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DESARROLLO DE UN MODELO DE ENFERMEDAD PARA EL MIELOMA
MULTIPLE: ESTUDIO DE LA INTERACCON ENTRE CELULAS TUMORALES Y
CELULAS MADRE MESENQUIMALES

RESUMEN

El mieloma multiple (MM) es una neoplasia hematolégica maligna causada por una proliferacion
descontrolada de las células plasmaticas (PCs), un tipo celular que surge de la diferenciacion
terminal de los linfocitos B. Las PCs transformadas producen una proteina monoclonal o proteina
M que es caracteristica de la enfermedad y, ademds, pueden infiltrarse en otros dérganos,
causando graves dafos en los mismos. Se trata de la segunda neoplasia hematoldgica maligna
mas frecuente en Occidente y, pese a la multitud de farmacos que existen para el tratamiento,
no se ha logrado encontrar ninguno que consiga la remision completa de la enfermedad. Asi, la
mayoria de pacientes recaen tras el primer tratamiento y, aunque algunos de ellos pueden
permanecer durante afos en remision, la realidad es que se trata de una enfermedad con una
elevada tasa de mortalidad. Para comprender esta enfermedad, es necesario comprender el
nicho biolégico en el que se desarrolla, la médula 6sea (BM). En esta se distinguen un
componente acelular, conformado por las biomoléculas de la matriz extracelular (MEC) y un
componente celular (osteoblastos, células madre mesenquimales (MSC), células madre
hematopoyéticas, etc.). Se sabe que tanto el factor celular como el acelular son clave en la
progresion de la enfermedad ya que favorecen la supervivencia y la proliferacién de las células
de mieloma multiple (MMCs). Este efecto es debido tanto a la interaccion indirecta de las MMCs
con el resto de tipos celulares de la BM mediante el intercambio de factores solubles, como son
las citocinas (IL-6 e IL-10) como a la adhesidn (interaccion directa) entre las MMCs y el resto de
tipos celulares y las MMCs y los componentes de la MEC. Es por ello por lo que se vuelve
fundamental el desarrollo de plataformas 3D para el cultivo de las MMCs, ya que, solo
incorporando estos elementos, se puede replicar con fidelidad los eventos que se dan in vivo y
que llevan al desarrollo de resistencia a farmacos y a la progresidn de la neoplasia. Por ello, el
objetivo de este trabajo es el desarrollo y optimizacién de una plataforma de cultivo que permita
recrear el nicho tumoral empleando elementos presentes en este. De esta manera, se
desarrollan micrcogeles biomiméticos (microesferas) funcionalizados con compuestos de la MEC
de la BM (heparina, condroitin sulfato, colageno | y acido hialurdnico). Los microgeles se incluyen
en el cultivo 3D de las MMCs junto con MSCs humanas (hMSCs) con el objetivo de recrear el
nicho tumoral. Este trabajo se relaciona con los siguientes ODS de la Agenda 2030: 3. Salud y
bienestar y 9. Industria, innovacién e infraestructuras.
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DESENVOLUPAMENT D’UN MODEL DE MALALTIA PER AL MIELOMA
MULTIPLE: ESTUDI DE LA INTERACCIO ENTRE CEL-LULES TUMORALS |
CEL-LULES MARE MESENQUIMALS

RESUM

El mieloma multiple (MM) és una neoplasia hematologica maligna causada per una proliferacio
descontrolada de les cél-lules plasmatiques (PCs), un tipus cel-lular que sorgeix de la
diferenciacié terminal dels limfocits B. Les PCs transformades produeixen una proteina
monoclonal o proteina M que és caracteristica de la malaltia i, a més, poden infiltrar-se en altres
organs, causant greus danys en aquests. Es tracta de la segona neoplasia hematologica maligna
més freqlient a Occident i, malgrat la multitud de farmacs que existeixen per al tractament, no
s'ha aconseguit trovar-ne cap que aconseguisca la remissié completa de la malaltia. Aixi, la
majoria de pacients recauen després del primer tractament i, encara que alguns d'ells poden
romandre durant anys en remissid, la realitat és que es tracta d'una malaltia amb una elevada
taxa de mortalitat. Per a comprendre aquesta malaltia, és necessari comprendre el ninxol
biologic en el qual es desenvolupa, la medul-la 0ssia (BM). En aquesta es distingeixen un
component acel-lular, conformat per les biomolécules de la matriu extracelul-lar (MEC) i un
component cel-lular (osteoblastos, cél-lules mare mesenquimals (MSC), cél-lules mare
hematopoeétiques, etc.). Se sap que tant el factor cel-lular com l'acel-lular sén clau en la
progressié de la malaltia ja que afavoreixen la supervivencia i la proliferacié de les cel-lules de
mieloma multiple (MMCs). Aquest efecte és degut tant a la interaccié indirecta de les MMCs
amb la resta de tipus cel-lulars de la BM mitjangant l'intercanvi de factors solubles, com sén les
citocines (IL-6 i IL-10) com a l'adhesié (interaccié directa) entre les MMCs i la resta de tipus
cel-lulars i les MMCs i els components de la MEC. Es per aixd que es torna fonamental el
desenvolupament de plataformes 3D per al cultiu de les MMCs, ja que, tan sols si s’incorporen
aquests elements, es pot replicar amb fidelitat els esdeveniments que es donen in vivo i que
porten al desenvolupament de resisténcia a farmacs i a la progressio de la neoplasia. Per aixo,
I'objectiu d'aquest treball és el desenvolupament i optimitzacié d'una plataforma de cultiu que
permeta recrear el ninxol tumoral emprant elements presents en aquest. D'aquesta manera, es
desenvolupen micrcogels *biomimétics (microesferes) funcionalizats amb compostos de la MEC
de la BM (heparina, condroiti sulfat, col-lagen | i acid hialuronic). Els microgels s'inclouen en el
cultiu 3D de les MMCs juntament amb MSCs humanes (hMSCs) amb I'objectiu de recrear el
ninxol tumoral. Aquest treball es relaciona amb els seglients ODS de I'Agenda 2030: 3. Salut i
benestari 9. IndUstria, innovacid i infraestructures.
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humans.

