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Obtencién de microesferas de dextrano funcionalizadas como medio de
cultivo tridimensional en un modelo de Mieloma Multiple.

El mieloma multiple es una neoplasia de las células plasmaticas que se desarrolla en la médula dsea.
En la progresion de esta enfermedad y en el desarrollo de resistencias a farmacos, la interaccidn entre
las células tumorales y el microambiente medular juega un papel esencial. En este sentido, es
necesario el desarrollo de modelos 3D biomiméticos del microambiente tumoral, de forma que las
condiciones de ensayo de los tratamientos sean analogas a la realidad. El objetivo principal de este
proyecto ha sido la funcionalizacién de un microgel con biomoléculas de la matriz extracelular y su
caracterizacién, la evaluacidn de su biocompatibilidad y el estudio de la generacién de resistencias a
farmacos en el soporte obtenido.

El medio de cultivo 3D estd basado en microesferas de dextrano comerciales que han sido
funcionalizadas con dos biomoléculas de la matriz extracelular, acido hialurdnico y sulfato de
condroitina, mediante la técnica Layer-by-layer. Posteriormente, los recubrimientos aplicados han
sido entrecruzados con glutaraldehido y con carbodiimida. La presencia del recubrimiento se ha
confirmado con diversas técnicas: microscopia (dptica, confocal y electrénica de barrido),
termogravimetria, espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier...

La biocompatibilidad del medio de cultivo se ha evaluado con ensayos de viabilidad (Live/Dead) y
proliferacién (MTS), empleando la linea celular de mieloma multiple RPMI8226. Con el ensayo de
viabilidad se ha determinado la citotoxicidad de los microgeles entrecruzados con glutaraldehido. Con
el ensayo de proliferacién se ha concluido que los microgeles entrecruzados con carbodiimida son
biocompatibles. Por ultimo, se ha estudiado la generacién de resistencia a los farmacos bortezomib y
dexametasona en los microgeles entrecruzados con carbodiimida. En este ensayo no se han llegado a
resultados concluyentes, dado que las condiciones de cultivo no eran las mds adecuadas, y se
requieren algunas optimizaciones en lo que respecta a las dosis de farmacos y tiempo de cultivo.

En conclusidn, se han alcanzado los objetivos propuestos y se han obtenido microgeles biomiméticos
de la médula ésea con gran potencial para el estudio del mieloma multiple, su interaccién con el
entorno medular y su respuesta a los tratamientos.
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Obtaining functionalized dextran microspheres as a three-dimensional
culture medium in a Multiple Myeloma model.

Multiple myeloma is a plasma cell neoplasm that develops in the bone marrow. The interaction
between tumor cells and bone marrow microenvironment plays an essential role in the disease
progression and development of resistances against drugs. Therefore, 3D biomimetic models of that
microenvironment must be developed, so that treatments are tested in assay conditions that reflect
the reality. The main goal of this project has been the functionalization and characterization of a
microgel with bone marrow biomolecules; the evaluation of said microgel’s biocompatibility, and the
analysis of the effect of the microgel in the development of drug resistances.

The 3D culture media is based on dextran microspheres which have been functionalized with
hyaluronic acid and chondroitin sulphate, two biomolecules of the bone marrow; by means of the
Layer-by-layer method. Then, the coatings have been cross-linked with glutaraldehyde and
carbodiimide. The coatings have been characterized by several techniques: microscopy,
thermogravimetry, Fourier-transform infrared spectroscopy...

Biocompatibility has been assessed with viability (Live/Dead) and proliferation (MTS) assays, in the
multiple myeloma cell line RPMI8226. The viability assay has determined that microgels crosslinked
with glutaraldehyde are cytotoxic. The proliferation assay has determined that microgels crosslinked
with carbodiimide are biocompatible. Finally, microgels crosslinked with carbodiimide have been used
to test if there is development of resistance to the drugs bortezomib and dexamethasone. No
concluding results have been obtained from this assay; it has been determined that assay conditions
were not optimal, and some adjustments are required with respect to drug doses and culture time.

To conclude, the stated objectives have been reached, and biomimetic microgels with great potential
to further understand multiple myeloma biology have been obtained.
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1. INTRODUCCION

1.1. EL MIELOMA MULTIPLE

El mieloma multiple, MM, es un tipo de cancer hematoldgico. Afecta a las células plasmaticas, células
gue producen distintos tipos de anticuerpos o inmunoglobulinas formados por la combinacién de dos
cadenas de aminodcidos pesadas y dos ligeras. El mieloma multiple es una gamnapatia monoclonal.
En las gamnapatias monoclonales, células plasmaticas que producen inmunoglobulinas con un solo
tipo de cadena ligera y/o pesada proliferan de forma clonal, resultando en la produccién excesiva de
ciertos tipos de inmunoglobulinas; y la produccidn escasa de otros tipos de inmunoglobulinas. En el
caso concreto del mieloma multiple, las células plasmaticas tumorales se acumulan en la médula dsea,
lo que impide su funcionamiento normal. En la mayoria de los pacientes de mieloma multiple se
produce la secrecion de una inmunoglobulina monoclonal, Ilamada proteina M, por parte de las células
tumorales; aunque entre el 15 y el 20% de pacientes producen solo cadenas ligeras monoclonales
(Kumar et al., 2017).

Entre los principales sintomas del MM se encuentran la hipercalcemia (elevados niveles de calcio en
sangre), la anemia, el fallo renal y lesiones dseas. El fallo renal esta causado principalmente por la
acumulacién de la proteina monoclonal, que también aumenta la viscosidad de la sangre. Por otro
lado, las células tumorales activan los osteoclastos, mediante el ligando de receptor activador para el
factor nuclear kappa-B (RANKL), resultando en la destruccion dsea. Esto causa debilidad en los huesos,
dolores y fracturas (Padala et al., 2021).

Respecto a la incidencia del MM en la poblacion, en 2018 se estimé que habia 150000 casos en todo
el mundo. EIl MM es responsable del 1'1% de todas las muertes por cédncer, y la incidencia en general
es mayor en hombres que en mujeres. Por otro lado, la edad media de diagnédstico es 69 afios en EEUU,
y menos del 15% de los diagndsticos se dan antes de los 55 afos (SEER*Explorer, 2018).

1.1.1. Fisiopatologiay evolucién clonal

Para poder comprender los mecanismos que caracterizan el mieloma multiple, es esencial conocer el
proceso de desarrollo de las células plasmaticas. En la médula dsea, las células madre hematopoyéticas
se diferencian en células B, que luego se diferencian en células plasmaticas. Durante este proceso, las
células B inmaduras experimentan un reordenamiento V(D)J (un proceso de recombinacion genética),
cuyo resultado es la formacidn de las distintas inmunoglobulinas. Luego, estas células migran a érganos
linfoides secundarios, donde sufren diversos procesos de maduracién, que resultan en la produccién
de anticuerpos con elevada afinidad por antigenos especificos, es decir, inmunoglobulinas.

Las alteraciones genéticas en este proceso, en caso de afectar a genes especificos relacionados con el
desarrollo celular, pueden alterar el patrén de crecimiento de las células, dando lugar asi a estados
patolégicos como MGUS (gamnapatia monoclonal de significado incierto), SMM (mieloma multiple
latente) y MM. Las anomalias genéticas en MM se pueden clasificar, en general, en dos tipos: eventos
primarios y eventos secundarios. Los eventos primarios estdn asociados al desarrollo de estados
previos al MM, que son asintomaticos, MGUS o SMM, mientras que los eventos secundarios, al
acumularse, aumentan las probabilidades de transicién de estos estados a MM (Kumar et al., 2017).

Los principales eventos genéticos primarios de MM son hiperdiploidia (forma de aneuploidia mas
frecuente en MM) y translocaciones que involucran IGH (genes de las cadenas pesadas de las
inmunoglobulinas) y oncogenes. Estos eventos permiten clasificar a los pacientes de mieloma multiple



entre hiperdiploides, que son entre el 50 y el 60% de los casos; y no hiperdiploides (Bianchi & Munshi,
2015).

La hiperdiploidia en MM se caracteriza por trisomias de uno o mds de los siguientes cromosomas: 3,
5,7,9,11, 15,19y 21, siendo esta ultima la que peor prognosis ofrece (Chretien et al., 2015). Respecto
a las translocaciones, estas generalmente se deben a eventos de recombinacidn con cambio de clase,
qgue afectan al locus IGH en el cromosoma 14 y a un oncogén: el cambio coloca al oncogén bajo el
control del promotor de IGH, alterando su expresidn. La translocacién mayoritaria en MM es t(11;14),
gue se encuentra en >15% de los pacientes y incrementa la expresion de CCND1, el gen que codifica la
ciclina D1; afectando asi el funcionamiento correcto del ciclo celular (Ninkovic & Quach, 2020). La
segunda translocacion mas frecuente es t(4;14), que provoca la sobreexpresion del gen NSD2,
causando una desregulacion epigenética. Otras translocaciones detectadas son t(14;16), t(14;20) y
t(6;14) (Kumar et al., 2017).

Entre los eventos genéticos secundarios, responsables de la progresién desde estados asintomaticos
hacia MM, encontramos variaciones en el nimero de copias; como la pérdida del brazo corto del
cromosoma 1 (del(1p)), la deleciéon del brazo largo del cromosoma 13 (del(13q)), o la delecién del brazo
corto del cromosoma 17 (del(17p)) (Ninkovic & Quach, 2020). También encontramos alteraciones
epigenéticas: se ha observado que la hipometilacion del DNA predomina en las primeras fases del
mieloma multiple, que luego evoluciona a hipermetilacién en las recaidas (Heuck et al., 2013).

Por tanto, en las primeras etapas del MM se da la expansidon clonal de las células plasmaticas
tumorales; y, posteriormente, la acumulacién de los defectos genéticos anteriormente mencionados
deriva en MM. Las técnicas de secuenciacién de alto rendimiento o next generation sequencing (NGS)
han permitido la identificacion de muchos de los genes afectados en MM, como IRF4, KRAS, BRAF o
TP53. Entre las rutas de sefializacion afectadas destacan la ruta del factor nuclear kappa-B (NF-kB),
tanto la candnica como la no canénica, y la ruta MAPK (mitogen activated protein kinases), lo que tiene
efectos en la proliferacion celular (Kumar et al., 2017).

Todas estas alteraciones contribuyen a la heterogeneidad clonal que caracteriza al mieloma multiple,
no solo entre pacientes, pero también a nivel intraclonal. Existen diversos modos en los que se puede
dar la evolucién clonal. Durante mucho tiempo se considerd que el MM seguia un patrén de evolucion
linear, en el que la enfermedad empieza en un clon ancestral y a partir de este evoluciona mediante la
adquisiciéon de mutaciones secuenciales. Sin embargo, estudios recientes han mostrado que esto no
es aplicable a todos los pacientes, y que la evolucién clonal del MM es mucho mas compleja. La
progresion de MM se adapta mas a un patron de evolucidén ramificada, en el que multiples clones
generan nuevos clones de forma simultdnea, generando distintos reservorios. Ademas, se ha
observado la dominancia de unos clones sobre otros, y cambios en el comportamiento de los clones a
lo largo de la evolucién de la enfermedad. Esto afecta a la respuesta de los pacientes a las terapias,
constituyendo una de las principales barreras en la busqueda de tratamientos efectivos para el MM
(Furukawa & Kikuchi, 2020).

1.1.2. Diagnostico clinico

El IMWG (International Myeloma Working Group) publicd, en 2014, los criterios actualizados para el
diagnodstico del MM (Rajkumar et al., 2014). Para un diagndstico de MM se requiere una cantidad de
células plasmaticas clonales en médula 6sea 210% (u otras evidencias de plasmocitoma en la médula
dsea); y uno o mas eventos definitorios de mieloma, que podemos ver en la tabla 1. Aunque
anteriormente se incluia también la presencia de proteina monoclonal (proteina M) como
requerimiento para el diagndstico, se ha visto que esta no esta presente en todos los pacientes de
mieloma multiple, y existe un subconjunto de pacientes (alrededor del 3%) que no tienen niveles de



dicha proteina en orina y/o sangre. Ahora, este parametro se emplea para distinguir entre pacientes
gue pacientes que secretan y no proteina M. Por otro lado, MM se diferencia de MGUS y SMM en que
estos ultimos carecen de los eventos definitorios.

TABLA 1. Eventos definitorios de mieloma multiple.

Hipercalcemia

Insuficiencia renal

Anemia

Lesiones dseas

Porcentaje de células plasmaticas clonales 260%
Biomarcadores 21 lesidn focal en resonancia magnética (MRI)
Ratio de cadenas ligeras libres (FLC) en suero 2100

Dafios en érganos
atribuibles al trastorno de
las células plasmaticas

1.1.3. Terapias en la actualidad

En la ultima década se han dado grandes avances en la comprension de la biologia del mieloma
multiple. Estos avances han sido acompafiados por el descubrimiento de nuevos tratamientos
innovadores en MM, como los anticuerpos monoclonales, nuevos inhibidores del proteasoma o células
CAR-T (chimeric antigen receptor); y por la deteccidon mas rapida del MM, debido a una mejora en los
criterios y los sistemas diagndsticos. Todo esto ha mejorado el prondstico de los pacientes de MM. Sin
embargo, se siguen obteniendo resultados muy heterogéneos, y el MM sigue considerandose una
enfermedad incurable (Ninkovic & Quach, 2020). Uno de los principales problemas en el tratamiento
de esta enfermedad es la respuesta diferencial a estos dependiendo del patréon de evolucién y la
composicion clonal del paciente en cuestion (Furukawa & Kikuchi, 2020). Actualmente, la mayoria de
las estrategias se basan en la adaptacion a la respuesta tras el tratamiento inicial (Cazaubiel et al.,
2020).

