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RESUMEN

Objetivos: Las vias aéreas cumplen un papel muy importante en el organismo ya que son
las responsables tanto de llevar el aire a los pulmones como de acondicionarlo. El cartilago
tiene una funcion esencial de soporte mientras que la mucosa respiratoria es la encargada
del aclaramiento mucociliar. Enfermedades como la estenosis afectan a estas estructuras
impidiendo la correcta realizacion de sus funciones y resultando en graves consecuencias
para quienes las sufren, ademas de que los tratamientos actuales no son efectivos. Las
técnicas de ingenieria tisular son prometedoras para la reconstruccion de este tipo de
defectos, por ello en este trabajo se plantea el uso del &cido polilactico como soporte en
estrategias de regeneracion del cartilago y la mucosa de las vias aéreas.

Metodologia: En primer lugar, se caracterizé la estructura, citotoxicidad y propiedades
mecanicas de los soportes de acido polilactico. Posteriormente, se sembraron condrocitos
primarios sobre scaffolds de &cido polilactico impresos en 3D con y sin hidrogeles, y se
evalué mediante marcaje fluorescente la morfologia y la expresion de coldgeno de tipo I, de
tipo Il y agrecano. También se sembraron células epiteliales primarias y las lineas celulares
A549 y H460 sobre membranas electrohiladas de &cido poli-L-lactico con y sin colageno, y
se analizé mediante fluorescencia la proliferacién y morfologia, asi como la expresion de
genes relacionados con la mucosa respiratoria (CDH1, CK20 y MUC5AC) mediante Real
Time PCR.

Resultados: Los soportes de acido polilactico resultaron ser no citotéxicos ademas de que
mostraron propiedades mecanicas similares a los de la traquea, con un Médulo de Young de
entre 2,6 + 0,1y 3,6 £ 0,2 MPa segun el espesor. Por otra parte, los condrocitos sembrados
en los scaffolds de PLA expresaron proteinas propias del cartilago hialino como colageno I
y agrecano principalmente cuando se combind el scaffold con el hidrogel de alginato y
agarosa. Ademas, las células epiteliales mostraron una proliferacion adecuada tapizando las
membranas con y sin colageno, y en el caso de las A549 y las células epiteliales primarias,
mostraron expresion de CDH1, lo que significa que si que tienen caracteristicas de epitelio.

Conclusiones: Los resultados obtenidos permiten concluir que el uso de acido polilactico
como soporte para condrocitos y células epiteliales presenta una potencial capacidad para la
regeneracion de vias aéreas.

PALABRAS CLAVE: Cartilago, mucosa respiratoria, ingenieria tisular de vias aéreas.




ABSTRACT

Objectives: The airways play a very important role in the organism since they are
responsible for both carrying the air to the lungs and conditioning it. Cartilage has an
essential support function while the respiratory mucosa is responsible for mucociliary
clearance. Diseases such as stenosis affect these structures, preventing the proper
performance of their functions and resulting in serious consequences for those who suffer
them, in addition to the fact that current treatments are not effective. Tissue engineering
techniques are promising for the reconstruction of this type of defects, so in this project the
use of polylactic acid as a support in regeneration strategies of the cartilage and the mucosa
of the airways is considered.

Methodology: Firstly, the structure, cytotoxicity and mechanical properties of the polylactic
acid supports were characterized. Subsequently, primary chondrocytes were seeded on 3D
printed polylactic acid scaffolds with and without hydrogels, and the morphology and
expression of type I, type Il and aggrecan collagen was evaluated by fluorescent labeling.
Primary epithelial cells and the A549 and H460 cell lines were also seeded onto
electrohilated membranes of poly-L-lactic acid with and without collagen, and proliferation
and morphology were analyzed by fluorescence, as well as the expression of genes related
to the respiratory mucosa ( CDH1, CK20 and MUC5AC) by Real Time PCR.

Results: The polylactic acid scaffolds were found to be non-cytotoxic, in addition to showing
mechanical properties similar to those of the trachea, with a Young's modulus between 2.6 +
0.1 and 3.6 £ 0.2 MPa depending on the thickness. On the other hand, the chondrocytes
grown in the PLA scaffolds expressed hyaline cartilage proteins such as collagen Il and
aggrecan mainly when the scaffold was combined with the alginate and agarose hydrogel. In
addition, the epithelial cells showed an adequate proliferation on membranes with and
without collagen, and in the case of the A549 and the primary epithelial cells, they showed
expression of CDH1, which means that they do have epithelial characteristics.

Conclusions: The results obtained allow us to conclude that the use of polylactic acid as a
scaffold for chondrocytes and epithelial cells presents a potential capacity for the
regeneration of airways.

KEY WORDS: Cartilage, respiratory mucosa, airways tissue engineering.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1. Vias aéreas

Las vias aéreas se corresponden con los 6rganos del tracto respiratorio que permiten el flujo
de aire durante la ventilacién (Ball & Padalia, 2019). Su funcion principal es la conduccién
acondicionamiento del aire inspirado a los pulmones. También se encargan de extraer el
aire en la espiracion, ademas de participar en la proteccion de los pulmones, la fonacién y la
deglucién. Las vias aéreas se pueden subdividir en las vias aéreas superiores e inferiores
(San Martin & Caussade, 2012). Las vias aéreas superiores incluyen la cavidad nasal con el
vestibulo nasal, los senos paranasales, la faringe y la laringe. Mientras que a las vias aéreas
inferiores, o arbol traqueobronquial, pertenecen la trdquea, los bronquios mayores con sus
respectivas subdivisiones bronquiales hasta finalmente el bronquiolo terminal, y por ultimo
los ductos y sacos alveolares (Figura 1) (San Martin & Caussade, 2012).

Anatomical overview of the larynx and tracheobronchial tree
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Figura 1. Anatomia de la laringe y del arbol traqueobronquial (Burdett & Mitchell, 2011).

1.1.1. Tradquea

La trdquea forma parte de las vias aéreas inferiores y consiste en una estructura tubular
longitudinal semiflexible esencial para el paso del oxigeno y otros gases que viajan a los
alvéolos para su difusion (Ball & Padalia, 2019) (Mieczkowski & Seavey, 2019). Mide unos
12 cm de largo y alrededor de 1,5 cm de ancho, y transcurre por delante del eséfago
extendiéndose desde la porcién inferior de la laringe hasta que se bifurca para formar los
dos bronquios que van a los pulmones (Brand-Saberi & Schéfer, 2014). La traquea se
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encuentra formada de interior a exterior por 4 capas: mucosa, submucosa, capa
fibromusculocartilaginosa y adventicia (Welsch, 2014).

La mucosa de la traquea tiene un grosor de unos 50 um y estd compuesta por epitelio
pseudoestratificado cilindrico ciliado (epitelio respiratorio), tejido conjuntivo subepitelial
(lamina propia) y glandulas traqueales seromucosas. En el epitelio respiratorio hay células
ciliadas, que se encuentran a lo largo de toda la via aérea y dirigen el batido de los cilios
hacia la laringe transportando particulas y detritos lejos de los pulmones (Brand-Saberi &
Schéafer, 2014); células caliciformes, responsables de producir la mucosa traqueal que
protege a los pulmones de infeccion (Fishman et al., 2014) (Mieczkowski & Seavey, 2019); y
células basales, que son las precursoras de las células ciliadas y las caliciformes, pero
también cumplen una funcién en el afianzamiento del epitelio en la membrana basal gruesa
(Welsch, 2014). El moco de las glandulas traqueales y bronquiales y de las células
caliciformes, junto con los cinocilios del epitelio respiratorio, forman el aparato mucociliar.
Las particulas de suciedad inspiradas se adhieren al moco y junto con él son transportadas
por los cinocilios hacia la faringe, donde pueden deglutirse o expectorarse (Welsch, 2014).
La lamina propia esta compuesta por tejido conjuntivo laxo, con fibras colagenas muy juntas
gue se separa de la submucosa por una membrana elastica (Ross & Pawlina, 2008).

La submucosa estd formada por tejido conjuntivo laxo y similar al de la lamina propia. Es
rica en elastina, masculo liso y glandulas submucosas que se extienden hasta la superficie
epitelial para la secrecion al exterior (Haykal et al., 2014).

La capa fibromusculocartilaginosa esta formada por entre 16 y 20 anillos de cartilago hialino
con forma de C que fortalecen la pared e impiden el colapso del lumen durante la
respiracion y mantienen el flujo respiratorio maximo con la dinamica adecuada (Fu et al.,
2017). Los extremos de los anillos estan unidos por musculo liso (musculo traqueal) y tejido
conjuntivo (pared membranosa) que contiene una gran cantidad de fibras elasticas que se
prolongan en la cubierta conjuntiva de la superficie externa del cartilago (Welsch, 2014).

La capa mas externa es la adventicia, ubicada por fuera de los anillos traqueales y del
musculo traqueal. Fija la trAdquea a las estructuras contiguas, y contiene los nervios y vasos
linfaticos mayores que irrigan, inervan y drenan la pared traqueal (Ross & Pawlina, 2008).

1.1.2. Cartilago hialino

El cartilago hialino se encuentra en todas las vias aéreas. Su matriz tiene un aspecto vitreo
con lagunas que contienen condrocitos, responsables de producir la matriz del cartilago
hialino, y esta compuesta principalmente de moléculas de colageno y proteoglicanos. El
colageno es la proteina principal de la matriz, y el mas abundante es el de tipo Il, que es uno
de los componentes de las fibrillas matriciales. Los proteoglicanos estan formados por
condroitin sulfato y queratdn sulfato unidos a una proteina central de hialuronano. El
mondémero de proteoglicano mas abundante en el cartilago hialino es el agrecano. De
hecho, cada molécula de hialuronano se asocia con mas de 300 agrecanos para formar
grandes aglomeraciones de proteglicanos, que se unen a las fibrillas colagenas de la matriz
formando un entramado. Debido a que el agrecano tiene carga negativa y gran afinidad por
las moléculas de agua, la matriz del cartilago hialino esta muy hidratada teniendo el agua
intercelular un porcentaje de aproximadamente el 70% del peso neto del cartilago. Esta
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hidratacion imparte elasticidad ademas de otras caracteristicas biomecanicas propias del
cartilago hialino como resistencia a la compresién, amortiguacion y sostén estructural en el
aparato respiratorio (Ross & Pawlina, 2008).

1.1.3. Mucosa respiratoria

La integridad de las superficies epiteliales depende en gran medida de la adhesion lateral de
las células entre si y de su capacidad de resistir la separacion. Aunque hay una fusion de
membranas celulares contiguas, su resistencia ante el estrés mecanico es limitada y el
refuerzo de esta regién depende de un sitio de unién fuerte por debajo de esa zona de
fusién. Ese dispositivo de adhesion lateral se presenta en la forma de una banda continua
alrededor de la célula, que esta compuesta por la molécula de adhesion E-cadherina que es
una proteina transmembrana (Ross & Pawlina, 2008). Por otra parte, los principales
constituyentes macromoleculares de la capa mucosa son las mucinas. Estas glicoproteinas
ligeramente glicosiladas son ricas en cisteinas y establecen enlaces disulfuro entre otros
mondmeros de mucina. El moco normal se compone de ~1% de mucinas, ~1% de sales,
~1% de otras proteinas y ~97% de agua. Las células caliciformes expresan tipicamente
MUCS5AC, mientras que las células de la mucosa de las glandulas submucosas expresan
principalmente MUC5B (Wanner et al., 1996) (Bustamante-Marin & Ostrowski, 2016).

1.2. Afecciones de las vias aéreas

Las vias aéreas estan expuestas al medio externo y por ello son propensas a sufrir
afecciones, con graves consecuencias si no se tratan a tiempo y de la manera adecuada.

1.2.1. Estenosis de las vias aéreas

La estenosis de las vias aéreas es una enfermedad rara pero severa que consiste en un
estrechamiento del didmetro del lumen (Jakobsen et al., 2017). Esta afeccién puede ser
congénita o adquirirse como consecuencia de una intubacién endotraqueal prolongada, un
trauma, quemaduras, inflamacion, una enfermedad neoplasmica o una enfermedad
autoinmune (Nair et al.,, 2015) (Wain, 2009) (Cheng et al.,, 2017). Este estrechamiento
produce dificultad para respirar e incluso puede llevar a la completa obstruccion de la via,
impidiendo totalmente el paso de aire y haciendo necesaria una traqueostomia (Mieczkowski
& Seavey, 2019). La aerodinamica alterada también puede afectar la mecanica mucociliar y
la depuracion de las vias respiratorias. Por estos factores, la estenosis conduce a una
considerable morbilidad y mortalidad (McDaniel et al., 2018) (Timman et al., 2018).

