inmersion de 30 minutos. También fue empleado por
Criado et al., 2016, con concentraciones de 1 % (w/v) para Gely 1 % o0 2,5 % (w/v) para CS, con
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inmersiones de 15 minutos en cada polielectrolito y lavados de 3 minutos para obtener 5 bicapas
de un hidrogel sensible a la temperatura.

El LbL del par CS/Chi se ha usado en preparaciones de 0,15 % (w/v) con inmersiones de 10
minutos en cada polielectrolito y lavados de 5 minutos para obtener 10 bicapas, en el caso de
Silva et al. (2013). Su objetivo era la creacién de un soporte 3D para la adhesion, proliferaciony
diferenciacion condrogénica de MSCs. También se han usado para generar scaffolds de
regeneracion dsea (Park et al., 2013), o para emplearse en contacto con sangre debido a su
potencial antimicrobiano y su eficiente endotelizacion (Imbir et al., 2020). En este ultimo articulo
se emplearon soluciones de 1 mg/mL de CS y 0,5 mg/mL de Chi para llegar a un film de 24
bicapas, logrando espesores de hasta 343 nm tras el entrecruzamiento.

Con el fin de aumentar la interaccion entre capas y con ello su estabilidad, se realiza un
entrecruzamiento usando agentes como la 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC)
gue se usa juntamente con N-hidroxisuccinimida (NHS), usados ambos en la realizacion de este
trabajo. Este entrecruzamiento mejora, ademas de la estabilidad, la adhesion celular y la
proliferacién dado en que las capas mas blandas se adhieren menos las células (Campbell and
Vikulina, 2020). Este entrecruzamiento quimico altera las interacciones entre los grupos
funcionales de los polimeros, por ello se aplica para regular la estabilidad y las propiedades
fisicoquimicas (Imbir et al., 2020).

En el estudio realizado por Pacelli et al. (2018) se analizaron diferentes densidades de
entrecruzamiento con EDC/NHS en recubrimientos de gelatina y alginato para comparar sus
propiedades mecdnicas, liberacion controlada de farmacos y proliferacion celular. Se demostré
que, al nivel medio de entrecruzamiento estudiado, el tiempo de gelificacidn, la capacidad de
hinchamiento, la degradabilidad, la rigidez, la capacidad de liberacion de proteinas y la adhesion,
proliferacién y diferenciacién osteogénica de células madre adiposas eran los &ptimos
comparados con el nivel mas elevado y bajo de entrecruzamiento (Pacelli et al., 2018).

Para el par quitosano/condroitin sulfato, el entrecruzamiento genera una disminucion en la
rugosidad de la superficie del film, disminuye la capacidad de absorcion de agua, ademas de
aumentar su rigidez (Imbir et al., 2020).

1.4.3. DINAMICA DEL RECUBRIMIENTO

El crecimiento de la multicapa se puede producir por dos tipos de régimen: el crecimiento lineal
y el crecimiento exponencial. El primero implica un recubrimiento que va creciendo linealmente
con cada capa depositada, por lo tanto, el grosor incrementado en cada deposicién permanece
constante a lo largo del proceso. El segundo involucra una multicapa cuyo grosor va aumentando
exponencialmente en cada paso de deposicion, siendo el espesor de cada capa mayor que el de
la anterior. El crecimiento lineal se produce solo con polielectrolitos fuertes, que generan capas
muy ordenadas con grandes fuerzas de interaccidn entre ellas, ya que la carga del polielectrolito
afiadido sobrecompensa la carga ya depositada y permite la deposicidn de la capa siguiente. En
cuanto al crecimiento exponencial, ocurrira si al menos uno de los dos polielectrolitos usados es
capaz de difundir a través de las capas, es decir, cuanto mas débil sea la interaccidn entre ambos,
mas facil es la difusidn, causando el crecimiento exponencial (Campbell and Vikulina, 2020).

La temperatura de las disoluciones es un factor facilmente ajustable para modular el grosor de
las capas, simplemente subiendo o bajando la temperatura mientras se prepara el
recubrimiento. Pese a que normalmente se realiza el LbL a temperatura ambiente, si se aumenta
la temperatura en multicapas de crecimiento lineal se produce un aumento en la fluidez de las
capas, llegando a alcanzar un régimen de crecimiento exponencial. Dado que este aumento de
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temperatura genera una estructura mas permeable que permite una difusion mas rapida de las
moléculas. Se ha de tener en cuenta que después de un nimero determinado de capas el
crecimiento cambia de exponencial a lineal, debido a la difusion limitada dentro de las capas
cuanto mas grosor tenga la multicapa (Alotaibi et al., 2018).

Por todo lo expuesto anteriormente, en este trabajo se va a realizar un estudio del efecto de la
Gel y el CS sobre la adhesién y proliferacidon de células madre mesenquimales de médula dsea
cultivadas sobre soportes que presenten dichas biomoléculas en su superficie. Para ello se busca
la produccién de soportes planos biomiméticos de PLLA que exhiban en la superficie CS o Gel,
funcionalizados por LbL.
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2. OBIJETIVOS

Este Trabajo Fin de Grado se ha llevado a cabo en el ambito de un proyecto mas extenso que
desarrolla un modelo de enfermedad del mieloma multiple (MM). Se busca cocultivar células
tumorales con células madre mesenquimales de médula ésea, bMSCs, y con osteoblastos,
propios de su entorno. Debido a que los medios de -cultivo inductores de la
diferenciacion osteogénica pueden ser incompatibles con el crecimiento de las células
tumorales, este proyecto busca lograr que el cultivo de bMSC sobre ciertos soportes induzca su
diferenciacidon espontdnea hacia su linaje osteogénico. Ciertas proteinas y polisacaridos, como
la gelatina y el condroitin sulfato, componentes de la matriz extracelular de la médula dsea,
pueden tener un efecto en este sentido.

Por ello, como estudio preliminar, este trabajo se ha centrado en estudiar el efecto de la gelatina
y el condroitin sulfato sobre la adhesion y proliferacion de bMSCs. Se propone sintetizar
soportes planos funcionalizados por layer-by-layer en el que se depositan alternativamente
capas de moléculas cargadas positiva y negativamente, que se unen entre si mediante
interacciones electrostaticas.

Mediante esta propuesta, se busca cumplir los objetivos detallados a continuacion:

1. Desarrollar el protocolo y la produccién de soportes que exhiban en la superficie CS, o
Gel, construidos por LbL. En el caso de la gelatina, emplear el alginato como contra-ion;
en caso del condroitin sulfato, emplear el quitosano; y emplear gelatina y condroitin
sulfato como ultima combinacién.

2. Automatizar el protocolo del recubrimiento de forma que se facilite en el futuro generar
recubrimientos con nimeros elevados de capas.

3. Determinar las caracteristicas superficiales que permitan distinguir la presencia del
recubrimiento y confirmar la presencia de sus componentes, ademas de caracterizar
fisicamente los distintos recubrimientos.

4. Estudiar el efecto de estas biomoléculas sobre la adhesion temprana de las bMSCs,
caracterizando la morfologia celular y las adhesiones focales.

5. Estudiar la proliferacion de bMSCs cultivadas sobre los soportes en medio basal.
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3. MATERIALES Y METODOS
3.1. SINTESIS DE SOPORTES FUNCIONALIZADOS POR LAYER-BY-LAYER

Se ha trabajado en la obtencion de soportes de acido poli-L-lactico (PLLA) funcionalizados por
layer-by-layer (LbL) con recubrimientos de los pares Gelatina/Alginato (Gel/Alg), Condroitin
sulfato/Quitosano (CS/Chi) y Condroitin sulfato/Gelatina (CS/Gel).

3.1.1. OBTENCION DE FILMS DE ACIDO POLI-L-LACTICO

Se obtuvieron films de acido poli-L-lactico, por el método de solvent casting o evaporacién del
disolvente, y se sometieron a un tratamiento de amindlisis para presentar grupos amina en su
superficie. De esta manera, al sumergirlos en un medio acido, los grupos amina se protonan
formando grupos NHs+, y la superficie presenta la carga positiva sobre la que se depositara la
capa del polianién determinado. Tras la capa del anion, se deposita el catiéon especifico y se
repite el proceso tantas capas como se requiera para el LbL.

Primero, se realizé una disolucidn al 5% w/v de acido poli-L-lactico INGEO 4042D (NatureWorks)
en diclorometano estabilizado con aproximadamente 50 ppm de amileno CL0329 (Scharlab). Se
dejé en agitador mecanico overnight a temperatura ambiente en recipiente cerrado para evitar
la evaporacion del disolvente. La disolucidn se vertié en una placa Petri de 30 mm de didmetro,
y se llené a media altura (+ 5 mm) para facilitar la separacion del film una vez secado. Se colocé
tapa de manera que quedase espacio para que el disolvente se evaporase y se dejo evaporar
overnight el disolvente lentamente. Tras su obtencion, se midié el grosor de las diferentes
muestras con un micrémetro.

Tras la sintesis del film de PLLA, se realizd la amindlisis para protonar su superficie, como se
representa en la figura 3, siguiendo el protocolo descrito por Ferreira et al. (2016). Se trato el
film durante 30 minutos en una disolucién de 1,6-hexanodiamina (Sigma-Aldrich) a 0,06 g/ml
en 2-propanol (Scharlab) a T ambiente (25 °C). Tras esto, se lavd con abundante agua y se dejé
a secar a vacio en un desecador overnight.

H (H /—Amine
H H H H

H
v i /\ PLLA film

[ ]

H

Figura 3. Representacion grdfica del resultado del proceso de amindlisis, obteniéndose un
film de PLLA protonado por grupos amina. llustracion creada con Biorender.com

3.1.2. RECUBRIMIENTO LAYER-BY-LAYER

Una vez realizada la amindlisis, se comenzd el LbL para cada par de polielectrolitos (Gel/Alg,
CS/Chi y CS/Gel) con el objetivo de obtener films que en su superficie presenten gelatina o
condroitin sulfato. La capa primera en ser depositada debia ser la del polianion (alginato o
condroitin sulfato) para que interactuase con la capa de aminas protonadas ya presentes en el
film.
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Siguiendo el protocolo descrito por Ratanavaraporn et al. (2018), en el caso del par Gel/Alg,
primero se realizaron dos disoluciones de gelatina (Gelatin from porcine skin, type A, Sigma-
Aldrich) y alginato de sodio (Sigma-Aldrich) con un 1 mg/ml del polielectrolito
correspondiente en una disolucién de NaCl (Panreac) 0,01 M ajustado a pH 7.

En el caso del par CS/Chi, se usaron condroitin sulfato de cartilago de tiburdn (Sigma-Aldrich) y
quitosano de conchas de cangrejo (Sigma-Aldrich), y se siguieron los pasos expuestos por Imbir
et al. (2020). El condroitin sulfato a 1 mg/ml se disolvié en NaCl 0,15 M ajustado a pH 5,5. El
quitosano, previamente a disolverlo en NaCl 0,15M ajustado a pH 5,5, tuvo que ser predisuelto
en una disolucidn de 4cido acético glacial al 1 % v/v (Scharlab). Teniendo una concentracion final
de 0,5 mg/ml.