La supervivencia en MM depende parcialmente del estado de la enfermedad, sin embargo, a la hora
de elegir |la terapia mas adecuada, la estadificacidn no es del todo util. En MM, esta eleccidn se basa
normalmente en un modelo de estratificacion del riesgo, que define dos niveles de riesgo basandose
en la clasificacién citogenética molecular de la enfermedad. Los pacientes de alto riesgo presentan uno
o0 mas de los siguientes marcadores: translocaciones t(4;14), o t(14;16), pérdida del brazo corto del
cromosoma 17, o del brazo largo del cromosoma 13; y hipodiploidia. Por su parte, los pacientes de
riesgo estandar incluyen el resto de los marcadores, incluidos t(11;14), t(6;14) e hiperdiploidia. La
eleccion de la terapia inicial también se basa en la elegibilidad del paciente para trasplante autélogo
de células madre (ASCT), que depende de la edad, comorbilidades y estado de la enfermedad
(Rajkumar & Kyle, 2013)

En pacientes que pueden someterse a ASCT, se suele aplicar un tratamiento de induccién inicial
consistente en 4-6 ciclos de una terapia combinada de agentes inmunomoduladores (generalmente
lenalidomida), inhibidores de proteasoma (generalmente bortezomib) y corticoesteroides. Una de las
terapias de induccion mas comunes es VRd (bortezomib-lenalidomida-dexametasona).
Posteriormente se aplica un ciclo de ASCT, y se finaliza con un tratamiento de mantenimiento a largo
plazo, siendo el estandar el uso de lenalidomida. En algunos ensayos se han aplicado terapias de
consolidacion post-ASCT, aunque los datos son insuficientes para determinar si los efectos a largo
plazo son efectivos o no (Ninkovic & Quach, 2020).

Por su parte, el conjunto de pacientes que no se pueden someter a ASCT es bastante heterogéneo, y
su tratamiento debe elegirse teniendo en cuenta el equilibrio entre efectividad y toxicidad de la
terapia. El tratamiento estandar es Rd (lenalidomida y dexametasona) (Cazaubiel et al., 2020), aunque
se ha visto que la adicidn de bortezomib mejora la supervivencia general de los pacientes (Durie et al.,



2020). Asimismo, se han visto resultados positivos con la introduccidén de nuevos agentes terapéuticos.
Por ejemplo, se ha observado que la aplicacion de VMP (bortezomib-melfalan-prednisona) seguida de
daratumumab aumenté la supervivencia, especialmente en pacientes de alto riesgo (Mateos et al.,
2018).

Por ultimo, respecto a las recaidas, lo mas comun es emplear combinaciones de tres farmacos, que
pueden contener o no lenalidomida, segln si esta se ha aplicado o no en el tratamiento inicial y ha
resultado en el desarrollo de una resistencia. Entre los farmacos empleados para sustituir los
tratamientos con lenalidomida destacan anticuerpos monoclonales con diana en CD38 (daratumumab
o isatuximab) combinados con carfilzomib; y la combinacién PVd (pomalidomida bortezomib y
dexametasona) (Legarda et al., 2020).

1.2. MICROAMBIENTE DE LA MEDULA OSEA

La médula ésea, que se encuentra en el interior de los huesos, esta formada por tejido adiposo y
hematopoyético, rodeados de tejido vascular. Una de sus principales funciones es la hematopoyesis,
esto es, la formacién de las células de la sangre (eritrocitos, trombocitos...) y del sistema inmune
(linfocitos T, células plasmaticas...) a partir de las células madre hematopoyéticas (HSCs). El proceso de
hematopoyesis es posible gracias al microambiente de la médula ésea, que reconoce, mantiene y
regula las células madre. Como hemos comentado anteriormente, el mieloma multiple es una
enfermedad de las células plasmaticas que se desarrolla en la médula ésea. Se ha determinado que la
interaccion de las células plasmaticas malignas con el microambiente medular juega un papel
importante en el desarrollo y proliferacién del tumor (Travlos, 2006).

1.2.1. Compartimento celular y no celular

El microambiente medular estd estructurado en dos compartimentos: el celular y el acelular. El
compartimento celular estd formado por diversos tipos de células, hematopoyéticas y no
hematopoyéticas. Por su parte, el compartimento acelular esta formado por la matriz extracelular
(ECM) y distintos factores de seializacién (citoquinas, factores de crecimiento, quimoquinas...) (Hou
et al, 2019). La matriz extracelular contiene, entre otros, colageno tipo |, fibronectina, y
glicosaminoglicanos (acido hialurdnico, sulfato de condroitina, heparan sulfato...) (Vincent & Mechti,
2005). La interaccién de las células plasmaticas de MM con las células del estroma (BMSCs) y la matriz
extracelular (ECM) es de particular importancia en la patogenicidad de la enfermedad, dado que es la
responsable de la adhesidn de las células tumorales a la médula 6sea (Anderson & Carrasco, 2011).

La adhesién de las células plasmaticas a las BMSCs se da gracias a VLA-4 (Antigeno muy tardio 4) en las
primerasy la proteina VCAM-1 (Molécula de adhesion celular vascular 1) en las segundas. Esto provoca
la activacion de la ruta de sefalizacion NF-kB y la secrecién de la interleucina 6 (IL-6) por parte de las
BMSCs, que a su vez estimula la secrecion de factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) por parte
de las células tumorales. Esto da lugar a un bucle paracrino que estimula el crecimiento y la
supervivencia del tumor. Por otro lado, las BMSCs de pacientes de MM sintetizan diversas moléculas
proangiogénicas, como VEGF, factor de crecimiento transformante (TGF-f) o interleucina 1 (IL-1), que
también contribuyen a la proliferacion del tumor (Manier et al., 2012). La figura 1 muestra algunas de
estas interacciones.
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FIGURA 1. Representacion esquematica de las interacciones entre las células de MM vy el
microambiente medular. Heparan sulfato (HSPG), antigeno leucocitario funcional 1 (LFA-1),
molécula de adhesién intercelular (ICAM-1), factor de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1), factor de
crecimiento basico para fibroblastos (bFGF) y factor de crecimiento basico para hepatocitos (HGF)
(Vincent & Mechti, 2005).

Respecto a la homeostasis 6sea, en MM, esta se encuentra desequilibrada. La unién de células de MM
a BMSCs da lugar a un aumento en la expresion de RANKL, lo que se traduce en un aumento en la
actividad de los osteoclastos y la destruccion del hueso; ademads de la inhibicidn de la apoptosis en los
osteoclastos. Por su parte, se ha estudiado la participacion de los osteoblastos en el crecimiento de
células plasmaticas malignas, dada su capacidad de secrecién de IL-6. También se ha estudiado la
supresion de la actividad de los osteoblastos en pacientes de MM como resultado de la secrecién de
diversos factores por parte de las células tumorales, como DKK1 (proteina 1 relacionada con Dickkopf)
(Hou et al., 2019; Manier et al., 2012).

Ademads de las funciones ya comentadas, IL-6 también promueve la metdastasis en otros érganos, como
el higado; y la inflamacidn, reduciendo la actividad de células NK (Natural Killer). Por su parte, el factor
de crecimiento insulinico tipo 1 (IGF-1), que en pacientes de MM es producido por BMSCs vy
osteoclastos, induce el crecimiento y la migracién de las células plasmaticas malignas, mediante la
induccidn de la angiogénesis y la inhibicion de la apoptosis, entre otros (Hou et al., 2019).

1.2.2. Desarrollo de resistencias a farmacos

En el apartado anterior se ha visto como la interaccion de las células plasmaticas con la matriz
extracelular es, junto con la interaccion con las BMSCs, clave en el desarrollo y la patogenicidad del
MM. En este apartado se va a ver el papel de estas interacciones en el desarrollo de resistencia a
farmacos en MM.

Existen diversos mecanismos de resistencia: resistencia multiple a farmacos (MDR), resistencia
multicelular (MCR, las células tumorales son mas resistentes cuando forman agregados) y resistencia
mediada por adhesiéon celular (CAM-DR). Este ultimo tipo es muy relevante en malignidades
hematoldgicas como el MM, y se basa en la adhesidn de las células tumorales a los componentes de
la matriz extracelular y las BMSCs via moléculas de adhesién especificas, como integrinas 1,
sindecano-1 o CD44. Estas interacciones activan vias de sefializacién concretas que protegen a las



células tumorales de los efectos de los farmacos (Dalton, 2003; Vincent & Mechti, 2005). En este
trabajo se va a estudiar la resistencia generada por la interaccién con dos biomoléculas de la médula
dsea concretas, el acido hialurénico y el sulfato de condroitina.

El 4cido hialurénico (HA) es un glicosaminoglicano que se encuentra en todos los organismos. Es un
polisacdrido lineal, constituido por repeticiones del disacarido formado por dcido D-glucurénico y N-
acetil-D-glucosamina, unidos por enlaces de tipo 3 (1-3). En la figura 2 podemos ver su estructura. El
HA se encuentra principalmente en la matriz extracelular de diversos tejidos en el organismo. Entre
sus funciones bioldgicas estd el mantenimiento de la elasticidad e hidratacién de los tejidos, y la
regulaciéon de diversos procesos biolégicos mediada por receptores (Necas et al., 2008; Salwowska et
al., 2016).
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FIGURA 2. Estructura del acido hialurénico. Adaptado de Gandi & Mancera (2008).

Algunas de sus propiedades mas relevantes son: su elevada solubilidad en agua, su capacidad de
retencion de agua (puede formar geles), su elevada biocompatibilidad y su baja inmunogenicidad
(Salwowska et al., 2016). Todo esto convierte al HA en una molécula con numerosas aplicaciones
terapéuticas, lo cual se ve reflejado ampliamente en la literatura: relleno dérmico con fines estéticos
(Beasley et al., 2009), reparacién de tejidos dafados (Ying et al., 2019), transporte y liberacion de
farmacos (Prestwich, 2011), scaffolds para ingenieria tisular (Aulin et al., 2011),...

Existen numerosos estudios que confirman el rol del HA en la resistencia a farmacos de diversos
canceres, incluido el MM. Las células de MM expresan los receptores celulares CD44 y RHAMM
(receptor para la motilidad mediada por HA), los cuales interaccionan con el HA de la ECM. En lineas
de MM independientes de IL-6, como RPMI8226, el efecto protector del HA esta mediado por una ruta
independiente de IL-6 que activa NF-kB e incrementa la expresidn de la proteina anti-apoptdtica Bcl-
2. EI HA también potencia los efectos de factores autocrinos y paracrinos sintetizados por otras células
de la médula ésea, gracias a su capacidad de estabilizar y concentrar dichos factores cerca del tumor
(Vincent & Mechti, 2005). El resultado es la supervivencia de las células tumorales a farmacos como la
dexametasona, la cual, en ausencia de HA, induce la apoptosis de las células plasmaticas (Vincent et
al., 2003). Respecto al bortezomib, en un estudio de 2020 (Oksiizoglu & Kozalak, 2020) se ha visto el
efecto de la sobreexpresién de la proteina antiapoptética Bcl-2 en la resistencia de MM a bortezomib,
pero se desconoce si el HA tiene efectos similares y es capaz de contrarrestar la induccién de la
apoptosis causada por el bortezomib.

El sulfato de condroitina (CS) es un glicosaminoglicano formado por unidades repetitivas de un
disacdrido, que consiste en acido B-glucurénico unido a N-acetilgalactosamina mediante un enlace pB(1-
3). Dependiendo del residuo que esta sulfatado en la N-acetilglucosamina, tenemos distintos tipos de
sulfato de condroitina. El que encontramos en la médula ésea, y que se extrae principalmente de
animales marinos, como el tiburdn, es el condroitin 6-sulfato, también llamado sulfato de condroitina
C. Podemos ver su estructura en la figura 3. El sulfato de condroitina tiene una funcién principalmente
estructural, formando parte de la matriz extracelular, aunque también puede intervenir en la



regulacidn de distintos procesos celulares (Burns et al., 2018). Por ejemplo, se ha observado su efecto
antiinflamatorio e inmunomodulador (Du Souich et al., 2009).
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FIGURA 3. Estructura del sulfato de condroitina. Adaptado de Gandi & Mancera (2008).

Todos los glicosaminoglicanos, con la excepciéon del HA, se encuentran unidos a una proteina,
formando proteoglicanos. Los proteoglicanos se pueden encontrar en la ECM o la membrana
plasmatica celular. Algunos ejemplos son el agrecano (cartilago) o el versicano (piel y vasos
sanguineos). El sindecano-1 es un proteoglicano con sitios de unién para hepardn sulfato y condroitin
sulfato. Esta biomolécula se encuentra en la membrana de las células plasmaticas y constituye una
molécula de adhesion de estas a la ECM, mediante interaccion con el colageno tipo | (Bret et al., 2009;
Gandhi & Mancera, 2008).

Las células plasmaticas también interaccionan con el sulfato de condroitina presente en la propia
matriz extracelular, alterando los patrones de proliferacién, migracién y diferenciacién celular. En el
caso del MM, esta interaccion, del mismo modo que el HA, parece beneficiar la proliferacion y
viabilidad del tumor. No obstante, esta por determinar si la interaccion entre las células de MM y el CS
de la ECM genera resistencia a farmacos, en particular, bortezomib y dexametasona, pues no existen
aun estudios al respecto (Vincent & Mechti, 2005).

1.3. MODELOS DE ENFERMEDAD

1.3.1. Cultivos 2D vs. cultivos 3D

Como hemos comentado anteriormente, el mieloma multiple es una enfermedad muy heterogénea
en términos de fenotipo celular, sintomas y evolucién, por lo que la busqueda de terapias efectivas se
ha visto muy dificultada. Uno de los principales problemas ha sido la desconexién entre los resultados
obtenidos en fase pre-clinica y clinica.

Durante muchos afos, el monocultivo bidimensional ha sido el modelo de enfermedad estandar para
el estudio de MM, lo cual ha sido muy util para la busqueda de nuevos agentes terapéuticos mediante
HTS (high-throughput screening, cribado de alto rendimiento), asi como la caracterizacion de las lineas
celulares. Sin embargo, este sistema presenta diversos problemas, siendo la falta del microambiente
tumoral el principal de ellos. También se ha observado que el cultivo en 2D modifica la morfologia y el
fenotipo celular (Schiler et al., 2013). Numerosos farmacos que han dado buenos resultados con estos
modelos y han sido aprobados en fase pre-clinica, han sido descartados en fase clinica debido a la
generacion de resistencias en los pacientes. Como sefiala de la Puente et. al (2015), solo un 60% de los
pacientes responde a las terapias, y mas del 90% de los pacientes con recaidas desarrolla alguna
resistencia a estas.

Por tanto, dado que el microambiente de la médula ésea desempefia un rol esencial en la
patogenicidad y supervivencia del tumor, se requiere el disefio de modelos bioldgicos que se asemejen



lo maximo a la realidad, lo que implica la creacion de estructuras biomiméticas tridimensionales que
simulen el tejido a estudiar (Schiler et al., 2013). La ingenieria tisular ha jugado un papel muy
importante en el desarrollo de estos modelos.