Desde finales del siglo XIX la estenosis traqueal se puede solucionar con la reseccion
quirtrgica del segmento afectado y una anastomosis termino-terminal, que consiste en la
extraccion del segmento estrechado y la unién de los dos extremos que quedan de la via,
restaurando un conducto con un ancho normal (Ho & Koltai, 2008) (Macchiarini, 2008). Sin
embargo, esta operacién solo es posible cuando la parte a eliminar de la via respiratoria no
supera los 6 cm, que es aproximadamente la mitad de la longitud total de la trAquea en un
adulto, o cuando no supera un tercio de la longitud total de la traquea en un nifio (Jungebluth
et al.,, 2011). Una reseccion de un segmento estenético de mayor tamafio esta
contraindicada ya que supondria una mayor tension anastomética (Ho & Koltai, 2008). Méas
recientemente, la traqueoplastia deslizada ha mejorado significativamente los resultados
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para pacientes previamente inoperables (Wang et al.,, 2015). Esta operacion quirdrgica
consiste en la division del segmento estendtico transversalmente en la mitad de su longitud.
Se realiza entonces una incisioén a lo largo de la parte posterior del segmento estendético
superior, y también se realiza una incision a lo largo de la parte anterior del segmento
estenodtico inferior. Los dos extremos se deslizan para unirlos, y da como resultado un area
de seccion transversal cuadruplicada (Grillo, 1994). Sin embargo, este procedimiento repara
la estenosis sacrificando parte de la longitud de la via aérea. Por tanto, las estrategias
quirdrgicas actuales tienen importantes limitaciones con respecto a la localizacién y longitud
de la zona afectada, ademas de conllevar problemas post-quirtrgicos (Gao et al., 2017).
Otra solucién a la estenosis son los trasplantes, que sin embargo requieren de medicacién
inmunosupresora con niveles adecuados para evitar el rechazo del tejido y, por tanto, la
pérdida del injerto en el caso en el que hubiese un defecto en la cantidad de
inmunosupresion, pero evitando también el riesgo que esta medicacién implica de
contraccién de infecciones si se dan niveles de inmunosupresion en exceso. Ademas, la
inmunosupresién no es recomendable en pacientes oncolégicos, y sin ella el trasplante no
va a tener éxito (Engels et al., 2011) (Lee et al., 2017).

Una opcién novedosa para superar estos obstaculos es el uso de sustitutos para reemplazar
los segmentos estendticos, mediante la ingenieria de tejidos (Gao et al., 2017).

1.3. Ingenieria de tejidos

La ingenieria de tejidos es un campo que combina la medicina y la ingenieria para reparar,
remplazar o regenerar tejidos u 6rganos enfermos o dafiados para restaurar la funcion del
tejido nativo manteniendo la morfologia e histologia (Mallick et al., 2016). Esta rama de la
bioingenieria emplea scaffolds, células y moléculas biol6gicamente activas para crear tejidos
funcionales (NIBIB, 2013). Su principio basico es la creaciéon de un scaffold biocompatible en
el que se pueda estimular el crecimiento de las células in vivo sembrando antes de la
implantacion o mediante un reclutamiento posterior (Maughan et al., 2016). Por tanto, la
ingenieria de tejidos ofrece la posibilidad de una solucion a largo plazo para las
enfermedades graves de las vias respiratorias mediante la creacion de reemplazos de
tejidos y 6rganos funcionales e inmunocompatibles (Maughan et al., 2016). Ademas, hay
cada vez mas evidencias de que la ingenieria tisular y el uso de sustitutos son técnicas
utiles y efectivas para regenerar las vias aéreas (Walles et al., 2004) (Gao, 2017).

1.3.1. Scaffolds

La eleccion y disefio del scaffold es una parte primordial en la ingenieria de tejidos ya que
ademas de proporcionar un soporte para las células donde puedan adherirse y
diferenciarse, proporciona sefiales estructurales y funcionales para el proceso de
regeneracion y deberian permitir una integracion sostenida cuando se trasplantan (Maughan
et al.,, 2016). Un scaffold apropiado para el trasplante de via aérea deberia tener las
siguientes caracteristicas segun Fishman et al. (2014) y Maughan et al. (2016):

1. Ser biocompatible para que tenga incapacidad para provocar una respuesta adversa del
huésped, ademas de no carcinogénico, no toxico y no inmunogénico.

2. Tener capacidad de ser integrado por los tejidos circundantes y promover la proliferacion
y la diferenciacién celular; ademas de ser capaz potenciar la neovascularizacion,
permitiendo el transporte de nutrientes.



INTRODUCCION

3. Imitar la arquitectura macroscopica y microscépica de la regién de la via aérea que se
reemplaza.

4. Ser mecénicamente estable y resistente para evitar el colapso de la via aérea
manteniendo las propiedades mecanicas de la via como soporte estructural para proteger
las vias respiratorias y permitir la epitelizacion.

5. Estar facilmente disponible.

1.3.2. Técnicas de fabricacion

Para fabricar scaffolds adecuados para ingenieria tisular, se pueden usar distintos métodos
como la impresion tridimensional (3D) o el electrospinning entre otros.

1.3.2.1. Impresion 3D

En la actualidad, el uso de la impresién 3D esta en continuo crecimiento en el campo de la
ingenieria tisular. Esta técnica se esta investigando por su potencial uso para reconstruccion
de vias aéreas complejas, ya que tiene la ventaja de una fabricacion rapida y facil que
puede reproducir e imitar la forma nativa de la via y sus capacidades intrinsecas. Sin
embargo, su aplicabilidad a la reconstruccion tragueal es preliminar en el mejor de los
casos, con estudios limitados informados hasta el momento (Lee et al., 2015).

1.3.2.2. Electrospinning

La técnica de electrospinning es la mas usada para la fabricaciébn de nanofibras. En este
proceso un intenso campo eléctrico aplicado a la gota de una disolucion de un polimero en
un disolvente polar, que se forma en la punta de la una aguja capilar de pequefio diametro
gue actia como uno de los electrodos, conduce a la deformacién de la gota formando un
cono Yy finalmente a la expulsion de un chorro cargado desde la punta del cono que acelera
hacia el contraelectrodo. El disolvente se evapora en el trayecto entre la aguja y un colector,
formando una nanofibra que se deposita sobre este Ultimo. El electrospinning genera
membranas porosas tridimensionales conectadas que pueden imitar la estructura de la
matriz extracelular y, por lo tanto, se convierten en un excelente candidato para el uso en
ingenieria de tejidos (Agarwal et al., 2008).

1.3.3. Polimeros

Los polimeros sintéticos poseen una gran flexibilidad de procesamiento, biocompatibilidad y
biodegradabilidad y son uno de los biomateriales para la fabricaciéon de scaffolds mas
utilizados. Los biomateriales tienen un papel primordial durante la regeneracion tisular, ya
gue no sirven Unicamente como matrices para la adhesion celular, sino que también mejoran
las interacciones entre los biomateriales y las células sembradas, y ademas participan en la
proliferacién y diferenciacién celular y en la formacién de nuevo tejido (Guo & Ma, 2018).

1.3.3.1. Acido polilactico (PLA)

El &cido polilactico (PLA) (Figura 2) es un poliéster termoplastico alifatico que deriva de
recursos de biomasa renovable como el almidén de maiz o la cafia de azlicar entre otros.
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Figura 2. Estructura quimica del acido polilactico.

Es uno de los polimeros comerciales de base biolégica, biodegradables y biocompatibles
més desarrollados, y el més utilizado en aplicaciones clinicas actualmente. Se degrada a lo
largo del tiempo de forma natural con una velocidad dependiente del pH, de la temperatura
en el tejido y de la composicion del polimero (Da Silva et al. 2018) (Nofar et al., 2019). El
principal mecanismo para la degradacion de PLA es la hidroélisis de la cadena principal del
enlace éster, descomponiéndose en mondémeros de acido lactico (Da Silva et al., 2018)
(Mahapatro & Singh, 2011). Ademdas, el acido lactico es un subproducto natural de la
respiracion anaeroébica, y se incorpora a distintas rutas metabdlicas del cuerpo como son el
Ciclo de Cori 0 el de Kebs (Mahapatro & Singh, 2011) (Da Silva et al., 2018). El uso de PLA
es por lo tanto seguro y desprovisto de cualquier toxicidad importante (Mahapatro & Singh,
2011). Por ello es ampliamente utilizado en ingenieria de tejidos como un andamio
biomédico para implantes, dispositivos implantables temporales y a largo plazo,
teragndsticos y sistemas de administracion de farmacos (Da Silva et al. 2018). El acido
polilactico es facil de sintetizar y puede adaptarse a diferentes necesidades terapéuticas, por
lo que, al disefiar nuevos sistemas con aplicaciones biomédicas, considerar el PLA como un
scaffold puede resultar una decisién acertada (Da Silva et al. 2018). Ademas, el PLA exhibe
propiedades mecanicas y fisicas atractivas como alto moédulo, alta resistencia, buena
claridad y propiedades de barrera (Nofar et al. 2019).

Las moléculas de 4&cido lactico pueden tener dos configuraciones estereoquimicas
distintas: acido L-lactico o acido D-lactico (Figura 3) (Nofar et al., 2019).

0 CH, O CH,
HOIIIIHI% HOmu-%
HO H H OH

D- Lactic Acid L-Lactic Acid
Figura 3. Configuraciones estereoquimicas de moléculas de acido lactico (Nofar et al., 2019).

El 4cido poli-L-lactico (PLLA) es un material polimérico sintético de L-lactida, un derivado de
la isoforma L del acido l4ctico, y ha sido aprobado por la FDA para uso clinico en humanos
(Izal et al., 2012). Tiene una mayor temperatura de fusion (Tf) debido al aumento de la
simetria molecular lo que mejora la formacion de cristales con estructuras mas compactas.
La Tf maxima de PLLA estd en el rango de 175 a 180 °C (Nofar, 2019). La quiralidad
también afecta la tasa de degradacion por lo que el PLLA se degradar4d mas lento en
comparacion con el &acido poli-D-lactico (PLDA) (Da Silva, 2018). EI PLLA es un buen
candidato para el implante clinico, ya que no produce ninguna respuesta inflamatoria y se
degrada mas lentamente que los andamios de hidrogel autélogos, lo que proporcionaria una
permanencia mas prolongada de células en el paciente (Izal et al., 2012).

Sin embargo, en ocasiones las propiedades fisicas de los scaffolds hacen que las células se
propaguen solo en la superficie, impidiendo que adopten una apropiada morfologia y
distribucion ya que esa conformacion es diferente a la que tienen de manera natural (Izal et
al., 2012). Para evitar esta situacién, se han diseflado estrategias en las que se combinan
hidrogeles con scaffolds para facilitar el crecimiento de las células en 3 dimensiones.
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1.3.4. Hidrogeles

Los hidrogeles son redes de polimeros hidrofilicos que pueden retener grandes cantidades
de agua y son habitualmente usados en ingenieria tisular (Ahmed, 2015).

1.3.4.1. Alginato

Los alginatos son una familia de polisacéridos lineales no ramificados de origen natural que
contienen cantidades variables de é&cido 1,4'-B-D-manurénico y residuos de acido a-L-
gulurénico (Figura 4) (Gombotz & Wee, 1998).
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Figura 4. Estructura del alginato donde se muestra la estructura lineal del polisacarido compuesto por
residuos de acido 1,4'- B-D-manurénico (M) y acido a-L-gulurénico (G) (De Vos et al., 2014).

Es un polimero muy habitual en la industria biotecnolégica. Una de sus principales
aplicaciones es la encapsulacion de proteinas y células ya que ocurre a temperatura
ambiente y libre de solventes organicos, también presenta una alta porosidad del gel que
permite altas tasas de difusion de macromoléculas y ademas se puede controlar esta
porosidad con simples procesos de recubrimiento, y la disolucion y biodegradacion del gel
ocurre en condiciones fisiolégicas normales (Gombotz & Wee, 1998). Forma hidrogeles en
presencia de cationes divalentes, como Ca?*, que participan en el entrecruzamiento iénico y
ayudan a la reticulacion de las cadenas adyacentes del hidrogel debido a su estructura 'y a
su distribucién de cargas, permitiendo su gelificacion (Erickson et al., 2018). Ademas, el
alginato purificado por un procedimiento de extraccion de multiples pasos a una pureza muy
alta no induce ninguna reaccion significativa al cuerpo extrafio cuando se ha implantado en
animales (Orive et al., 2002).