ALUMNA: Carolina Vicente Tomas.
TUTOR: José Luis Gomez Ribelles.
COTUTORA: Maria Inmaculada Garcia Briega.

Valéncia, 3 de juliol de 2023.



DEVELOPMENT OF A DISEASE MODEL FOR MULTIPLE MYELOMA: STUDY OF
INTERACTION BETWEEN TUMOUR CELLS AND MESENCHYMAL STEM CELLS

ABSTRACT

Multiple myeloma (MM) is a haematological malignancy caused by an uncontrolled proliferation
of plasma cells (PCs), a cell type that arises from the terminal differentiation of B lymphocytes.
The transformed PCs produce a monoclonal protein or M protein that is characteristic of the
disease and can also infiltrate other organs, causing severe organ damage. It is the second most
common haematological malignancy in The West and, despite the multitude of drugs available
for treatment, none have been found to achieve complete remission of the disease. Thus, most
patients relapse after the first treatment and, although some of them may remain in remission
for years, the reality is that it is a disease with a high mortality rate. To understand this disease,
it is necessary to understand the biological niche in which it develops, the bone marrow (BM). In
BM, an acellular component, consisting of extracellular matrix (ECM) biomolecules, and a cellular
component (osteoblasts, mesenchymal stem cells (MSCs), haematopoietic stem cells, etc.) are
distinguished. Both cellular and acellular factors are known to play a key role in disease
progression by promoting the survival and proliferation of multiple myeloma cells (MMCs). This
effect is due to both the indirect interaction of the MMCs with the other cell types in the BM
through the exchange of soluble factors, such as cytokines (IL-6 and IL-10) and the adhesion
(direct interaction) between the MMCs and the other cell types and the MMCs and the
components of the ECM. This is why it is essential to develop 3D platforms for the culture of
MMCs, since only by incorporating these elements can the events that occur in vivo and lead to
the development of drug resistance and the progression of the neoplasm be faithfully replicated.
Therefore, the aim of this work is the development and optimisation of a culture platform that
allows the recreation of the tumour niche using elements present in the tumour. In this way,
biomimetic microgels (microspheres) functionalised with compounds from the ECM of the BM
(heparin, chondroitin sulphate, collagen | and hyaluronic acid) are developed. The microgels are
included in the 3D culture of BMs together with human MSCs (hMSCs) with the aim of recreating
the tumour niche. This work relates to the following SDGs of the 2030 Agenda: 3. Health and
well-being and 9. Industry, innovation and infrastructure.

KEY WORDS: multiple myeloma, microspheres, co-culture, human mesenchymal stem cells.
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1. INTRODUCCION
1.1.CELULAS PLASMATICAS Y MIELOMA MULTIPLE

El mieloma multiple (MM) es una neoplasia hematoldgica maligna causada por una proliferacion
descontrolada de las células plasmaticas (PCs) (Marin-Paya et al., 2022), un tipo celular que surge
de la diferenciacién terminal de los linfocitos B.

Para la formaciéon de estas PCs, se han suceder diferentes eventos que transformaran
paulatinamente la célula madre hematopoyética multipotente y que se esquematizan en la
Figura 1. La primera etapa es la linfopoyesis B, que se lleva a cabo en el higado fetal y en la
médula dsea de individuos adultos. A lo largo de este proceso, la mencionada célula madre se
compromete al linaje celular de los linfocitos B, formando una célula pro-B. Tras ello, se da un
reordenamiento genético de las cadenas pesadas, lo que lleva a la formacién de una células pre-
B que se expanden vy, algunas de ellas, se reorganizan. Las células que hayan sufrido ambos
reordenamientos son las células B inmaduras y expresaran inmunoglobulina (Ig) M o IgM en su
superficie celular. Tras este proceso, las células B inmaduras no autorreactivas sufren una
transformacion a linfocito B maduro o naive que expresa IgD, ademas de IgM. Las células B
permanecen en estado maduro hasta su unién a un antigeno, inicidndose el proceso de
inmunopoyesis, que se da en drganos linfoides secundarios. En este proceso, las células sufren
una serie de cambios que las llevan a su estado activo. Si la célula sigue recibiendo estimulos, se
divide y se diferencia en blasto-B, que migra a la médula ésea donde se da la diferenciacién final
hasta PCs. Finalmente, los blastos de células B dejan de proliferar y se diferencian en células B
de memoria (Banchereau & Rousset, 1992).
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Figura 1. Proceso de diferenciacion de célula madre hematopoyética multipotente a célula plasmdtica.
Extraida de (Banchereau & Rousset, 1992).