1.3.2. Ingenieria tisular y modelos de MM

El campo de la ingenieria tisular y la medicina regenerativa se basa en la combinacion de técnicas de
ingenieria y conocimientos de biologia para la reparacién, regeneracién y reemplazo de érganos y
tejidos dafados. Para ello, se crean andamiajes tridimensionales, scaffolds que buscan imitar lo mejor
posible el tejido que ha sido dafiado, de forma que sirvan de adyuvante a la regeneracién del tejido. El
objetivo ultimo es la creacion de un entorno favorable para que las células sean capaces de hacer lo
gue estamos buscando. Para conseguir este objetivo, en cualquier sistema de ingenieria tisular se
deben tener en cuenta tres aspectos fundamentales: las células, el soporte y el entorno biomecanico;
y es de vital importancia conocer la interaccion entre estos tres elementos (Liao et al., 2008). Esto es
aplicable también al desarrollo de modelos 3D de enfermedad que permitan estudiar y caracterizar la
patologia en cuestion de forma mas realista, y encontrar nuevas dianas terapéuticas (Knight &
Przyborski, 2015).

En lo que respecta al MM vy al microambiente de la médula désea, se han desarrollado numerosos
modelos, aunque ninguno de ellos es perfecto; y en cada caso el modelo debe adaptarse a las
necesidades especificas del proyecto. Como hemos comentado anteriormente, los factores que
intervienen en la interaccidn del tumor con su entorno y en el desarrollo de resistencia a farmacos por
parte de las células malignas son abundantes y complejos, lo cual complica enormemente el disefio de
modelos 3D que realmente sean andlogos a la realidad. Esto hace que las conclusiones extraidas a
partir de estudios con dichos modelos no siempre coincidan con los resultados observados in vivo, y
que la inefectividad de los tratamientos disponibles sea tan elevada. A continuacién, se muestran
algunos modelos desarrollados recientemente.

Lo mas abundante en la literatura son scaffolds basados en geles. Destaca, por ejemplo, 3DTEBM (del
inglés 3D Tissue Engineered Bone Marrow), un modelo de cultivo de médula ésea desarrollado por de
la Puente et al. (2015). El modelo consiste en un scaffold de fibrindgeno, en el cual se cultivan células
de MM junto con otras células de la médula ésea. Este modelo resulta muy interesante ya que es
personalizable a cada paciente, dado que el fibrindgeno empleado para la fabricacién de la matriz
proviene del plasma del propio paciente. Se ha empleado, entre otros, para estudiar el desarrollo de
resistencia a fdrmacos en los pacientes.

Por otro lado, existen modelos de cultivo 3D basados en la formacion de esferoides con células del
tumor, como el empleado por Arhoma et al. (2017). En este estudio, las células de mieloma multiple
se incubaron junto con alginato de sodio, y la adicidon de cloruro de calcio (CaCl,) desencadend la
polimerizacidn de el material, resultando en la formacién de esferoides de alginato con las células en
su interior. También hay otros tipos de modelos, como los basados en scaffolds sélidos que mimetizan
la dureza del hueso que envuelve la médula ésea (Reagan et al., 2014), o los que emplean biorreactores
(Belloni et al., 2018). Este ultimo tipo es particularmente interesante ya que se trata de un modelo
dindmico, que no solo mantiene la morfologia y el fenotipo celular a largo plazo, sino que también
simula las interacciones entre el MM y su entorno, y el comportamiento del tumor en el tiempo.

1.3.3. Layer-by-layer: sulfato de condroitina, acido hialurénico y quitosano

Existen muchos métodos de funcionalizacidn de superficies, como la conjugacién con polietilenglicol
(PEG), la incorporacion de lipidos, la aplicacién de recubrimientos con materiales diversos o el
autoensamblaje de monocapas (Zhuang et al., 2017). El método elegido para la funcionalizacion de



estas microesferas es la formacidon de multicapas, denominado Layer-by-layer (Lbl), una técnica de
ensamblaje basada en la adsorcion secuencial de moléculas mediante interacciones electroestaticas
y/o no electroestéaticas. Para ello, las moléculas deben presentar cargas opuestas en las condiciones
de trabajo empleadas. Se trata de una técnica sencilla, versatil y poco costosa; y ha sido aplicada ya en
numerosas aplicaciones en el campo de la biomedicina.

Las moléculas empleadas, que pueden ser de muchos tipos (polimeros naturales como el DNA o las
proteinas, polimeros sintéticos...), se depositan sobre una superficie concreta de forma alternada,
formando interacciones entre ellas y con la superficie (interacciones hidréfobas, hidrofilas,
electroestaticas, enlaces covalentes...). Asimismo, existen diversos métodos de fabricacion del
recubrimiento Lbl: por inmersion, centrifugacion, pulverizacién... (Silva et al., 2016). En la figura 4 se
muestra una representacion del proceso de funcionalizacion por Lbl de microesferas cargadas
positivamente, aprovechando las interacciones electroestaticas entre los diversos elementos. Primero
se deposita el polianion, luego el polication, y asi sucesivamente.
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FIGURA 4. Representacion del proceso de funcionalizacion por layer-by-layer. Creado con
BioRender.com

En este trabajo se va a funcionalizar la superficie de las microesferas comerciales Cytodex 1, de
dextrano, con dos biomoléculas de la médula désea, el sulfato de condroitina y el acido hialurdnico,
cuyas propiedades han sido explicadas con anterioridad. Dado que ambos polielectrolitos presentan
carga negativa, se va a emplear quitosano como policatién. El quitosano es un derivado de la quitina,
un polisacarido linear formado por unidades de 2-acetomida-2-deoxi-B-D-glucopiranosa unidas por
enlaces B(1-4). El quitosano se obtiene mediante la deacetilaciéon de la quitina, dando lugar a la
estructura que se observa en la figura 5. Se trata de un material biocompatible con numerosas
aplicaciones, no solo en el campo de la biomedicina; y se obtiene, entre otros, de animales marinos,
como los crustaceos (Zargar et al., 2015).
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FIGURA 5. Estructura del quitosano. Adaptado de Zargar et al. (2015)



2. OBJETIVOS

El objetivo de la linea de investigacidn en la que se enmarca este trabajo es la obtencién de un modelo
de mieloma multiple que permita estudiar la respuesta de las células tumorales a distintos
tratamientos en condiciones de cultivo biomiméticas. Con dicho modelo se podria determinar in vitro
qué farmaco es mas eficaz para cada paciente de forma previa al tratamiento.

En este sentido, la finalidad de este trabajo es desarrollar y caracterizar un medio de cultivo 3D basado
en acido hialurdénico y sulfato de condroitina y estudiar el papel de estas biomoléculas en la generacion
de resistencia a farmacos. Para conseguirlo se han establecido los siguientes objetivos:

- Desarrollo de un protocolo que permita la funcionalizaciéon de microesferas de dextrano con
acido hialurdnico y sulfato de condroitina mediante la técnica del layer-by-layer.

- Caracterizacidn fisicoquimica de los diferentes recubrimientos aplicados al microgel.

- Andlisis de la viabilidad y proliferacién celular de la linea celular de mieloma multiple
RPMI8226 cultivada en el microgel obtenido. Evaluacién del papel del acido hialurénico vy el
sulfato de condroitina en dichos comportamientos celulares.

- Estudio del papel de las biomoléculas de interés (acido hialurénico y sulfato de condroitina)
en la generacién de resistencia a fdrmacos antimieloma (dexametasona y bortezomib) en la
linea celular RPMI8226 cultivada en el microgel.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. MATERIALES

Para la generaciéon del medio de cultivo 3D se empled, como soporte, Cytodex 1 (GE Healthcare Bio-
Sciences AB), unas microesferas de dextrano que hinchadas en medio acuoso tienen unas 170 um de
didmetro. Dichas microesferas se funcionalizaron con un recubrimiento Lbl a base de quitosano (CHI)
(SIGMA ALDRICH, 9012-76-4), acido hialurénico (HA) (SIGMA ALDRICH, 9067-85-2) y sulfato de
condroitina (CS) (SIGMA ALDRICH, 9082-07-09). Estas tres biomoléculas se prepararon a una
concentracion de 1mg/ml en agua miliQ y se ajusté su pH a 5. Para los lavados entre capas del Lbl se
empleé NaCl (SCHARLAB, 7647-14-5) 0’15 M a pH 5. Para el protocolo de entrecruzamiento se utilizd
glutaraldehido (GA) (SIGMA ALDRICH, 111-30-8) al 2’5 % v/v, glicina (GLI) (ACROS ORGANICS, 56-40-6)
0’1 M, carbodiimida (EDC) (Iris Biotech GmbH) 260mM, succinimida (NHS) (SIGMA ALDRICH) 100mM,
NaCl (SCHARLAB) 0’15 M a pH 5’5 y agua miliQ.

Las microesferas se conservaron hasta su uso en DPBS (tampdn fosfato salino) (GIBCO), tanto antes
como después de la funcionalizacién. La preparacidon de muestras para el criomicroscopio electrénico
de barrido de emision de campo (CRIO-FESEM) se realizé con nitrégeno liquido. Para la deteccién de
grupos sulfato en muestras con CS se empled el kit comercial Glycosaminoglycan Assay Blyscan
(BIOCOLOR). Para la toma de imagenes de microscopia confocal, los microgeles control y con los
diferentes recubrimientos se embebieron en bloques de 2-hidroxietilagarosa (SIGMA ALDRICH).

En los cultivos celulares se utilizé la linea celular RPMI8226 de mieloma multiple (ATCC CCL-155).
Dichas células se sembraron con dos medios distintos. Por una parte, medio RPMI11640 (R0883, SIGMA
ALDRICH) suplementado con 10 % de FBS (Fetal Bovine Serum, Hyclone) (FISHER), 1 % de
Penicilina/estreptomicina (GIBCO) y 1 % de L-glutamina (GIBCO); que de ahora en adelante llamaremos
medio completo. Por otro lado, medio RPMI1640 sin rojo fenol (R7509, SIGMA ALDRICH)
suplementado con 10 % de FBS (Fetal Bovine Serum, Hyclone) (FISHER), 1 % de
Penicilina/estreptomicina (GIBCO) y 1 % de L-glutamina (GIBCO); que de ahora en adelante llamaremos
medio completo SRF. Otros reactivos empleados fueron dimetilsulféxido (DMSO) 30 % (SIGMA
ALDRICH), yoduro de propidio (Invitrogen), Hoechst33342 (Invitrogen) y MTS Cell titter proliferation
assay (Promega).

3.2. FUNCIONALIZACION MICROESFERAS

Para la funcionalizacién de las microesferas se ha utilizado el método Layer-by-layer. Las biomoléculas
de interés (acido hialurdnico o sulfato de condroitina) son los polianiones; mientras que el quitosano
es el policatién. Cytodex 1, el soporte empleado, tiene una fuerte carga superficial positiva debido a la
presencia de grupos N,N-dietilaminoetil positivamente cargados. Por ello, primero se deposito el
polianion, luego el policatidn, y asi sucesivamente, hasta completar 5 bicapas + 1, de forma que la
ultima capa contiene la biomolécula de interés. Las microesferas se funcionalizaron siguiendo dos
protocolos distintos, que se detallan a continuacion.

Los protocolos se basaron en el trabajo de Leite et al. (2014). Previamente a la funcionalizacion, las
microesferas, que se comercializan en seco, se hidrataron con DPBS (1 g de microesferas en 50ml de
DPBS) y se esterilizaron en autoclave (MOCOM), siguiendo las recomendaciones del fabricante (120
9C, 20 minutos). Las disoluciones empleadas (CHI, HA, CS, GA, GLI, EDCy NHS) se esterilizaron mediante
filtrado con filtro 0°22 pum.
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3.2.1. Protocolo de funcionalizacion 1: Obtencion de Lbl entrecruzado con GA

En el primer protocolo de funcionalizacién, 1100 pl de microesferas se dispusieron en tamices celulares
de nylon de 70 um (FALCON) (para no perderlas en la disoluciéon) y se sumergieron en el polianién
correspondiente (HA o CS). Tras 15 minutos, se realizé un lavado de 2 minutos y dos lavados de 1
minuto con NaCl 0’15 M a pH 5. Después, el tamiz con las microesferas se sumergio en el polication
(CHI) por 15 minutos; y se repitieron los lavados. Este proceso se repitié hasta alcanzar las 11 capas
deseadas, cambiando el agua de lavado en cada lavado. Todo se realizé en agitacion orbital (150 rpm);
para asegurar la homogeneidad del proceso; y en esterilidad (cabina de flujo laminar). Podemos ver
un esquema del proceso en la figura 6.

Polianién (CS/HA) - 15 min NaCl 0'15M - 3x5 min
NaCl 0'15M - 3x5 min Polication (CHI) - 15 min

Created in BioRender.com bid)|

FIGURA 6. Esquema del protocolo de funcionalizacién Lbl empleado. Creado con BioRender.com

Una vez funcionalizadas las microesferas, se procedio al entrecruzamiento del Lbl con glutaraldehido
2’5 % v/v a temperatura ambiente durante 1 h. Luego, se realizaron dos lavados de 5 minutos y uno
overnight (ON) con agua miliQ. Después, se realizé un bafio con glicina 0’1 M durante 1 h a 379C para
bloquear posibles grupos carboxilos que hayan quedado libres. Finalmente, se realizaron 3 lavados con
agua miliQ de 5 minutos. Con este protocolo se consiguieron los siguientes tipos de microesferas: CS
sin GA, CS con GA, HA sin GA y HA con GA. Las microesferas sin funcionalizar se denominardn
microesferas control CTRL. Todas ellas se conservaron en DPBS para evitar su deshidratacion.

3.2.2. Protocolo de funcionalizacion 2: obtencidn de Lbl entrecruzado con EDC

Con el objetivo de optimizar los materiales obtenidos, se disefi6 un nuevo protocolo de
funcionalizacion, mejorando algunos aspectos negativos del protocolo anterior. Por una parte, se
establecid un maximo de 800 pl de microesferas por tamiz para maximizar la eficiencia de la
funcionalizacién. Asimismo, al inicio de cada capa, se estimulé el movimiento de las disoluciones
pertinentes con una pipeta, actuando por fuera del tamiz, con el objetivo de aumentar la
homogeneidad del proceso y asegurarse que todas las microesferas se funcionalizaban por igual.
Respecto a los lavados, se decidid aumentar el tiempo, realizando 3 lavados de 5 minutos cada uno.