1.3.4.2. Agarosa

La agarosa es un polisacarido biocompatible extraido de algas rojas marinas que contiene
repeticiones de agarobiosa (disacarido de D-galactosa y 3,6-anhidro-I-galactopiranosa)
(Figura 5) y se puede preparar como un gel termorreversible. El proceso de gelificacion con
agarosa se produce en tres pasos: induccion, gelificacion y pseudoequilibrio, en los cuales el
enlace de hidrogeno y la extraccién electrostatica dan como resultado una estructura
helicoidal de la molécula de agarosa. Como resultado del enlace de hidrogeno, se pueden
formar hidrogeles de agarosa sin la necesidad de agentes de reticulaciéon téxicos, lo que lo
convierte en un polimero biocompatible (Zarrintaj et al., 2018).

OH JOH 2
H,C a
o 0L éz od
OH OH =

Figura 5. Estructura de la agarosa (De Vos et al., 2014).
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2. OBJETIVOS

La estenosis de las vias aéreas es una enfermedad grave que afecta al lumen de las
mismas impidiendo el paso del aire. Actualmente no existen tratamientos efectivos. En este
trabajo se plantea como objetivo general el uso del acido polilactico como soporte en
estrategias de regeneracion del cartilago y la mucosa de las vias aéreas. Los objetivos
concretos de este proyecto son:

1. Fabricacién y caracterizacion de la estructura, citotoxicidad y propiedades mecanicas de
scaffolds de PLA obtenidos por impresion 3D para regeneracion de cartilago y de
membranas electrohiladas de PLLA obtenidas por electrospinning para regeneracion de
mucosa respiratoria.

2. Aislamiento, cultivo y caracterizacién de condrocitos primarios de cartilago articular sobre
scaffolds de PLA, obtenidos mediante impresién 3D, asociados o no a hidrogeles de alginato
o alginato/agarosa. La caracterizacion de los mismos se realiza mediante el estudio de la
expresion de colageno tipo |, tipo Il y agrecano, asi como por la determinacion de fibras de f-
actina mediante microscopia de fluorescencia.

3. Aislamiento y cultivo de células epiteliales obtenidas a partir de biopsias nasales.

4. Estudio de la proliferacion y la morfologia de células epiteliales primarias obtenidas de
biopsias nasales y las lineas celulares epiteliales A549 y H460 sembradas sobre
membranas electrohiladas de PLLA con y sin colageno.

5. Cuantificacién de la expresion relativa de genes con un importante papel en el epitelio
respiratorio (CDH1, MUC5AC y CK20) en células epiteliales primarias, A549 y H460
sembradas sobre membranas electrohiladas de PLLA con y sin colageno.
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3. MATERIALES

3.1. Tipos celulares
En los ensayos realizados se emplearon los tipos celulares que se nombran a continuacion:
Condrocitos primarios extraidos del cartilago articular de la rodilla de conejos.

Linea celular A549 proporcionada por la American Type Culture Collection (ATCC,
Barcelona, Espafia). Las células A549 son células epiteliales basales del alveolo humano
aisladas por primera vez en 1972 por D.J. Giard et al, a partir de un tumor
adenocarcinémico extirpado de un varon caucésico de 58 afios (ATCC, a).

Linea celular H460 proporcionada por la American Type Culture Collection (ATCC,
Barcelona, Espafa). Las células H460 son células epiteliales tumorogénicas que fueron
aisladas en 1982 por A.F. Gazdar et al. a partir de fluido pleural de un paciente con cancer
de pulmén (ATCC, b).

Células epiteliales primarias humanas de la mucosa nasal extraidas a partir de una biopsia
nasal.

3.2. Medios de cultivo y de acondicionamiento

El medio basico que se emple6 para preparar el medio de proliferacion de condrocitos se
compone de medio Eagle modificado por Dulbecco 1X (DMEM) (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EEUU) suplementado con 1% de aminoacidos no esenciales en medio MEM
100X (MEM NEAA), 1% de penicilina-estreptomicina y 1% de piruvato sédico 100mM 100X
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU), 1% de anfotericina B 100X y 1% de L-
glutamina 100X 200 mM (EuroClone, Milan, Italia).

El medio de proliferacion de condrocitos se compone de medio basico suplementado con
10% de suero fetal bovino (FBS) inactivado (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU)
y 1% de &cido ascorbico (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania).

El medio de diferenciacién de condrocitos se compone de medio basal de diferenciacion de
condrocitos CDM™ suplementado con CDM™ SingleQuot™ Kit (Lonza, Basilea, Suiza) y 1
pl/ml de acido ascorbico 70 mM (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania).

El medio de proliferacion empleado para las lineas celulares A549 y H460 se compone de
medio RPMI 1640 1X con L-glutamina (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU)
suplementado con 10% de FBS inactivado, 1% de penicilina-estreptomicina, 1% de tampén
HEPES 1M (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU) y 1% de anfotericina B 100X
(EuroClone, Milan, Italia).

El medio de proliferacion empleado para las células epiteliales primarias es el medio de
crecimiento celular para epitelio bronquial BEGM™, que se compone de medio basal para
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epitelio bronquial BEBM™ suplementado con BEGM™ SingleQuot™ Kit (Lonza, Basilea,
Suiza).

El medio de lavado empleado en la extraccién de condrocitos se compone de DMEM 1X
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU) suplementado con 100 U de penicilina-100
Mg de estreptomicina (Biological Industries, Kibbutz Beit Haemek, Israel) y 0,4% de
fungizona (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU).

El medio de acondicionamiento para las membranas electrohiladas de PLLA se compone de
medio DMEM 1X suplementado con 10% de FBS inactivado y 1% de penicilina-
estreptomicina, todo ello de Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, EEUU).

3.3. Reactivos e instrumentos

Todas las manipulaciones con cultivos celulares fueron realizadas en una sala de cultivos
usando una campana de flujo laminar Mars Safety Class 2 (ScanLaf, Lynge, Dinamarca) y
una campana de flujo laminar Bioban 48 (Herascientific Life Science, Madrid, Espafia). Los
cultivos primarios se conservaron en un incubador de CO; (Forma Scientific Inc., Marietta,
OH, EEUU) y los cultivos de lineas celulares se conservaron en un incubador de CO;
CelCulture® (Esco, Horsham, PA, EEUU). Ambos mantienen una temperatura de 37 °C y
una atmésfera humidificada del 5% de CO.. Los medios de cultivo se atemperaron a 37 °C y
los criotubos de células se descongelaron a 37 °C en un bafio termostatizado modelo YCW-
03S (Gemmy Industrial Corporation, Taipei, Taiwan).

Para la obtencion de condrocitos de conejo se empled anestesia (500 mg / iv de tiopental
sodico; Tiobarbital, B. Braun Medical, Barcelona, Espafa), las enzimas hialuronidasa,
pronasa y colagenasa-lA (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania), un filtro de nylon con poros
de 70 um de diametro (BD Biosciences, San José, CA, EEUU) y un bafio termostatizado con
agitacion (Labolan, Navarra, Espafia). Y para la obtencion de células epiteliales se empled
una cureta desechable (Zone Medical, Queensland, Australia).

En la tripsinizacion se emple6 tampon fosfato salino (PBS) (EuroClone, Milan, Italia) y
tripsina-EDTA (0,05%) 1X con rojo fenol (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU).
Para el contaje celular se empleé la tincién azul tripan 0,4% y el contador celular automatico
EVE™, ambos de NanoEnTek (Sell, Corea del Sur). Para la congelacion celular se empled
FBS inactivado (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU) y dimetilsulfoxido (DMSO)
(EuroClone, Milan, Italia) y para fijar las células se emple6 PBS (EuroClone, Milan, Italia) y
formaldehido 4% en solucion acuosa y tamponado (VWR International, Lutterworth, Reino
Unido).

Durante los ensayos también se utilizaron una centrifuga 5.810 R refrigerada (Eppendorf,
Hamburgo, Alemania), una microcentrifuga Sorvall™ Legend™ Micro 17R refrigerada
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU) y un microscopio éptico invertido Leica DM
IL LED (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania).

En las inmunofluorescencias se emple6 PBS (EuroClone, Milan, Italia), el detergente
surfactante no ionico Triton X-100 0,1% (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania), albumina de
suero bovino (BSA) 1% (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU), diluyente de
anticuerpos EnVision FLEX (Agilent, Santa Clara, CA, EEUU), los anticuerpos primarios:
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anticuerpo monoclonal anti-coladgeno tipo | producido en raton (C2456) (Merck KGaA,
Darmstadt, Alemania), anticuerpo monoclonal anti-colageno tipo Il producido en ratén
(CP18-100UG) (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) y anticuerpo monoclonal anti-agrecano
producido en ratén (sc-166951) (Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, EEUU); el
anticuerpo secundario anti-lgG de ratén (molécula completa) fragmento F(ab')2 conjugado
con isotiocianato de fluoresceina (FITC) producido en oveja (F2883) (Merck KGaA,
Darmstadt, Alemania), faloidina-rodamina conjugada con tetrametilrodamina (TRITC)
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU) disuelta en metanol p.a (Merck KGaA,
Darmstadt, Alemania) a una concentracion final de 6,6 yM, DAPI 3 mM (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EEUU) y medio de montaje de histologia Fluoroshield™ con DAPI
(Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). Se empled el microscopio de fluorescencia Leica
DM4000 B y el paquete de software para realizar las fotos Leica Application Suite Advanced
Fluorescence (LAS AF) (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemania), asi como aceite de
inmersion Zeiss Immersol™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU). Para contar la
cantidad de nucleos celulares se empled el editor de graficos Adobe Photoshop CS5 (Adobe
Inc., San José, CA, EEUU).

En la extraccibn de RNA se empled TRIzol® y glucdgeno 1X (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, EEUU), isopropanol y etanol absoluto (Panreac Quimica SLU, Barcelona,
Espafa), cloroformo p.a. y agua de cultivos (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania),
termobloque ThermoMixer C (Eppendorf, Hamburgo, Alemania), microcentrifuga refrigerada
Microfuge® 22R (Beckman Coulter, Brea, CA, EEUU) y campana de gases OR-ST 1.200
(Burdinola, Vizcaya, Espafia). Para cuantificar se utilizé el espectrofotometro NanoDrop One
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU).

Las demas reacciones de biologia molecular se realizaron en una cabina de flujo laminar
vertical GEMINI (Angelantoni Life Science, Massa Martana, Italia). Para la reacciéon de
transcripcién reversa se emplearon los siguientes reactivos de retrotranscripcion (RT)
TagMan™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU): desoxirribonucleétidos trifosfato
(dNTP) 10mM (2,5 mM cada dNTP), transcriptasa reversa MultiScribe™ 50 U/ul, hexameros
de secuencia aleatoria 50 uM, inhibidor de RNAsas (20U/pl), MgCl; 25 mM y 10X tampdn
RT. También se utiliz6 un termociclador LifePro (Hangzhou Bioer Co. Ltd., Hangzhou,
China).

Para la Real Time PCR se empled la Master Mix TagMan™ Gene Expression 2X (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU) y las sondas para las células epiteliales TagMan™
Gene Expression (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU): CDH1
(Hs01023894_m1), MUC5AC (Hs01365601_m1) y CK20 (Hs00966063_m1) ligadas a FAM y
como control endoégeno se us6é GAPDH (Hs99999905 m1l) ligado a VIC™. Se utilizé el
software Quantstudio™ Design & Analysis para preparar los experimentos, el sistema
QuantStudio 5 Real-Time PCR para realizar la Real Time PCR y el software ExpressionSuite
para analizar los resultados, todos ellos de Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, EEUU).

En la fabricacion de los scaffolds de PLA se utiliz6 la impresora BQ Hephestos 2 y una
bobina de PLA con un filamento de 1,75 mm de diametro (BQ, Madrid, Espafia), la
aplicacion Tinkercad™ (Autodesk, San Rafael, CA, EEUU) y el software CURA 2 (Ultimaker
B.V., Utrecht, Paises Bajos). Y para sanitizar los scaffolds de PLA se empled etanol absoluto
(Panreac Quimica SLU, Barcelona, Espafia) filtrado a través de filtros de 0,22 ym de poro
Filtropur S 0.2 (Sarstedt, Nimbrecht, Alemania), PBS (EuroClone, Milan, Italia) y un agitador
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PSU-10i (Biosan, Riga, Letonia). Para el ensayo de citotoxicidad se emple6 DMEM (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, EEUU), solucion MTT de 1 mg/ml (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania) disuelta en acetona (Honeywell, Charlotte, NC, EEUU) e isopropanol (Panreac
Quimica SLU, Barcelona, Espafia). Se ley6 la absorbancia con el lector de placas Victor X3
2030 Multilabel Reader (PerkinElmer, Waltham, MA, EEUU). Para realizar el ensayo de
tension de los scaffolds de PLA se empleé una maquina de traccion Dy34 (Adamel
LHomargy Division D’instruments SA, Paris, France) y el paquete de software TestWorks
4®.