Las PCs que se obtienen tras el proceso de diferenciacion son células que no se dividen y cuya
principal funcién es la secrecion de anticuerpos (Ac) para proteger al organismo de las distintas



amenazas a las que se ve expuesto, siendo asi parte de la compleja red que es la inmunidad
humoral (Pioli, 2019). La prolongada vida media de las PCs podria ser uno de los motivos por los
que los anticuerpos generados tras la vacunacién contra ciertas enfermedades pueden persistir
en el organismo del individuo vacunado durante periodos prolongados de tiempo, incluso
décadas (Fillatreau, 2018).

Aunque durante afios se ha creido que la secrecién de Acs era su Unica funcidn, se ha visto que
también pueden producir citocinas tanto inflamatorias como antiinflamatorias, incluyendo en
este grupo las interleucinas (IL), siendo las mds caracteristicas de este tipo celular las IL-17, IL-10
e IL-35. Ademas de las ILy las Ig, las PCs también pueden producir y secretar otros factores (Pioli,
2019) tal y como se muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Células plasmdticas, los distintos factores inmunitario (distintos de Ig) que secretan y los
procesos en que participan. Representados en rojo los elementos inflamatorios y en verde los
antiinflamatorios. Extraida de (Pioli, 2019).

Como ya se ha mencionado, el MM es una neoplasia que afecta principalmente a estas células
inmunitarias (PCs), las cuales, en su estado transformado, migran a lo largo de la médula dsea
produciendo, de manera anormal, inmunoglobulina monoclonal (también conocida como
proteina monoclonal o M) detectable en fluidos bioldgicos como sangre y orina (Mitsiades et al.,
2004). Ademas, la elevada tasa de proliferacion de las PCs transformadas o células de mieloma
multiple (MMCs) puede llegar a provocar lesiones graves en diversos érganos (como huesos y
rifiones), como consecuencia de la infiltracion de estas MMCs y otros signos como insuficiencia
renal, infecciones recurrentes, anemia e hipercalcemia (Cowan et al., 2022).

Esta enfermedad es considerada la segunda neoplasia hematoldgica maligna mas frecuente en
Occidente (Mitsiades et al., 2004), con una incidencia a nivel mundial de 6/7 casos por cada
100000 cada afio (Gerecke et al., 2016). Es mucho mas comun en hombres que en mujeres y en
poblaciones africanas frente a las caucasicas, presentandose mas habitualmente en personas
mayores de 40 afios. Se trata de un cancer que no tiene cura actualmente, aunque algunos de
los pacientes pueden permanecer en remisién durante afios gracias a los tratamientos actuales.

Previamente al desarrollo de la neoplasia, casi la totalidad de los pacientes manifiestan la
gammapatia monoclonal de significado incierto (MGUS) (Liu et al., 2020). Es un estado precursor
al MM, generalmente asintomatico, en que las células tumorales presentan una gran cantidad



de alteraciones genéticas idénticas a las que se encuentran en MM. Puede emplearse como
marcador predictivo de la enfermedad ya que las interacciones de las células MGUS con las
células inmunitarias, dseas y otras en el nicho de la médula dsea pueden ser reguladores clave
de la transformacidon maligna (Dhodapkar, 2016).

Aunque aln se considera al MM como una sola enfermedad, se trata realmente de un grupo de
distintas malignidades de las PCs (Rajkumar, 2019) vy, si bien es cierto que no se conoce con
exactitud qué eventos son los que llevan a la transformaciéon maligna de los linfocitos B, se
conocen diversas mutaciones que se pueden correlacionar con la enfermedad. De entre ellas,
las mas comunes son trisomias, el reordenamiento del gen IGH; la delecién del gen CDKN2C,
localizado en el cromosoma 1p y/o la ganancia y amplificacién del gen CKS1B, localizado en el
cromosoma 1q. Estas mutaciones son consideradas drivers de la enfermedad y su presencia en
el paciente se relaciona con un mal prondstico de la misma. Ademas, se ha visto que las
mutaciones en los genes implicados en la via de sefializacion de RAS (entre ellos NRAS, KRAS y
BRAF) se correlacionan directamente con la progresion y agresividad de la enfermedad, aunque
no se sabe a ciencia cierta si las mutaciones en RAS predisponen o llevan a la transformacién de
las células hacia un fenotipo tumoral (Liu et al., 2020). Asimismo, se conocen muchas otras
mutaciones comunes en la mayoria de los pacientes como, por ejemplo, el reordenamiento del
gen MYCYy las deleciones de los cromosomas 13 y 17p (Rajkumar, 2019).