Por otro lado, basdndose en los resultados obtenidos en el ensayo de viabilidad, se decidié modificar
el protocolo de entrecruzamiento con glutaraldehido por uno con carbodiimida (EDC) y succinimida
(NHS). El microgel funcionalizado se incubd en una disolucién de NHS 100 mM y EDC 260 mM ON en
agitacion (150rpm) a 42C. Después, se realizaron 3 lavados de 1h con NaCl 0'15M a pH=5’5. Ademds,
se observd que con el primer protocolo las células se pegaban a las microesferas, por lo que, para
contrarrestarlo, se opté por dejar la primera capa del Lbl ON, en vez de 15 minutos. En este caso, las
microesferas obtenidas fueron CS con EDC y HA con EDC.
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3.3. CARACTERIZACION DEL MICROGEL

3.3.1. Microscopia

Las microesferas se analizaron con distintas técnicas de microscopia para caracterizar
morfoldgicamente los recubrimientos construidos.

3.3.1.1.  Microscopio dptico

En primer lugar, todas las muestras (CTRL, CS sin GA, CS con GA, HA sin GA, HA con GA, CS con EDC,
HA con EDC) se observaron en un microscopio dptico invertido (NIKON) y se tomaron fotos de ellas a
10 X. para ello, una vez finalizada la funcionalizacion de las microesferas, estas simplemente se
dispusieron en una placa multipocillo p6 no tratada (VWR).

3.3.1.2.  Criomicroscopio electrénico de barrido de emision de campo

Las muestras CTRL, CS sin GA, CS con GA, CS con EDC y HA con EDC también se analizaron en Crio
microscopio Electrénico de Barrido de Emision de Campo (CRIO-FESEM) (PP3010T, Quorum
Technologies). Las imagenes fueron tomadas a 1keV a varios aumentos. Para preparar la muestra, se
retird el maximo sobrenadante y se le aplicé nitrégeno liquido en vacio. Después, se sublimé durante
15 minutos.

3.3.1.3.  Microscopio confocal de fluorescencia

Por ultimo, con el objetivo de detectar autofluorescencia debida al quitosano en las muestras
funcionalizadas, se empled un microscopio confocal LSM 780 (ZEISS). Se analizaron las muestras CTRL,
CS con EDCy HA con EDC. La microscopia confocal de fluorescencia permite la obtencidn de imagenes
de mayor calidad, ya que elimina la luz proveniente de planos no enfocados; y sirve para muestras de
mayor grosor que en microscopios convencionales. Este tipo de microscopio permite enfocar un punto
concreto de la muestra y recoger solo la fluorescencia de dicho punto, de forma que es mas preciso.
Es muy util para el estudio de la superficie de la muestra, y permite la reconstruccion 3D de la muestra
(Nwaneshiudu et al., 2012). Para su observacién, las microesferas se embebieron en bloques de 2-
hidroexietil agarosa y se observaron al microscopio en medio de montaje sin tinciones adicionales.

3.3.2. Espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier

Otra técnica empleada para la caracterizacién del recubrimiento Lbl fue la espectroscopia de
infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR). Esta técnica permite detectar grupos funcionales en
una muestra. Este método de analisis mide las longitudes de onda entre 2500 nm y 25000 nm, lo que
se conoce como infrarrojo medio. Como resultado de la aplicacién de la técnica FTIR se obtiene un
espectro molecular muy preciso de la muestra analizada (Be¢ et al., 2020).

Se analizaron las siguientes muestras: CTRL, CS sin GA, HA sin GA, CS con GA, HA con GA, CS sin GA
acabado en CHI, HA sin GA acabado en CHI, CS con EDC y HA con EDC. Las muestras se analizaron con
el equipo Espectrofotémetro infrarrojo Thermo Nicolet Nexus (THERMO SCIENTIFIC). Los espectros
obtenidos con el software OPUS se analizaron con Microsoft Excel 2018 (Microsoft Corporation, USA)
y se graficaron con GraphPad Prism version 9.0.0 (GraphPad Software, USA).
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Las muestras CTRL, CS sin GA, HA sin GA, CS con GA, HA con GA, CS sin GA acabado en CHI y HA sin GA
acabado en CHI, que se analizaron en primer lugar, se secaron con un desecador termostatico
VACUO_TEMP (J.P. Selecta S.A.) antes de la medida. Sin embargo, en vista de los resultados obtenidos,
se decididé que las muestras restantes (CTRL, CS con EDC y HA con EDC) se analizarian en humedo,
sometiéndolas Unicamente a una centrifugacion de 250 rcf 5 min, con el objetivo de quitar la maxima
agua superficial posible. El objetivo de este cambio de protocolo fue conservar la integridad estructural
del recubrimiento Lbl, que es lo que se pretende analizar con esta técnica.

3.3.3. Analisis termogravimétrico

Las muestras CTRL, CS con EDC y HA con EDC se analizaron con TGA (thermogravimetric analysis)
(METTLER TOLEDO). Esta técnica mide la variacién en peso de la muestra analizada, la cual es sometida
a una temperatura determinada. Lo que se pretende con esta técnica es determinar las diferencias en
peso entre las muestras CTRL, CS con EDC y HA con EDC.

En primer lugar, las muestras se sometieron a una centrifugacion de 5 min a 250 rcf previamente a la
medida. Después, se analizaron en el TGA, con un programa de temperaturas de 25 - 1000 2C, con
incrementos de 10 2C por minuto. Se realizaron 3 réplicas de cada muestra. Los datos obtenidos se
analizaron y graficaron en Microsoft Excel 2018 (Microsoft Corporation, USA). Primero, se determind
el peso de las muestras CTRL en seco, que se considerd el 100% de la fraccidn de dextrano en dichas
muestras. Posteriormente, se determind el peso de las muestras CS con EDC y HA con EDC en seco, y
se compard con el peso de las muestras CTRL, obteniendo asi la fraccion de cada tipo de recubrimiento
respecto de la fraccién de dextrano en las muestras HA con EDC y CS con EDC. Estos resultados se
graficaron con GraphPad Prism version 9.0.0 (GraphPad Software, USA). Se aplicé el test de Shapiro-
Wilk para comprobar la normalidad de los datos y se realizé un test ANOVA One Way (a=0.05) con la
correccion de Tukey’s para comparaciones multiples para determinar la significancia de las diferencias
observadas.

3.3.4. Ensayo de deteccion de glicosaminoglicanos

Con el objetivo de determinar la concentracion de CS en la muestra CS con EDC, se empled el kit
comercial Glycosaminoglycan Assay Blyscan de BIOCOLOR. Este kit constituye un método cuantitativo
de fijacidn a colorante que sirve para analizar proteoglicanos y glicosaminoglicanos sulfatados (sGAG).
Como control se empled la muestra CTRL, y se analizaron 3 réplicas de cada muestra, siguiendo las
recomendaciones del fabricante.

En primer lugar, se prepard una curva de calibrado. Para ello, se empled una disolucion de CS de
50ug/ml, que se prepard realizando una dilucién de la disolucién CS 1mg/ml preparada inicialmente
para la funcionalizacién. Los puntos de la curva se recogen en la Tabla 2.

TABLA 2. Disoluciones empeladas en la curva de calibrado del ensayo de deteccion de
glicosaminoglicanos.

PUNTOS DISOLUCION

1pg 20 pl CS 50 pg/ml + 80 pl H,0
2 ug 40 pl CS 50 pg/ml + 60 pl H,0
3pg 60 pl CS 50 pg/ml + 40 pl H,0
4ng 80 pl CS 50 pg/ml + 20 pl H,0
5pug 100 pl CS 50 pg/ml
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Tras preparar las muestras de la curva de calibrado, se prepararon las muestras a analizar (10 pl de
cada microgel). Después, se afiadié 1ml de reactivo de tincién del kit a cada muestra y se incubé 30
min en agitacién. Este compuesto contiene 1,9-dimethyl-methylene blue, el cual se une a los grupos
sulfatados. Luego, la muestra se centrifugd a 13000 rpm durante 10 min, obteniendo un precipitado
morado. Se elimind el sobrenadante y se afiadid 0’5 ml de reactivo de disociacién a cada tubo. La
funcion de este compuesto es la disociacion del complejo sGAG-dye de la muestra. Los tubos se
incubaron en agitacidon durante 10min para favorecer la liberacién del CS, observando un cambio de
color de transparente a azul. Finalmente, se midio la absorbancia a 652 nm con un espectrofotémetro
Victor (PERKIN-ELMER). Tras observar que el colorante no se recuperaba con facilidad del interior de
los microgeles, se empled el microscopio invertido para tomar imagenes de estos y complementar asi
la cuantificacién espectrofotométrica.

3.3.5. Medida de carga superficial del microgel

Uno de los problemas encontrados en los cultivos celulares fue que las células se adherian, aiin con el
recubrimiento de Lbl aplicado. Por este motivo, se decidiéd modificar el protocolo de funcionalizacion,
cambiando el tiempo de la primera capa (polianién), de 15 minutos a ON. Para determinar la
efectividad de este cambio se analizd la carga en superficie de las microesferas con Zeta-Sizer Advancer
Ultra (RED LABEL), facilitado por IESMAT. Este equipo mide el potencial zeta de la muestra analizada
gracias a la técnica de dispersion de luz electroforética (ELS). Las muestras analizadas fueron: CTRL, 12
capa de CS (15min), 12 capa de HA (15min), 12 capa de CS (ON) y 12 capa de HA (ON). Las muestras se
analizaron en DPBS.

3.4. CULTIVOS CELULARES

3.4.1. Descongelacion y expansién celular

Para los cultivos celulares en suspensidn se empleé la linea celular de mieloma multiple RPMI8226. En
primer lugar, se descongelaron las células, las cuales se conservan en crioviales en nitrégeno liquido a
-196 2C. Cada criovial contiene unos 5 millones de células. El medio de congelacion para estas células
contiene medio completo (RPMI1640 suplementado con 10 % FBS, 1 % P/S y 1% L-Glut) con 5 % (v/V)
de DMSO. ElI DMSO es un agente crioprotector, pero a temperatura ambiente es toxico, por lo que el
protocolo de descongelacion debe realizarse lo mds rdpido posible para evitar perder viabilidad
celular.

Primero, el criovial se extrajo del nitrégeno liquido y se puso en el bafio a 37 2C, hasta que casi todo el
hielo desaparecid. Después, se pasé todo su contenido a un tubo Falcon, que contenia medio completo
a 37 9C, para diluir el DMSO. Después, se centrifugd 5 minutos a 250 rcf, se elimind el sobrenadante y
se resuspendio en medio completo nuevo. Finalmente, las células se sembraron en un flascon T25 no
tratado a razén de 2 ml de medio por cada millén de células, y se dejaron en vertical en el incubador
(THERMOFISHER) a 372C hasta el momento del cultivo.

3.4.2. Siembray mantenimiento del cultivo 3D

Los cultivos 3D se realizaron en placas multipocillo p24 (VWR) no tratadas, teniendo en todos los casos
un volumen de 500 pl de cultivo por pocillo. Primero se afiadieron 35ul del microgel correspondiente
a los pocillos correspondientes, junto con 200 pl de medio completo. En el caso de pocillos sin microgel
(SUSP), se afiadieron 235 ul de medio completo. Después, las células se pasaron del flascon a un tubo
Falcon de 50 ml, se centrifugaron 5 min a 250 rcf y se resuspendieron en 5 ml de medio. Se contaron
con la cdmara de Neubauer y se prepard una suspension celular con 100000 células por 265 pl de
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medio completo. A cada pocillo se afiadieron 265 pl de dicha suspensidn celular. Los pocillos vacios y
los huecos de la placa se llenaron con agua miliQ estéril, para minimizar la evaporacién en el tiempo
de cultivo, y la placa se dejé incubando a 379C en agitacién orbital (150 rpm) por 72 h.

Cada 24 h se realizé un cambio de medio. Dado que se trata de un cultivo en suspensidn, no se puede
realizar un cambio de medio completo cada dos dias, que seria lo habitual. En cambio, lo que se hizo
fue, cada 24 h, afadir 500 pl de medio completo fresco, homogenizar bien cada pocillo y dejar reposar
1h en el incubador. Una vez posado el cultivo en el fondo del cultivo, se extrajeron 500 pl de medio de
cada pocillo. De esta forma, se realizd el cambio del 50 % del medio cada dia, en vez del 100 % cada
dos dias.

3.4.3. Viabilidad mediante ensayo Live/Dead (L/D)

Mediante la técnica Live/Dead (L/D) se determind la viabilidad de células cultivadas en los diferentes
microgeles. Se analizé tanto la citotoxicidad directa (mediante cultivo directo de las células en los
microgeles) como indirecta (mediante cultivo de las células en medio previamente incubado con los
materiales). El ensayo se realizd dos veces. La primera vez se analizaron las siguientes muestras: CTRL
(microgel sin funcionalizar), SUSP (suspension celular sin microgel), CS sin GA, CS con GA, HA sin GA,
HA con GA. La segunda vez se analizaron las muestras CTRL, SUSP, CS con EDC y HA con EDC. En todos
los casos se realizaron 3 réplicas de cada condicion.

El cultivo directo se realizd segun lo explicado en el apartado anterior. En el caso del cultivo indirecto,
se prepararon 3 tubos que contenian 140 pl del microgel de cada condicion (CTRL, HA, CS) en 2 ml de
medio completo, y se incubaron durante 72h a 372C. Después, dichos medios, sin el microgel, se
emplearon para realizar un cultivo a 24h igual que el que hemos descrito anteriormente, con 100000
células en 500 ul de medio por pocillo.

Ademas de los dos cultivos, se prepararon controles positivos y negativos. En el caso del control
negativo, se prepard 1 millén de células, que se centrifugaron y resuspendieron en un volumen de
500ul de medio completo. Después, se sembraron 100 pul de dicha suspension celular en cada pocillo
(200000 células por pocillo); y se completd cada pocillo con 400ul de medio completo. En el caso del
control positivo, primero se incubaron las células con DMSO 30% un minimo de 30 minutos para
matarlas, y después se realizé el mismo proceso que con el otro control para sembrarlas.