Para fabricar las membranas electrohiladas de PLLA se emple6 pellet de PLLA (200 kDa,
Inegeo, NatureWorks LLC), diclorometano (DCM) (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) y
N,N-dimetilformamida (DFM) (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). Y para colagenar las
membranas electrohiladas de PLLA y los pocillos para las células epiteliales primarias se
empled la solucién de colageno bovino tipo | 3 mg/ml PureCol® (Advanced BioMatrix, San
Diego (CA), EEUU) y PBS (EuroClone, Milan, Italia).

Para la microscopia electrénica se empled el microscopio electrénico de barrido JSM-5410
(Jeol, Tokio, Japon), software gratuito ImageJ/FIJI y se empled el plug-in ‘Nearest neighbour
Distance’ (NnD, de Yuxiong Mao).

Para preparar la solucion de alginato, agarosa y CaCl, se empleé acido alginico, NaCl y
agua desionizada (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania), HEPES (Panreac Quimica SLU,
Barcelona, Espafia), agarosa tipo IX-A, CaCl, y agua de cultivos (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania), un filtro de 0,22 uym de poro Filtropur S 0.2 (Sarstedt, Nimbrecht, Alemania) y un
agitador magnético RH Basic (IKA, Staufen, Alemania).

3.4. Material fungible

Durante los ensayos se emplearon frascos de cultivos 75 cm? (T75) (EuroClone, Milan,
Italia), placas de 12, 24, 48 y 96 pocillos (EuroClone, Milan, Italia), cAmaras de 8 pocillos
Millicell® (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) y placas de 384 pocillos para PCR (Sarstedt,
Numbrecht, Alemania), asi como tubos de PCR de 0,2 ml (Cultek, Madrid, Espafia), tubos de
microcentrifuga de 1,5 ml (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) y tubos de centrifuga de 15 ml
y de 50 ml (Labbox, Barcelona, Espafia). También se utilizaron portaobjetos y cubreobjetos
(Labbox, Barcelona, Espafia) y hojas de bisturi estériles (Heinz Herenz, Hamburgo,
Alemania).
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4. METODOS

4.1. Fabricacién y esterilizacion de scaffolds de PLA

Los scaffolds fueron impresos en 3D por la impresora modelo BQ Hephestos 2 con un
extrusor con boquilla de 0,4 mm y usando una bobina de 100% PLA con un filamento de
1,75 mm de didmetro. Los scaffolds se disefiaron con forma de prismas de 7,5 mm de lado,
3 mm de espesor y una porosidad del 55%. El disefio y la generacion del archivo STL se
realizdé con la aplicacion Tinkercard™ y para hacer el laminado y la generacién del archivo
GCODE se empleé el software CURA 2 con los parametros presentados en la Tabla 1.

Tabla 1. Parametros de fabricacién de los scaffolds con el software CURA 2.

Parametro Valor

Altura de cada capa 0,2 mm

Espesor total de la pared | 1 mm

Ndmero de paredes 2

Espesor del techo/fondo | 0 mm

Densidad de relleno 45%

Patrén de relleno Lineas

Velocidad de impresion | 60 mm/s

Dado que su fabricacién se llevé a cabo en condiciones no asépticas, los scaffolds se
esterilizaron con lavados sucesivos en etanol disuelto a distintas concentraciones en PBS de
mayor a menor (70%, 50%, 30% y 0%) para primero eliminar cualquier microorganismo
contaminante con el etanol, luego ir retirando progresivamente todo el alcohol, que es tdxico
para las células, y finalmente sustituirlo por PBS. Cada lavado tuvo una duracién de 10
minutos en los que el tubo de centrifuga con los scaffolds se mantenia en un agitador a
1.200 rpm para que la solucién llegase a todo el material, y se repitié 3 veces. Después de
realizar los lavados, se colocaron los scaffolds en una placa de Petri y se dejaron 10 minutos
bajo la luz UV de la campana por cada cara.

4.2. Métodos de caracterizacion de los scaffolds de PLA
4.2.1. Microscopia electronica de barrido

En primer lugar, los scaffolds fueron pegados sobre portaobjetos de un material conductor y
se les aplicé un recubrimiento con oro volatilizado por bombardeo iénico. A continuacion, se
introdujeron en la cAmara de vacio del microscopio electrénico de barrido JSM-5410 (Jeol).
Finalmente, las muestras se fotografiaron a una distancia de 15 mm, con un voltaje de 15
kV. Las imagenes obtenidas con el objetivo de 100x fueron procesadas mediante el software
gratuito ImageJ/FIJI y se empled el plug-in ‘Nearest neighbour Distance’ (NnD, de Yuxiong
Mao) con el objetivo de medir el tamafio medio de los poros (Rodriguez Pérez, 2017).
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4.2.2. Ensayo de traccion

Se realiz6 un ensayo de traccion de 3 muestras de PLA y varias probetas por muestra: 3
probetas de 1,5 mm de espesor, 3 probetas de 2,6 mm de espesor y 4 probetas de 3,1 mm
de espesor. Todas ellas tenian 15,5 mm de ancho y la longitud libre entre las mordazas al
inicio de cada ensayo era de 60 mm. Se utilizé la maqguina de traccién Dy34 con una célula
de carga de 1 kKN y se aplic6 en todos los casos una velocidad inicial de 10 mm/min. Los
datos se recogieron mediante el paquete de software TestWorks 4®.

4.2.3. Ensayo de citotoxicidad

El ensayo de citotoxicidad fue llevado a cabo segun el protocolo de Rodriguez Pérez (2017)
con modificaciones. Este ensayo para medir la viabilidad celular se realiz6 de manera
indirecta, es decir, midiendo la supervivencia de las células en presencia de un extracto del
material, en este caso un medio de cultivo que permanecié en contacto con el material
durante un cierto periodo de tiempo. Este tipo de ensayo permite detectar si el material
libera moléculas citotdxicas al medio, ya sean fragmentos de este tras degradarse o
residuos de su sintesis. Para realizar el ensayo, incubaron los scaffolds ya esterilizados en 1
ml de medio de proliferacion de condrocitos en el incubador a 37 °C y una atmdsfera
humeda con 5% de CO, durante 24 horas y durante 7 dias. Después, a una placa de 96
pocillos donde se habian sembrado condrocitos y habian estado 24 horas con medio de
proliferacion, se les cambié el medio por los extractos a 24 horas y 7 dias. Ademas, como
control positivo de citotoxicidad se empled el extracto de una pieza de latex, que es toxico
para las células y no permite su supervivencia. Por otra parte, como control negativo para
citotoxicidad se emple6 medio de proliferacion de condrocitos. Los cultivos fueron
analizados a las 24, 48 y 96 horas de incubacién mediante un ensayo de MTT. Para ello,
primero se les retiré el medio a los pocillos y se les afiadié a cada uno 100 pl de medio MTT,
preparado con un 90% de DMEM y un 10% de solucion MTT de 1 mg/ml, dejandolos incubar
en oscuridad durante 2,5 horas. Luego se sustituyo el medio MTT de cada pocillo con 120 pl
de isopropanol. Tras mantener 1 minuto en agitacion, se extrajo 100ul de cada pocillo a una
placa de 96 para medir su absorbancia a 550 nm en el lector de placas Victor X3 2030
Multilabel Reader.

4.3. Aislamiento y cultivo de condrocitos

Los condrocitos empleados en este trabajo fueron extraidos del cartilago articular de la
rodilla de conejos para experimentos previos. Posteriormente, fueron congelados en
crioviales a -195,8 °C, y para realizar este trabajo se descongelaron. En los apartados
posteriores explica este proceso.

4.3.1. Aislamiento de condrocitos del cartilago articular

Los condrocitos se extrajeron del cartilago articular de la rodilla tal y como describen
Sancho-Tello et al. (2015) y Mata et al. (2017). Todos los protocolos fueron aprobados por el
Comité Etico de Investigacion Clinica del Hospital Clinico Universitario de Valencia. Para
obtener estos condrocitos se sacrificd a los conejos donantes con una inyeccién letal en la
vena auricular que contenia una sobredosis de anestesia (500 mg / iv de tiopental sddico;
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Tiobarbital). El cartilago se seccion6 del hueso subcondral, se corté en cubos finos y se lavo
con medio de lavado. A continuacion, los cubos de cartilago se sometieron a diversas
digestiones con varias enzimas. En primer lugar, el cartilago se incub6é con 0,5 mg/ml de
hialuronidasa durante 30 minutos a 37 °C en el bafio termostatizado con agitador. Después
se retird la hialuronidasa, se afadié 1 mg/ml de pronasa y se incubd 1 hora a 37 °C en el
bafio termostatizado con agitador. Posteriormente, los trozos de cartilago se lavaron con el
medio de lavado, se retir6 el medio y se continud con la digestién afadiendo 0,5 mg/ml de
colagenasa-lA. Se incubd overnight en el bafio termostatizado con agitador a 37 °C y la
suspension resultante se filtré a través de un filtro de nylon con poros de 70 ym de diametro
para eliminar los restos de tejidos. Las células se centrifugaron con el medio basico de
condrocitos y el pellet resultante se resuspendié en medio de proliferacién, obteniendo
finalmente las células aisladas y preparadas para el cultivo de condrocitos.

4.3.2. Tripsinizacion, contaje y congelacion celular

Los condrocitos sembrados en frascos de cultivo se tripsinizaron para despegar las células
de la superficie de cultivo. Para ello se retir6 el medio y se lavé con PBS para eliminar toda
la solucidn, ya que contiene FBS y este inactiva la tripsina, y a continuacién se afiadieron 2
ml de tripsina en el frasco y se dejé incubar a 37 °C durante 4 minutos, ya que a esta
temperatura la tripsina esta activa. Durante este tiempo la tripsina va rompiendo los enlaces
peptidicos de las proteinas mediante hidrolisis y provoca que las células dejen de estar
unidas entre ellas y al frasco. Pasado ese tiempo, se afadi6 medio de proliferacion de
condrocitos con una concentracion 4 veces mayor que la cantidad de tripsina, es decir 8 ml
de medio, para diluir la enzima y ademas inactivarla con la concentracion de FBS.

A continuacion, se realizé un contaje celular con la tincién de azul tripan, que tifie de azul las
células con dafios en la membrana, y el contador automatico. Posteriormente, se centrifugo
la suspensién celular a 1.200 rpm durante 5 minutos y el pellet se resuspendié en 95% de
FBS inactivado y 5% del crioprotector DMSO. Finalmente, se realizaron viales de 1 ml con
una cantidad de 1 millon a 2,5 millones de células por vial que se congelaron en primer lugar
a -80 °C y posteriormente a -195,8 °C en nitrégeno liquido.

4.3.3. Descongelacion y cultivo de condrocitos

Los viales se descongelan a 37 °C en el bafio termostatizado e inmediatamente después de
descongelarse se afiade su contenido de 1 ml a frascos de cultivos con 11 ml de medio de
proliferacibn previamente atemperado a 37 °C en el bafio. Para los ensayos se
descongelaron 2 viales de condrocitos de conejo de pase 4 de 1 millén de células cada uno,
gque se sembraron en 3 T75y 2 viales de 1,5 millones de células cada uno de pase 2, que se
sembraron en 2 T75. Al dia siguiente de descongelarlas se les cambi6 el medio, y durante
los proximos dias se les fue cambiando el medio con una frecuencia de 2 o 3 dias y
tripsinizando, contando y sembrando en més frascos hasta que se lleg6 a la cantidad que se
requeria de células para sembrar en los scaffolds.

4.4. Siembra de condrocitos en scaffolds de PLA

El objetivo de este estudio era analizar la proliferacion y la diferenciacién de condrocitos de
conejos sobre scaffolds de PLA en diferentes condiciones: condrocitos sobre scaffolds sin
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hidrogel, condrocitos sobre scaffolds con un hidrogel de alginato 3% y condrocitos sobre un
hidrogel de alginato 3%-agarosa 1%. Cada condicidén se repitid 4 veces para las células de
un mismo pase, y dado que habia dos cultivos de condrocitos con distinto pase, se
sembraron 2 placas como la que se muestra en la Figura 6.

Scaffold y
Alginato 3%-
Agarosa 1%

Scaffold y

Scaffold Alginato 3%

P
kst
PR
B

Figura 6. Esquema de los condrocitos sembrados en scaffolds y su distribucion en la placa de 24
pocillos segun las condiciones de cultivo.

