7. ANEXOS

ANEXO I. RELACION DEL TRABAJO CON LOS OBJETIVOS DE DESARROLLO
SOSTENIBLE DE LA AGENDA 2030

Tabla 3. Relacion de los objetivos del desarrollo sostenible con el desarrollo de soportes bioactivos para la
diferenciacion osteogénica de células madre mesenquimales humanas

Objetivos de Desarrollo Alto Medio Bajo No procede
Sostenibles

ODS 1. Fin de la pobreza.

ODS 2. Hambre cero.

ODS 3. Salud y bienestar.

ODS 4. Educacién de calidad.

ODS 5. Igualdad de género.

ODS 6. Agua limpia vy
saneamiento.

ODS 7. Energia asequible y no
contaminante.

ODS 8. Trabajo decente vy
crecimiento econémico.

ODS 9. Industria, innovacion
e infraestructuras. X

ODS 10. Reduccién de las
desigualdades.

ODS 11. Ciudades vy
comunidades sostenibles.

ODS 12. Produccién vy
consumo responsables.

ODS 13. Accioén por el clima.

ODS 14. Vida submarina.

ODS 15. Vida de ecosistemas
terrestres.
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ODS 16. Paz, justicia e
instituciones solidas.

ODS 17. Alianzas para lograr
objetivos.

Este trabajo tiene contribuye al objetivo 3, salud y bienestar, al buscar nuevas estrategias para
avanzar en la regeneracién dsea. Ademas, el uso de materiales piezoeléctricos y nanoparticulas
también estd relacionado con el objetivo 9 llamado industria, innovacién e infraestructuras,
debido al desarrollo de soportes novedosos en el campo de la medicina regenerativa.
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ANEXO II: DECONVOLUCION DE LOS ESPECTROS FTIR ENTRE 1140 y 1300
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Figura S1. Deconvolucion de los espectros FTIR de membranas de poli(fluoruro de vinilideno) (PVDF), de PVDF con
ferritas de cobalto (PVDF-CFO) y de PVDF con magnetitas de hierro (PVDF-FE) entre 1140 y 1300cm™. a)
Deconvolucién de PVDF b) Deconvolucion de PVDF-CFO. c) Deconvolucién de PVDF-FE. Los picos aislados de las fases

By y se obtuvieron a partir de los espectros originales (amarillo).
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ANEXO Ill: OBTENCION MANUAL DE LAS MASCARAS A PARTIR DE LAS
IMAGENES DEL CITOESQUELETO

Figura S2. Ejemplificacion de la obtencion de mdscaras binarias de las células a partir del citoesqueleto de actinade
una célula de poli(fluoruro de vinilideno) con ferritas de cobalto (PVDF-CFO) y su limpieza para poder obtener
después las medidas morfométricas. a) Imagen del citoesqueleto de actina obtenida con el microscopio de
fluorescencia. b) Captura de pantalla del ajuste manual del umbral de grises para segmentar la imagen. c) Mdscara
binaria resultante del ajuste del umbral de grises. d) Mdscara final limpia y perfeccionada, obtenida al correr la macro
del Anexo IV, y a partir de la cual se obtienen las medidas morfométricas.
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ANEXO IV: CONSTRUCCIONES MACROS DEL ANALISIS DE IMAGEN

1 //Abrimos la carpeta con las imagenes

2 dir=getDirectory("Choose a directory”);

4 //Nos guardamos las imagenes en una lista
5 list=getFilelList(dir);
-

//Recorremos la lista con un bucle
8 for(i=0;i<list.length;i++){

10 //Solo se abriran Los archivos que sean una imagen tif
11 if(endswith(list[i],"tif")){
12 open(dir+File.separator+list[i]);

//Segmentacidn de Las imdgenes de Los ndcleos
15 setAutoThreshold("Li dark™);
("BlackBackground”, true);

17 run("Convert to Mask");

11
1

//5e ordenan las imagenes en La pantalla

1 run("Tile");

1 //Definimos las medidas que vamos a tomar en las celulas despues

t) 2 run(“Set Measurements..."”, "area shape display redirect=None decimal=3");
4 [//Activamos La opcion fondo negro
5 run(“"Options..."™, "iterations=1 count=1 black do=Nothing");
-

//Abrimos la carpeta con las imagenes

8 dir=getDirectory("Choose a directory”);

18 //Guardamos Las imagenes en una lista
11 list=getFilelist(dir);

13 //Recorremos la lLista con un bucle

14 for(i=8;i<list.length;i++){

16 //5elo se abriran lLos archives que sean una imagen tif
17 if(endswith(list[i],"tif")){

open(dir+F ator+list[i]);