Actualmente, para el diagndstico de esta enfermedad se requiere de la deteccién de un 10% mas
células plasmaticas clonales en la médula ésea o bien una biopsia que evidencie la presencia de
un plasmocitoma dseo o extramedular. Ademas de esto, también se requiere de la identificacion
de uno o mas eventos definitorios de mieloma (MDE), que son signos que se relacionan
directamente con el mieloma multiple. Entre los MDE se encuentran la hipercalcemia, el fallo
renal, la anemia y las lesiones dseas previamente mencionados. Este término también
comprende la presencia de biomarcadores especificos que se relacionan con un 80% de riesgo
de progresion de la enfermedad: una presencia mayor o igual al 60% de células plasmaticas
clonales, una proporcién de cadenas ligeras libres mayor o igual a 100 mg/L en suero y la
observacién varias lesiones focales en una resonancia magnética nuclear (RMN) (Rajkumar,
2019).

También existen parametros que permiten el diagndstico de MGUS: la presencia de proteina M
en suero (concentracion > 3g/mL), presencia de PCs clonales en la médula désea (<10%) vy la
ausencia de los dafios en drganos caracteristicos del MM (Kyle & Rajkumar, 2009). Dadas las
numerosas lesiones genéticas que ya presentan las PCs en la gammapatia, el desarrollo de
herramientas de diagndstico precoz de la enfermedad que detectaran las fases policlonales
previas al desarrollo de MGUS podrian favorecer la prevencidon del desarrollo de MM
(Dhodapkar, 2016).

Son multiples los farmacos existentes para el tratamiento del MM y cada afio se desarrollan
nuevas opciones. Para el tratamiento del MM de nuevo diagndstico los grupos de farmacos mas
empleados son los inmunomoduladores (talidomida y lenalidomida), inhibidores del
proteasoma (bortezomib, carfilzomib e ixazomib), anticuerpos monoclonales anti-CD38
(daratumumab e isatuximab), agentes alquilantes (ciclofosfamidamelfalan), corticoides y otros.
Los farmacos se eligen segun el riesgo del paciente y sus posibilidades de recibir un trasplante
autdlogo de células madre (ASCT) (Goel et al., 2022).



Los pacientes de MM de nuevo diagndstico que son candidatos para el trasplante, por lo general,
se someten a 3 o 4 ciclos de terapia de induccion VRd (bortezomib, lenalidomida,
dexametasona), que es la terapia mas comunmente empleada. Si esta terapia no es apta para el
paciente, se pueden emplear otros tipos como VTd (bortezomib, talidomida, dexametasona) o
VCd (bortezomib, ciclofosfamida, dexametasona). Tras la terapia de induccion, los pacientes se
someten a la recoleccidn de células madre. Después de esto, los pacientes pueden recibir el ATSC
o bien pueden retomar la terapia de induccion hasta su recaida, momento en el que se procedera
con el ATSC. En el caso de los pacientes con MM de nuevo diagndstico que no son candidatos
para el trasplante, la terapia VRd (con VCd y VTd como alternativas) se administra de 8 a 12 ciclos,
en lugar de 3-4 y, a continuacién, se sigue un tratamiento mantenido con lenalidomida.

Desafortunadamente, practicamente la totalidad de los pacientes sufre una recaida tras el
tratamiento inicial. Si es la primera recaida del paciente o si el tiempo de remisién desde el
primer ATSC es prolongado, el paciente se considera para una nueva ATSC, siguiendo el mismo
tratamiento que un paciente de nuevo diagndstico, aunque existen combinaciones de farmacos
alternativas que han demostrado su eficacia y otros que se pueden emplear en caso de recaidas
agresivas.

Dada la baja eficacia a largo plazo de los fdrmacos actuales y sus efectos secundarios toxicos para
los pacientes, se hace necesario el desarrollo de nuevas terapias para hacer frente a la
enfermedad. Una de las investigaciones mds prometedores se centra en el uso de terapia CAR-T
(células T receptoras de antigenos quiméricos) contra el antigeno de maduracion de las células
B (BCMA) (Rajkumar, 2019).

1.2.NICHO BIOLOGICO DEL MIELOMA MULTIPLE: LA MEDULA OSEA

La médula 6sea (BM, por sus siglas en inglés) es un tejido blando heterogéneo que se encuentra
en el interior de las cavidades centrales de huesos largos (como son el fémur, el humero y la
tibia) y en los huesos planos (como el esterndn y la cresta iliaca) (Sebo et al., 2019). Como se
muestra en la Figura 3, la BM es un tejido que se encuentra inervado tanto por vasos sanguineos
(arteriolas que atraviesan el hueso y dan lugar a una red de sinusoides que ocupa gran parte del
espacio de la BM) como por fibras nerviosas (Lucas, 2021). Asimismo, en este tejido coexisten
otros muchos tipos celulares, desde las células del linaje hematopoyético (células mieloides,
linfoides y eritroides) hasta adipocitos, osteoblastos, condrocitos, células madre estromales de
la médula y otros (Figura 3). Se pueden distinguir dos zonas en la médula ésea, la médula dsea
roja, conformada por las células del linaje hematopoyético y la médula ésea amarilla, que
engloba a las células adiposas (con alto contenido graso) ademds de las células madre
mesenqguimales (MSC) que se transforman en cartilago, células dseas o adipocitos (Sebo et al.,
2019).
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Figura 3. Esquema de la organizacion de la médula ésea y sus componentes. Extraida de (Abarrategi et
al., 2018).