En primer lugar, se realizaron las soluciones necesarias para fabricar los hidrogeles. Las
soluciones de alginato se prepararon disolviendo HEPES 20 mM y 150 mM NaCl en agua
desionizada. Tras calentar la mezcla a 60 °C se afiadi6 1,25% de acido alginico, y se
mantuvo en constante agitacion en el agitador magnético a 37 °C hasta conseguir la
completa disolucién. Tras dejar que la solucién se enfriara a temperatura ambiente se ajusto
el pH a 7,4. Después se ajustd el volumen final con agua desionizada para conseguir una
concentracion de alginato 6% y una concentracion de alginato 3%. Para preparar la soluciéon
de polimerizacion, se mezcl6é CaCl, 102 mM y HEPES 10 mM. Se ajusté el pH a 7,4 y se
filtré la solucién con un filtro de 0,22 um. Finalmente, la agarosa se disolvié en agua de
cultivos para obtener la soluciéon de agarosa 2%.

Una vez preparadas las soluciones, los condrocitos se sembraron en cada scaffold con una
concentracion de 9 millones/ml, y como en cada scaffold se inyectaron 75 pl de suspension
celular, se sembraron 675.000 células por scaffold. Dado que en cada placa se colocan 12
scaffolds, se necesitd una cantidad de 8,1 millones de células para sembrar cada placa. El
procedimiento para sembrar los condrocitos sobre los scaffolds se explica a continuacion.

Primero, se tripsinizaron los frascos de cultivos y se conté cuantas células habia para saber
si era un numero suficiente para sembrar las placas. De los 3 T75 de pase 6 habia 8,2
millones de células vivas y de los 4 T75 de pase 4 habia 9,2 millones de células. Dado que
habia més de 8,1 millones de células por pase, se procedi6 a sembrar. Se recogio el
volumen en el que habia la cantidad necesaria de células de cada pase y se centrifugd 5
minutos a 1.200 rpm. Las células que no se usaron para sembrar se congelaron. Después
de la centrifugacion se resuspendié el pellet en el volumen necesario para obtener una
concentracion de 9 millones/ml, en este caso los 8,1 millones de células de cada pase se
resuspendieron en 0,9 ml de medio de proliferacion. De esa cantidad se pusieron 75 ul cada
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uno de los cuatro scaffolds sin hidrogel de la placa. Los 0,6 ml restantes se repartieron en
dos microtubos con 0,3 ml cada uno. Se centrifugaron 5 minutos a 1.200 rpm y el pellet de
uno de los microtubos se resuspendié en 0,3 ml de la solucion de alginato 3% y el pellet del
otro microtubo se resuspendié en 0,15 ml de alginato 6% y 0,15 ml de agarosa 2% para
finalmente tener una suspension celular en alginato 3%-agarosa 1%.

Antes de inyectar estas soluciones en sus respectivos scaffolds, se afadieron 10 pl de
CaCl; 2% en los soportes donde se iba a afiadir los hidrogeles, ya que el Ca?" es un catién
multivalente que participa en el procedimiento de entrecruzamiento iénico, por lo que el
CaCl; 2% se emplea como solucién de polimerizacion. Una vez se afiadié la solucion de
polimerizacioén, se inyectaron los 75 pl de suspensién celular en alginato 3% en 4 scaffolds
de cada placa y 75 pl de suspension celular en alginato 3%-agarosa 1% en los ultimos 4
scaffolds de cada placa. Para terminar de gelificar los hidrogeles, se dejaron las placas 30
minutos en el incubador a 37 °C y 15 minutos en campana a temperatura ambiente para que
terminase de polimerizar el hidrogel. Pasado este tiempo, se afiadié a cada pocillo 1 ml de
medio de proliferacién y se dejaron cultivando en el incubador. Se les cambi6 el medio a los
dos dias, y cuando llevaban 4 dias en medio de proliferacion se les retir6 el medio y se les
afadio medio de diferenciacion, que se les fue cambiando cada 2 o 3 dias.

Las dos placas con las células se fijaron con formol cuando llevaban 6 semanas en
diferenciacion. Se retiré el medio, se hicieron 2 lavados con PBS, se afadi6 formol a 4 °C y
se dej6é en nevera a esa temperatura durante 20 minutos, y pasado ese tiempo se retir6 el
formol, se lavé con PBS y se dejo en PBS hasta que se hizo la inmunofluorescencia.

4.5. Fabricacién, esterilizacién y acondicionamiento de las membranas electrohiladas
de PLLA

Las membranas electrohiladas de PLLA fueron proporcionadas por el grupo de investigacion
del Dr. Manuel Monledn Pradas del Centro de Biomateriales e Ingenieria Tisular (CBIT). Se
fabricaron segun el siguiente protocolo para fabricacion de membranas con fibras no
alineadas. En primer lugar, la solucion de PLA para electrohilado se elaboré disolviendo
pellet de PLLA de 200 kDa a una concentracién del 10% empleando como solvente una
mezcla al 70:30 (v/v) de diclorometano y N,N-dimetilformamida con una proporcién 70:30.

La solucion final se colocd en una jeringa con una aguja de 30G (0,16 mm de diametro
interior) conectada a una fuente de alimentacion de alto voltaje. El proceso de
electrospinning se realizé con un caudal de solucién de 4 ml/h, a una distancia de 20 cm
entre la punta de la aguja y el colector y 20 kV de voltaje. El fluido se expuls6 de la aguja
hacia una lamina de aluminio colocada en el colector conectado a tierra. Finalmente, las
nanofibras se secaron en un sistema de vacio durante 48 h para eliminar las trazas de
solvente.

Después de su fabricacién, las membranas se cortaron con un bisturi para ajustarlas a la
medida de 5 cm de largo y 2 cm de ancho de las cAmaras de 8 pocillos en las que se iban a
colocar. Posteriormente, dado que la fabricacibn de las membranas se realizé en
condiciones no asépticas, se esterilizaron poniéndolas sobre placas de Petri a 20 cm de
distancia de la luz UV de la cabina de flujo, y fueron irradiadas por cada cara 1 hora. A
continuacion, se montaron las membranas en las camaras de 8 pocillos y se les afiadio el
medio de acondicionamiento durante 10 minutos. Posteriormente se les retird el medio, se
les afladié nuevo medio de acondicionamiento y se dejaron overnight en el incubador. Al dia
siguiente se les retird el medio y se colagenaron la mitad de las membranas poniendo 300 pl
por pocillo de una dilucion 1:100 de coladgeno tipo | PureCol® en PBS. Se dejaron 40
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minutos en el incubador a 37 °C para ayudar a adherir el coladgeno a la placa y pasado ese
tiempo, se hizo un lavado con PBS y se dejaron secar un minimo de 2 horas en la campana.

4.6. Microscopia electrénica de barrido de las membranas electrohiladas de PLLA

Se realiz6 la caracterizacion de las membranas posteriormente a su fabricacién, sin haber
sido esterilizadas ni acondicionadas. En primer lugar, las membranas se adhirieron sobre
portaobjetos de un material conductor y se les aplicé un recubrimiento con oro volatilizado
por bombardeo i6nico. A continuacion, se introdujeron en la camara de vacio del
microscopio electronico de barrido JSM-5410 (Jeol). Finalmente, las muestras se
fotografiaron a una distancia de 7 mm, con un voltaje de 2 kV. Las imagenes obtenidas con
los objetivos de 600x y 2800x fueron procesadas mediante el software gratuito ImageJ/FIJI.

4.7. Aislamiento y cultivo de células epiteliales
4.7.1. Aislamiento y cultivo de células epiteliales primarias de mucosa nasal

Se obtuvo una muestra de epitelio nasal de un paciente mediante curetaje introduciendo una
cureta y rascando superficialmente la cavidad el cornete medio nasal. Inmediatamente, la
biopsia se resuspendié en un microtubo con 1 ml de medio BEGM y se centrifugd 5 minutos
a 1500 rpm para separar las células de la parte mucosa. El pellet se resuspendié en 2 ml de
medio BEGM intentando disgregar las aglomeraciones, y se sembrd en 2 pocillos de una
placa de 12 pocillos previamente colagenados con el mismo protocolo explicado en el
apartado 4.5. Se les cambi6 el medio cada 2 o 3 dias hasta que llegaron a una confluencia
del 90% aproximadamente.

4.7.2. Cultivo de A549 y H460

Para los ensayos con las membranas de PLLA se descongel6 1 vial de la linea celular A549
de pase 3y un vial de la linea celular H460 de pase +5. Cada uno de ellos se sembré en un
T75 con 12 ml de medio RPMI suplementado. Al dia siguiente de descongelarlas se les
cambié el medio, y durante los proximos dias se les fue cambiando el medio con una
frecuencia de 2 o 3 dias hasta que se lleg6 a una confluencia del 80% aproximadamente.

4.8. Siembra de A549, H460 y células epiteliales primarias en membranas
electrohiladas de PLLA

El objetivo de este estudio era analizar y comparar la proliferacién de células epiteliales en
diferentes condiciones: sobre los pocillos de las camaras de cultivo Millicell, sobre
membranas electrohiladas de PLLA y sobre membranas electrohiladas de PLLA con
coldgeno. Cada condicién se repiti6 en 8 pocillos para el mismo tipo celular, y dado que
habia 3 tipos celulares, se sembraron 3 tandas de placas como las que se muestran en la
Figura 7.
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Figura 7. Esquema de la distribucion de los cultivos de células epiteliales en las camaras de 8
pocillos, con las diferentes condiciones: sin membrana, sobre membrana sin colageno y sobre
membrana con colageno.

Las células epiteliales se sembraron con una concentracién de 10.000 células/pocillo y 500
pI/pocillo. Dado que cada tipo celular se siembra en 3 camaras y cada una de ellas tiene 8
pocillos, se necesitaron 240.000 células de cada tipo celular para sembrar las 3 camaras. El
procedimiento para sembrar las células epiteliales se explica a continuacion.

Primero, se tripsinizaron los frascos de cultivos y los pocillos y se cont6 cuantas células para
hacer los célculos para tenerlas en las concentraciones adecuadas. En el T75 de pase 4
(antes pase 3) de A549 habia 9,7 millones de células vivas con una viabilidad del 92%, y en
el T75 de pase +6 (antes pase +5) de H460 habia 7,3 millones de células vivas con una
viabilidad del 91%. Dado que en los dos habia mas de 240.000 células se procedié a
sembrar. Se recogi6 el volumen en el que habia la cantidad necesaria de células de cada
linea celular y se centrifugd 5 minutos a 1.200 rpm. Las células que no se usaron para
sembrar se congelaron. Después de la centrifugacion se resuspendié el pellet en el volumen
necesario para obtener una concentracion de 10.000 células en 500 pl (20.000 células/ml),
en este caso las 240.000 células de cada tipo celular se resuspendieron en 12 ml de medio
RPMI suplementado. De esta suspensién se repartieron 500 ul por pocillo y se dejaron
incubando a 37 °C y 5% de CO. en el incubador. Se les cambi6 el medio cada 2 o 3 dias.
Cuando llevaban 11 dias sembradas, 4 pocillos de cada placa se fijaron con formol tal y
como se explica en el apartado 4.4, y estos se utlizaron para realizar una
inmunofluorescencia.

4.9. Inmunofluorescencia y marcaje con fluorescencia

La inmunofluorescencia es una técnica de inmunomarcaje que permite detectar la presencia
de una determinada molécula al producirse su uniéon con un anticuerpo marcado con
fluorescencia. En el caso de los scaffolds con condrocitos, se estudidé la presencia de
agrecano, colageno tipo | y colageno tipo Il. El agrecano es el proteoglicano mas abundante
en la matriz extracelular del cartilago y el colageno tipo Il es una proteina estructural que es
el principal componente del cartilago hialino, ambos son secretados por los condrocitos y
son componentes fundamentales para la estructura y la funcién del cartilago hialino (De Paz
Lugo, 2006) (Fulop et al., 1996), mientras que el coldgeno tipo | es un tipo de colageno
presente en el tejido fibroso y sintetizado por fibroblastos. Este estudio permitird demostrar
si los condrocitos estan diferenciandose adecuadamente en el entorno tridimensional o si
por el contrario estan manteniendo su forma fibroblastica, tipica de su crecimiento in vitro en
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cultivos 2D (Schneevoigt, 2016). Tanto en los condrocitos como en las células epiteliales se
realizé un marcaje fluorescente con DAPI, que permite visualizar los nucleos celulares ya
gque se une a regiones del DNA, y con rodamina-faloidina, que es una sonda de alta afinidad
gue se une a la f-actina por lo que permite ver las fibras del citoesqueleto.