Para el par CS/Gel se siguieron los mismos procedimientos correspondientes a cada uno de los
polielectrolitos

Todas las disoluciones anteriores se dejaron en agitador mecanico overnight y luego se filtraron
para eliminar impurezas con filtro de 0,45 um de nylon.

El procedimiento para realizar el LbL se representa en la figura 4. Primero se sumergié el film en
la solucion del polianion determinado al pH adecuado durante 10 minutos. Para eliminar las
cadenas de polimero no unidas del sustrato, después de cada proceso de deposicidn, los
sustratos se lavaron en un agua Milli-Q ajustada al pH de la solucién anterior dos veces durante
un total de 5 minutos y por uUltimo se realizd una inmersién en la solucién del polication al pH
determinado durante 10 minutos. El proceso se repitid hasta conseguir 10 bicapas con los
polielectrolitos Gel o CS exhibiéndose en la superficie.

Con el fin de llevar a cabo este procedimiento, se programa la impresora 3D Original Prusa i3
MK3S+ para llevar a cabo los movimientos de inmersién del film en cada disolucion de manera

| N

ALG 0 CS (Img/mL) AGUA MILLI-Q AGUAMILLI-Q GEL (1mg/mL) o CHI (0,5mg/mL)
pH7055 pH7055 pH7055 pH7055
10° 2,5 25 10

CS Tmg/mL AGUAMILLIQ GEL1mg/mL  AGUA MILLI-Q

pH 5.5 pH 5.5 pH7 pH7
10 5 5 10

Figura 4. Representacion esquemadtica del proceso de inmersién de los films de PLLA para la
obtencion de los recubrimientos LbL. llustracion creada con Biorender.com
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3.1.3. ENTRECRUZAMIENTO

Tras el LbL, se realizé un procedimiento de entrecruzamiento de las capas para compactar el
recubrimiento y aumentar la estabilidad del soporte, siguiendo el protocolo expuesto por Imbir
et al. (2020). Para el entrecruzamiento se utilizaron N-hidroxisulfosuccinimida (NHS) 98% vy 1-
etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) (Sigma-Aldrich). Estas moléculas son un
intermediario de la reaccion de entrecruzamiento, facilitando la reaccién entre un grupo amina
del polication (Gel o Chi) y un grupo carboxilico del polianion (CS o Alg), generando un enlace
amida, como se puede ver en la figura 5.

Los agentes quimicos se prepararon en una solucién de NaCl 0,15 M ajustada a pH 5,5 y luego
se mezclaron en una relacidon de volumen de 1:1 directamente antes de la incubacion. En los
experimentos se utilizaron concentraciones finales de EDC 260 mMy NHS 100 mM. La
incubacién del film en la mezcla se realizé overnight a 4°C.

Posteriormente, se elimind el NHS/EDC mediante una combinacién de acido 4-(3-hidroxietil)
piperazina-1- etanosulfénico (HEPES) 10 mM (Scharlab) y solucion de NaCl 0,15 M (ajustando la
mezcla a pH 7,4). Se llevé a cabo un procedimiento de lavado en dos etapas, en el que las
peliculas, en primer lugar, se aclararon dos veces durante una hora con agitacién lenta. La
segunda etapa incluyo el lavado tres veces durante 10 minutos. Una vez acabado el lavado, los
films se volvieron a lavar con agua Milli-Q con el objetivo de eliminar cualquier sal restante en
su superficie. Para almacenar los films se dejaron en desecador.

Figura 5. Representacion grdfica del proceso de entrecruzamiento entre las cadenas de
polielectrolitos del recubrimiento, credndose un enlace amida por la reaccion entre un grupo
carboxilico y un grupo amina. llustracion creada con Biorender.com

3.2. CARACTERIZACION FiSICA DE SOPORTES FUNCIONALIZADOS POR LAYER-BY-LAYER
3.2.1. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO DE EMISION DE CAMPO (FESEM)

Se empled el microscopio electréonico de barrido de emisién de campo (FESEM) de la marca
Zeiss, modelo Ultra 55, facilitado por el Servicio de Microscopia Electrénica de la UPV. Este
microscopio permite un estudio de la superficie de los soportes gracias al barrido de un haz de
electrones sobre la muestra y su captacion por un detector.

Los films se recubrieron con platino, mediante un protocolo estandar de 90 segundos. Se
empled un potencial de aceleracién de 1kV para evitar los dafios posibles causados por el haz
de electrones en la superficie de la muestra.
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De este modo, se obtuvieron fotografias de la superficie de cada soporte recubierto de Gel/Alg,
CS/Chio CS/Gel y de la muestra sin recubrir de PLLA, que nos permitieron demostrar la presencia
del recubrimiento y sus topografias caracteristicas.

3.2.2. ANGULO DE CONTACTO

Se empled la medida del angulo de contacto consistente en el calculo del angulo que forma una
gota de liquido cuando entra en contacto con la superficie de un material, mediante el uso del
equipo de medida de angulo de contacto OCA 20 (Dataphysics). De esta manera, dependiendo
de la fuerza de adhesién que ejerza la superficie, la gota se vera mas o menos atraida y el angulo
resultante serd mayor o menor a 90°. Asi, se midieron los recubrimientos de Gel/Alg, CS/Gel,
CS/Chi junto con PLLA sin recubrir para estudiar la mojabilidad de cada material usando gotas
de 3pL de agua Milli-Q.

3.2.3. ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJOS POR TRANSFORMADA DE FOURIER
(FTIR)

Se empled la espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR) para obtener un
espectro de transmitancia de luz infrarroja caracteristico para cada material que permite
diferenciar la presencia de los grupos funcionales propios de este. Asi, se pretendié diferenciar
los espectros de las muestras de PLLA sin recubrir de aquellas con recubrimientos de Gel/Alg,
CS/Chi o CS/Gel.

Las medidas se tomaron en un espectrometro ALPHA-FTIR (Bruker) en modo de reflectancia
total atenuada, ATR, desde 4000 a 400 cm™, con una resolucién de nimero de onda de 4 cm™.

Se empled el software OPUS (FTIR Software, Bruker) para obtener los espectros de transmitancia
que luego graficados por el software OriginPro 8.0 (Northampton, United States). De esta
manera, se obtuvieron graficas compiladas para cada muestra recubierta comparada con la
muestra sin recubrir de PLLA.

3.2.4. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE CONDROITiIN SULFATO

Para determinar la concentracion de CS presente en los soportes de CS/Chi y CS/Gel con 10
bicapas se empled el kit B1000 Blyscan (Biocolor). Se trata de un ensayo cuantitativo de
colorimetria que analiza GAGs sulfatados como el CS. Brevemente, el colorante a usar es el 1,9-
dimetilmetileno azul que se une especificamente a las cadenas de GAGs, generando un
compuesto insoluble que después es recuperado y solubilizado mediante un reactivo de
disociacion. Esta solubilizacidon genera un cambio de color dependiente de la concentracion del
GAG vy cuantificable mediante un espectrofotometro. Mediante el empleo de una curva con
concentraciones conocidas del glicosaminoglicano en cuestidn se obtiene la concentracién total
de GAGs presente en la muestra de interés.

Se troquelaron los soportes en discos de 8 mm de diametro (3 réplicas por condicion CS/Chi,
CS/Gel y PLLA sin recubrir como control negativo). Tras esto, se prepard una curva de calibrado
empleando una solucién de condroitin sulfato, siendo los puntos de dicha curva 0, 1, 2,3,4y5
pg. Se afiadid 1 mL de blyscan dye reagent a cada muestra y se incubd durante 30 minutos en
agitacion.

Después, se centrifugd el dye reagent a 13000 rpm durante 10 minutos para obtener un
precipitado morado. Se eliminé el sobrenadante y se afiadieron 0,5 mL del dissociation reagent.
Se agité durante 10 minutos para favorecer la liberacion del Cs unido al 1,9-dimetilmetileno azul.
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Por ultimo, se pipetearon 100 uL por muestra en una placa de 96 pocillos y se midi6 la
absorbancia a 660 nm empleando el espectrofotémetro de placas VICTOR multilabel plate
reader (Perkin-Elmer) y se obtuvieron los datos de absorbancia gracias al software Wallac.

3.2.5. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE GELATINA

Del mismo modo, para establecer la concentracion de gelatina que se hallaba en los soportes
con recubrimientos Gel/Alg y CS/Gel se usé el kit BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher
Scientific). Este ensayo de colorimetria permite cuantificar la cantidad de gelatina en dichas
muestras gracias a la reaccién de reduccidn del Cu?* a Cu'* generada por las proteinas en medio
alcalino y a la deteccidn colorimétrica del complejo de color morado intenso formado por la
unidn de este Ultimo ién Cu?* con el dcido bicinconinico (BCA). Mediante el empleo de una curva
con concentraciones conocidas de gelatina se obtiene la concentracion total de la misma
presente en la muestra de interés.

Mediante el empleo de 3 discos de 8mm de didmetro por cada condicién (PLLA, Gel/Algy CS/Gel)
se realizd este ensayo siguiendo las instrucciones del fabricante. Brevemente, se incubaron las
muestras con el reactivo de trabajo durante 2 horas a 37°C. Pasadas estas 2 horas, se pipetearon
100 uL por muestra en una placa de 96 pocillos y se midid la absorbancia a 562 nm empleando
el espectrofotémetro de placas VICTOR multilabel plate reader (Perkin-Elmer) y se obtuvieron
los datos de absorbancia gracias al software Wallac.

3.2.6. MICROSCOPIA DE FUERZA ATOMICA (AFM)

Se utilizé la microscopia de fuerza atémica, AFM, con el fin de obtener informacién sobre el
grosor de cada tipo de recubrimiento. El ensayo se basa en practicar un corte en el
recubrimiento que llegue hasta el sustrato, pero no penetre en él. El barrido en el AFM midiendo
la topografia de la superficie permite una medida muy precisa del espesor. Para ello fue
necesario realizar los recubrimientos LbL sobre soportes de vidrio en los que no penetra la
cuchilla con la que se corta el recubrimiento.

Se empled el modelo Bruker Multimode 8 operando en modo tapping, junto con una punta de
silicio modelo Bruker RFESPA con una frecuencia resonante de 75 kHz, un resorte constante de
3 N/my una velocidad lineal fijada en 2 um/s. La longitud libre de oscilacion de 700 mV se aplicd
modificando la amplitud de impulso. Se mantuvo una ratio entre el punto de ajuste de amplitud
y la amplitud libre de 0,85. Para el andlisis de las imagenes tomadas por AFM, el software
NanoScope Analysis v1.50 (Bruker, Madrid, Espafia) fue empleado. Las medidas fueron
realizadas por José Carlos Rodriguez Hernandez, Profesor Ayudante Doctor del departamento
de Termodinamica Aplicada de la UPV, en el servicio de microscopia de la UPV.