En la BM se define un microentorno o nicho que es clave para el mantenimiento homeostatico
de las células madre hematopoyéticas (HSC) asi como las células progenitoras hematopoyéticas
(HSPC). En este nicho, las HSC y las HSPC se encuentran interactuando tanto con el resto de los
tipos celulares se encuentran formando parte de la médula como las MSC, los osteoblastos, etc.;
como con distintos factores acelulares como la matriz extracelular (MEC), los factores solubles,
etc. Esta interaccion les proporciona sefiales a las células hematopoyéticas que les servirdn como
indicacidn para su proliferacion, diferenciacién y renovacion. Ademas de la interaccidn indirecta
a través de factores solubles, se ha visto que también se dan interacciones directas o adhesivas
entre las células hematopoyéticas y el nicho en que se encuentran (tanto interacciones célula-
célula como célula-MEC). A pesar de que en algunos casos no se tiene claro cémo se dan estas
interacciones y cudles son sus efectos, se sabe que esta interaccién es clave, no solo para el
desarrollo normal de las células, sino también para la supervivencia, resistencia frente a los
farmacos, proliferacién y progresién del MM (Klamer & Voermans, 2014).

De este modo, el desarrollo del MM no viene dado tan solo por las alteraciones genéticas que
se dan en las PCs, sino también por la relacién bidireccional de las MMCs (PCs trasformadas) con
el nicho en el que se encuentran. Asi, las células tumorales alteran la homeostasis del hueso,
causando las lesiones previamente mencionadas y el microentorno les proporciona a las células
cancerosas proteccidn contra el sistema inmunitario. También se ha visto que la interaccién con
estas activa una cascada de vias de sefializacion que promueven la proliferacion celular o que
tienen un efecto antiapoptético, promoviendo, por tanto, la progresion de la enfermedad.
Dentro de estas vias se incluyen JAK/STAT3, Ras, Raf y MAPK (Mitsiades et al., 2004)

En este trabajo se pone el foco en el efecto que tiene sobre las progresién del MM, la adhesién
directa de las MMCs a la MEC y a las MSC humanas (hMSCs) y la interaccidn indirecta a través de
factores solubles (como IL-6 o IL-10) entre MMCs y hMSCs. Por tanto, se estudian los efectos
tanto de los elementos acelulares como de los elementos celulares del nicho de la BM sobre la
enfermedad del MM.



1.2.1. COMPONENTE ACELULAR

La MEC de la BM esta producida por las células del nicho y es capaz de interaccionar con distintos
tipos de moléculas, incluidas las proteinas de membrana de las células. Las proteinas mas
abundantes de la MEC en la BM son fibronectina, coldgenos I-XI, laminina, tenascina,
trombospodina y elastina; aunque también estan presentes proteoglicanos que presentan
glicosaminoglicanos (GAGs) en sus cadenas laterales como acido hialurénico (HA), condroitin
sulfato (CS), dermatan sulfato, heparan sulfato, queratan sulfato y heparina (Hep). Estos
proteoglicanos son fundamentales para mantener la integridad de la MEC. Ademds de todos
estos elementos, la MEC presenta otras moléculas asociadas como glicopoteinas. De entre los
compuestos de la MEC, en este trabajo se estudia el efecto de cuatro de ellos: Hep, CS, coldgeno
| (Col ), y HA (Klamer & Voermans, 2014).

El CS es un GAG sulfatado compuesto de unidades repetitivas del dcido D-glucurénico uno a B-
N-acetil-galactosamina. Existen diversos subgrupos de CS dependiendo de la posicion del grupo
sulfato. La interaccidon de la ECM con las MMCs estd mediada, en este caso, por selectinas,
integrinas, moléculas de adhesion intercelular 1 (ICAM-1) y moléculas de adhesion a células
vasculares 1 (VCAM-1) (Clara-Trujillo et al., 2020).

La Hep es un GAG presente en la ECM vy en el glicocdlix de las células. Estd formado por
repeticiones de D-glucosamina y D-acido glucurdnico muy sulfatados. Gracias a su estructura
puede interaccionar con numerosos factores solubles como son las IL o los factores de
crecimiento que liberan tanto las MMCs como las hMSCs en el trascurso de la enfermedad del
MM. Esto le permite modular una gran cantidad de rutas metabdlicas que favorecen la
progresion de la enfermedad (Kibler et al., 1998).

El HA es el GAG no proteico principal de la MEC en la BM de mamiferos. Se trata de un polimero
anidnico de alto peso molecular que forma una capa pericelular hidratada la cual tiene un papel
clave en la interaccion de las células con el microambiente. De hecho, puede activar vias de
sefializacién intracelular a través de diversos receptores de superficie, siendo los mas relevantes
CD44 y RHAMM. Se ha visto que tiene un papel fundamental en la fisiopatologia del MM, puesto
que actia como factor de supervivencia y proliferacién. También se ha determinado que,
durante el desarrollo de la enfermedad, las hMSCs aumentan la sintesis de este GAG. En el caso
de las MMCs RPMI8226, se ha visto que el HA sefializa por una via independiente a la IL-6,
aungue también puede actuar mediante vias dependientes de esta IL (Vincent & Mechti, 2005).