Los primeros pasos del protocolo son comunes. Primero se retird el PBS de los pocillos y se
realizaron 2 lavados con el mismo tampdn. Después se afiadio Triton X-100 0,1%, que es un
detergente idnico no surfactante, para permeabilizar la membrana celular y se dejé 5
minutos. Pasado ese tiempo se retird y se realizaron 2 lavados con PBS. Por Ultimo, se
afadio BSA 1%, que evita las uniones inespecificas de los anticuerpos, y se dejo actuar 30
minutos, y finalmente se retird el BSA. Posteriormente, en el caso de los condrocitos
sembrados en scaffolds, un scaffold de cada condicién (scaffold, scaffold con hidrogel
de alginato 3% y scaffold con hidrogel de alginato 3%-agarosa 1%) se incubd con el
anticuerpo primario anti-colageno | a una concentracion de 1:100 en el diluyente para
anticuerpos EnVision™, otro scaffold de cada condicidén se incub6 con el anticuerpo primario
anti-coldgeno 1l a una concentracion de 1:500 en EnVision™, otro scaffold de cada
condicion se incubd con el anticuerpo primario anti-agrecano a una concentracion 1:100 en
EnVision™ y por ultimo, el cuarto scaffold de cada condicion se incubd sin ningan anticuerpo
en EnVision™, ya que este permitird tener un control del anticuerpo secundario, para
determinar primero la fluorescencia inespecifica marcada por este anticuerpo y asi poder
detectar la presencia real de colageno I, Il y agrecano en las muestras. A todos ellos se les
afiadié6 DAPI 30 uM a una concentracion 1:100, y se dejaron overnight en la nevera a 4 °C.
Al dia siguiente, se les retiré el medio y se les afiadi6é a todos los scaffolds el anticuerpo
secundario anti-mouse a una concentracion 1:200 en PBS, y se dej6é una hora a 4 °C.
Después de esa hora se afiadié a todos los pocillos faloidina a una concentracion 5:200 y
finalmente pasado una hora a temperatura ambiente se lavd con PBS y se analizaron las
muestras en el microscopio de fluorescencia.

En el caso de las células epiteliales se afiadio faloidina a una concentracion de 1:100 en los
4 pocillos. Después de 1 hora a temperatura ambiente se lavé con PBS y se desmontaron
las cAmaras para poder afiadir a las membranas, o al portaobjetos en el caso de las células
epiteliales que crecen sin membrana, medio de montaje con DAPI, se les puso los
cubreobjetos y se analizaron en el microscopio de fluorescencia. Para contar la cantidad de
nucleos celulares se empled el editor de graficos Adobe Photoshop CS5.

4.10. Biologia molecular

Para los cuatro pocillos restantes de las cAmaras con células epiteliales se realizaron los
siguientes ensayos de biologia molecular.

4.10.1. Extraccién y cuantificacion de RNA

Para la extraccion de RNA, se afiadié 100 pl cloroformo (200 pl cloroformo/ 1.000 ul de
trizol) a la suspension de células epiteliales con trizol ya descongeladas para separar la fase
acuosa que contiene el RNA y se centrifugd 15 minutos a 12.000 RCF 4 °C. Se recogio la
fase acuosa, separandola de la fase organica que contiene DNA y proteinas, y se afiadio a
un tubo de microcentrifuga que contenia 1 ug de glucdégeno que funciona de carrier para el
RNA. Se afiadié 250 ul de isopropanol (500 ul isopropanol/ 1.000 pl de trizol) para precipitar
los acidos nucleicos y se dejo reposar 15 minutos a temperatura ambiente y después 15
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minutos a -80 °C para favorecer la precipitacion del RNA frente a la de DNA. A continuacion,
se centrifugd 10 minutos 12.000 RCF 4 °C y se eliminé el sobrenadante. Posteriormente, se
anadié 500 pl de etanol 75% y se centrifugd 5 minutos 7.500 RCF 4 °C y luego se desecho
el sobrenadante. Este lavado con etanol se repitié otra vez. Finalmente, se dejé secar en un
termobloque a 40 °C durante 10 minutos y se resuspendio en 20 ul de agua libre de RNAsas
y DNAsas. A continuacion, se dejé 5 minutos en el termobloque a 65 °C para diluir bien el
RNA. Para determinar la pureza y cuantificar el RNA de todas las muestras, se utilizd el
espectrofotdmetro NanoDrop One atendiendo al valor de los ratios A260/280 y A260/320,
gue indican la presencia de acidos nucleicos en la muestra y la presencia de sales
respectivamente. Las muestras de RNA se conservaron en -80 °C hasta que se realizé la
reaccion de retrotranscripcion.

4.10.2. Reaccion de retrotranscripcion

Se realiz6 una reaccidén de retrotranscripcion de las muestras de RNA obtenidas de las
lineas celulares A549 y H460 y de las células epiteliales primarias. La transcripcion reversa
0 retrotranscripcion (RT) es una técnica molecular que permite la sintesis de DNA
complementario (cDNA) a partir de moléculas de mRNA utilizando la enzima transcriptasa
reversa. Cada reaccion contenia 2 ul de tampoén 10X, 4,4ul de Cl.Mg, 4 ul de dNTPs, 1 pl de
hexameros al azar, 0,5 ul de enzima transcriptasa reversa, 0,4 pl de inhibidor de RNAsas y
400 ng de RNA en un volumen calculado en funcién de la cantidad de RNA que se habia
extraido de cada muestra, y ajustando el volumen final a 20 pl con agua libre de RNAsas y
DNAsas. Teniendo en cuenta la cantidad de RNA obtenida de cada muestra se calcularon
los pyl que se habian de coger para tener 400 ng de RNA, y se mezcl6 esta cantidad con
agua hasta llegar a 7,7 ul en total. Ademas, se prepard un blanco (bRT) que no lleva RNA
sino 7,7 pl de agua. Una vez se prepararon todas las reacciones, se pusieron en el
termociclador con los siguientes ciclos de temperaturas: Una incubacion a 25 °C durante 10
minutos, seguida de un ciclo a 48 °C durante 30 minutos en los que la enzima lleva a cabo la
retrotranscripcion y finalmente una incubacion a 95 °C durante 5 minutos para inactivar la
transcriptasa reversa. Se termind con un ciclo de 4 °C hasta que el cDNA se guardo en el
congelador a -20 °C hasta su uso.

4.10.3. Real Time PCR

La Real Time PCR permite la cuantificacion de los productos de la PCR durante cada ciclo
de la reaccion, produciendo una medida cuantitativa de los productos de PCR acumulados
durante el curso de esta. Para ello, se emplean sondas de hidrélisis que en su extremo 5’
llevan conjugado un fluoréforo que actiia como donador de fluorescencia o reporter y una
molécula aceptora en su extremo 3’ que se conoce como quencher. La energia emitida por
el reporter es absorbida en gran parte por el quencher, lo que da lugar a una sefal de
fluorescencia muy baja en el detector. Esta supresion de la fluorescencia ocurre hasta que
ocurre la hibridacion de la sonda, cuando el quencher se libera y por lo tanto la sefial del
reporter es captada por el detector midiendo un aumento de la fluorescencia. El ciclo
threshold (CT) es el nimero de ciclos que le cuesta a cada reaccion llegar a una cierta
cantidad de fluorescencia. Cuando se ha obtenido el valor CT de cada reaccion, se puede
usar para cuantificar un nivel de expresién relativa (VanGuilder et al., 2008).
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En este estudio se realiz6 la reaccion Real Time PCR para las muestras de cDNA obtenidas
a partir de la reaccion de retrotranscripcion de los ensayos con las células epiteliales. Todas
las muestras fueron analizadas por triplicado y la media del valor CT se us0 para el andlisis
posterior. Se analizaron 3 genes seleccionados por su importante papel en el epitelio.

CDH1 (Hs01023894_m1): La E-cadherina es una proteina que pertenece a la familia de las
cadherinas. Se encuentra en la membrana celular de las células epiteliales y contribuye a la
adhesion celular para formar tejidos (GHR).

MUCS5AC (Hs01365601_m1): MUC5AC es un tipo de proteina perteneciente a la familia de
las mucinas. Contribuye a las propiedades viscosas y elasticas del moco, que son
esenciales para la limpieza y proteccion del epitelio frente a patégenos y deshidratacion
(ScienceDirect).

CK20 (Hs00966063 _m1l): CK20 es una citoqueratina pertenece a la familia de las
queratinas. Las queratinas son filamentos intermedios responsables de la integridad
estructural de las células epiteliales (NCBI).

Como control enddgeno se utilizé el housekeeping gene GAPDH (Hs99999905_m1), que es
un gen con expresion constante y por tanto se empleara en el posterior andlisis para
normalizar los datos.

Cada reaccion se realizo por triplicado en placas de 384 pocillos con un volumen final de 10
ul por pocillo: 1 ul de cDNA, 0,5 ul de sonda, 5 pl de Master Mix TagMan™ Gene Expression
2X 'y 3,5 pl de agua libre de DNAsas y RNAsas. Ademas, se incluyé un control negativo en
cada lectura para confirmar la ausencia de contaminacién, que lleva 1 ul de agua en vez de
cDNA; asi como el blanco de la RT. La reaccion tuvo lugar en el termociclador QuantStudio
5 Real-Time PCR, que permite detectar y medir la fluorescencia a tiempo real, y siguio las
siguientes condiciones de ciclos: en primer lugar, una etapa previa a de 50 °C durante 2
minutos para activar la accion de la enzima Amperasa Uracil N-Glicosilasa (UNG), que evita
la reamplificacion de productos de PCR que resultarian en falsos positivos degradando
productos de PCR de amplificaciones previas en las que se ha incorporado dUTP sin
degradar el DNA molde nativo, seguida de una incubacion a 95 °C para disociar el enzima. A
continuacion, se establecieron 40 ciclos a 95 °C durante 10 segundos para desnaturalizar el
DNA seguidos de una etapa de 1 minuto a 60 °C de anillamiento de los primers y
amplificacion.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Resultados de la caracterizacion de los scaffolds de PLA
5.1.1. Estructura de los scaffolds de PLA

Los scaffolds de PLA impresos por la impresora BQ Hephestos 2 tienen 7,5 mm de lado, 3
mm de espesor y una porosidad del 55% (Figura 8. A). Su observacién en el microscopio
electrénico de barrido (Scanning Electron Microscope; SEM) permitié determinar el tamafio
de los poros, que es de 1,2 mm de largo de media; y la densidad de estos por mm?, que es
de 1 poro/mm? (Figura 8. B). Se estimé que esta porosidad era adecuada para la correcta y
eficiente inyeccion de los condrocitos y los hidrogeles en los scaffolds comparando con
scaffolds empleados para experimentos anteriores con porosidades del 10 - 90%.
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Figura 8. A) Fotografia de los scaffolds de cara y de perfil sobre papel milimetrado. B) Imagen
obtenida en el SEM de un scaffold de PLA donde se aprecia la dimensién de los poros. Barra de

medida: 1 mm.

5.1.2. Propiedades mecanicas de los scaffolds de PLA

Los datos del ensayo de traccion realizado con la maquina Dy34 con una célula de carga de
1 kN y una velocidad inicial de 10 mm/min fueron recogidos mediante el paquete de software
TestWorks 4® (Figura 9).

-

Figura 9. Fotografia de una de las probetas de espesor 2,1 mm fracturada después de finalizar el
ensayo de traccién y aln sujeta por las mordazas.

Todas las muestras habian sido impresas con el mismo material, PLA, y con los mismos
parametros de fabricaciéon incluyendo la longitud libre y la anchura, 60 mm y 15,5 mm
respectivamente. El Unico dato variable era el espesor, teniendo la muestra 1 un espesor de
1,5 mm, la muestra 2 un espesor de 2,6 mm y la muestra 3 un espesor de 3,1 mm. El
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ensayo proporciond datos cada décima de segundo sobre la carga aplicada (N), la extension
(mm), la tension (MPa) y la deformacién (%) hasta la rotura de la pieza. Con estos datos se
pudo representar la grafica Tension-Deformacion de cada una de las probetas de cada
muestra (Figuras 10, 11 y 12), y también se pudo calcular la tensién de traccién a la rotura
(or), la deformacion a la rotura (er), la carga maxima en el punto de rotura, el Modulo de
Young (E), la resistencia a la traccion (omax), la deformacion a la tension maxima (emax), el
limite elastico (oy) y la deformacion en el limite elastico () de cada una de ellas, calculando
primero el valor que toma la propiedad en cada probeta y después realizando la media
(Tablas 2, 3 y 4). A continuacion, se muestran las distintas graficas y valores que se
obtuvieron de cada muestra.

Las 3 probetas de la muestra 1 dieron los valores de tension y deformacion mostrados en la
Figura 10, y los valores de las propiedades mecénicas mostrados en la Tabla 2.

Tension-Deformacion Muestra 1
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Figura 10. Gréafica que muestra la relacion tension (eje X) - deformacioén (eje Y) de las 3 probetas de
la muestra 1.

Tabla 2. Valores medios de las propiedades mecéanicas de la muestra 1 obtenidos a partir de la
representacion Tension - Deformacién mostrada en la Figura 10.