Para la realizacién del AFM se prepararon los recubrimientos de LbL sobre vidrio. Se siguié el
protocolo explicado por Zhou et al. (2015). Brevemente, se limpiaron los cubreobjetos de vidrio
(@ 12mm) con 0,5 M NaOH (Scharlab) en 96 % etanol (Scharlab) durante 2 horas seguido de un
enjuagado extensivo con agua destilada. Se secaron los cubreobjetos mediante secado con
etanol absoluto.

Se utilizé polietilenimina (PEl) adsorbida sobre el vidrio como capa con carga positiva que
permitiese el anclaje de las sucesivas capas del LbL. La PEI (750 kDa, Sigma-Aldrich) se disolvié
en 0,15M NaCl ajustado a pH 7,4 en una concentracién de 5 mg/mL. Los soportes de vidrio se
sumergieron en esta disolucidon durante 15 minutos y tras esto se lavaron los vidrios con una
disolucién de 0,15M NaCl ajustada a pH 7,4 tres veces durante 5 minutos. Posteriormente, se
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siguieron los pasos del LbL, comenzando con el polianiéon, hasta llegar a 10 bicapas en cada
combinacion de polielectrolitos.

3.3. CARACTERIZACION BIOLOGICA

Se realizaron cultivos in vitro con células madre mesenquimales humanas de médula dsea
(bMSC, Promocell, Germany) para estudiar la respuesta bioldgica de los distintos pares de LbL
en términos de adhesion y proliferacion. Se estudié la adhesion celular sobre los diferentes
soportes a 3 horas, asi como el efecto sobre la proliferacién de las bMSC a 1, 3 y 7 dias.

3.3.1. EXPANSION CELULAR

Las células madre mesenquimales presentes en un criovial se descongelaron pipeteando 1 mL
de su contenido en 9 mL de Mesenchymal Stem Cell Growth Medium 2 (Promocell)
suplementado con Supplement for Mesenchymal Stem Cell Growth Medium 2 al 10 % v/v y
Penicilina/estreptomicina (P/S) al 1 % v/v, atemperado a 37°C. Se centrifugé a 250 g (1200 rpm)
durante 5 minutos, se elimind el sobrenadante y se resuspendio el pellet en 2 mL de medio
Promocell. Se realizé un recuento de densidad celular mediante la cdmara Neubauer de acuerdo
con la siguiente ecuacion (Ecuacién 1):

Células _ N2 de células vivas totales

4 . o
= 8 (cuadrantes) x10*(factor de dilucién Neubauer)

[Ecuacion 1]

Se afiadieron 8 mL de medio Promocell a la suspension celular de 2 mLy se sembrd la suspension
celular a una densidad de 4000 cells/cm? en flascones T75 tratados para su expansion.

Tras esto, se realizé un cambio de medio a las 24h por medio de expansidn, el que se empled
mas tarde para el cultivo de las células sobre los films recubiertos. Siendo el medio de expansion
medio DMEM high glucose (4.5 g/L) w/o L-Glutamine w/o Pyruvate (Biowest L-0101)
suplementado con 10 % v/v de Suero Fetal Bovino (FBS), 1 % v/v de Non-Esential AminoAcids
(NEAA 100X), 1 % v/v de Sodium Pyruvate (100 mM) y 2 % v/v de Antibiotic Mix (L-glutamina
(200 mM), P/S (10.000 U/mL), Fungizona (250 ug/mL) en proporciones 150:100:12,5).

Se realizé otro cambio de medio a las siguientes 24h por medio de starving (medio de expansion
con tan solo un 1% v/v de FBS) y se dejo overnight (12-14h), para sincronizar el ciclo celular.

El ultimo cambio de medio se realizo tras estas 12-14h, por medio de expansion de nuevo, para
lograr la reactivacion del metabolismo celular y se mantuvo 3h antes de tripsinizar las células
para su siembra.

3.3.2. ESTERILIZACION DE LOS FILMS

Primeramente, se realizo la esterilizacion de los materiales. Para ello, se sometieron los films de
PLLA previamente troquelados (8 mm @) y marcados a una esterilizacion con rayos UV durante
30 minutos para cada cara. Se realizaron 3 lavados de los films con el buffer salino DPBS
(Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline) estéril durante 5 minutos en agitacion.

3.3.3. COATING DE FIBRONECTINA SOBRE LOS FILMS

La fibronectina (FN) es una glucoproteina abundante en la matriz extracelular que se une tanto
a proteinas de la membrana plasmatica, como son las integrinas, ademas de unirse a varias
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moléculas de la matriz extracelular, como la gelatina o algunos glicosaminoglicanos. Por tanto,
ejercen de unidén entre las moléculas de la matriz con las moléculas de la membrana celular. De
modo que realizamos un coating de FN sobre cada film, previo a la siembra de las células sin
emplear suero, para asegurar que la Unica adhesion que realiza la célula es con esta proteina o
con los ligandos presentes en la gelatina del propio sustrato y no con otras proteinas del medio
de cultivo.

Previo a la siembra, se realizd un coating de FN sobre una cara de los films, con una disolucidon
de FN a 20 pg/mL (Fibronectin from human plasma, Sigma-Aldrich). Se afiadieron 70 uL sobre la
superficie de cada film y se incubd 1h a temperatura ambiente. Tras esto, se realizaron dos
lavados con DPBS para eliminar la fibronectina no adsorbida sobre la superficie y se colocaron
los films en los pocillos de una placa p48.

3.3.4. SIEMBRA SOBRE LOS FILMS

Cuando las células alcanzaron el 80 % de confluencia se tripsinizaron para sembrarlas sobre los
biomateriales. Para tripsinizar, se retiré el medio de cultivo del flascén y se lavé con 8 mL de
DPBS previamente atemperado a 37°C. Tras esto, se afiadieron 3 mL de tripsina/EDTA
previamente atemperada a 37°Cy se dejé incubar 5 minutos a 37° C. Luego, se afiadieron 6 mL
de medio de expansidn con FBS para bloquear la tripsina, se recuperd la suspensién celular y se
centrifugd 5 minutos a 250g (1200 rpm). Se resuspendid el pellet en 5 mL de medio de expansién
sin FBS y se realizd un recuento empleando la cdmara Neubauer.

Tras el recuento, se obtuvo una suspensién celular con el nimero de células necesario para los
ensayos posteriores de adhesion y de proliferacidon, en los que se emplearon densidades
celulares de siembra sobre los diferentes soportes de 10.000 células/cm?. Se depositaron 100
uL de estas suspensiones celulares, en medio sin FBS, sobre la superficie de los films colocados
en la placa p48. Pasadas 3 horas una vez producida la adhesidn de las células sobre los soportes,
se afiadié medio con FBS al 10 % v/v hasta completar los 300 L.

3.3.5. ENSAYO DE PROLIFERACION

El ensayo de proliferacion MTS es un ensayo de colorimetria que permite la cuantificacion de
células viables, basandose en la reduccién del reactivo MTS (3-(4,5-dimetilltiazol-2-il)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolium), generando un compuesto coloreado,
llamado formazan, soluble en el medio de cultivo. Solamente las células metabdlicamente
activas pueden realizar esta reaccidon gracias a su enzima deshidrogenasa dependiente de
NAD(P)H. La absorbancia de este compuesto coloreado se mide con un espectrofotémetro a 490
nm, resultando ésta proporcional a la cantidad de células viables.

Para la realizacion de este ensayo se empled el MTS Cell Proliferation Assay Kit (Biovision). Se
emplea medio de cultivo sin rojo fenol para evitar que el color del medio afecte a la lectura de
la absorbancia.

La proliferacion se estudid a 1, 3 y 7 dias, empledandose los siguientes tipos de recubrimientos:
PLLA sin recubrimiento, PLLA recubierto de CS/Chi, PLLA recubierto de Gel/Alg y PLLA recubierto
de CS/Gel y cubres de vidrio como control adicional. Se usaron 4 réplicas bioldgicas por material
y por tiempo, junto con 1 réplica por material y por tiempo sin células como control de la
absorbancia del material del film.

Una vez finalizado el tiempo de cultivo indicado para cada muestra, se retird el medio de los
cultivos y se realizaron dos lavados con 500 plL/pocillo de DPBS a las células sembradas sobre los
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materiales para eliminar restos de medio. Tras esto, se afiadieron 250 ul/pocillo de reactivo
MTS (medio DMEM sin rojo fenol 10 g/L (Dulbecco’s Modified Eagles Medium-low glucose
powder, Sigma-Aldrich) + 1:10 reactivo MTS), dejando en incubacion 2 h a 37°C. Después de la
incubacidn, se leyo la absorbancia en una placa p96, depositando 70 uL por muestra. Para ello
se realizaron tres lecturas (réplicas técnicas) por réplica bioldgica y se leyd la absorbancia a 490
nm 0.1 s con un lector de placas VICTOR 3 multilabel plate reader (Perkin EImer) y se obtuvieron
los datos de absorbancia gracias al software Wallac.

Con el fin de poder obtener el nimero total de células viables, se sembraron distintos pocillos
gue contenian un numero de células conocido, generando asi una curva de calibrado que
permitid comparar la absorbancia obtenida para cada muestra con la recta de calibrado,
obteniéndose el nimero total de células vivas para los dias estudiados.

3.3.6. INMUNOFLUORESCIENCIA DE COMPONENTES CELULARES

Con el objetivo de visualizar tres componentes (nucleo celular, citoesqueleto de actina y
adhesiones focales con vinculina) de las células cultivadas sobre los diferentes tipos de films, se
emplearon los marcadores fluorescentes DAPI, faloidina y el anticuerpo monoclonal anti-
vinculina, respectivamente. Con el fin de poder observar cémo se adaptan las células
morfolégicamente al entorno impuesto y asi estudiar su adhesion al sustrato. El DAPI (4',6-
diamino-2- fenilindol) es un marcador fluorescente que se une a los nucleos de las células y asi
emite fluorescencia en la zona azul del espectro visible, debido a su habilidad para atravesar las
membranas celulares y tras esto adherirse a las regiones con alta cantidad de adenina y timina
en las cadenas de DNA. La faloidina es un péptido que se marca con el fluorocromo
tetrametilrodamina logrando una sonda de actina filamentosa que marca a estas estructuras
con un color rojo. El anticuerpo monoclonal anti-vinculina procedente de ratén se une
especificamente a la vinculina de las adhesiones célula-sustrato y célula-célula. Mediante un
marcaje inmunofluorescente indirecto usando el anticuerpo secundario marcado con
fluorocromo Alexa Fluor 488 goat anti-mouse, se logran visualizar las adhesiones focales de las
células con un color verdoso.