El colageno es la proteina mas abundante en el cuerpo humano y es uno de los compuestos mas
abundantes de la MEC, siendo el Col | el mas abundante de todos los tipos de coldgeno. El Col |
es un heterotrimero formado por dos cadenas al y una cadena a2. La interaccidon entre MMCs
y Col | se da mediante una familia de proteoglicanos integrales de membrana llamados
sindecanos, en concreto, mediante sindecano-1. Esta interaccidn se asocia con la activacion de
sefializacién (Wnt/ B-catenina) que promueve la proliferacién, diseminacién y progresion de la
enfermedad (Marin Paya J. C., 2020).



1.2.2. COMPONENTE CELULAR

El componente celular de la BM que se estudia en el presente trabajo son las hMSCs, y su
interaccién con las MMCs. Esta interaccidn se da tanto de forma directa, mediada por moléculas
de adhesién, como indirecta, mediada por citoquinas y factores que liberan ambos tipos
celulares.

Los factores que se liberan promueven la proliferacidon y supervivencia de las MMCs y pueden
ser tanto paracrinos como autocrinos. Entre ellos se incluyen interleucina-6 (IL-6), el factor de
crecimiento similar a la insulina (IGF), IL-1a, IL-1B, factor de crecimiento de hepatocitos (HGF),
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor 1 derivado del estroma (SDF-1), factor
de necrosis tumoral alfa (TNF-a) o miembros de la familia Notch.

Todos estos factores liberados por las hMSCs inducen efectos variados sobre las MMCs, pero el
resultado final de la interaccién es la progresién de la neoplasia. Por ejemplo, IL-6, IL-1 y VEGF
promueven la osteoclastogénesis; el TNF-a modula los perfiles de las moléculas de adhesion
entre las MMCs y las hMSCs; el SDF-1 promueve la adaptacidn de las MMCs a la BM; los IGF y su
receptor en las MMCs, el IGF-R1, contribuyen a la fisiopatologia de la enfermedad ya que activan
de forma prolongada la sefializacién proliferativa y antiapoptética de las MMCs (entre ellas, las
actividades de la telomerasa y del proteasoma) promueve la resistencia a farmacos (como la
guimoterapia) y estimula la respuesta de las MMCs a otras citocinas como la IL-6; la IL-6, por su
parte, también tiene un efecto activador de cascadas de sefializaciéon que promueven la
proliferacion celular (activando a RAS, Raf/MEK-ERK) y de cascadas inhibitorias de la apoptosis.
Esta IL ha demostrado ser clave en la interaccidn entre MMCs y hMSCs y en la supervivencia
tumoral, siendo un factor de mal prondstico para los pacientes (Mitsiades et al., 2004).

No solo las hMSCs secretan factores solubles en su interaccién con las MMCs, sino que las células
tumorales también son capaces de secretarlos. Un ejemplo es la IL-10, otro de los elementos
clave en la progresion del MM y es que esta citoquina promueve tanto la angiogénesis como la
proliferacion de las propias MMCs; ademas, es capaz de modular la respuesta antitumoral del
huésped mediante la activacion de diversas vias de sefializacién. También se ha visto que el papel
de IL-10 es fundamental en el desarrollo de resistencia a quimioterapia en otros tipos de cancer,
lo que lleva a pensar que también presenta un papel clave en el MM (Wang et al., 2016).

Como se ha mencionado, dichas interacciones promueven la resistencia a farmacos y la
progresion del tumor, lo que lleva, en la mayoria de casos, a un fatal desenlace para los pacientes
de MM debido al fracaso de las terapias actuales (Mitsiades et al., 2004). Es por ello por lo que
es necesario seguir investigando, desarrollando nuevos modelos de cultivo in vitro que repliquen
el nicho de la BM en que se desarrollan las MMCs. La inclusion de los elementos del
microambiente tumoral necesario para entender las interacciones que causan el fallo de las
terapias actuales y para poder desarrollar nuevos farmacos que permitan erradicar la
enfermedad.



1.3.MODELOS DE ENFERMEDAD IN VITRO

El mieloma multiple es, por tanto, una enfermedad dindmica, que esta influenciada, no solo por
las propias MMCs, sino por el microentorno de la BM que incluye tanto factores celulares como
acelulares y que pueden ser clave para determinar el curso de la enfermedad.

Los cultivos celulares convencionales estan basados en modelos 2D y en modelos animales. Sin
embargo, estos modelos presentan ciertas limitaciones a la hora de su aplicacion. Por ejemplo,
un modelo 2D no permite recrear con fidelidad el nicho de la BM, el cual es clave para la
progresion de la enfermedad, asi como para la resistencia a los farmacos que desarrollan las
MMCs. Se pierden, por tanto, las interacciones directas e indirectas entre los distintos tipos
celulares que se encuentran en el microambiente y entre estos y la MEC. Se ha visto que la falta
de estas interacciones causa cambios a nivel de expresion de las MMCs, ademas de cambios de
sensibilidad frente a farmacos.