Propiedad Media Unidad
Tensién de traccién a la rotura (or) 6,8+0,2 MPa
Deformacion a la rotura (er) 3,8+0,3 %
Carga maxima en el punto de rotura 158,8 + 4,7 N
Médulo de Young (E) 26+0,1 MPa
Resistencia a la traccion (omax) 6,9+0,2 MPa
Deformacion a la tensién maxima (€max) 35+0,1 %
Limite elastico (oy) 6,5+0,1 MPa
Deformacion en el limite elastico (gy) 2,5+£0,01 %

Las 3 probetas de la muestra 2 dieron los valores de tension y deformacion mostrados en la
Figura 11, y los valores de las propiedades mecénicas mostrados en la Tabla 3.
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Tension-Deformacion Muestra 2
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Figura 11. Gréfica que muestra la relacién tensién (eje X) - deformacién (eje Y) de las 3 probetas de
la muestra 2.

Tabla 3. Valores medios de las propiedades mecanicas de la muestra 2 obtenidos a partir de la
representacion Tension - Deformacién mostrada en la Figura 11.

Propiedad Media Unidad
Tension de traccion a la rotura (or) 9,0+0,3 MPa
Deformacion a la rotura (€r) 43+0,3 %
Carga maxima en el punto de rotura 364,2+ 13,9 N
Mddulo de Young (E) 3,2+0,02 MPa
Resistencia a la traccion (Omax) 9,2+0,2 MPa
Deformacion a la tension maxima (emax) | 4,0 £ 0,5 %
Limite elastico (oy) 8,7+0,4 MPa
Deformacion en el limite elastico (gy) 27+0,1 %

Las 4 probetas de la muestra 3 dieron los valores de tension y deformacién mostrados en la
Figura 12, y los valores de las propiedades mecanicas mostrados en la Tabla 4.

Tension - Deformacion Muestra 3
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Figura 12. Gréfica que muestra la relacién tensién (eje X) - deformacién (eje Y) de las 4 probetas de
la muestra 3.
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Tabla 4. Valores medios de las propiedades mecanicas de la muestra 3 obtenidos a partir de la
representacién Tension - Deformaciéon mostrada en la Figura 12.

Propiedad Media Unidad
Tension de traccién a la rotura (or) 10,2+0,2 MPa
Deformacion a la rotura (er) 3,7+0,3 %
Carga maxima en el punto de rotura 489,2+7,2 N
Médulo de Young (E) 3,6+0,2 MPa
Resistencia a la tracciéon (omax) 10,3+0,1 MPa
Deformacion a la tensién maxima (emax) [ 3,5+ 0,2 %
Limite elastico (oy) 10,1+0,2 MPa
Deformacion en el limite elastico (ey) 28+0,1 %

Como se aprecia en las Figuras 10, 11 y 12, todas las probetas de cada muestra tienen una
curva tension-deformacion muy similar, por lo que se demuestra que la fabricacion de
scaffolds mediante impresion 3D es muy reproducible.

El Médulo de Young caracteriza el comportamiento que tiene un material elastico
dependiendo de la direccion en la que se le apligue una fuerza. Dado que la traquea es
elastica, el valor del Médulo de Young tiene mucha importancia a la hora de considerar si un
tipo de scaffold sera un buen sustituto. El valor del Médulo de Young de la muestra 1 es de
2,6 £ 0,1 MPa, el de la muestra 2 es de 3,2 + 0,02 MPa y el de la muestra 3 es de 3,6 = 0,2
MPa. Las tres constantes elasticas se encuentran dentro del rango de los valores de este
maédulo que tiene cartilago traqueal segun la literatura. Lambert et al. (1991) determinan el
Modulo de Young de los anillos de cartilago de la traquea humana en el rango de 2,5 a 7,7
MPa. Por otra parte, Rains et al. (1992) determinan un intervalo mas amplio de 1,8 + 2,1 a
15 + 5,1 MPa para el cartilago traqueal dependiendo de la edad del paciente.

Del resto de propiedades no se ha encontrado informacién en la literatura sobre los valores
gque adopta la traguea. Dado que todas ellas tienen valores muy similares entre las tres
muestras, a la hora de decantarse por un espesor para los scaffolds se decidiria en funcion
del espesor més similar al del tejido a reemplazar, ademas de que seria conveniente realizar
este tipo de ensayo para calcular las caracteristicas mecanicas de la traquea.

5.1.3. Citotoxicidad de los scaffolds de PLA

El ensayo de citotoxicidad proporcioné los datos presentados en la Figura 13.
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Figura 13. Resultados del ensayo de citotoxicidad donde se presenta el % de viabilidad de viabilidad

celular al haber incubado las células con los distintos medios condicionados durante 24, 48 y 96
horas.
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En los resultados del ensayo no se aprecian diferencias significativas entre las distintas
condiciones evaluadas y el control negativo ya que todos los valores se encuentran en torno
al 100% de viabilidad. EIl control positivo muestra un resultado esperado ya que la viabilidad
celular cuando los condrocitos han sido incubados con el medio condicionado con latex es
cercano al 0% de viabilidad.

Esto permite determinar que el acido polilactico no es citotdxico, al menos a corto plazo, lo
gue es positivo ya que quiere decir que su uso no tendra efectos negativos sobre la
viabilidad celular si se emplea en ingenieria de tejidos para reparar o sustituir tejidos, lo cual
es una de las caracteristicas deseadas en este tipo de materiales.

5.2. Resultados del cultivo de condrocitos sobre los scaffolds de PLA

Se sembraron condrocitos de conejo con una concentracion de 9 millones/ml en scaffolds de
PLA, en scaffolds con hidrogel de alginato 3% y en scaffolds con hidrogel de alginato 3% -
agarosa 1% en un volumen de 75 pl. Estuvieron en medio de proliferacion 4 dias y en medio
de diferenciacion 6 semanas.

5.2.1. Confluenciay fenotipo de los condrocitos sobre los scaffolds de PLA

Después de 6 semanas en diferenciacién, se realiz6 una inmunofluorescencia de 8 scaffolds
de cada condicion. De 2 de ellos se analiz6 la expresion de colageno |, de otros 2 la
expresion de colageno Il y de otros 2 la expresion de agrecano. Los 2 restantes sirvieron
para realizar el control del anticuerpo secundario y asi regular los niveles de exposicién e
intensidad del microscopio de fluorescencia para el canal verde, que es en el que se detecta
la expresion de estas proteinas. Ademas, se marcaron los nucleos celulares con DAPI y las
fibras f-actina del citoesqueleto con faloidina. Finalmente, los resultados se observaron con
el microscopio de fluorescencia Leica DM4000 B y se tomaron fotografias con el objetivo de
63x, empleando aceite de inmersion, con el paquete de software LAS AF para realizar las
fotografias. De cada condicién se tomaron fotos de entre 28 y 87 campos.

La faloidina permitié observar si los condrocitos tenian fibras de estrés, que son tipicas de

las células indiferenciadas. Se observé que en al menos el 89% de los campos fotografiados
de todas las condiciones los condrocitos presentaban fibras de estrés (Figura 14).
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Figura 14. A) Condrocito sin fibras de estrés. B) Condrocito con fibras de estrés. En ambas imagenes
se ve el nacleo marcado con DAPI (azul) y las fibras de f-actina del citoplasma marcadas con
faloidina (rojo). Barra de medida: 25 pm.

Ademas, de todos los campos fotografiados de cada condicion se calcul6 el porcentaje de
expresion de colageno I, colageno Il y agrecano (Tabla 5).

Tabla 5. Porcentaje de campos de cada condicion (Scaffold: Scaffold sin hidrogel; Alg: Scaffold con
hidrogel de alginato 3%; Alg-ag: Scaffold con hidrogel de alginato 3%-agarosa 1%) en los que hay
expresion o no de colageno |, colageno Il y agrecano.

Colageno | Colageno Il Agrecano

Expresion | Scaffold [ Alg [ Alg-ag | Scaffold | Alg | Alg-ag | Scaffold | Alg | Alg-ag

Si 30% 22,5% | 46% 48% 70% | 85% 23% 45% | 75%

No 70% 77,5% | 54% 52% 30% | 15% 7% 55% | 25%

Los valores de la tabla 5 muestran que en los casos en los que los condrocitos estan
incluidos en un hidrogel producen méas cantidad de coldgeno Il y agrecano, que son
componentes caracteristicos de los condrocitos del cartilago hialino, en comparacién con los
gue estdn sembrados en el scaffold sin hidrogel. Esto indica que el hidrogel ayuda al
mantenimiento del fenotipo condral y evita que se desdiferencien, probablemente debido a
gque ayuda a que crezcan en un entorno tridimensional similar a la matriz extracelular. Mas
concretamente, la expresion de ambos factores es més alta cuando el hidrogel llevaba
agarosa que cuando no la llevaba, por lo que al parecer la agarosa contribuye a la similitud
del hidrogel con la matriz. Sin embargo, en el caso del coldgeno |, caracteristico de tejidos
fibrosos, se expresa mas en el caso de los hidrogeles de alginato y agarosa.

Teniendo en cuenta estos resultados, no parece que se pueda confirmar que el crecimiento
en este tipo de scaffolds permita la correcta diferenciacion a condrocitos y la formacién de
cartilago, aunque se ha de tener en cuenta que las imagenes realizadas son solo de las
partes superficiales de los soportes, ya que no se han podido realizar fotografias del interior.

A continuacién, se muestra una imagen representativa de cada condicion, teniendo en

cuenta que se ha tomado como expresion significativa aquellos valores en los que haya
expresion en al menos el 45 % de los campos (Figura 15).
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Figura 15. Imagenes obtenidas con el microscopio de fluorescencia de condrocitos de conejo en
cultivo 3D sobre scaffolds en 3 condiciones distintas: sembrados sobre scaffolds sin hidrogel (A, A’y
A"), sembrados sobre scaffolds con un hidrogel de alginato 3% (B, B’ y B"”) y sembrados sobre
scaffolds con un hidrogel de alginato 3% - agarosa 1% (C, C' y C”). En las distintas
inmunofluorescencias se han marcado el colageno | (verde; A, B y C), el colageno Il (verde; A’, B' y
C’) y el agrecano (verde; A”, B” y C”). Los nlcleos celulares estdn marcados con DAPI (azul) y los
filamentos del citoesqueleto de f-actina estdn marcados con faloidina (rojo). Barras de escala: 25 uym.

5.3. Resultados del aislamiento y cultivo de células epiteliales primarias

Las células epiteliales primarias obtenidas a partir de biopsias nasales sembradas en dos
pocillos con colageno llegaron a confluencia cuando llevaban sembradas una semana.
Presentaban la morfologia tipica de adoquinado propia de las células epiteliales y se
realizaron fotografias con el microscopio éptico a 10x (Figura 16).

L/

- S LA =
¥ [ TS Lo

Figura 16. Imagen a 10x de las células epiteliales primarias sembradas durante 1 semana en un
pocillo de la placa de 12 pocillos.
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5.4. Estructura de las membranas electrohiladas de PLLA

La microscopia electrénica de barrido de las membranas electrohiladas de PLLA permitié
obtener imagenes a 600x y 2800x donde se aprecia el entramado de hilos de polimero que
forman el electrohilado (Figura 17).

Figura 17. Imagenes obtenidas en el SEM de una membrana de PLLA a 600x (A) y a 2800x (B).
Barras de medida: 10 ym (A) y 1 um (B).

5.5. Resultados del cultivo de las células epiteliales sobre las membranas
electrohiladas de PLLA

La linea epitelial alveolar A549, la linea epitelial pulmonar H460 y las células epiteliales
primarias se sembraron con una concentracion de 10.000 células/pocillo en 3 condiciones
distintas en cémaras Millicell de 8 pocillos: directamente sobre los pocillos, sobre
membranas electrohiladas de PLLA sin coldgeno y sobre las mismas membranas con
coldgeno. Las lineas celulares se mantuvieron 11 dias en medio RPMI suplementado para
proliferacién de células epiteliales, y los cultivos primarios en medio BEGM.

5.5.1. Confluencia y morfologia de las células epiteliales sobre las membranas
electrohiladas de PLLA

Después de 11 dias de proliferacion, se realizé un marcaje fluorescente de 4 pocillos de
cada cdmara de todas las condiciones. Se marcaron los nucleos celulares con DAPI y las
fibras f-actina del citoesqueleto con faloidina. Finalmente, los resultados se observaron con
el microscopio de fluorescencia Leica DM4000 B y se tomaron fotografias a 10x y a 63X,
empleando aceite de inmersién, con el paquete de software para realizar las fotos LAS AF.