Para este ensayo de adhesion a 3 horas se emplearon 5 tipos de films: PLLA sin recubrimiento,
PLLA recubierto de CS/Chi, PLLA recubierto de Gel/Alg y PLLA recubierto de CS/Gel y
cubreobjetos de vidrio como control adicional. Se emplearon tres réplicas por cada tipo de
soporte.

Pasadas las 3h se fijaron las células del cultivo de adhesidn. Para ello, se eliminé el medio de
cultivo y se realizaron 3 lavados con 500 BIL/pocillo de DPBS no estéril atemperado a 37°C. Se
elimind el DPBS del ultimo lavado y se afiadieron 500 uL/pocillo de paraformaldehido (Panreac)
al 4 % v/v. Tras esto, se incubd 15 minutos a temperatura ambiente y después se realizaron 3
lavados con DPBS no estéril. Por ultimo, se retiré el DPBS del ultimo lavado y se afadié 500 pL
de azida sédica al 0.05 % en DPBS. Una vez alcanzado este punto, se conservaron las muestras
a 4°C hasta realizar la inmunofluorescencia.

Para realizar la inmunofluorescencia, primero se realizaron 3 lavados de 5 minutos con DPBS
para eliminar los restos de azida sddica. A continuacion, se realizo la permeabilizacién con el fin
de permitir la entrada de los marcadores dentro de las células, para ello se afiadieron 100 (L de
permeabilization buffer, que contiene 0.1 % de Triton X-100 (Sigma-Aldrich) en DPBS, y se incubé
durante 10 minutos. Tras esto, se elimind el buffer de permeabilizacién con ayuda de papel junto
con 3 lavados de 5 minutos con DPBS y se realizd el bloqueo afiadiendo 100 uL de blocking buffer
DPBST (DPBS + 0.1 % de Tween-20 (Sigma-Aldrich)) con 1 % w/v de Albumina de suero bovino
(BSA) (Sigma-Aldrich)) durante 1 hora, con el objetivo de bloquear posibles sitios de unién

19



inespecifica del anticuerpo. Se elimind el buffer de bloqueo con ayuda de papel y se incubaron
las muestras overnight en cdmara hiumeda a 4°C con 100 pL del anticuerpo primario (Mouse
Monoclonal antibody to vinculin, Sigma-Aldrich V-9131) diluido 1:300 en PBST + 1 % BSA.
Después de esta incubacion, se elimind el anticuerpo primario y se lavaron las muestras 3 veces
con 0.1 % Tween-20 en DPBS durante 5 minutos. Posteriormente, se incubaron las muestras con
el anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 goat anti-mouse (Thermo Fisher Scientific) (Dilucion
1:700) en DPBST + 1 % BSA y se anadio también Actin Red 555 Ready Probes Reagent (Thermo
Fisher Scientific), siguiendo instrucciones del fabricante, para visualizar el citoesqueleto de
actina, afiadiendo los dos a la vez en tampdn de bloqueo. De estos, se afiadieron 100 uL por
muestra y se incubd durante 1 h en cdmara hiumeda a temperatura ambiente. Por ultimo, se
lavaron las muestras 5 veces con DPBS + 0.1 % Tween-20 durante 5 minutos en oscuridad y se
afiadieron 30 plL de medio de montaje Vectashield con DAPI (Vector Laboratories), incubando
20 minutos antes de observar en el microscopio de fluorescencia.

Se tomaron fotos con el microscopio de fluorescencia Nikon Eclipse 80i a 60 X con aceite de
inmersién. Alrededor de 30 células por condicion fueron analizadas mediante el software de
analisis de imagen CellProfiler 4.1.3 (Broad Institute), realizando una cuantificacién tanto de las
areas como de las circularidades de las células, empleando la férmula de la circularidad que se
muestra a continuacién (Ecuacion 2) y obteniendo valores entre 0y 1, siendo 1 una circularidad
perfecta.

. . 4mArea .,
Circularidad = ———— [Ecuacion 2]
Perimetro?

3.4. ANALISIS ESTADISTICO

Todos los resultados se expresan como promedio + desviacion estandar. El analisis estadistico
se harealizado con el software GraphPad Prism 9 (Graphpad software, California, United States).
Para el estudio estadistico de todos los datos obtenidos en este trabajo, se ha realizado el test
de normalidad Shapiro-Wilk. Si la hipétesis de normalidad es aceptada para el conjunto de datos
analizado se ha realizado un test paramétrico, en caso contrario se ha llevado a cabo uno no
paramétrico. En los casos donde se comparan 3 0 mas grupos, se ha realizado un estudio de la
varianza one-way ANOVA, para las tests paramétricos; o Kruskall-Wallis, para los no
paramétricos. Comparando 2 grupos se realizd un t-test como andlisis paramétrico, o un test de
Wilcoxon Mann-Whitnney como no paramétrico. Se establecidé un intervalo de confianza del
95% para aceptar diferencias significativas entre grupos (p-value <0.05). Los diferentes valores
de p-value obtenidos se han representado en las graficas realizadas mediante los simbolos ns,
* Rk HEck g x*EX. correspondientes a los valores 0.1234, 0.0332, 0.0021, 0.0002 y <0.00001
respectivamente.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. FABRICACION DE LOS SOPORTES FUNCIONALIZADOS

Este proyecto se ha centrado fundamentalmente en la fabricacién de soportes de acido poli-L-
lactico funcionalizados por layer-by-layer con recubrimientos de los pares Gelatina/Alginato,
Condroitin sulfato/Quitosano y Condroitin sulfato/Gelatina, de manera que presentasen
gelatina (en los pares Gel/Alg y CS/Gel) o condroitin sulfato (en el par CS/Chi) en su superficie y
asi estudiar el efecto de dichas biomoléculas sobre la adhesidn y proliferacidon de células madre
mesenquimales de médula dsea. Ademds, hemos llevado a cabo una caracterizacién, tanto fisica
como bioldgica, para asi obtener soportes biomiméticos que permitan la expansion de bMSCs
sobre estos.

Primeramente, se obtuvieron los films de PLLA como soportes para llevar a cabo el
procedimiento de LbL posteriormente. En la Tabla 1 se recogen las diferentes medidas del grosor
inicial de dichos films. El PLLA se ha usado como soporte por razén instrumental, por ser un
polimero biocompatible, biodegradable y de facil manejo, ampliamente utilizado en Ingenieria
Tisular como soporte de cultivo. La importancia del estudio recae en los diferentes tipos de
recubrimientos depositados por LbL, no del material empleado como soporte.

Estos films fueron aminolisados posteriormente con el fin de lograr que su superficie presentase
carga positiva que permitiese la deposicidon de la primera capa del polianién en el proceso de
LbL, credndose las interacciones electroestaticas necesarias para ello.

Tabla 1. Medidas del grosor de los soportes de PLLA previo a su funcionalizacion. Medidas en
um.
Muestra 1 2 3
Grosor (um) 275 107 158

Tras esto, se continud con la funcionalizacién de estos films mediante el método LbL detallado
en el apartado 3.1.2 y con el entrecruzamiento del recubrimiento resultante, explicado en el
apartado 3.1.3. Primeramente, fueron empleadas las biomoléculas gelatina y condroitin sulfato
junto con sus contra-iones, alginato y quitosano respectivamente, debido a varias razones. Por
una parte, debido a la intencién de estudiar el efecto de Gel y CS sobre la adhesiéon vy
proliferacién de bMSCs, era necesario generar recubrimientos completos, es decir, tener
sistemas en los que Gel y CS se alternasen con otro componente de carga opuesta del que no se
esperase una respuesta celular, por eso se prepararon recubrimientos Gel/Alg, con gelatina
como policatién y alginato como polianién a pH 7, y con su Ultima capa de Gel; y del par CS/Chi,
con condroitin sulfato como polianidn y quitosano como policatién a pH 5,5, y con su ultima
capa de CS.

Por otro lado, se seleccionaron estos pares debido a que se buscaba un crecimiento exponencial
del recubrimiento que permitiese un grosor mucho mayor del que se pudiese obtener de un
crecimiento lineal, y por ello, como ya se ha explicado previamente, era necesario contar con
polielectrolitos con interaccion débil que permitiese su difusion a través de capas causando este
crecimiento exponencial (Campbell and Vikulina, 2020). De esta manera, con un grosor de
recubrimiento mayor se permite la realizacion de un mayor numero de ensayos de
caracterizacidn fisicos y cabria la posibilidad de generar, en un futuro, un recubrimiento auto
sostenido que pueda separarse del soporte de PLLA con un numero elevado de bicapas
depositadas.
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Con el entrecruzamiento quimico posterior entre los componentes del recubrimiento, se
buscaba aumentar la estabilidad del recubrimiento compactandolo, y favoreciendo ademas la
posterior adhesién celular dado que mantiene mas fuertemente adherida a la fibronectina al
recubrimiento.

Inicialmente se realizaron films de 5 bicapas con los pares Gel/Alg y CS/Chi, posteriormente se
aumentd el nimero de bicapas a 10 y se afiadié un nuevo par Gel/CS, con la intencion de
estudiar el efecto de un recubrimiento con dicha combinacidn no planteada anteriormente. Para
realizar el protocolo de LbL con los diferentes nimeros de bicapas y de una manera auténoma
y escalable a mayor nimero de bicapas, se programé la impresora 3D Prusa i3 MK3S+. Como
puede observarse en la figura 6, se dispuso de este tipo de impresora 3D para colocar los
distintos vasos de precipitados con las disoluciones de polielectrolitos donde se sumergiria el
film de PLLA sujetado por una pinza (figura 6, a). De esta manera, se disefid un soporte donde
ubicar los vasos de precipitados de una manera controlada y asi evitar posibles oscilaciones de
estos vasos (figura 6, b). Ademas, se emplearon dos tipos distintos de pinzas que sujetarian el
film de PLLA (figura 6, c) asi como los vidrios nombrados en el aparado 3.2.5 (figura 6, d) y que
realizaria los movimientos de inmersidn en los sucesivos vasos de precipitados. Todas las piezas
fueron fabricadas por la propia impresora 3D, con la ayuda de Ricardo Pérez, técnico de
laboratorio del departamento de Termodinamica Aplicada de la UPV y de Joaquin Rddenas,
técnico de nuestro grupo de investigacion en el Centro de Biomateriales e Ingenieria Tisular
(CBIT)

Con el fin de programar los movimientos que la impresora 3D debia ejecutar para el LbL, se
disefid un cdodigo, observable en el anexo 7.1, que consistié en un programa de texto GCODE
que dirige los movimientos que realiza el cabezal de la impresora y por ello, con el accesorio
disefiado, el movimiento del propio film de PLLA. En este cddigo, se definieron los valores de
diferentes las coordenadas de los ejes X e Y para lograr que la impresora 3D desplazase la pinza
de derecha a izquierda y por ello, el film se situase en la posicidon de cada vaso de precipitados
0 agitase este una vez situado dentro de la disolucion. Ademas, se definieron las coordenadas
del eje Z, de modo que la pinza descendiese y el film se sumergiera dentro de la disolucién, o asi
mismo, ascendiese y el film saliese del vaso de precipitados. Todo ello fue codificado mediante
las ordenes GO, de ejecucion de la orden en una posicion, y G4, de stop durante un tiempo
determinado.