Una vez finalizados los cultivos, se procedié a la medida de la viabilidad. Para ello, se prepararon dos
tinciones: yoduro de propidio y Hoechst33342. El propidio marca las células muertas, ya que no es
capaz de atravesar las membranas celulares; mientras que el Hoechst33342 tifie todas las células, dado
que si atraviesa las membranas celulares y tifie los nlcleos. Se preparé una disolucién con 0'75ul de
propidio por pocillo y 1ul de Hoechst33342 por pocillo; y se afiadieron 1’75ul de dicha mezcla a cada
pocillo. Después, se incubé 20 minutos y se realizé la medida. El primer ensayo se midié en un HCS IN
Cell Analyzer 6000 (Cytiva, UK), 4 campos por pocillo, y tres canales (azul, rojo y campo claro). El
segundo ensayo se midié en un HCS IN Cell Analyzer 2200 (Cytiva, UK), 6 campos por pocillo, y tres
canales (azul, rojo y campo claro).

Las imagenes obtenidas se analizaron con el software Image J (U.S. National Institutes of Health,
Bethesda, Maryland, USA), con el que se contd el nimero de células vivas y totales por pocillo.
Después, los datos obtenidos se representaron en graficos de barras como porcentajes de viabilidad
en GraphPad Prism version 9.0.0 (GraphPad Software, USA), con el objetivo de comparar la viabilidad
celular en cada condicion estudiada.
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3.4.4. Proliferacién mediante ensayo MTS

Para determinar la proliferacién de las células se realizé un ensayo MTS. Se trata de un ensayo
colorimétrico en el que el cambio de color de un sustrato como consecuencia de su reduccion por
parte del metabolismo celular permite una medida de la viabilidad celular. Primero, se prepararon las
curvas de calibrado. En este caso, como se observd que las microesferas empleadas absorbian parte
del reactivo MTS, se realizaron dos curvas: una con microgel y otra sin microgel, para poder
compararlas y determinar si la tendencia era la misma. En ambos casos, se sembraron 3 pocillos de
cada una de las siguientes suspensiones celulares: 4x10°, 2x10°, 10°, 5x10%y 0 (blanco) células por cada
100 pl. Después, en el caso de la suspensién celular se completaron los pocillos con 100 ul de medio
completo SRF. En el caso del microgel, se completaron los pocillos con 86 pl de medio completo SRF y
14 ul de microgel control (sin funcionalizar).

Respecto a las condiciones estudiadas, se repitid el cultivo directo que hemos detallado
anteriormente, pero empleando en este caso medio completo SRF. Una vez finalizado el cultivo, de
cada pocillo se extrajeron 200ul del cultivo y se pasaron a una placa multipocillo p48 (VRW). Después,
a cada pocillo de las placas (curvas y cultivos) se afiadieron 20 pl de MTS. Se dejoé reposar 1 h en el
incubador a 37 2C. una vez terminada la incubacion, se pasé el contenido de cada pocillo a un
eppendorf y se centrifugd a 250 rcf 5 minutos, con el objetivo de eliminar el microgel de la placa de
lectura que se prepard posteriormente. El sobrenadante obtenido se pasd a una p96 de lectura,
realizando dos réplicas técnicas de 75ul para cada una de las réplicas bioldgicas. Finalmente, la placa
se leyd a 490 nm con el espectrofotometro Victor (PERKINS-ELMER). Los datos obtenidos se analizaron
y graficaron con GraphPad Prism version 9.0.0 (GraphPad Software, USA).

3.4.5. Resistencia a farmacos

Se realizé un estudio de resistencia a farmacos con bortezomib (BTZ) y dexametasona (DEX), con el
objetivo de determinar si en el microgel obtenido las células desarrollan resistencias a farmacos. En
este caso, se repitié el mismo proceso que para el ensayo de proliferacion con MTS, afiadiendo las
nuevas condiciones. En los cultivos celulares, ademas de realizar el cultivo sin tratamiento (NT), se
realizaron cultivos con BTZ 1 nM, BTZ 4 nM y DEX 1 uM. Para ello, se preparé medio completo SRF y
con este se prepararon alicuotas para cada cultivo con el fdrmaco correspondiente, las cuales se
emplearon para realizar cada cultivo. También se utilizaron para los cambios de medio, para no diluir
la concentracion final de farmaco. El proceso de preparacion de curvas, de incubacion de las placas y
de medida de las muestras se realizé de la misma forma.

3.4.6. Analisis estadisticos

En todos los ensayos se han realizado 3 réplicas bioldgicas, y se ha representado la desviacién estandar
en todos ellos. Asimismo, en todos los casos se ha realizado un analisis de la distribucién normal de los
datos, aplicando la prueba de normalidad Shapiro-Wilk. Después, se aplicd una prueba de contraste
de hipdtesis: se realizd un estudio ANOVA One Way (a=0.05), aplicando la correccién de Tukey’s para
multiples comparaciones. En todos los casos, los niveles de significancia empleados fueron: ns (p-
value=0'1234), * (p-value=0'0332), ** (p-value=0'0021), *** (p-value=0'0002) y **** (p-
value<0’0001).
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4. RESULTADOS

En este trabajo se busca desarrollar un entorno tridimensional en el que las células tumorales
respondan ante los farmacos de forma andloga al medio natural. Para ello se ha partido de
microesferas de dextrano, Cytodex 1, que se han recubierto con las biomoléculas de interés. Una
primera serie de ensayos experimentales tratan de comprobar la efectividad de los protocolos de
recubrimiento Lbl.

El recubrimiento ya es apreciable en microscopia dptica y luego se ve con gran detalle empleando
técnicas de microscopia electrénica. El FTIR se empled para intentar detectar enlaces quimicos
caracteristicos de las biomoléculas. Para cuantificar la cantidad de condroitin sulfato se empleé el kit
comercial de deteccién de glicosaminoglicanos. Por su parte, la termogravimetria permitié determinar
la fraccion masica del recubrimiento en las microesferas.

Una vez comprobado que las microesferas contenian las biomoléculas en su superficie, se estudié la
viabilidad de la linea celular de MM RPMI8226 en los microgeles obtenidos, mediante un ensayo
Live/Dead, en el que se determind que el entrecruzamiento con GA empleado en el primer protocolo
era citotoxico, por lo que se decidié modificar dicho protocolo por uno basado en el uso de EDC y NHS.
El microgel obtenido por este segundo protocolo se empled para el estudio de la proliferacion de la
linea celular RPMI8226, determinada mediante MTS. También se evalué la respuesta bioldgica de la
linea celular a los farmacos bortezomib y dexametasona, con el objetivo de determinar si, de la misma
forma que ocurre en la médula dsea, las células en el entorno 3D generado desarrollan resistencias a
farmacos.

4.1. CARACTERIZACION DEL MICROGEL OBTENIDO POR EL PROTOCOLO 1

4.1.1. Microscopia

Los resultados obtenidos con el microscopio éptico invertido se muestran en la figura 7 en la que se
observan los distintos tipos de microgel analizados. Las microesferas control (sin recubrimiento) (figura
7 a) se diferencian claramente de las microesferas funcionalizadas (figura 7 b-e). Las microesferas que
no han sido funcionalizadas son mas o menos transparentes y su superficie es lisa, mientras que las
microesferas funcionalizadas son translicidas y su superficie es rugosa. Esto confirma la presencia del
recubrimiento Lbl. Por otro lado, podemos observar diferencias entre los recubrimientos que no han
sido entrecruzados, cuyo color es claro (figura 7 b,d); y los recubrimientos que han sido entrecruzados,
gue adquieren un color pardo (figura 7 c,e).

E=2S
150 pnd|

FIGURA 7. Imagenes de las microesferas tomadas en microscopio optico invertido. a) Control. b) CS.
c) CS entrecruzado con GA. d) HA. e) HA entrecruzado con GA.
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4.1.2. Espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier

La figura 8 muestra los resultados obtenidos con FTIR. Se observan picos diferenciales de las
biomoléculas de interés, sulfato de condroitina y dacido hialurénico. En los espectros de HA
encontramos picos en 1556 cm™ y 1641 cm (figura 8 c), los cuales indican la formacién de las amidas
Il'y I porinteraccion de los grupos amina del quitosano con los grupos cargados negativamente del HA
(Huang et al., 2019; Yu et al., 2020). En el caso del CS, encontramos un pico en 1020 cm (figura 8 b),
gue representa la interaccion de grupos amino del CHI con el grupo sulfato del CS (Jardim et al., 2020);
un pico en 1250 cm (figura 8 b), que refleja el entrecruzamiento del grupo sulfato con el CHI (Young);
y un pico en 1640 cm™ (figura 8 c), que indica la formacion de una amida | (Cordero-Arias & Boccaccini,
2017; Jardim et al., 2020).

En general, todos los espectros siguen una tendencia similar, y los picos diferenciales son escasos, lo
cual no era lo esperado. La hipdtesis planteada al respecto es que el proceso de desecacion al que se
han sometido las muestras previamente a la medida ha hecho que el recubrimiento Lbl pierda su
integridad estructural, lo que se ha traducido en la no deteccidon de todos los grupos funcionales de las
biomoléculas analizadas. La solucién planteada, de cara a futuros analisis, es la realizacién de la medida
en humedo.
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FIGURA 8. Espectros FTIR de microesferas control, funcionalizadas con CS y funcionalizadas con HA.
En la imagen a) vemos los espectros completos, en las imagenes b-c) vemos ampliaciones de los
espectros en las longitudes de onda de interés. Las flechas seiialan los picos diferenciales (ver texto).

4.2. CARACTERIZACION DEL MICROGEL OBTENIDO POR EL PROTOCOLO 2

4.2.1. Microscopia

Los resultados obtenidos con el microscopio dptico invertido se muestran en la figura 9. Como en el
caso de las microesferas funcionalizadas segun el protocolo 1, se aprecia una diferencia clara entre las
microesferas sin recubrimiento (figura 9 a) y las microesferas funcionalizadas (figura 9 b, c). Las
primeras son transparentes y lisas, mientras que las segundas son translucidas y rugosas. Ademas, las
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microesferas funcionalizadas presentan un color parduzco, mucho mas evidente en el recubrimiento
con CS (figura 9 b), que en el recubrimiento con HA (figura 9 c).

FIGURA 9. Imagenes de las microesferas tomadas en microscopio dptico invertido. a) Control. b) CS
con EDC. c) HA con EDC.

En la figura 10 podemos ver los resultados obtenidos con el CRIO-FESEM. En esta técnica, las
microesferas se hincharon en agua y ya dentro del equipo y congeladas a -802C, se realizd un corte
transversal de la muestra. Luego, la muestra se sublimd a alto vacio, eliminando capas de hielo. Asi, en
la figura 10 lo que se ve es una seccidn de las microesferas. El espacio entre ellas estd ocupado por
hielo, pero a un nivel algo mas bajo, lo que da textura suficiente para que se aprecie la microestructura
del dextrano. Dado que esta técnica permite observar directamente la muestra hidratada, sin que sea
necesario deshidratarla y fijarla previamente, es posible obtener imagenes que se asemejan bastante
a la estructura real de las cadenas poliméricas cuando estan hidratadas en medio acuoso formando las
microesferas de hidrogel, asi como observar la estructura de los recubrimientos y obtener una
estimacion del grosor de capa de estos. El resultado es que la capa superficial de la microesfera aparece
claramente en las figuras tomadas a mayor aumento (figuras 10 b y 10 d-f).

En las figuras 10 d-f se observa claramente el recubrimiento Lbl, en comparacién con la muestra sin
funcionalizar (figura 10 b). Asimismo, se aprecia una diferencia entre el recubrimiento con CS (figura
10d)y el recubrimiento con HA (figura 10 e - f). En el caso del CS, el recubrimiento es menos compacto,
y adquiere la apariencia de una telarafia. Se observa que muchos huecos de la superficie de la
microesfera Cytodex 1 quedan sin cubrir. Por otro lado, en el caso del HA, dichos huecos estan mucho
mas cubiertos. El recubrimiento es mucho mas compacto y se observa la formacién de unos picos en
la superficie del recubrimiento.

FIGURA 10. Imagenes de las microesferas tomadas con CRIO-FESEM. a-b) Control. c-d) CS con EDC.
e-f) HA con EDC. Las flechas seiialan el recubrimiento Lbl.
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En la figura 11 podemos ver los resultados obtenidos con el microscopio confocal de fluorescencia. Se
aprecian diferencias en la fluorescencia de las microesferas control (figura 11 a) y las microesferas con
recubrimiento (figura 11 b-c), que atribuimos a la autofluorescencia del quitosano. Este efecto ya ha
sido descrito con anterioridad por Wei et al. (2007). En dicho estudio se vio que, al entrecruzar
microesferas de quitosano con diversos agentes, como el glutaraldehido o el formaldehido, el
quitosano exhibia autofluorescencia sin necesidad de conjugar un fluorocromo. Con la aplicacién de
esta técnica, el objetivo era comprobar la presencia del recubrimiento en la superficie de las
microesferas. Los resultados obtenidos confirman esta hipdtesis. Es importante tener en cuenta esta
informacion de cara a la aplicacion de otras técnicas basadas en la fluorescencia, ya que puede dar
lugar a errores.

FIGURA 11. Imagenes de las microesferas tomadas con microscopio confocal de fluorescencia. a)
Control. b) CS con EDC c) HA con EDC.

4.2.2. Espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier

La figura 12 muestra los espectros obtenidos con FTIR de las muestras CTRL, CS con EDC y HA con EDC,
en los que se pueden apreciar algunos picos diferenciales. En el espectro de microesferas con un
recubrimiento que contiene CS podemos observar un pico en 1250 cm™, que refleja el
entrecruzamiento de los grupos sulfato y amina del sulfato de condroitina y el quitosano,
respectivamente; y un pico en 1640 cm?, que indica la formacion de una amida | (Jardim et al., 2020).
Por su parte, en el espectro de microesferas con un recubrimiento que contiene HA podemos observar
dos picos, en 1641 y 1556 cm™, que reflejan la formacidn de las amidas | y ll, por interaccion de grupos
amina y grupos carboxilo en quitosano y acido hialurdnico, respectivamente (Huang et al., 2019; Yu et
al., 2020). Por ultimo, en ambos espectros, HA y CS, observamos bandas de absorcion en la regidn 900-
1200 cm™, que corresponden al quitosano (Bazmandeh et al., 2020).
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FIGURA 12. Espectros FTIR de microesferas Control, CS con EDC y HA con EDC. Las flechas y el
recuadro indican los picos diferenciales relevantes.
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De nuevo, a pesar de que se observan algunos picos diferenciales, no son todos los esperados. Ademas
de que todos los espectros siguen una tendencia similar, inclusive la muestra control, que no posee
recubrimiento Lbl. Por ello, se ha concluido que esta técnica no es adecuada para la deteccién y
caracterizacién del recubrimiento Lbl aplicado, puesto que la estructura quimica del soporte
empleado, Cytodex 1, predomina sobre el recubrimiento, y no se detectan bien los grupos funcionales.