En el caso de la linea celular A549 se obtuvieron los resultados mostrados en la Figura 18.

10x DAPI 63x DAPI-Faloidina

Sin membrana
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Figura 18. Imagenes obtenidas con el microscopio de fluorescencia de la linea celular A549 en 3
condiciones distintas a dos aumentos diferentes: crecidas en las camaras Millicell sin membranas a
10x (A) y a 63x (A"), crecidas sobre una membrana de PLLA sin colageno a 10x (B) y a 63x (B) y
crecidas sobre una membrana de PLLA con colageno a 10x (C) y a 63x (C’). Los nucleos celulares
estan marcados con DAPI (azul) y los filamentos del citoesqueleto de f-actina estan marcados con
faloidina (rojo). Barras de escala: 250 um (A, By C)y 25 um (A’, B’y C’).

En las imagenes realizadas con el objetivo de 10x (Figura 18. A, B y C) se observd una
importante diferencia entre el nimero de nucleos que habia por campo en el caso de las
células crecidas directamente en las camaras y en el caso de las células crecidas sobre las
membranas. Esta diferencia se cuantifico empleando el editor de gréficos Adobe Photoshop
CS5, contando los nucleos presentes en 3 campos distintos a 10x y en cada condicion, y se
calculd la media y la desviacion estandar.

En el caso de las células sembradas en la camara sin membrana se cuantificé una media de
330 + 129,7 células por cada campo. Por otra parte, las células sembradas sobre la
membrana de PLLA sin colageno presentaban una concentracion media de 1.320 + 145,0.
Por ultimo, las células sembradas sobre la membrana de PLLA con colageno tenian una
distribucion de 1.212 + 255,0 células por campo. Estos resultados confirman que hay una
mayor proliferacion de la linea celular A549 si se siembran sobre membranas sin coldgeno y
sobre membranas con colageno con respecto a si se siembran en las camaras Millicell sin
membrana, aproximadamente hay 76 y 70 veces mas células respectivamente. No se
considera que haya una diferencia significativa entre la confluencia de las células sobre
membranas con colageno y sobre membranas sin colageno.

Por otra parte, en las imagenes a 63x (Figura 18. A’, B’ y C’) donde las células estan
marcadas con faloidina y DAPI, se aprecia que cuando han sido sembradas sobre las
membranas de PLLA muestran la tipica morfologia de la linea celular A549 ya que se
observa la formacion de una monocapa de células cuboidales y poligonales que aparecen
unidas entre ellas (Foster et al., 1998). Por el contrario, en el caso de las que han sido
sembradas sobre la camara Millicell, no forman una monocapa al haber menos confluencia y
la forma deja de ser tan poligonal para pasar a ser un poco mas alargada.
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En el caso de la linea celular H460 se obtuvieron los resultados mostrados en la Figura 19.

10x DAPI 63x DAPI-Faloidina

Sin membrana

Membrana sin
colageno

Membrana con
colageno

Figura 19. Imagenes obtenidas con el microscopio de fluorescencia de la linea celular H460 en 3
condiciones distintas a dos aumentos diferentes: crecidas en las camaras Millicell sin membranas a
10x (A) y a 63x (A", crecidas sobre una membrana de PLLA sin colageno a 10x (B) y a 63x (B") y
crecidas sobre una membrana de PLLA con colageno a 10x (C) y a 63x (C’). Los nucleos celulares
estan marcados con DAPI (azul) y los filamentos del citoesqueleto de f-actina estan marcados con
faloidina (rojo). Barras de escala: 250 um (A,By C)y 25 um (A", B’y C’).

En las imagenes a 10x (Figura 19. A, B y C) se observan las mismas diferencias que se
observaron en las imagenes de las células A549. Se aprecia una importante diferencia entre
el numero de nucleos que hay por campo entre las células sembradas directamente en las
cdmaras y las células sembradas sobre las membranas. Como ya se hizo anteriormente,
esta diferencia se cuantific6 empleando el editor de graficos Adobe Photoshop CS5,
contando los nucleos presentes en 3 campos distintos a 10x y en cada condicion, y se
calculd la media y la desviacion estandar.

Se cuantific6 una media de 17 + 8,6 células por cada campo en el caso de las células
sembradas en la camara sin membrana. Por otra parte, las células sembradas sobre la
membrana de PLLA sin colageno presentaban una concentracion media de 1.522 + 420,1
células por campo. Por ultimo, las células sembradas sobre la membrana de PLLA con
coldgeno tenian una distribucion de 1.720 + 593,3 células por campo. Estos resultados
confirman que hay una mayor proliferacién de la linea celular H460 si se siembran sobre
membranas sin coldgeno y sobre membranas con colageno con respecto a si se siembran
en las camaras Millicell sin membrana, aproximadamente hay 88 y 99 veces mas células
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respectivamente. Como ocurre con la linea A549, no se considera que haya una diferencia
significativa entre la confluencia celular sobre membranas sin coladgeno y con colageno.

En las imagenes a 63x (Figura 19. A’, B’ y C"), donde las células estan marcadas con
faloidina y DAPI, también se aprecian resultados similares a los de la linea celular A549. En
las células sembradas sobre las membranas de PLLA, las células mantienen su morfologia
caracteristica poligonal formando una monocapa muy compacta en este caso. Por el
contrario, cuando las células han sido sembradas sobre la camara Millicell, hay mucha
menos confluencia, o que no permite que se formen monocapas, y ademéas su forma es
mas alargada.

Estos resultados muestran que las células epiteliales de las lineas celulares A549 y H460
cultivadas sobre membranas de PLLA son capaces de adherirse adecuadamente y
proliferar, tapizando la superficie las mismas, lo que indica que el material es adecuado para
la supervivencia de este tipo de células.

De las células epiteliales primarias se tomaron imagenes con el objetivo de 45x. En este
caso también se marcaron los nlcleos con DAPI y las fibras de f-actina con faloidina. Se
aprecia que hay méas numero de células en el caso de las membranas colagenadas que
cuando la membrana no lleva colageno (Figura 20).

DAPI Faloidina

Figura 20. Imagenes obtenidas con el microscopio de fluorescencia de las células epiteliales
primarias a 45x en 2 condiciones distintas con dos marcajes diferentes: crecidas en membrana sin
colageno y con los ndcleos marcados con DAPI (azul) (A), crecidas en las mismas condiciones y con
el citoplasma marcado con faloidina (rojo) (A"), crecidas en membrana con coldgeno y con los nucleos
marcados con DAPI (azul) (B) y crecidas en las mismas condiciones y con el citoplasma marcado con
faloidina (rojo) (B’). Barra de escala (indicada en la imagen B’): 50 ym.

Membrana sin
colageno

Membrana con
colageno

5.5.2. Analisis relativo de la expresion génica de las células epiteliales

Para cuantificar los resultados de la Real Time PCR se empled el método para
cuantificacién relativa 222CT, Tal y como explican VanGuilder et al. (2008) este método
asume que la reaccion ocurre con el 100% de eficacia, por lo que en cada ciclo de PCR la
cantidad de producto se duplica. EI CT es el nimero de ciclos que realiza cada reaccion
hasta alcanzar una cantidad arbitraria de fluorescencia. Este método también supone que
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hay un gen que se expresa a un nivel constante entre las muestras, en este caso el GAPDH,
que es empleado como control enddgeno.

Una vez que se recopila el valor de CT para cada reaccion, se puede usar para generar un
nivel de expresion relativo. En primer lugar, se miden los niveles de CT de un gen de interés
y del gen de control enddgeno. Para cada muestra, se calcula la diferencia en los valores de
CT para el gen de interés y el control endégeno (el ACT). A continuacion, la resta de la
condicion de control ACT de la condicion tratada ACT produce la AACT. El valor negativo de
esta resta, el ~AACT, se usa como el exponente de 2 en la ecuacion y representa la
diferencia en el numero de ciclos “corregidos” al umbral. La conversion exponencial proviene
del hecho de que la reaccién duplica la cantidad de producto por ciclo. Este andlisis se
realizé para los resultados de la Real Time PCR de las muestras A549, H460 y las células
epiteliales primarias.

En las células A549 (Figura 21 se observa que si que hay expresion de E-cadherina (CDH1)
en las 3 condiciones, por lo que las células si que se estan adhiriendo entre ellas formando
epitelio. Sin embargo, en el caso del control también expresan CK20 y MUC5AC, pero en los
casos en los que las células han crecido sobre las membranas no hay expresion de estos
genes. Esto indica que pese a empezar a crecer y adherirse, ain no han empezado a
diferenciarse.

A549

2.5

2.0 Control

E= Sin colageno
E= Con colageno

1.01

Expresion relativa

0.5+

T

0.0- 4
CDH1 CK20 MUCSAC

Figura 21. Expresion relativa de los genes CDH1, CK20 y MUC5AC en las células A549 crecidas en
las camaras de tipo Millicell (Control), crecidas sobre las membranas electrohiladas de PLLA sin
colageno (Sin colageno) y crecidas sobre estas membranas con colageno (Con colageno).

En las células H460 los resultados de la Real Time PCR no muestran expresion de CDH1,
CK20 y MUCBAC. La ausencia de expresion de E-cadherina indica que las células no tienen
un fenotipo epitelial, sino mesenquimal. Por lo que no serdn empleadas para regeneracion
de mucosa respiratoria.

Por otra parte, en las células epiteliales primarias (Figura 22) se observan resultados
similares a los de la Figura 21, dado que si que hay expresion de E-cadherina en las 3
condiciones, por lo que las células si que se estan adhiriendo entre ellas formando epitelio.
Incluso hay una sobreexpresion cuando la membrana ha sido tratada con colageno. Por otra
parte, los valores de expresion de CK20 y MUC5AC no son altos, lo que indica que pese a
empezar a crecer y adherirse, aun no han empezado a diferenciarse.
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Células epiteliales primarias
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Expresion relativa

CDH1 " K20 MUCSAC
Figura 22. Expresion relativa de los genes CDH1, CK20 y MUC5AC en las células epiteliales
primarias crecidas en las camaras de tipo Millicell (Control), crecidas sobre las membranas
electrohiladas de PLLA sin colageno (Sin colageno) y crecidas sobre estas membranas con colageno
(Con colageno).
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6. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permitieron extraer las siguientes conclusiones.

1. El acido polilactico podria ser un polimero adecuado para ser usado como soporte para
regeneracion de vias aéreas debido a que los scaffolds empleados son biocompatibles y no
presentan toxicidad para las células. Ademas, pueden ser fabricados con distintas
estructuras y formas que variaran sus propiedades mecanicas, por lo que pueden adaptarse
a las diferentes partes de las vias aéreas imitando sus caracteristicas.

2. Los condrocitos de conejo sembrados en los scaffolds de PLA, obtenidos mediante
impresion 3D, con hidrogeles expresan proteinas propias del cartilago hialino como
colageno Il y agrecano, por lo que al parecer pueden recuperar parte de su fenotipo condral,
principalmente cuando se combina el scaffold con el hidrogel de alginato y agarosa. A pesar
de que la morfologia de los condrocitos es de aspecto indiferenciado y presentan fibras de
estrés, se plantea la hipétesis de que en zonas inferiores a la superficie y en el interior del
hidrogel pueden presentar un aspecto mas condral.

3. Las células epiteliales de mucosa nasal obtenidas a partir de biopsia se adhieren y
proliferan adecuada y rapidamente sobre pocillos de una placa de cultivo tratados con
colageno, adquiriendo un fenotipo epitelial y estableciendo un cultivo primario.

4. Las lineas celulares A549 y H460 sembradas sobre membranas de PLLA,
independientemente de si han sido tratadas con colageno, son capaces de adherirse
adecuadamente y proliferar tapizando la superficie las mismas, lo que indica que el material
es adecuado para el crecimiento de células del epitelio. Se ha comprobado ademas que las
células de la mucosa respiratoria si que proliferan en estos soportes, lo que significa que se
podrian emplear células de los mismos pacientes para regenerar su epitelio respiratorio.

5. La linea celular H460 no presenta expresion de CDH1, MUC5AC y CK20, por lo que a
pesar de proliferar adecuadamente sobre las membranas electrohiladas de PLLA, no adopta
un fenotipo epitelial sino mesenquimal. Sin embargo, tanto la linea celular A549 como las
células epiteliales primarias expresan CDH1, y aunque no presenten expresion significativa
de MUCS5AC y CK20, los valores de CDH1 podrian significar que las células estan
proliferando y no se han diferenciado aun, por lo que no se descarta la expresion de estos
genes propios de la mucosa respiratoria si se cultivan durante un periodo mas largo.

Por tanto, el uso de &cido polilactico como soporte para condrocitos y células epiteliales
presenta una potencial capacidad para la regeneracion de vias aéreas.
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