Gracias al disefio de este cddigo, se permite programar dicha impresora 3D para que realice el
LbL de manera auténoma y escalable al nimero de bicapas que se desee depositar, dado que
en el anexo 7.1 se muestra el cédigo para 1 bicapa, pero en este trabajo se han realizado
protocolos de 5y 10 bicapas ampliando dicho cddigo.
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Figura 6. Imdgenes de la impresora 3D Prusa i3 MK3S+ junto con sus complementos
fabricados.

4.2. CARACTERIZACION FiSICA

Tras la sintesis de los distintos soportes planos funcionalizados, se caracterizaron fisicamente
para comprobar la presencia de estos recubrimientos y sus caracteristicas.

4.2.1. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (FESEM)

La visualizacidon de las diferentes muestras a mediante microscopia electrénica se realizd con el
fin de poder demostrar la presencia del recubrimiento por LbL y poder observar ademas la
topografia de cada tipo de superficie. Se compararon las muestras de PLLA sin recubrir con las
muestras cubiertas con los diferentes materiales de manera superficial.

Inicialmente se obtuvieron imagenes de las distintas muestras con 5 bicapas, solo de los
recubrimientos iniciales Gel/Alg y CS/Chi, que pueden visualizarse en el anexo 7.2.
Posteriormente se tomaron mas imagenes de muestras con 10 bicapas con los tres pares de
recubrimientos finales, Gel/Alg, CS/Chi y CS/Gel, mostradas en la figura 7. Como se observa en
dicha figura, existen diferencias visibles comparando la muestra de PLLA sin recubrir (figura 7,
a), con las muestras recubiertas con CS/Chi (figura 7, c), Gel/Alg (figura 7, b) y CS/Gel (figura 7,
d). Primeramente, el PLLA contiene poros de tamafio nanométrico producto de la evaporacion
del disolvente, cosa que no se observa en el resto de las muestras, demostrando la presencia de
un recubrimiento que cubre esos poros. Otro aspecto por destacar es la presencia de esferulitas
en la muestra de PLLA sin recubrir. Estas son estructuras con forma de esfera caracteristicas de
los polimeros semicristalinos como el PLLA, siendo un agrupamiento de cristales en forma de
laminas que parten del nucleo de cristalizacidon y que tienen crecimiento radial (Furukawa et al.,
2005).
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En las muestras recubiertas con CS/Chi, Gel/Alg y CS/Gel ya no se observa ese relieve que
generan las esferulitas, y en cambio se ve una superficie plana que demuestra que el
recubrimiento ha sido efectivo y que ha tapado las esferulitas. También cabe mencionar que en
la muestra Gel/Alg se pudo apreciar una zona en el recubrimiento en el que las capas se habian
despegado del soporte de PLLA, dejando visible una zona con poros propia del PLLA y otra zona
cubierta por el recubrimiento donde no se visualizan estos. En el caso del recubrimiento Gel/CS,
se observa una superficie mds rugosa causa del propio recubrimiento, al contrario que en el
recubrimiento CS/Chi, que muestra una regidn con una topografia mas lisa.

Figura 7. Imdgenes tomadas mediante FESEM de los films antes y después de recubrirlos
mediante LbL con 10 bicapas. (a) PLLA sin recubrir. (b) PLLA con recubrimiento de Gel/Alg. (c)
PLLA con recubrimiento de CS/Chi. (d) PLLA con recubrimiento de CS/Gel.

Cabe mencionar la importancia de filtrar las disoluciones de los polielectrolitos para optimizar
la realizacion del protocolo de LbL, como se ha demostrado al observar la figura 8. En esta vemos
como, tanto en la muestra recubierta con CS/Chi (figura 8, a) o en la de Gel/Alg (figura 8, c), las
disoluciones sin ser filtradas hicieron que el recubrimiento tuviese un aspecto granulado
resultado de la falta de una completa disolucion al ser polimeros de alto peso molecular. En
cambio, las muestras filtradas de CS/Chi (figura 8, b) y Gel/Alg (figura 8, d) mostraron una
superficie mucho mdas homogénea con ausencia de granulaciones, lo que demuestra la
necesidad de filtrar las disoluciones de los polielectrolitos con filtros de 0,45 um de nylon para
lograr depositar capas mas uniformes.
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Figura 8. Imdgenes tomadas mediante FESEM de los films recubiertos con o sin filtrar. (a)
PLLA recubierto de CS/Chi sin filtrar. (b) PLLA con recubrimiento de CS/Chi filtrado. (c) PLLA con
recubrimiento de Gel/Alg sin filtrar. (d) PLLA recubierto de Gel/Alg filtrado.

4.2.2. ANGULO DE CONTACTO

Mediante la medida del dngulo de contacto se pudo analizar las distintas mojabilidades de cada
tipo de recubrimiento. El estudio de este tipo de pardmetro es importante para la
caracterizacion de biomateriales, debido a su influencia en la adsorcion proteica y en la adhesion
celular sobre estos biomateriales (Esmaeilzadeh et al., 2018). Asi, valores mas bajos del angulo
de contacto se correlacionan con mojabilidades mayores, mientras que angulos mas elevados
con mojabilidades menores. En la figura 10 se muestran los resultados obtenidos para cada tipo
de muestra y el analisis estadistico (Anexo 7.3) estudia la existencia de diferencias significativas
entre estas.

Como podemos observar en la figura 9, primeramente, existe una diferencia significativa entre
la mojabilidad del PLLA respecto al recubrimiento CS/Chi (figura 9, a). Los distintos films de PLLA
analizados presentan angulos en torno a los 70°, mientras que las muestras recubiertas de
CS/Chi presentan angulos de 40°. Esto puede explicarse debido a la alta capacidad del CS para
absorber H,0, por tanto, es un recubrimiento mas hidrdfilo y con un menor angulo de contacto.
En cambio, el recubrimiento Gel/Alg (figura 9, c) ha parecido ser significativamente mas
hidréfobo respecto al recubrimiento CS/Chi, ya que oscila angulos de 80°, pero no presenta
diferencias significativas respecto al PLLA. En cuanto a las muestras con recubrimiento CS/Gel
(figura 9, b), que presentan gelatina en su superficie, los angulos medidos se mueven en torno
a los 90°, con mucha mas variabilidad entre ellas comparadas con otro tipo de muestras. Esto
puede ser debido a que la superficie del recubrimiento no es totalmente uniforme y por ello se
genera una variabilidad entre las medidas tomadas. Cabe mencionar que, si la superficie del film
no es del todo continua y existen discontinuidades en la topografia, puede aumentar el angulo
de contacto debido a que la gota de agua depositada estd menos atraida por esta por la
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presencia de aire retenido en la superficie, como puede haber sucedido en este recubrimiento,
ya que presenta angulos mayores significativamente comparados con el recubrimiento Gel/Alg,
pese a presentar CS.

Figura 9. Fotogradfias de las gotas de agua Milli-Q depositadas y sus respectivos dngulos de
contacto resultantes. Sobre CS/Chi (a), CS/Gel (b) y Gel/Alg (c).
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Figura 10. Angulos de contacto de muestras de 10 bicapas de PLLA sin recubrir (verde), PLLA
con recubrimiento Gel/Alg (azul), PLLA con recubrimiento CS/Gel (verde oscuro) y PLLA con
recubrimiento CS/Chi (naranja).

4.2.3. ESPECTROSCOPIA DE INFRARROJOS POR TRANSFORMADA DE FOURIER
(FTIR)

Por medio de la técnica FTIR se buscé obtener los espectros de transmitancia de luz infrarroja
caracteristicos de cada tipo de recubrimiento que permitiesen identificar la presencia de los
grupos funcionales propios de estos polielectrolitos. Se obtuvieron y se compilaron los espectros
de las muestras con 10 bicapas de los pares Gel/Alg, CS/Gel y CS/Chi (figura 11).

El espectro de PLLA, referido en Montaiez et al. (2015), sirve como control para confirmar los

picos caracteristicos de cada recubrimiento, y por tanto su presencia. En las muestras con 10
bicapas se observa un pico en torno a 3200-3400 cm™en los tres tipos de recubrimiento, que es
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propia de las vibraciones de los grupos funcionales hidroxilo -OH y amino -NH que son
caracteristicos de estos polielectrolitos. Este pico es notablemente mas alto en los pares que
tienen CS, porque absorbe mas agua que los demds, como se ha mencionado en el apartado
anterior 4.2.2 (Amrutkar and Gattani, 2009). Ademas, se puede observar como destaca otro pico
alrededor de 1600 cm™ correspondiente a vibraciones del grupo carbonilo C=0 en el
recubrimiento Gel/Alg, como se explica en Saarai et al. (2013), a las vibraciones del grupo amida
primaria CONH, en el recubrimiento de CS/Chi, analizado en Amrutkar and Gattani (2009), y a
ambas en el recubrimiento CS/Gel, siendo mas marcado este pico en este ultimo recubrimiento.
Encontramos otro pico a remarcar en torno a 1500 cm™ caracteristico de amidas secundarias
CONH en los pares que presentan gelatina, como se estudid en Saarai et al. (2013).

Previamente, se obtuvieron los espectros de las muestras de PLLA sin recubrir junto con aquellas
con recubrimientos de Gel/Alg y CS/Chi de 5 bicapas (Anexo 7.4). En estas muestras, los picos
anteriormente nombrados apenas se logran apreciar, siendo los espectros de los diferentes
recubrimientos muy similares entre si. Esta situacién puede ser debida al escaso espesor de
estas capas de polielectrolitos, comparadas con el grosor del film de PLLA usado como base,
evitando que el espectrofotometro captase de manera sensible las vibraciones de los grupos
funcionales de los polielectrolitos. Por ello, no se pudo asegurar con certeza la presencia de los
recubrimientos de 5 bicapas usando la técnica FTIR. En cambio, las muestras de 10 bicapas si
mostraron estos picos marcados. Debido al crecimiento exponencial de los recubrimientos, este
numero de bicapas fue suficientemente grueso para ser captado con sensibilidad por el
espectrofotdmetro y asi se pudo afirmar la presencia de estos polielectrolitos sobre los films de
PLLA.
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Figura 11. Espectro FTIR de muestras de 10 bicapas de PLLA sin recubrir (verde), PLLA con
recubrimiento Gel/Alg (azul), PLLA con recubrimiento CS/Chi (amarillo) y PLLA con
recubrimiento CS/Gel (verde oscuro). Las flechas indican las bandas a destacar.