4.2.3. Analisis termogravimétrico

En la figura 13 se presentan los distintos graficos obtenidos a partir de las medidas del TGA. el objetivo
de este experimento era estudiar la degradacidn de los microgeles con el aumento de la temperatura
y determinar la fraccién de Lbl respecto al peso total en cada microgel.

En la figura 13a se observa la masa de las tres muestras, CTRL, HA con EDC y CS con EDC; entre O y
1000¢9C. Asimismo, se observa la derivada de la masa respecto de la temperatura. Dicha derivada indica
la velocidad a la que la muestra pierde masa. El minimo de esta derivada que coincide con el punto de
inflexién en la curva que representa la masa de muestra. En este grafico se observa que la caida inicial
de peso de las muestras se da hasta los 2002C, donde empieza una meseta. Esta primera caida es la
evaporacién del agua absorbida por el microgel, el agua que se encuentra entre las microesferas o
absorbida en su interior. Por tanto, se considerd la masa de la muestra seca a 2002C como el 100% del
peso de muestra.
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FIGURA 13. Resultados analisis termogravimétrico. a) Variacion de la masa en las muestras, junto
con la derivada. b) Normalizacién de los datos por el peso de cada muestra a 2002C (punto en el que
se considera que se ha perdido toda el agua entre microesferas). c) Normalizacion de los datos a una
distribucion Gaussiana normal. d) Fraccidn de Lbl en cada tipo de muestra analizada, con barras de
error para la desviacion estandar; y niveles de significacion estadistica: **** (p-value<0’0001).

En el gréfico de la figura 13b se observa el peso de las tres muestras a partir de 2002C, como fraccion

del peso de la muestra en 2002C (lo que se ha considerado el peso seco de la muestra). También se
representa la derivada, tomando como referencia la fraccién del peso de la muestra en 2002C. En
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termogravimetria una caida de la masa de la muestra corresponde con el momento en el que la energia
térmica supera la energia quimica de los enlaces, por lo que se separan los grupos volatiles y se inicia
la degradacidn de la muestra. Se observa una segunda caida a 3002C, en la que las muestras se quedan
mas o menos al 50% del peso original. Entre los 300 y los 7002C se observa la degradacion de la muestra
hasta el 20-30% del peso inicial.

Este comportamiento es tipico de muestras con azlcares, como las que aqui se miden (dextrano,
sulfato de condroitina, acido hialurdnico...). La degradacion se da en un ambiente con nitrégeno, en
vez de en aire, por lo que no se da la combustién de la muestra, por lo que quedan al final del barrido
residuos carbonizados. Por ultimo, vemos que al final queda alrededor de un 10% de peso residual, las
muestras nunca llegan a degradarse por completo. En este grafico se observan diferencias entre las
muestras CTRL, HA con EDC y CS con EDC. En las muestras con recubrimientos se observa un
desplazamiento del pico de la derivada que indica la caida de peso. Ademas, se observa que el residuo
final es mayor, y que la tendencia de la caida es diferente.

El calculo de fraccidn de recubrimiento en la muestra, lo hacemos sobre la base de la caida de peso en
el pico en el que el minimo de la derivada se produce a alrededor de 2852C ya que asociamos este pico
a degradacién del dextrano. La fraccidon de dextrano en la muestra serd directamente proporcional a
la relaciéon entre la pérdida de peso en esta etapa en la muestra sin y con recubrimiento
respectivamente. En la figura 13c se observa la derivada de cada muestra, y la derivada ajustada a una
distribucion normal Gaussiana. Una vez ajustada, se ha empleado esta distribucién normal para
calcular el area del pico de la derivada, que representa la fraccién de muestra que se ha degradado en
esa caida, entre 200 y 3009C. Este célculo se ha realizado en todas las muestras (3 réplicas por
muestras). Posteriormente, en las muestras con Lbl se obtuvo la fraccién de recubrimiento respecto al
total de dextrano. Por ultimo, en la figura 13d se muestran estos resultados, que confirman que el Lbl
estd en las muestras, y que la capa de recubrimiento es significativamente mds gruesa en el caso del
sulfato de condroitina. Los resultados del andlisis estadistico se incluyen en el Anexo 7.1.

4.2.4. Ensayo de deteccién de glicosaminoglicanos

En la figura 14 se muestran los resultados obtenidos con el kit comercial Glycosaminoglycan Assay
Blyscan de BIOCOLOR. En la figura 14 a se representa la masa media de CS en las muestras analizadas.
Como podemos ver, se trata de una cantidad muy baja de CS. Teniendo en cuenta que la disolucién
inicial de CS con la que se funcionalizaron las microesferas tenia una concentracién de 1000 ug/ml, se
esperaria que la masa de CS en el recubrimiento fuera mayor.

Sin embargo, estos resultados no significan que el recubrimiento no contenga CS. En las figuras 14 by
14 c se comparan microesferas control y microesferas CS, ambas tratadas con el kit de BIOCOLOR. Las
imagenes fueron tomadas a 10 X con un microscopio éptico invertido (NIKON). Como podemos ver,
las microesferas control no presentan ningln cambio, mientras que en las microesferas con CS han
adquirido un color azul.

Segun el funcionamiento de dicho método de medida, el cambio de coloracién de transparente a azul
indica la presencia de glicosaminoglicanos sulfatados, concretamente, en este caso, sulfato de
condroitina. No obstante, dada la naturaleza de nuestras muestras (esferas tridimensionales formadas
por matrices de hidrogel), se observé como el reactivo de disociacidén no consiguio disociar el complejo
glicosaminoglicano sulfatado - tincién de nuestra muestra, de manera que el colorante no se pudo
extraer al sobrenadante vy, por tanto, no pudo ser medido en el espectrofotémetro. El protocolo de
entrecruzamiento con EDC aplicado ha otorgado al recubrimiento un elevado grado de interconexion,
lo que ha causado que el reactivo de disociacidon no sea capaz de realizar su funcion. De este modo, al
medir dicho sobrenadante con el espectrofotémetro, el resultado ha sido que la muestra contiene muy
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poco CS (figura 14 a). Sin embargo, la observacidn de las muestras al microscopio (figura 14 c) confirma
la presencia del CS en la superficie de las microesferas sometidas al protocolo de Lbl.

A la vista de estos resultados, se ha determinado que esta técnica no es adecuada para cuantificar la
cantidad de CS presente en nuestros recubrimientos. No obstante, la técnica ha servido para
confirmar, una vez mas, la presencia del recubrimiento en las microesferas, dado que los resultados
cualitativos son positivos.
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FIGURA 14. Resultados del ensayo de deteccion de glicosaminoglicanos. a) Masa de CS presente en
los recubrimientos de las muestras analizadas, con barras de error para la desviacion estandar. b)
Microesferas Control tras el ensayo. c) Microesferas CS tras el ensayo.

4.2.5. Medida de carga superficial del microgel

En la figura 15 se observan los resultados obtenidos con el Zeta-Sizer. Este equipo mide el potencial Z
de una disolucidn, es decir, mide la repulsién o atraccidn electroestatica entre las particulas. Como se
ha comentado anteriormente, el soporte empleado para la creacién del microgel es Cytodex 1, que
tienen una carga superficial positiva muy elevada. Uno de los objetivos de aplicar el Lbl era reducir
dicha carga, y se empled esta técnica para determinar si esto se cumplié.
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FIGURA 15. Resultados medidas Zeta Sizer. Se muestran los valores de potencial zeta de microesferas
control y microesferas con una primera capa de polianidn (CS o HA), aplicada durante 15 minutos y
durante la noche (ON).
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Como podemos ver, se aprecia una reduccién en el potencial zeta de las muestras funcionalizadas
respecto al control, es decir, se reduce la carga superficial de la microesfera. Asimismo, se observa que
la bajada de potencial es ligeramente superior en las muestras en las que el polianidn se ha aplicado
durante toda la noche, que en las que se ha dejado 15 minutos. Por tanto, se ha concluido que este
cambio en el protocolo de funcionalizacidn ha sido efectivo, y contribuye a reducir la fuerte carga
superficial positiva que presentan las microesferas Cytodex 1 de partida.

No obstante, con el mismo equipo se midié también la conductividad de las muestras, obteniendo
valores inusualmente altos (datos no mostrados). Una posible hipdtesis de dichos resultados fue que
las medidas se habian realizado en DPBS, lo cual podia haber afectado a los valores de conductividad
debido al elevado contenido en sales del DPBS. Como posible solucién, se planted repetir en el futuro
las medidas con agua miliQ, cuyo contenido en sales es inferior. Por otro lado, se planted la hipétesis
alternativa de que la técnica no es adecuada para caracterizar estas muestras. Los equipos Zeta-Sizer
se emplean habitualmente para medir el potencial zeta de suspensiones coloidales, y nuestro microgel
no lo es, lo cual puede ser el motivo de que los resultados obtenidos no sean los esperados.

4.3. CULTIVOS CELULARES

4.3.1. Ensayo de viabilidad celular

Se realizaron ensayos Live/Dead para determinar la viabilidad celular de la linea celular RPMI8226 en
los distintos microgeles obtenidos. Se realizaron dos tipos de cultivo, para evaluar la citotoxicidad
directa e indirecta de los materiales, a 72 y 24h, respectivamente. En la figura 16 podemos observar
los resultados obtenidos con el microgel obtenido segun el protocolo de funcionalizacién 1.

En el caso del cultivo directo, en el que las células se incuban junto con el microgel durante 72h, los
recubrimientos de CS sin GA y HA sin GA aumentan la viabilidad del cultivo, en comparacién con el
microgel CTRL (sin recubrimiento). Sin embargo, la viabilidad en los microgeles entrecruzados con GA
se ve claramente afectada. De estos resultados se ha concluido que el glutaraldehido es citotéxico para
estas células: a la concentracién de GA empleada, los grupos aldehidos que han sido incorporados en
el recubrimiento Lbl no han sido bloqueados por completo por la glicina.

Respecto al cultivo indirecto, en el cual el medio de cultivo se incuba durante 72h con el microgel y
luego se emplea para el cultivo en suspensién de las células, se aprecia que la viabilidad en general es
reducida. Se observa que, respecto al microgel CTRL (sin recubrimiento), la viabilidad en los microgeles
CS sin GA y HA sin GA disminuye; mientras que en los microgeles CS con GA y HA con GA, aumenta
considerablemente. De esto se concluye que, aunque el entrecruzamiento con GA ha resultado ser
citotéxico, ha sido efectivo, ya que los microgeles entrecruzados liberan poco o nada del recubrimiento
al medio de cultivo. A la vista de estos resultados, se decidi®é modificar el protocolo de
entrecruzamiento y cambiar el glutaraldehido por carbodiimida y succinimida.
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FIGURA 16. Resultados del ensayo de viabilidad celular con GA. En la imagen a) se aprecian las
imagenes del cultivo directo tomadas con InCell Analyzer, donde las células marcadas de azul son las
vivas, y las células marcadas de rojo, las muertas. En la imagen b) se representan los recuentos
celulares en cada condicidn y tipo de cultivo, con barras de error para la desviacidon estandar; y
niveles de significacion estadistica: * (p-value=0’0332), *** (p-value=0’0002) y **** (p-
value<0’0001).

En la figura 17 se presentan los resultados del ensayo de viabilidad realizado con el microgel obtenido
segun el protocolo de funcionalizacién 2. En el cultivo directo se observa que el microgel de CS con
EDCy el de HA con EDC mejora la viabilidad del cultivo celular respecto al microgel CTRL. No obstante,
la viabilidad en general en los tres microgeles es bastante baja, especialmente en el microgel CTRL
(menos del 30%), en comparacion con la suspension celular. En el cultivo indirecto los recuentos de

viabilidad son muy elevados, lo que indica que el microgel no libera nada perjudicial al medio de
cultivo.

De acuerdo con estos resultados, la viabilidad es mucho mejor en el cultivo en suspensién que en los
microgeles, los cuales no benefician el crecimiento celular. Sin embargo, se ha valorado la posibilidad
de que los datos obtenidos no sean del todo representativos de la realidad; y que la viabilidad en los
microgeles sea mayor que lo obtenido. En estructuras 3D, como este microgel, la segmentacion de
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células en el analisis de imagen es complicada. Las células se distribuyen alrededor de la superficie de
la microgel, adaptandose a su forma, por lo que no se segmentan bien, resultando en la
infraestimacion de la viabilidad. Al tratarse de un analisis automatizado, el error es el mismo en todos
los microgeles, por lo que no es un problema compararlos entre ellos. Sin embargo, en la suspension
celular no ocurre esto, por lo que la comparacién entre el microgel y la suspension celular puede no
ser representativa de la realidad. Tras analizar estos datos, se decidié complementar los resultados

obtenidos con un ensayo MTS, una técnica que no requiere andlisis de imagen con segmentacion
celular, evitando el problema.
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FIGURA 17. Resultados del ensayo de viabilidad celular con EDC. En la imagen a) se aprecian las
imagenes del cultivo directo tomadas con InCell Analyzer, donde las células marcadas de azul son las
vivas, y las células marcadas de rojo, las muertas. En la imagen b) se representan los recuentos
celulares en cada condicion y tipo de cultivo, con barras de error para la desviacion estandar; y los
niveles de significacion estadistica (Anexo 7.2): * (p-value=0’0332), ** (p-value=0’0021), *** (p-
value=0'0002) y **** (p-value<0’0001).
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El cultivo directo, a 48h, se observé con el microscopio éptico invertido (NIKON) y se tomaron fotos a
10 X, que podemos observar en la figura 18. En estas imagenes se aprecia que en las microesferas CTRL
(figura 18a), que no han sido funcionalizadas, las células se pegan a la superficie. Esto es esperable
dado que las microesferas Cytodex 1 presentan una carga superficial positiva muy fuerte, que favorece
la adhesion celular. Sin embargo, se observa que en el caso de las microesferas CS y HA (figural8 b-c),
las células también se pegan a la superficie, lo cual no es deseable: una de las funciones del
recubrimiento Lbl es neutralizar la carga positiva del soporte Cytodex 1, para conseguir un microgel
que sirva para realizar cultivos en suspensién de células plasmaticas tumorales.