//Nos guardamos el nombre de lLa imagen en una variable

imageName=getTitle();

}

//Establecemos La escala de las imagenes

run("Set Scale...", "distance=1 known=8.282 unit=um");

//5e miden Las celulas de cada imagen, filtrando el tamario del area (Area>300um2)

//5e determiné el tamafio de filtrado midiendo previamente las células mds pequerias

//Es el tamafio suficiente para eliminar el ruido inespecifico sin que se descarte ninguna de nuestras células
run("Analyze Particles...”, "size=3@@-Infinity show=Masks display include include™);

1
J

//Se ordenan lLas imagenes en La pantalla
run("Tile");

//Guardamos La tabla de resultados de las medidas en La carpeta con lLas imagenes
saveAs(“"Results™, dir+File.separator+"ResultsTable.csv™);

Figura S3. Macros utilizadas para procesar automdticamente las imdgenes de inmunofluorescencia. a) Macro
desarrollado para segmentar las imdgenes de los nucleos de las células. Se utilizo el autoumbral "Li dark”,
comprobando previamente que era adecuado para todos los ntcleos. b) Macro desarrollado para los pardmetros
morfométricos del citoplasma de las células, a partir de imdgenes del citoesqueleto. El tamaiio utilizado como filtro
(300 um?) es el mismo para todas las células analizadas en vidrio, PVDF, PVDF-CFO y PVDF-FE.
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ANEXO V: IMAGENES DE INMUNOFLUORESCENCIA

Las imagenes en color se consiguieron mediante la fusién de la vinculina (verde), la
actina (rojo) y el nucleo (azul).

Vidrio

PVDF-CFO PVDF

PVDF-FE
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PVDF-CFO PVDF-FE
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Figura S4. Imdgenes de inmunofluorescencia de las células madre mesenquimales humanas (hMSC) en vidrio, en
membranas de poli(fluoruro de vinilideno) (PVDF), de PVDF con ferritas de cobalto (PVDF-CFO) y de PVDF con
magnetitas de hierro (PVDF-FE), procesadas mediante el programa de andlisis de imagen FlJI. a) Células
representativas de cada soporte: vidrio, PVDF, PVDF-CFO y PVDF-FE b) Izquierda: autofluorescencia de la membrana
de PVDF-CFO, donde el color blanco corresponde a la seccion no tefiida y la seccion negra corresponde a una zona
tefiida con Sudan Black; derecha: zona tefiida completamente con Sudan Black c) Izquierda: tres planos diferentes de
una misma célula sembrada en PVDF-CFO; derecha: tres planos diferentes de una misma célula sembrada en PVDF-
FE. d) Ejemplificacion de la adaptacion de las células a la nanotopografia del soporte con dos células sembradas en
PVDF. En todos los casos la barra de escala corresponde a 20 um.

En la figura S4a se puede ver claramente dénde se encuentran las adhesiones focales de la célula
al vidrio, pero en los materiales no se distingue. Ademds, destaca la ausencia de seial
inespecifica por autofluorescencia en los vidrios, mientras que, en el PVDF, PVDF-CFO y PVDF-FE
es tan elevada que en ocasiones la célula no se ve bien.

La figura S4b muestra dos zonas distintas de una misma membrana de PVDF-CFO. Se observa la
autofluorescencia en el canal del nucleo, la actina y la vinculina y cémo el Sudan Black cumple
su funcién al cubrirla.

La figura S4c muestra la profundidad de las células en los soportes, los diferentes planos z en los
que se enfoca una misma célula. Esto se debe a la topografia de la superficie de las membranas
sobre la cual las células se anclan. La figura S4d es un claro ejemplo de cdmo las células presentan
formas atipicas para disponer sus puntos de anclaje y tratar de adaptarse a la superficie.
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ANEXO VI: PARAMETROS MORFOMETRICOS ADICIONALES
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Figura S5. Histograma de la circularidad, redondez y solidez de la adhesion inicial a las 24 horas de las células madre
mesenquimales humanas (hMSC) en vidrio, en membranas de poli(fluoruro de vinilideno) (PVDF), de PVDF con
ferritas de cobalto (PVDF-CFO) y de PVDF con magnetitas de hierro (PVDF-FE). a) Circularidad de las hMSC. b)
Redondez de las hMSC. c) Solidez. En el grdfico estdn representadas las medianas y las barras de error corresponden
al intervalo de confianza del 95%. Las diferencias estadisticas se analizaron mediante la prueba de Kluskal-Wallis con
correccion por Dunn, donde * estd asociado a un p-valor< 0,05 y ** con un p-valor<0,01. Se usaron al menos 25 células
para realizar la estadistica.