4.2.4. CONCENTRACIONES GELATINA Y CONDROITIN SULFATO
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Usando distintos ensayos colorimétricos se estudié la cantidad de biomoléculas presentes en
los recubrimientos. El ensayo B1000 Blyscan permitié obtener la cantidad total de CS que estaba
presente en los films de PLLA recubiertos con los pares CS/Chi y CS/Gel con 10 bicapas.
Asimismo, se establecié la cantidad de Gel que se hallaba en los soportes con recubrimientos
Gel/Alg y CS/Gel con 10 bicapas empleando el kit BCA Protein Assay.

En la figura 12 podemos visualizar las diferencias en la cantidad del polielectrolito CS respecto a
los dos recubrimientos en los que se presenta: CS/Chiy CS/Gel. Esta molécula se haya presente
mas abundantemente en el par CS/Chi, estando su concentracidn en torno a los 1,26 + 0,18
ug/cm?; en cambio, el par CS/Gel presenta cantidades alrededor de los 1,06 + 0,28 ug/cm?. El
analisis estadistico (Anexo 7.5) corrobord que no habia diferencias significativas entre ambas
concentraciones.

La figura 13 muestra también las diferencias en las cantidades de gelatina en los recubrimientos
Gel/Alg y CS/Gel, siendo una diferencia significativa seguin el andlisis estadistico (Anexo 7.5). La
gelatina se haya notablemente mds presente en el par Gel/Alg, con 29,3 + 3,1 ug/cm?, respecto
al par CS/Gel que presenta una concentracion de 11,8 + 5,6 ug/cm>.

Esta diferencia en el orden de magnitud de las concentraciones de gelatina, figura 12, y el
condroitin sulfato, figura 13, puede deberse a que el ensayo anterior solamente reaccione con
el CS superficial, mientras que este ensayo si penetre en todos los recubrimientos en su
totalidad, cuantificando la gelatina de todas las capas. Y por ello, se encuentre mas cantidad de
Gel en todas las capas del recubrimiento Gel/Alg que en el recubrimiento CS/Gel.
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Figura 12. Concentraciones de CS medidas en ug/cm? en muestras de 10 bicapas de PLLA con
recubrimiento CS/Chi (naranja) y PLLA con recubrimiento CS/Gel (verde oscuro).
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Figura 13. Concentraciones de Gel medidas en ug/cm? en muestras de 10 bicapas de PLLA con
recubrimiento Gel/Alg (azul) y PLLA con recubrimiento CS/Gel (verde oscuro).

4.2.5. AFM

Gracias al uso de la microscopia de fuerza atémica se puede realizar un estudio del grosor de
cada recubrimiento. Se pudieron analizar muestras para el recubrimiento CS/Gel con 3, 7y 10
bicapas preparadas sobre soportes de vidrio, representadas en 3D en la figura 14.

Como puede observarse, queda remarcada en cada imagen el corte vertical practicado en el
recubrimiento que lo atraviesa hasta llegar al sustrato de vidrio. En la muestra de 3 bicapas
(figura 14, a) se observa que el vidrio queda a la izquierda de la imagen, con una superficie mas
rugosa que el recubrimiento, que se encuentra a la derecha. Esto no ocurre en las muestras de
7 y 10 bicapas (figura 14, b y ¢), donde el vidrio queda a la derecha del corte y el recubrimiento
a la izquierda. Una vez se da el corte, se genera en su proximidad una primera elevacion
consecuencia del arrastre del material que produce dicho corte, tras este cimulo de material,
se reduce la altura hasta alcanzarse la elevacion real del recubrimiento. De esta manera, se
puede percibir como la elevacién propia del recubrimiento de 3 bicapas es menor comparada
con el resto de las muestras, dado que presenta una tonalidad rojiza correspondiente a alturas
reducidas. En cambio, las tonalidades mas claras representan alturas mayores, como se
representa en las muestras de 7 y 10 bicapas. La representacién 3D de 7 bicapas muestra tonos
mas anaranjados, y la de 10 bicapas tonos mas amarillentos, lo que confirma un incremento en
el grosor del recubrimiento a medida que se depositan mas bicapas.
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Figura 14. Representacion 3D de las imdgenes tomadas por AFM de las superficies del
recubrimiento CS/Gel con 3 bicapas (a), 7 (b) y 10 (c).

En la figura 15, las alturas mencionadas anteriormente quedan representadas en graficas,
mostrandose en cada una los perfiles de las lineas trazadas en las imagenes de la izquierda. Asi,
el soporte de vidrio alcanzado por el corte queda ubicado en alturas de -30 nm, mientras que
tras este se encuentra el pico correspondiente al cimulo del material. Posteriormente, se halla
la elevacién real del recubrimiento. Para la muestra de 3 bicapas, el grosor se encuentra entorno
a 15 nm, siendo el grosor del orden de 45 nm. Para la muestra de 7 bicapas, el grosor se situaria
alrededor de los 80 nm, corroborando el aumento de grosor a medida que se depositan bicapas.
En el caso de 10 bicapas, esto no se pudo medir con precision.

Estos datos se han obtenido Unicamente de 3 muestras con diferente nimero de bicapas para
el par CS/Gel, realizando un corte por muestra. Para lograr obtener un estudio clarificativo y
robusto sobre el grosor de cada tipo de recubrimiento, se requiere la realizacion de estas mismas
mediciones con los recubrimientos CS/Chi y Gel/Alg, ademas de realizar este estudio con mas
muestras y con mayor niumero de cortes en dichas muestras que permita el estudio de mas
perfiles de alturas.

3 bicapas

\ \
rAprox 45 nm

\_'X.-

7 bicapas

10 bicapas

Figura 15. Imdgenes tomadas en 2D por AFM junto con sus correspondientes
representaciones grdficas de las alturas propias del recubrimiento CS/Gel con 3 bicapas, 7 y
10. Los perfiles de las alturas fueron medidos en nm a través del trazo de una seccion,
sefializada en cada imagen.
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4.3. CULTIVOS CELULARES

Tras la caracterizacion fisica de los soportes planos, se llevaron a cabo cultivos in vitro con células
madre mesenquimales humanas para estudiar el efecto producido por los distintos
recubrimientos en términos de adhesion y proliferacion. La adhesion celular sobre los diferentes
soportes a 3 horas fue analizada, ademas de la proliferacion de las bMSC a 1, 3 y 7 dias. Las
células madre mesenquimales humanas fueron cultivadas sobre dichos recubrimientos
previamente cubiertos de fibronectina y en ausencia de suero para asegurar la directa
interaccion con esta molécula, en ausencia de interferencias con otras proteinas habitualmente
presentes en el suero. La fibronectina fue empleada para ser reconocida por las bMSCs y para
adherirse a estas, ya que ejerce de unién entre las moléculas del recubrimiento con las proteinas
de la membrana celular. Fue necesaria su presencia, dado que mientras la gelatina presenta
secuencias de unidn celular RGD que las células son capaces de reconocer, los otros
polielectrolitos carecen de estas y por ello requieren de la fibronectina para favorecer la
adhesidn celular. De esta manera, sera el tipo de recubrimiento el que modifique en cada caso
la cantidad y la conformacion de la fibronectina que serd mostrada a la célula, y por ello cada
tipo de superficie ejercera un efecto distinto en la adhesidn celular.

4.3.1. ENSAYO DE PROLIFERACION

Este ensayo se realizd con la finalidad de determinar la proliferacion celular para cada tipo de
recubrimiento. En la figura 16 se pueden observar los resultados obtenidos para cada material
(PLLA sin recubrimiento, Gel/Alg, CS/Gel y vidrio) en nimero de células/cm? para cada uno de
los tiempos del ensayo (1, 3, 7 dias). Se pudo apreciar un aumento en el nimero de células a
medida que avanzaba el tiempo, lo que implica que las células proliferan en todos los soportes
estudiados durante los tiempos establecidos. Se observan diferencias notables para el par
CS/Gel respecto del control de vidrio, ya que puede verse como este recubrimiento estimula en
mayor medida la proliferacion de las células madre mesenquimales a partir del dia 3, llegando a
un numero de células superior respecto del vidrio a dia 7. Los estudios estadisticos realizados
para cada dia establecido (Anexo 7.7) corroboran la existencia de diferencias significativas entre
este recubrimiento y el control de vidrio a dias 3 y 7. Esto no ocurre con el recubrimiento Gel/Alg,
gue, aunque no provoca una disminucién de la proliferacidén celular respecto a los controles
PLLA y vidrio, tampoco estimula la viabilidad en mayor medida, no existiendo diferencias
significativas y quedandose en valores similares a los recubrimientos control durante los
tiempos estudiados. Respecto al par CS/Gel, quedd remarcado que es el recubrimiento sobre el
que células proliferan en mayor medida.
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Figura 16. Proliferacion celular medida mediante MTS sobre soportes de PLLA sin recubrir
(verde), vidrio (gris) como control, PLLA con recubrimiento Gel/Alg (azul) y PLLA con
recubrimiento CS/Gel (verde oscuro), a diferentes tiempos de cultivo. Se sembraron células
madre mesenquimales humanas a 10000 células/cm?.

Inicialmente se hizo un ensayo preliminar de proliferacion (Anexo 7.6) a dias 1, 4 y 6, con las
muestras de PLLA sin recubrimiento, Gel/Alg, CS/Chiy CS/Gel. En dicho ensayo se pudo concluir
que el recubrimiento CS/Chi era el menos adecuado para la proliferacion celular, dado que el
nimero de células/cm?era significativamente menor que los otros recubrimientos, incluso que
el control de PLLA, como pudo verse a las 24 horas y a dia 4. Esto se pudo deber a que, como
puede observarse en la figura 17, este recubrimiento tiende a despegarse del soporte por su
alta capacidad de absorcién de agua y por ello se dificulta la adhesién de las células sobre las
capas despegadas. Por tanto, se decidid no incluir este par en el siguiente ensayo a realizar.

Figura 17. Imdgenes de microscopia de fluorescencia correspondientes a soportes de PLLA
con recubrimiento CS/Chi.

También cabe mencionar que, en este mismo ensayo, a dia 6 en todas las muestras la
proliferacién celular no solo no habia aumentado, sino que incluso habia disminuido respecto
del dia 4. Lo que generd dudas sobre la razéon de este resultado, pudiendo haber sido causado
porque a dia 6 aln no se habia dado la siguiente fase de divisién celular, debido a que habian
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llegado a confluencia y por ello la proliferacion celular habia cesado o a causa de algun error
humano realizado durante el ensayo. Se decidié realizar un segundo ensayo, el mencionado
anteriormente, incluyendo como control adicional el vidrio para asegurar la normal proliferacién
celular y unos resultados consistentes, y sin incluir el recubrimiento CS/Chi debido a su baja tasa
de proliferacion celular.