Por tanto, se decidié modificar también el protocolo de funcionalizacién. En primer lugar, se extendio
el tiempo de la primera capa del protocolo, de 15 minutos a la noche entera. Asimismo, para aumentar
la homogeneidad del proceso, se decidid reducir el nimero de microesferas en un mismo tamiz a 800
pl, y estimular el movimiento de las distintas disoluciones por fuera del tamiz con una pipeta al inicio
de cada capa. Con esto, se esperaba maximizar la eficiencia del protocolo de funcionalizacién y se
contrarrestar la fuerte carga positiva de Cytodex 1. En la figura 18 d-e vemos los cultivos a 48h de los
microgeles CS con EDC y HA con EDC. como podemos ver, se ha reducido considerablemente la
adhesidn celular a las microesferas funcionalizadas, por lo que se ha cumplido el objetivo propuesto.

FIGURA 18. Cultivo directo a 48h. Imagenes tomadas con microscopio 6ptico invertido a 10x. a) CTRL
b) CS c) HA d) CS con EDC e) HA con EDC

4.3.2. Ensayo de proliferacién celular

Con el objetivo de determinar la proliferacidn celular en los microgeles entrecruzados con EDC se llevd
a cabo un ensayo MTS, cuyos resultados podemos observar en la figura 19. Se observa que en el
microgel CTRL la proliferacién celular se reduce considerablemente respecto a la suspensién celular
(SUSP); mientras que en los recubrimientos aplicados (HA con EDCy CS con EDC) la proliferacién celular
alcanza el nivel de la SUSP (no se observan diferencias significativas entre la SUSP y los microgeles
funcionalizados, Anexo 7.3). Por tanto, podemos concluir que la presencia del recubrimiento Lbl
aumenta la proliferacién respecto al microgel CTRL. Ademas, como era esperable, el aumento mas
significativo se da en la proliferaciéon del microgel con HA, cuyos efectos protectores en MM ya han
sido estudiados (Vincent & Mechti, 2005).
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FIGURA 19. Ensayo MTS de proliferacion celular a 72h en los microgeles HA con EDC y CS con EDC.
Se representan los recuentos celulares en cada condicién, con barras de error para la desviacion
estandar; y los niveles de significacion estadistica: *** (p-value=0’0002).

4.3.3. Ensayo de resistencia a farmacos

Con el objetivo de estudiar el efecto del entorno 3D obtenido en el desarrollo de resistencia a
farmacos, se realizd6 un ensayo MTS, en el cual se midié la proliferacién celular en los distintos
microgeles tras la aplicacion de diversos farmacos: bortezomib (4nM), bortezomib (1nM) y
dexametasona (1uM). La figura 20 muestra los resultados obtenidos con BTZ 4nM.
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FIGURA 20. Ensayo de resistencia a farmacos. Se representan los recuentos celulares en los distintos
microgeles, tanto del cultivo no tratado como el tratado con BTZ 4nM, con barras de error para la
desviacion estandar; y niveles de significacion estadistica: **** (p-value<0’0001).

Se observa que, respecto al cultivo no tratado, la proliferacidn es casi nula. A pesar de ello, se puede
apreciar un ligero aumento en la proliferacidn entre la suspension celular y los microgeles tratados con
BTZ, especialmente el CS con EDC. Por tanto, se concluyd que el problema en este ensayo fue una dosis
demasiado elevada de farmaco, que no permitid estudiar correctamente el efecto del microgel en la
respuesta al farmaco. A la vista de estos resultados, se decidié repetir el ensayo reduciendo la
concentracién de bortezomib empleada a 1nM.

En la figura 21 se presentan los resultados obtenidos con los farmacos BTZ 1 nM y DEX 1 uM. Se observa

gue los tratamientos aplicados al cultivo no tienen efectos sobre la proliferacién celular, incluso, en
algunos casos, la proliferacion celular mejora respecto el cultivo no tratado (NT), como es el caso de
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SUSP tratada con BTZ 1nM. Sin embargo, el analisis estadistico ha determinado que no hay diferencias
significativas entre estas condiciones (Anexo 7.4).

Asimismo, se observa que los farmacos no tienen efectos sobre la suspensidn celular en general, y que
no se observan diferencias significativas con los distintos microgeles. Asi pues, se ha concluido que los
microgeles, en las condiciones de cultivo usadas, no generan resistencia a farmacos. Respecto al
bortezomib, la dosis inicial empleada fue elegida basandose en la literatura, en la cual la dosis 4 nM se
empleaba en cultivos in vitro en suspension celular. Por otro lado, los resultados obtenidos con la
dexametasona son consistentes con resultados obtenidos en la linea de investigacion en la que se
enmarca este trabajo (articulo en revision).

En vista a los resultados obtenidos, se plantea la necesidad de ajustar con mas precisién la dosis de los
farmacos en el modelo. El protocolo empleado en los cultivos celulares estaba ya puesto a punto en el
grupo, y se han obtenido buenos resultados con estos parametros y dosis de farmacos cuando se han
empleado en entornos 3D equivalentes generados con otros microgeles; por lo que se consideré un
buen punto de partida para evaluar el comportamiento en cultivos de este microgel. Sin embargo, los
resultados sugieren que la dosis efectiva puede depender del microgel empleado como soporte del
cultivo. El estudio de la generacidn de resistencia al farmaco requiere que la dosis empleada produzca
una mortalidad en las células tumorales intermedia, es decir que la proliferacién se situara en valores
entre el 30 y el 70% de la muestra no tratada, de forma que el efecto de las distintas biomoléculas
resultara apreciable en los ensayos. En el caso del bortezomib, claramente 1nM es un a dosis
insuficiente mientras que 4nM no permite apreciar el efecto de la biomolécula en el caso que se
produzca, porque la mortalidad es muy alta. La dosis de dexametasona ha resultado también
insuficiente, al menos, para el tiempo de cultivo empleado.
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FIGURA 21. Ensayo de resistencia a farmacos. Se representa el porcentaje de proliferacion celular en
los distintos microgeles, tanto del cultivo no tratado como el tratado con BTZ 1nM y el tratado con
DEX 1 uM, con barras de error para la desviacion estandar; y niveles de significacién estadistica: *
(p-value=0’0332), ** (p-value=0’0021), *** (p-value=0’0002) y **** (p-value<0’0001).
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5. CONCLUSIONES

Las conclusiones de este trabajo final de grado son:

1. El método de Lbl permite funcionalizar de forma efectiva las microesferas de Citodex-1
mediante multicapas de polielectrolitos, empleando el CS o el HA como polianiones y el
quitosano como policatién. De esta forma se obtienen microgeles que presentan en su
superficie una de las dos biomoléculas de interés, CS o HA. Diferentes técnicas han permitido
confirmar su presencia en las microesferas y observar la morfologia superficial: microscopia
(6ptica, confocal de fluorescencia y CRIO-FESEM), FTIR, TGA, Zeta-Sizer.

2. Se ha estudiado la viabilidad y la proliferacién celular de la linea de MM RPMI 8226 mediante
ensayos Live/Dead y MTS, respectivamente. Con ello, se ha determinado que los microgeles
entrecruzados con EDC son biocompatibles con las células y mejoran su proliferacién celular
respecto el microgel sin funcionalizar, especialmente en el caso del HA. Asimismo, se ha
determinado que los microgeles entrecruzados con GA son citotdxicos por contacto directo
con las células; y no pueden emplearse para el cultivo de estas células.

3. Se han realizado ensayos de resistencia a los farmacos bortezomib y dexametasona con los
microgeles entrecruzados con EDC. Los resultados obtenidos no han permitido llegar a
conclusiones porque es necesario ajustar con precisién las dosis de los farmacos aplicadas, que
en el caso del Bortezomib estarian entre 1y 4 nMy en el caso de la Dexametasona por encima
de 1uM.

Con todo esto, se han logrado los objetivos propuestos: obtener y caracterizar microesferas de

dextrano funcionalizadas como medio de cultivo 3D en un modelo de MM; y estudiar el
comportamiento bioldgico de una linea celular de MM en dicho entorno.
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7. ANEXO

7.1.RESULTADOS ANALISIS ESTADISTICO ENSAYO TGA

En la tabla 3 se muestran los resultados del test ANOVA One Way con la correccién para comparaciones
multiples de Tukey’s aplicado a los datos obtenidos del ensayo TGA.

TABLA 3. Resultados del andlisis estadistico del ensayo TGA. Se muestra el andlisis de comparaciones
muiiltiples, que indica si las diferencias entre las muestras son significativas o no.

Number of families 1
Number of comparisons 3
per family
Alpha 0.05

Tukey's multiple . o . Below Adjusted
comparisons test Mean Diff. 95.00% Cf of diff. threshold? Summary P Value
CTRL vs. HA con EDC -14.52 -17.46 to -11.58 Yes Hokk ok <0.0001
CTRL vs. CS con EDC -26.97 -29.91 t0 -24.03 Yes Hokkk <0.0001
HA con E'Egé’s' €S con -12.45 -15.39 t0 -9.508 Yes xxkk <0.0001

7.2.RESULTADOS ANALISIS ESTADISTICO ENSAYO VIABILIDAD CELULAR

En las tabla 4-5 se muestran los resultados del test ANOVA One Way con la correccién para
comparaciones multiples de Tukey’s aplicado a los datos obtenidos del ensayo de viabilidad de los
microgeles entrecruzados con glutaraldehido. En las tablas 6-7 se muestran los resultados del test
ANOVA One Way con la correccidon para comparaciones multiples de Tukey’s aplicado a los datos
obtenidos del ensayo de viabilidad de los microgeles entrecruzados con carbodiimida

TABLA 4. Resultados del analisis estadistico del ensayo de viabilidad celular (L/D) — cultivo directo
con GA. Se muestra el andlisis de comparaciones muiltiples, que indica si las diferencias entre las
muestras son significativas o no.

Number of families 1
Number of
comparisons per 15
family
Alpha 0.05
;r::::;':i:):;ﬁ:::t Mean Diff. 95.00% ClI of diff. thrB:sll?:ll d? Summary Ad:'luaslzeed P
SUSP vs. CTRL 21.13 8.978 to 33.28 Yes rEE 0.0009
SUSP vs. CS SIN GA -1.649 -13.80 to 10.50 No ns 0.9969
SUSP vs. CS GA 53.45 41.30 to 65.60 Yes *HkX <0.0001
SUSP vs. HA SIN GA 6.725 -5.424 t0 18.87 No ns 0.4678
SUSP vs. HA GA 62.14 49.99 t0 74.29 Yes *Akk <0.0001
CTRL vs. CS SIN GA -22.78 -34.93 to -10.63 Yes rokk 0.0004
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CTRL vs. CS GA 3232 20.17 to 44.47 Yes xhkk <0.0001
CTRL vs. HA SIN GA -14.4 -26.55 t0 -2.253 Yes * 0.0175
CTRL vs. HA GA 41.02 28.87 t0 53.16 Yes - <0.0001
CS SIN GA vs. CS GA 55.09 42.94 10 67.24 Yes *Hkk <0.0001
S SIN GZXS‘ HASIN 8.374 -3.775 t0 20.52 No ns 0.2598
CS SIN GA vs. HA GA 63.79 51.64 to 75.94 Yes *Hkk <0.0001
CS GA vs. HA SIN GA -46.72 -58.87 t0 -34.57 Yes - <0.0001
CS GA vs. HA GA 8.697 -3.452 t0 20.85 No ns 0.2285
HA SIN GA vs. HA GA 55.42 43.27 t0 67.57 Yes - <0.0001

TABLA 5. Resultados del analisis estadistico del ensayo de viabilidad celular (L/D) - cultivo indirecto
con GA. Se muestra el andlisis de comparaciones muiiltiples, que indica si las diferencias entre las
muestras son significativas o no.

Number of families 1
Number of comparisons 15
per family
Alpha 0.05
; - o -
:::,Zﬁf.gﬂtﬂi Mean Diff. 95.03;: of th?:;:::d? Summary Adﬁffed ’
SUSP vs. CTRL 4.884 -3.942 t0 13.71 No ns 0.4682
SUSP vs. CS sin GA 8.456 -0.3689 to 17.28 No ns 0.0632
SUSP vs. CS GA -13.16 -21.99 to -4.335 Yes *x 0.0032
SUSP vs. HA sin GA 9.971 1.146 to 18.80 Yes * 0.024
SUSP vs. HA GA -14.32 -23.15 to -5.498 Yes wk 0.0016
CTRL vs. CS sin GA 3.573 -5.253 t0 12.40 No ns 0.7485
CTRL vs. CS GA -18.04 -26.87 t0-9.219 Yes Ak 0.0002
CTRL vs. HA sin GA 5.087 -3.738 t0 13.91 No ns 0.4275
CTRLvs. HA GA -19.21 -28.03 to -10.38 Yes rokk 0.0001
CS sin GA vs. CS GA -21.62 -30.44 to -12.79 Yes *E kX <0.0001
CS sin GA vs. HA sin GA 1.515 -7.311t0 10.34 No ns 0.9908
CS sin GA vs. HA GA -22.78 -31.60 to -13.95 Yes *Akx <0.0001
CS GA vs. HA sin GA 23.13 14.31t031.96 Yes *okkx <0.0001
CS GA vs. HA GA -1.162 -9.988 to 7.663 No ns 0.9973
HA sin GA vs. HA GA -24.29 -33.12 to -15.47 Yes *oAkx <0.0001
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TABLA 6. Resultados del analisis estadistico del ensayo de viabilidad celular (L/D) — cultivo directo
con EDC. Se muestra el andlisis de comparaciones multiples, que indica si las diferencias entre las
muestras son significativas o no.

Number of families 1
Number of 6
comparisons per family
Alpha 0.05
::rl:::;':i:,:l:igi Mean Diff. 95.00% ClI of diff. | Below threshold? | Summary Ad{;:tue: P

SUSP vs. CTRL 54.81 37.92 to 71.69 Yes ook <0.0001
SUSP vs. CS con EDC 321 15.21 to 48.98 Yes ok 0.0013
SUSP vs. HA con EDC 34.6 17.72 to 51.49 Yes ok 0.0008
CTRL vs. CS con EDC -22.71 -39.60 to -5.828 Yes * 0.0111
CTRL vs. HA con EDC -20.21 -37.09 to -3.321 Yes * 0.0209
€5 con EDE%‘(’:S" HA con 2.507 -14.38 10 19.39 No ns 0.9624

TABLA 7. Resultados del analisis estadistico del ensayo de viabilidad celular (L/D) - cultivo indirecto
con EDC. Se muestra el analisis de comparaciones muiltiples, que indica si las diferencias entre las
muestras son significativas o no.