Por su parte, un modelo animal presenta diferencias biolégicas con los humanos, por lo que sus
procesos bioldgicos seran diferentes y esto impedird que el modelo sea una fiel representacién
de lo que sucede en humanos. Aunque se ha conseguido humanizar ratones para con fines
cientificos, su uso para la investigacion del MM sigue siendo un reto. Por todos estos motivos, la
mayoria de los farmacos candidatos estudiados en modelos animales, no tienen éxito en su
traslado a la clinica (Clara-Trujillo et al., 2020).

En cambio, se ha visto que los cultivos 3D de esferoides multicelulares son capaces de replicar
mucho mas fielmente el microentorno de las MMCs de lo que lo hacen cultivos 2D. De esta
manera, la expresidn génica y la sensibilidad de las células tumorales frente a los farmacos son
mucho mas parecidos a lo que sucede in vivo, siendo un modelo de enfermedad mejorado frente
a los modelos convencionales. Estos modelos 3D no solo permiten a las MMCs interactuar con
otras células que pertenecen a su microentorno, sino que ofrecen la posibilidad de que las
células transformadas interactuen con los elementos de la MEC dado que estos se pueden incluir
al entorno de diversas formas (andamiajes, microesferas, etc.) (Riedl et al., 2017).

Los modelos de cultivo in vitro 3D de MM probados hasta ahora comprenden multiples
aproximaciones donde se incluyen distintas biomoléculas presentes en la MEC (incorporados
mediante materiales de andamiaje biomiméticos) y distintos tipos celulares que interaccionan
con las MMCs in vivo como son las HSC o las MSCs. Pese a los esfuerzos, aiin no hay ningun
estandar establecido que represente con total fidelidad la complejidad del nicho de la BM ya
qgue, por el momento, solo se han logrado reproducir in vitro algunos aspectos particulares de
este nicho.

Por todo esto, es necesario seguir investigando y desarrollando nuevos modelos de cultivo in
vitro 3D que repliquen de la manera mas fiel y completa el microentorno de la BM en que se
desarrollan las MMCs. La inclusidn de los elementos del microambiente tumoral necesario para
entender las interacciones que causan el fallo de las terapias actuales y para poder desarrollar
nuevos farmacos que permitan erradicar la enfermedad (Clara-Trujillo et al., 2020).



2. OBIJETIVOS

Frente a la imperiosa necesidad del desarrollo de una plataforma de cultivo in vitro 3D del MM
para poder testar los farmacos actuales y entender asi por qué las terapias fracasan, se
establecen los siguientes objetivos en el presente trabajo:

e Elaboracién de microesferas (microgeles) biomiméticas mediante el uso de un sistema
de microfluidica.

e Funcionalizacion superficial de las microesferas mediante la técnica Layer by Layer (LbL)
con componentes propios de la MEC de la BM como son el CS, la Hep y el HAy el injerto
de Col | sobre el recubrimiento producido por LbL.

e Caracterizacion morfoldgica de las microesferas sin recubrir y caracterizacién bioquimica
del recubrimiento.

e Validacién de la plataforma de cultivo de MMCs desarrollada que combina los
microgeles biomiméticos fabricados y caracterizados con el co-cultivo de hMSCs. Los
ensayos de viabilidad, proliferacion y ciclo celular permiten estudiar los efectos de
ambos componentes (microesferas y hMSCs) sobre las MMCs.

3. MATERIALES Y METODOS
3.1. MATERIALES

Para la fabricacion de las microesferas magnéticas de alginato (MO) se emplean aceite de oliva
virgen extra comercial (La Masia) asi como lecitina de soja, alginato de sodio de alga marrén
(Alg), carbonato calcico (CaCOs) y acido acético, todos ellos de Sigma-Aldrich. También se usa
agua miliQ, nanoparticulas magnéticas de ferrita de hierro (FesO4, Ferrotec), etanol 98% y
cloroformo (Scharlab).

Para la funcionalizaciéon de las microesferas mediante layer by layer (LbL) se emplea poli-L-lisina
hidrobromida, condroitin sulfato de cartilago de tiburdn, sal sédica de acido hialurénico de
Streptococcus, heparina, N-hidroxisuccinimida (NHS) glicina (Gly) todos ellos de Sigma Aldrich,
cloruro célcico anhidro (CaCly; PANREAC) y N-(3-dimetilaminopropil)-N’-etilcarbodiimida (EDC;
Iris Biotech GmbH). El coldgeno | de bovino que se emplea para las funcionalizaciones es de
PureCol y glutaraldehido (GA; Scharlab). También se emplean acido clorhidrico (HCI) e hidréxido
de sodio (NaOH), ambos de Scharlab, para el ajuste de pH.