4.3.2. INMUNOFLUORESCENCIA DE COMPONENTES CELULARES

La finalidad de este ensayo fue la de evaluar la morfologia de las células al cultivarse en cada
tipo de recubrimiento (PLLA sin recubrimiento, PLLA recubierto de Gel/Alg, PLLA recubierto de
CS/Gel y vidrio). El vidrio fue usado como control adicional para asegurar la normal adhesion de
las células al sustrato y el par CS/Chi no fue estudiado debido a la baja adhesidn celular en dicho
recubrimiento, como se ha mencionado en el apartado 4.3.1.

Evaluar la morfologia de las células al ser cultivadas sobre un recubrimiento adquiere
importancia debido a que esto permite analizar si los recubrimientos propuestos son adecuados
para promover la adhesidn celular y su posterior proliferacion y diferenciacién. Por ello, a través
de inmunotinciones especificas del nucleo, del citoesqueleto de actina y del complejo proteico
que forman las adhesiones focales donde estd presente la vinculina, podemos observar la
diferencia entre las células poco adheridas con una morfologia esférica respecto de aquellas que
presentan una morfologia mas aplanada y fusiforme, correspondiente a las células adheridas.
Esto es debido a que, a medida que las células se van adhiriendo, van reorganizando sus
filamentos de actina para expandir su citoesqueleto, y asi lograr incrementar su area y
establecer un mayor nimero de adhesiones focales en esa area que ha sido aumentada (Reilly
and Engler, 2010). Las adhesiones focales estan formadas por proteinas transmembrana, las
integrinas, cuya funcién es la de anclar la célula a la matriz externa; a su vez estas integrinas
estan ancladas al citoesqueleto interno de la célula gracias a un complejo de proteinas, como es
la vinculina. Formando asi los complejos de adhesidén que permiten el anclaje célula-matriz
(Khaliliand Ahmad, 2015).

Como puede observarse en las figuras expuestas a continuacion, las fibras de actina se visualizan
en rojo, siendo filamentos organizados por toda el area celular. La vinculina presente en las
adhesiones focales se muestra en los exteriores de la célula en forma de finos hilos, observables
en los acercamientos situados a la izquierda en color verde brillante.

En la figura 18, se muestran las dos morfologias caracteristicas de las células sembradas sobre
el recubrimiento de Gel/Alg. Como se puede ver, se hallaron tanto células con morfologia mas
ancha y redonda (figura 18, f) como morfologias mas fibroblasticas y alargadas (figura 18, c).
Mientras que para las células fusiformes es caracteristico la presencia de adhesiones focales
solo en las puntas de la célula, para las células esféricas mas ensanchadas se presentan dichas
adhesiones no solo en las puntas, si no alrededor del interior celular (figura 18, ay d).

Las células sembradas sobre recubrimientos de CS/Gel (figura 19) también presentaron variedad
de morfologias, encontrando células mas fusiformemente adheridas (figura 19, c) y otras con
una morfologia mas redondeada (figura 19, f).
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Vinculina

Figura 18. Imdgenes de microscopia de fluorescencia correspondientes a las diferentes
inmunotinciones realizadas sobre muestra Gel/Alg. Se sembraron células madre
mesenquimales humanas a 10000 células/cm?. Se puede observar vinculina (verde) y actina
(rojo), y la union de ambas tinciones junto con los nucleos marcados con DAPI (azul).

Vinculina Actina

CS/Gel

Figura 19. Imdgenes de microscopia de fluorescencia correspondientes a las diferentes
inmunotinciones realizadas sobre muestra CS/Gel. Se sembraron células madre
mesenquimales humanas a 10000 células/cm?. Se puede observar vinculina (verde) y actina
(rojo), y la union de ambas tinciones junto con el marcaje de los nicleos con DAPI (azul).

Ademas de su visualizacidn, se realizé una cuantificacidn tanto del area celular (figura 20) como

de las circularidades (figura 21).
En cuanto a las areas celulares, un drea mayor corresponderia con células expandidas, mientras

gue areas menores corresponderian con células redondas y menos adheridas al sustrato. En la
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figura 20 se puede observar como el recubrimiento Gel/Alg presenta adreas celulares menores
que CS/Gel mientras que este Ultimo presenta mayor nimero de células expandidas, esta
diferencia significativa se puede deber a que la asociacién de la gelatina con el CS favorece la
adhesién y la extensidn celular. Existe una gran dispersion en las areas en el recubrimiento
CS/Gel y, ademas, en los controles de PLLA, entendiendo que en estas dos superficies se da
variedad de formas. En cuanto al vidrio como control adicional, se puede observar como tiene
menor rango de dispersidon y presenta células expandidas con mayores areas. Los estudios
estadisticos realizados (Anexo 7.8) corroboran la existencia de diferencias significativas entre los
distintos recubrimientos y los controles realizados.
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Figura 20. Box and whiskers (Percentil 10-90) de las dreas de las células adheridas a los
diferentes soportes de vidrio como control, PLLA sin recubrir, PLLA con recubrimiento Gel/Alg y
PLLA con recubrimiento CS/Gel. Medidas en um?a 3 horas.

En la figura 21 expuesta a continuacién se muestran las circularidades para cada tipo de
recubrimiento realizado. La circularidad se mide en el intervalo [0,1], siendo 1 un circulo
perfecto. Como se ha mencionado anteriormente en el estudio de las areas celulares, vemos
una clara tendencia del recubrimiento CS/Gel de presentar células con menos circularidad y por
ello mas adheridas y fibroblasticas, mientras que Gel/Alg presenta valores de circularidad
mayores lo que corrobora que las células sembradas sean mas circulares y menos alargadas en
comparacion. Los estudios estadisticos realizados (Anexo 7.8) corroboran la existencia de
diferencias significativas entre los controles y los recubrimientos. Los controles de PLLA
presentaron las células con menor valor de circularidad, siendo las mas alargadas, mientras que
el control de vidrio presentd valores mas elevados, siendo similares a los del recubrimiento
Gel/Alg.
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Figura 21. Box and whiskers (Percentil 10-90) de las circularidades de las células adheridas a
los diferentes soportes de vidrio como control, PLLA sin recubrir, PLLA con recubrimiento
Gel/Alg y PLLA con recubrimiento CS/Gel. Medidas entre 0 y 1, siendo 1 una circularidad

perfecta.

El estudio realizado por Yang et al. (2009) analizé la respuesta de MSCs cultivadas en soporte
plano de gelatina/alginato tanto in vitro como implantadas in vivo. Se vio como las MSCs fueron
capaces de adherirse y proliferar adecuadamente en ambos ambientes y ademas su capacidad
de renovacion fue similar tanto en el cultivo in vitro como en la implantacién in vivo de los
scaffolds (Yang et al., 2009). En el estudio de Pacelli et al. (2018) también se estudid la respuesta
de las MSCs al par gelatina/alginato, en este caso de adipose-derived mesenchymal stem cells
(ASCs), demostrandose que gracias a la presencia de los motivos de adhesién RGD de la gelatina
estas células se adhirieron y proliferaron apropiadamente, mostrando una morfologia alargada
en forma de huso caracteristica de células con abundantes adhesiones focales (Pacelli et al.,
2018). En nuestro estudio, esta morfologia alargada estuvo presente en el par Gel/Alg, pero mas
abundantemente en el par CS/Gel, como demuestran las cuantificaciones del drea celular y la
circularidad.

En otro estudio realizado por Yan et al. (2017), se emplearon gelatina y condroitin sulfato
adheridos por LbL a un soporte de alginato, con el fin de mejorar la falta de sitios adhesién
celular del alginato y su poca rigidez mecanica. Los resultados fueron que las células empleadas,
MC3T3-E1, fueron capaces de adherirse y proliferar gracias a los motivos RGD expuestos por la
gelatina de la capa superior (Yan et al., 2017). En este trabajo se corrobord esta idea, dado que
las bMSCs proliferaron y se adhirieron de manera adecuada sobre este el recubrimiento CS/Gel.
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5. CONCLUSIONES

En udltimo término, se resumen a continuacion las conclusiones derivadas de este Trabajo Final
de Grado:

1. Se ha logrado desarrollar un protocolo automatizado y escalable para la sintesis de
soportes planos funcionalizados mediante el método layer-by-layer, programando un
codigo para la impresora 3D Prusa i3 MK3S+. Asi mismo, se han producido dichos
soportes funcionalizados de acido poli-L-lactico, exhibiendo las biomoléculas en estudio,
gelatina o condroitin sulfato.

2. Se ha podido demostrar la presencia de los recubrimientos con la visualizacién de la
topografia de su superficie mediante FESEM. Se ha logrado obtener espectros de
transmitancia de luz infrarroja para cada recubrimiento y asi se ha podido diferenciar la
presencia de los grupos funcionales propios de estos.

3. Se han caracterizado fisicamente los soportes sintetizados, midiendo tanto su
mojabilidad, como las concentraciones de gelatina y condroitin sulfato presentes en los
recubrimientos. Se ha observado que los soportes CS/Chi tienen la mayor hidrofilidad y
por ello tienden a despegarse del soporte, impidiendo la adhesién de las células sobre
estas capas despegadas. En consecuencia, es el recubrimiento menos adecuado para la
viabilidad celular.

4. Se ha medido la proliferacién celular sobre los soportes a través de ensayos MTS.
Gracias a este ensayo se ha podido observar que el par CS/Gel estimula en mayor
medida la proliferacion de las células madre mesenquimales, presentando diferencias
significativas respecto al control de vidrio para los tiempos ensayados. También se ha
logrado establecer que el par Gel/Alg no presenta diferencias significativas en cuanto a
proliferacién con los controles establecidos.

5. Se ha caracterizado la morfologia celular y la presencia de adhesiones focales en las
células madre mesenquimales adheridas en los soportes mediante las tinciones
celulares DAPI, Actina y Vinculina. Se pudo afirmar una correcta adhesién celular
asociada a los soportes Gel/Alg y CS/Gel a través de la existencia de células con una
morfologia de caracter fibroblastico. Gracias a la cuantificacion de una mayor area
celular y una menor circularidad, se asocio el recubrimiento CS/Gel como soporte mas
adecuado para la adhesion celular.

Por tanto, se puede concluir que los objetivos establecidos inicialmente se han llevado a cabo,
al lograrse sintetizar soportes planos de acido poli-L-lactico funcionalizados que presentan
gelatina y condroitin sulfato en su superficie y al caracterizar tanto sus propiedades fisicas como
su efecto en la adhesidn y proliferacion temprana de células madre mesenquimales. Se ha
logrado generar un soporte funcionalizado de Gel/CS con potencial para ser empleado en
posteriores estudios de diferenciacién espontanea.
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7. ANEXOS
7.1. CODIGO PROTOCOLO IMPRESORA 3D

En la figura 22 se muestra el cddigo GCODE, que dirige los movimientos que realiza el cabezal
de laimpresora y por ello, ejecuta el protocolo LbL de manera automatica. Dicho cddigo queda
explicado en el apartado 4.1.
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Figura 22. Imagen del cédigo disefado para ejecutar los movimientos de la impresora 3D
correspondiente a 1 bicapa de recubrimiento.