Number of families 1
Number of comparisons per family 6
Alpha 0.05
Tukey's multiple comparisons test | Mean Diff. | 95.00% Cl of diff. | Below threshold? | Summary | Adjusted P Value
SUSP vs. CTRL 12.73 -2.602 to 28.07 No ns 0.1076
SUSP vs. CS con EDC 4.77 -10.57 to 20.11 No ns 0.7559
SUSP vs. HA con EDC 24.69 9.358 to 40.03 Yes *x 0.0038
CTRL vs. CS con EDC -7.964 -23.30t0 7.372 No ns 0.4
CTRL vs. HA con EDC 11.96 -3.376 t0 27.30 No ns 0.1349
CS con EDC vs. HA con EDC 19.92 4.588 to 35.26 Yes * 0.0135
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7.3. RESULTADOS ANALISIS ESTADISTICO ENSAYO PROLIFERACION CELULAR

En la tabla 8 se muestran los resultados del test ANOVA One Way con la correccién para comparaciones
multiples de Tukey’s aplicado a los datos obtenidos del ensayo de proliferacion celular con MTS.

TABLA 8. Resultados del analisis estadistico del ensayo de proliferacion celular (MTS). Se muestra el
andlisis de comparaciones multiples, que indica si las diferencias entre las muestras son significativas
o no.

Number of families 1
Number of comparisons 6
per family
Alpha 0.05
Tukey s.mult|ple Mean Diff. | 95.00% Cl of diff. | Below threshold? | Summary Adjusted
comparisons test P Value
SUSP vs. CTRL 109382 45131 to 173633 Yes ** 0.0027
SUSP vs. HA con EDC 3839 -60412 to 68090 No ns 0.9973
SUSP vs. CS con EDC 53657 -10594 to 117908 No ns 0.1053
-169794 to - * %
CTRL vs. HA con EDC 105543 41292 Yes 0.0034
CTRL vs. CS con EDC -55725 -119976 to 8526 No ns 0.0911
HA con EES (‘:’ s G5 con 49818 | -14433to 114069 No ns 0.1376

7.4. RESULTADOS ANALISIS ESTADISTICO ENSAYO RESISTENCIA A FARMACOS

En la tabla 9 se muestran los resultados del test ANOVA One Way con la correccién para comparaciones
multiples de Tukey’s aplicado a los datos obtenidos del estudio de resistencia a bortezomib 4nM.

TABLA 9. Resultados del analisis estadistico del ensayo de resistencia a farmacos (BTZ 4nM). Se
muestra el andlisis de comparaciones multiples, que indica si las diferencias entre las muestras son
significativas o no.

Number of families 1
Number of comparisons per
family 28
Alpha 0.05
::r':;‘;;:):':'&':t Mean Diff. | 95.00% Cl of diff. thf:;m g | Summary ‘:di,”asltueed
SUSP_NT vs. CTRL_NT 109382 51829 to 166935 Yes ok x 0.0001
SUSP_NT vs. HA con EDC_NT 3839 -53715 to 61392 No ns >0.9999
SUSP_NT vs. CS con EDC_NT 53657 -3897 to 111210 No ns 0.0771
SUSP_NT vs. SUSP_BTZ4 342841 285288 to 400395 Yes HokEx <0.0001
SUSP_NT vs. CTRL_BTZ4 341863 284310 to 399416 Yes Hokk ok <0.0001
SUSPESZ_";'T'ZT con 335381 | 277828t0 392935 Yes #+xx | <0,0001
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SUSP_NT vs. CS con

o Biza 318678 | 261124 to 376231 Yes *okxk <0.0001
CTRL_NT vs. HA con EDC_NT -105543 -163097 to -47990 Yes HkE 0.0002
CTRL_NT vs. CS con EDC_NT 55725 113279 to 1828 No ns 0.0614

CTRL_NT vs. SUSP_BTZ4 233459 | 175906 to 291013 Yes Hokxk <0.0001
CTRL_NT vs. CTRL_BTZ4 232481 | 174928 to 290035 Yes o <0.0001
CTRLNT V;'ng con EDC 225999 | 168446 to 283553 Yes Hkokk <0.0001
CTRLNT ";'TS con EDC 209296 | 151743 to 266849 Yes Hkokk <0.0001
HA con EE; C—NL;’& CS con 49818 -7735 to 107371 No ns 0.1163
HA CSOJ;D;T—ZT Vs 339003 | 281449 to 396556 Yes HHokk <0.0001
HA CE?RELDET_zT Vs 338024 | 280471 to 395578 Yes Kok <0.0001
HA con EE%CC—';TT;’Z' HA con 331543 | 273989 to 389096 Yes Ak K <0.0001
HA con EE[E’)CC—';;":' €5 con 314839 | 257286 to 372392 Yes ko <0.0001
CS con EISC_NTvs. ok kK
SUSP. 6724 289184 | 231631 to 346738 Yes <0.0001
CS con EDC _NT vs. N
CTRL B2 288206 | 230653 to 345760 Yes <0.0001
CS con EEDCC—NBTT;Z HA con 281725 | 224171 to 339278 Yes ok <0.0001
CScon EE?)CC_';TT;Z CScon 265021 | 207468 to 322574 Yes ko <0.0001
SUSP_BTZ4 vs. CTRL_BTZ4 -978.1 -58531 to 56575 No ns >0.9999
SUSP_BTZ4 ;’;'ZZA con EDC -7460 -65013 to 50093 No ns 0.9998
SUSP—BTZ“I;’;'ZZS con EDC 24163 -81717 to 33390 No ns 0.8199
CTRL_BTZ4 ‘éf‘r'ZZ'A con EDC -6482 -64035 t0 51072 No ns >0.9999
CTRL—BTZ“I;’;'ZZS con EDC -23185 -80739 to 34368 No ns 0.8471
HA con EDC _BTZ4 vs. CS con
toC B1Z4 -16704 -74257 to 40850 No ns 0.967
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En la tabla 10 se muestran los resultados del test ANOVA One Way con la correccién para
comparaciones multiples de Tukey’s aplicado a los datos obtenidos del estudio de resistencia a
bortezomib 1nM y dexametasona 1uM.

TABLA 10. Resultados del analisis estadistico del ensayo de resistencia a farmacos (BTZ 1nM y DEX
1M). Se muestra el andlisis de comparaciones multiples, que indica si las diferencias entre las
muestras son significativas o no.

Number of families 1
Number of comparisons
. 66
per family
Alpha 0.05
Tukey's multiple . . Below Adjusted
Diff. .009 .
comparisons test Mean Diff 95.00% Cf of diff threshold? Summary P Value
SUSP_NT vs. CTRL_NT -3.333E-08 -48.91 to 48.91 No ns >0.9999
SUSP_NT vs. HA con
EDC_NT -0.00000002 -48.91 to 48.91 No ns >0.9999
SUSP_NT vs. €5 con -0.00000003 -48.91 to 48.91 No ns >0.9999
EDC_NT
SUSP_NT vs. SUSP_BTZ1 -44.1 -93.01 to 4.817 No ns 0.1045
SUSP_NT vs. CTRL_BTZ1 -12.22 -61.14 to 36.69 No ns 0.9984
SUSP_NT vs. HA con
EDC_BTZ1 -2.871 -51.78 to 46.04 No ns >0.9999
SUSP_NT vs. CS con
EDC_BTZ1 1.882 -47.03 to 50.80 No ns >0.9999
SUSP_NT vs. SUSP_DEX 8.064 -40.85 to 56.98 No ns >0.9999
SUSP_NT vs. CTRL_DEX 16.53 -32.38 t0 65.44 No ns 0.9819
SUSP_NT vs. HA con
EDC_DEX 16.13 32.78 to 65.04 No ns 0.9849
SUSP_NT vs. CS con
EDC_DEX 22.1 -26.82 t0 71.01 No ns 0.8817
CTRL_NT vs. HA con
EDC_NT 1.333E-08 -48.91 to 48.91 No ns >0.9999
CTRL_NT vs. CS con
EDC_NT 3.333E-09 -48.91 to 48.91 No ns >0.9999
CTRL_NT vs. SUSP_BTZ1 -44.1 -93.01 to 4.817 No ns 0.1045
CTRL_NT vs. CTRL_BTZ1 -12.22 -61.14 to 36.69 No ns 0.9984
CTRL_NT vs. HA con
EDC_BTZ1 -2.871 -51.78 to0 46.04 No ns >0.9999
CTRL_NT vs. CS con
EDC_BTZ1 1.882 -47.03 to 50.80 No ns >0.9999
CTRL_NT vs. SUSP_DEX 8.064 -40.85 to 56.98 No ns >0.9999
CTRL_NT vs. CTRL_DEX 16.53 -32.38 t0 65.44 No ns 0.9819
CTRL_NT vs. HA con
EDC_DEX 16.13 -32.78 t0 65.04 No ns 0.9849
CTRL_NT vs. CS con
EDC_DEX 22.1 -26.82 t0 71.01 No ns 0.8817
HAconEDCNT vs.C5 1 10000001 -48.91 to 48.91 No ns >0.9999
con EDC_NT
HA con EDC_NT vs.
SUSP_BTZ1 -44.1 -93.01 to0 4.817 No ns 0.1045
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HA con EDC_NT vs.

CTRL BTZ1 12.22 -61.14 to 36.69 No ns 0.9984
HA C:O“nEE%CC—_'\'BTT;i‘ HA 2.871 -51.78 to 46.04 No ns >0.9999
HA ‘;‘;’; EEDD%_'EZ" 15 = 1.882 -47.03 to 50.80 No ns >0.9999

HA C:SSiligET(T Ve 8.064 -40.85 t0 56.98 No ns >0.9999
HA Cg;‘REEE—E';'(T ve: 16.53 -32.38 t0 65.44 No ns 0.9819
HA CSSnEEDSE_N;E‘;(S‘ HA 16.13 -32.78 t0 65.04 No ns 0.9849
HA C::nEEDDCC—_'\'DTE‘)’(S' © 22.1 -26.82 to 71.01 No ns 0.8817
= C:Ssilig?g ve- -44.1 -93.01 to 4.817 No ns 0.1045

= cg;‘REL'ig;ng ve- 12.22 -61.14 t0 36.69 No ns 0.9984

cs Cs;nEEDCC—_NBTT‘Z’i' HA 2.871 -51.78 to 46.04 No ns >0.9999
€S con EE%CC—_';TT%?' €5 con 1.882 -47.03 to 50.80 No ns >0.9999
© C‘;B SEI?_ CD—ENXT Ve 8.064 -40.85 t0 56.98 No ns >0.9999

© Cc(’:rT‘:E CD—E'\)‘(T ve: 16.53 -32.38t0 65.44 No ns 0.9819

= czg:ggg;g’;' HA 16.13 -32.78 t0 65.04 No ns 0.9849
€S con EEDSE_NSE‘;(S' €S con 22.1 -26.82 to 71.01 No ns 0.8817
SL(J:STF;—EESZ;'S' 31.87 -17.04 to 80.79 No ns 0.4719

S USP—EB;éi;;‘Z;'A con 41.23 -7.688 t0 90.14 No ns 0.1572
SUS P—EBDT Cz_leTsZ 1CS con 45.98 -2.935 t0 94.89 No ns 0.0789

SUSP_BTZ1 vs. SUSP_DEX 52.16 3.247 to 101.1 Yes * 0.0296

SUSP_BTZ1 vs. CTRL_DEX 60.63 11.71t0 109.5 Yes = 0.007
SUSP—iTDZCl_ESE‘XHA con 60.23 11.31 to0 109.1 Yes *x 0.0075
SUSP—E;Z&S‘EXCS con 66.19 17.28 t0 115.1 Yes xx 0.0026
CTRL—ESSQ’;‘ZTA con 9.351 -39.56 t0 58.26 No ns 0.9999
CTRL—EBJS;TS;S con 14.1 -34.81 to 63.02 No ns 0.9947

CTRL_BTZ1 vs. SUSP_DEX 20.29 -28.63 t0 69.20 No ns 0.9279

CTRL_BTZ1 vs. CTRL_DEX 28.75 -20.16 to 77.67 No ns 0.6152
CTRL—igzcl_‘l’)sE‘xHA con 28.35 -20.56 to 77.27 No ns 0.6336
CTRL—E;?_I‘;S‘E'XCS con 34.32 -14.59 to 83.23 No ns 0.3687

HA con EDC_BTZ1 vs. €S 4.753 -44.16 t0 53.67 No ns >0.9999

con EDC_BTZ1
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HA con EDC_BTZ1 vs.

SUSP_DEX 10.93 -37.98 t0 59.85 No ns 0.9994
HA cogTizDLSBI:;H ve- 19.4 -29.51 to 68.31 No ns 0.9454
HA CO:oiDECEE_TSE; s HA 19 -29.91 to 67.92 No ns 0.9522
HA COC”OEDECD—CEiT;Elx"S' cs 24.97 -23.95 to 73.88 No ns 0.7815
cs CO;‘UESDPC_B'g(Zl vs: 6.182 -42.73 10 55.10 No ns >0.9999
< COETERDL(:B'g(Zl ve: 14.65 -34.27 t0 63.56 No ns 0.9929
© Corc'oEnDECEEjélE)‘(’s' HA 14.25 -34.66 t0 63.16 No ns 0.9943
cs CO:oE\DECD_ngé)z/ s G 20.21 -28.70 t0 69.13 No ns 0.9294
SUSP_DEX vs. CTRL_DEX 8.466 -40.45 to 57.38 No ns >0.9999
SUSP—E;?_";'E)TA con 8.068 -40.85 t0 56.98 No ns >0.9999
SUSP—EDDE(?(_‘I’DSEXCS con 14.03 -34.88 t0 62.95 No ns 0.995
CTRL—ED?C(_";'EQA con -0.3987 -49.31 to 48.51 No ns >0.9999
CTRL—E;?_‘SE;S con 5.567 -43.35 to 54.48 No ns >0.9999
HA C‘Z’;:Egig)é)‘(’ s & 5.966 -42.95 to 54.88 No ns >0.9999
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