A continuacidn, se disponen las ecuaciones para el calculo de las medidas de relacién de aspecto,
circularidad, redondez y solidez. La informacién de los parametros se ha obtenido de la guia de
usuario de Imagel (imagej.nih.gov/ij/docs/guide/)

L, Eje mayor Ec.4 . . Area
Relacion de aspecto = ——— : Circularidad = 4T ———— 6
Eje menor Perimetro :
Area Ec.5 _ Area
Redondez = 4 —————— Solidez = ——— Ec.7
 Eje mayor Area convexa

Ec. 4. Relacién de aspecto: informa sobre la elongacidn del objeto, teniendo en cuenta el eje
mayor y el menor. A menor relaciéon, mas alargadas son las células ya que la diferencia de la
medida de los ejes es mayor.

Ec. 5. Circularidad: a igualdad de areas, el objeto menos circular tiene mds perimetro, por lo que
el valor serd mayor.

Ec. 6. Redondez: disminuye si los objetos son alargados, de ahi que los valores sean mucho
menores en las células sembradas en PVDF, PVDF-CFO y PVDF-FE.

Ec. 7. Solidez: evalua si el objeto tiene hendiduras o prolongaciones; para adherirse a cualquier
soporte las células las presentan, por eso no vemos diferencias significativas.
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ANEXO VII: PLACAS P48 DEL ENSAYO MTS
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Figura S6. Placas utilizadas del ensayo MTS a dia 1 con las membranas de poli(fluoruro de vinilideno) (PVDF), de
PVDF con ferritas de cobalto (PVDF-CFO), de PVDF con magnetitas de hierro (PVDF-FE) y con los vidrios. a) Placa con
48 pocillos después del ensayo MTS a dia 1 con PVDF, PVDF-CFO, PVDF-FE y vidrios sembrados con hMSC. Las
membranas ya no tienen rojo fenol ni reactivo MTS y después del ensayo se guardaron en DPBS. b) Placa con 48 pocillos
antes de retirar el medio sin rojo fenal para analizar su sefial para el MTS a dia 1 con PVDF, PVDF-CFO y PVDF-FE
(indicados en la tapa de la placa) sin células cultivadas. Después del ensayo se guardaron en DPBS.

Tabla 4. Ensayo MTS a dia 1 con la absorbancia media y la desviacion tipica de las membranas de poli(fluoruro de
vinilideno) (PVDF), de PVDF con ferritas de cobalto (PVDF-CFO), de PVDF con magnetitas de hierro (PVDF-FE, de los
vidrios y de las membranas sin células, utilizadas de blanco.

blanco PVDF | blanco PVDF-CFO | blanco PVDF-FE PVDF PVDF-CFO PVDF-FE Vidrio

Absobancia | 0.222 + 0.004 0.218 + 0.006 0.231 £0.006 | 0.106 + 0.005 | 0.102 + 0.007 | 0.106 + 0.002 | 0.341 + 0.029

Las membranas de PVDF, PVDF-CFO y PVDF-FE a simple vista son de color blanco, negro y marrdn,
respectivamente (Figura S6b) pero en la 6a se aprecia como las membranas de PVDF han
absorbido el reactivo MTS hasta tefiirse de rojo oscuro, parecido al marrén. En las de PVDF-FE y
PVDF-CFO no se llega apreciar porque su propio color es oscuro. La sefal en estas membranas
no fue igual a la de las membranas sin células y, por tanto, si habia células y el reactivo se ha
quedado dentro de la membrana.
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ANEXO VIIl: ENSAYO TINCION ALIZARINA ROJA
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Figura S7. Histograma de la deteccion de la tincién rojo alizarina a dias 14 y 21. Las células madre mesenquimales
humanas (hMSC) se cultivaron en vidrios, membranas de poli(fluoruro de vinilideno) (PVDF), de PVDF con ferritas
de cobalto (PVDF-CFO) y de PVDF con magnetitas de hierro (PVDF-FE). Las células se cultivaron en los soportes bajo
estimulacion magnética durante 272 horas (S) y sin estimulacion magnética (NS). Se afiadieron al ensayo membranas
sin cultivar que se tifieron (T) o no (NT). a) Tincidn rojo alizarina a dia 14. b) Tincion rojo alizarina a dia 21. En el grdfico
estdn representadas las medianas y las barras de error corresponden al intervalo de confianza del 95%. Las diferencias
estadisticas se analizaron mediante la prueba de Kluskal-Wallis con correccion por Dunn donde * estd asociado a un
p-valor< 0,05, ** a p-valor< 0,01 y *** a p-valor< 0,001 . Se usaron al menos 3 réplicas bioldgicas de cada soporte.
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