7.2. FESEM DE 5 BICAPAS

La figura 23, expuesta a continuacion, fue tomada inicialmente por FESEM con muestras de 5
bicapas para los recubrimientos PLLA, Gel/Alg y CS/Chi, y posteriormente se tomaron mas
imagenes con recubrimientos de 10 bicapas con el total de muestras realizadas en este trabajo,
gue se explican en el apartado 4.2.1. En esta figura ya se pudo apreciar la presencia de
recubrimiento en las imagenes de Gel/Alg (figura 23, c) y CS/Chi (figura 23, b), al verse cubiertos
los poros presentes en la muestra sin recubrir (figura 23, a).

Figura 23. Imdgenes tomadas mediante FESEM (Microscopio Electronico de Barrido de
Emision de Campo) de los films antes y después de recubrirlos mediante LbL con 5 bicapas. (a)
PLLA sin recubrir. (b) PLLA con recubrimiento de CS/Chi. (c) PLLA con recubrimiento de Gel/Alg.
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7.3. RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO DEL ANGULO DE CONTACTO

En la Tabla 2, se pueden observar los resultados del analisis estadistico realizado con los datos
del angulo de contacto para cada tipo de recubrimiento, referenciados en el apartado 4.2.2.

Tabla 2. Resultados del andlisis estadistico de comparaciones miiltiples desarrollado por
el software GraphPad Prism 9 del dngulo de contacto. En él se estudia si existen
diferencias significativas entre los dngulos de contacto de los grupos de datos analizados.

Number of families 1

Number of comparisons per family 6
Alpha 0.05
Tukey's multiple comparisons test Mean Diff. 95.00% ClI of diff.  Below threshold? | Summary Adjusted P Value
6 PLLAvs. GEL-ALG -5.579 -12.96 to 1.803 No ns 0.1883
PLLAvs. GEL-CS -15.31 -22.69t0 -7.931 Yes <0.0001
PLLAvs. CS-CHI 29.25 21.87 to 36.64 Yes <0.0001
GEL-ALG vs. GEL-CS -9.733 -18.26 to -1.210 Yes * 0.0208
GEL-ALG vs. CS-CHI 34.83 26.311043.36 Yes <0.0001
GEL-CS vs. CS-CHI 44.57 36.04 to 53.09 Yes <0.0001

7.4. FTIR DE 5 BICAPAS

Con la técnica FTIR se obtuvieron inicialmente los espectros de las muestras de PLLA sin recubrir
junto con aquellas con recubrimientos de Gel/Alg y Cs/Chi de 5 bicapas, que se muestran a
continuacién en la figura 24. Dichos espectros fueron compilados y desplazados por el eje Y para
permitir una mejor visualizacidn de cada uno. Los resultados quedan discutidos en el apartado
4.2.3.
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Figura 24. Espectro FTIR de muestras de 5 bicapas de PLLA sin recubrir (verde), PLLA con
recubrimiento Gel/Alg (azul) y PLLA con recubrimiento CS/CHI (amarillo). Las flechas indican las
bandas a destacar.

7.5. RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO DE LAS CONCENTRACIONES DE GEL Y CS
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En las Tablas 3 y 4, que se muestran a continuacién, se recogen los resultados de los analisis
estadisticos realizados sobre las concentraciones de gelatina y condroitin sulfato,
referenciados en el apartado 4.2.4.

Tabla 3. Resultados del andlisis estadistico t test desarrollado por el software GraphPad
Prism 9 de la concentracion de gelatina. En él se estudia si existen diferencias significativas
entre los dos grupos de datos analizados: la concentracion de gelatina en CS/Gel y Gel/Alg.

Column B GEL/CS
vs. vs.
5 | ColumnA GEL/ALG

Unpaired t test

P value 0.0091
P value summary -
Significantly different (P < 0.05)? Yes
One- or two-tailed P value? Two-tailed
t, df t=4.731, df=4

Tabla 4. Resultados del andlisis estadistico de t test desarrollado por el software
GraphPad Prism 9 de la concentracion de condroitin sulfato. En él se estudia si existen
diferencias significativas entre los dos grupos de datos analizados: la concentracion de

condroitin sulfato en CS/Gel y CS/Chi.

Column B GEL/CS
VS. VS,
Column A CS/CHI

Unpaired t test

P value 0.3576
P value summary ns
Significantly different (P < 0.05)? No
One- or two-tailed P value? Two-tailed
2 t, df t=1.039, df=4

7.6. ENSAYO DE PROLIFERACION MTS PRELIMINAR

Este ensayo queda referenciado y explicado en el apartado 4.3.1. En él, como puede observarse
en lafigura 25, se muestran los datos de proliferacion celular en nimero de células/cm?respecto
a cada recubrimiento en los dias estudiados, 1,4 y 6. Existen diferencias significativas entre las
proliferaciones a 24 horas y 4 dias en todas las muestras, excepto para CS/Chi; mientras que a
dia 6 los valores disminuyen drasticamente en todos los casos.
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Figura 25. Proliferacion celular medida mediante MTS sobre soportes de PLLA sin recubrir,
PLLA con recubrimiento CS/Chi, PLLA con recubrimiento Gel/Alg y PLLA con recubrimiento
CS/Gel, a diferentes tiempos de cultivo. Se sembraron células madre mesenquimales humanas
a 5000 células/cm?.

7.7. RESULTADOS DE LOS ANALISIS ESTADISTICOS DE LOS ENSAYOS DE MTS

Se muestran, tras esta explicacion, las Tablas 5, 6 y 7que recogen los resultados de los andlisis
estadisticos producidos de los datos de los ensayos MTS de cada dia estudiado, referenciados
en el apartado 4.3.1.

Tabla 5. Resultados del andlisis estadistico de comparaciones miiltiples desarrollado por
el software GraphPad Prism 9. Realizado con los datos del MTS a 24 horas. Se muestran si
existen diferencias significativas entre las proliferaciones de las distintas muestras

estudiadas.
Number of families 1
2 Number of comparisons per family 6
3 | Alpha 0.05
5  Dunn's multiple comparisons test Mean rank diff. | Significant? | Summary Adjusted P Value
6 PLLA vs. Vidrio 6.250 No ns 0.3803
PLLA vs. Gel-Alg 6.750 No ns 0.2697
PLLA vs. Gel-CS 6.000 No ns 0.4482
Vidrio vs. Gel-Alg 0.5000 No ns >0.9999
10 Vidrio vs. Gel-CS -0.2500 No ns >0.9999
1 Gel-Alg vs. Gel-CS -0.7500 No ns >0.9999

Tabla 6. Resultados del andlisis estadistico de comparaciones miiltiples desarrollado por
el software GraphPad Prism 9. Realizado con los datos del MTS a 3 dias. Se muestran si
existen diferencias significativas entre las proliferaciones de las distintas muestras
estudiadas.
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1 Number of families
2 Number of comparisons per family
3 | Alpha

5  Dunn's multiple comparisons test
6 PLLAvs. Vidrio

7 PLLA vs. Gel-Alg

8 PLLAVvs. Gel-CS

9 Vidrio vs. Gel-Alg

10 Vidrio vs. Gel-CS

1 Gel-Alg vs. Gel-CS

1
6
0.05

Mean rank diff. | Significant? | Summary

4.250
1.500
-5.750
-2.750
-10.00
-7.250

No
No
No
No
Yes
No

ns

ns

ns

ns

»

ns

Adjusted P Value
>0.9999

>0.9999

0.5258

>0.9999

0.0178

0.1876

Tabla 7. Resultados del andlisis estadistico de comparaciones multiples desarrollado por
el software GraphPad Prism 9. Realizado con los datos del MTS a 7 dias. Se muestran si
existen diferencias significativas entre las proliferaciones de las distintas muestras

1 Number of families
2 | Number of comparisons per family
3 Alpha

5  Dunn's multiple comparisons test
6 PLLA vs. Vidrio

7 PLLA vs. Gel-Alg

8 PLLAvs. Gel-CS

9 Vidrio vs. Gel-Alg

10 Vidrio vs. Gel-CS

11 Gel-Alg vs. Gel-CS

estudiadas.

1
6
0.05

Mean rank diff. | Significant? | Summary

5.583
0.7500
-4.000
-4.833
-9.583
-4.750

No
No
No
No
Yes
No

ns

ns

ns

ns

-

ns

Adjusted P Value
0.6128

>0.9999

>0.9999

0.9423

0.0301

0.7985

7.8. RESULTADOS DE LOS ANALISIS ESTADISTICOS DE LAS AREAS Y CIRCULARIDADES

CELULARES

A continuacién, se presentan las Tablas 8 y 9 que muestran los resultados de los andlisis
estadisticos obtenidos a partir de los datos de las dreas y de las circularidades, respectivamente,

gue se explican en el apartado 4.3.2.

Tabla 8. Resultados del andlisis estadistico de comparaciones multiples desarrollado por
el software GraphPad Prism 9. Realizado con los datos de las dreas celulares de cada
muestra. Se muestran si existen diferencias significativas entre las distintas muestras

1 Number of families
2 Number of comparisons per family
3 | Alpha

5 | Dunn's multiple comparisons test
6 VIDRIO vs. PLLA

7 VIDRIO vs. GEL-ALG

8 VIDRIO vs. GEL-CS

9 PLLAvs. GEL-ALG

10 PLLAvs. GEL-CS

1" GEL-ALG vs. GEL-CS

estudiadas.

1
6
0.05

Mean rank diff.
-0.4696

31.61

-1.143

32.08

-0.6733

-32.75

45

Significant?

No
Yes
No
Yes
No

Yes

Summary
ns

ns

e

ns

Adjusted P Value
>0.9999

0.0021

>0.9999

0.0042

>0.9999

0.0007



Tabla 9. Resultados del andlisis estadistico de comparaciones multiples desarrollado por
el software GraphPad Prism 9. Realizado con los datos de las circularidades celulares. Se
muestran si existen diferencias significativas entre las distintas muestras estudiadas.

Number of families 1

Number of comparisons per family 6

Alpha 0.05

Dunn's multiple comparisons test Mean rank diff.
VIDRIO vs. PLLA 54.88
VIDRIO vs. GEL-ALG 3.433
VIDRIO vs. GEL-CS 26.74
PLLAvs. GEL-ALG -51.45
PLLAvs. GEL-CS -28.14
GEL-ALG vs. GEL-CS 23.31

46

Significant?
Yes

No

Yes

Yes

Yes

Yes

Summary

ean

ns

N

ean

Adjusted P Value
<0.0001

>0.9999

0.0110

<0.0001

0.0125

0.0397