Para la caracterizacion morfoldgica de las microesferas de alginato se emplea el microscopio
invertido Nikon Eclipse TS100-F. Para la caracterizacion bioquimica, se realizan diversas
cuantificaciones de diferentes biopolimeros. Para ello, se emplean el kit B1000 Blyscan (Bicolor),
trans-hidroxi-L-prolina (Fluka), acido citrico monohidrato, trihidrato de acetato de sodio, acetato
de sodio anhidro, isopropanol, cloramina T, acido percldrico, 4-(dimetilamino)banzaldehido,
acetato de litio dihidrato, ninhidrina, hidrindantina y etilenglicol (todos de Sigma-Aldrich). Como
en todos los ensayos se ha de medir la absorbancia en el espectrofotdmetro de placas Perkin
Elmer Victor X3 Multilabel Placa Lector, empleando placas multipocillo p96 no tratadas
(FALCON).



En el cultivo celular se emplean dos lineas celulares comerciales, las células madre
mesenquimales de la médula dsea humanas (PromoCell, Heidelberg, Alemania) y las células de
mieloma multiple RPMI 8226 (ATCC). Para las distintas fases del cultivo celular de ambas, se usan
medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM), medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
1640 con y sin rojo fenol (Sigma-Aldrich), solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco
(DPBS) y medio Mesenchymal Stem Cell Growth Medium 2 suplementado (Promocell). Para
complementar los medios, se afiaden suero bovino fetal (FBS), penicilina-estreptomicina (P/S)
(Fisher), tripsina-EDTA (Sigma-Aldrich) y L-glutamina (L-Glut) de Lonza. En el cultivo celular se
emplean agarosa (Sigma-Aldrich), flascones adherentes de 75cm? (T75; SPL LIFE SCIENCES) y no
adherentes de 25cm? (T25; FLACON), placas multipocilo p12 no tratadas (FALCON) y Cytodex® 1
microcarrier beads (Sigma-Aldrich).

Para los ensayos celulares se emplean el MTS assay kit y el kit de ciclo celular basado en Yoduro
de Propidio (Pl) de ABCAM, asi como el kit de ciclo celular basado en Annexin V-FITC y los
marcadores CD73 antibody anti-human-APC; CD90 antibody anti-human-FITC; todos de Miltenyi
Biotec y CD138 anti-human (BD Biosciences) y placas multipocillo P96 no tratadas (FALCON).

3.2.SINTESIS DE MICROESFERAS MAGNETICAS DE ALGINATO
3.2.1. DISOLUCIONES

Para la sintesis de las microesferas se han de preparar las distintas soluciones que convergen
dentro del sistema de microfluidica y a su salida. Las composiciones de estos son:

e Medio continuo (MC): formado por lecitina de soja (1% p/p) en aceite de oliva virgen
extra.

e Medio discontinuo (MD): formado por alginato de sodio (1,5% p/v), nanoparticulas de
ferrita de hierro (5% p/p de alginato) y CaCOs (0,25M), todo disuelto en agua.

e Medio colector (MCol): compuesto por aceite de oliva virgen extra con lecitina de soja
(1% p/p) y acido acético (2% v/p de aceite con lecitina).

Los dos medios oleosos se preparan y homogenizan en el agitador magnético a temperatura
ambiente. Para el medio acuoso, la elaboracién es diferente. Primero se preparan dos
disoluciones de igual volumen de alginato de sodio en agua miliQ (3% p/v) que se deja en
agitacién magnética con control de temperatura (50-100 2C) al menos una hora o hasta su
completa disolucidon. Mientras el alginato se disuelve, se prepara una suspension de CaCOs en
agua miliQ (0,5 M) que se dispersa en el bafio de ultrasonidos un tiempo minimo de media hora.
Transcurrido este tiempo, se integran las disoluciones que se dejan en agitacidn, al menos, otra
media hora. Durante este lapso, se pesan las nanoparticulas de ferrita de hierro y se dispersan
en un volumen pequeno de etanol en el bafio de ultrasonidos para anadirla, posteriormente, a
la disolucion de alginato y CaCOs. Toda la mezcla se debe homogeneizar durante al menos 4h
mecanicamente en el Ultraturrax.
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3.2.2. MICROESFERAS

La sintesis de microesferas magnéticas de alginato (MO) sigue el protocolo empleado en (Garcia-
Briega et al., 2022) con ligeras modificaciones. El montaje empleado para su obtencion se
muestra en la Figura 4. El MD se introduce en una jeringa de 6 mLy 12,3 mm de didmetro de
émbolo y el MC se introduce en una jeringa de 60 mLy 26 mm de diametro de émbolo. Ambas
jeringas se conectan a tubos de silicona mediante agujas que por la salida conectan con tubos y
finalmente con las entradas 1 (MC) y 2 (MD) del sistema de microfluidica (Figura 5). Para impulsar
los MC y MD se emplean bombas de jeringuilla, con caudales de 60 mL/h y 1,55mL/h
respectivamente. Para mantener las nanoparticulas de ferrita en suspensién durante el proceso,
se sitla encima de la jeringuilla de MD un agitador orbital magnético. Por su parte, el MCol esta
en un vaso desde el que fluye hacia la salida del sistema aprovechando la gravedad (Figura 4).
Luego confluyen el flujo de microgotas salidas del sistema y el flujo de MCol de forma coaxial
hasta llegar al vaso recolector.

| Medio c

Medio discontinuo
’ e -
| P—e—. ==3 o

1 Sist. microfluidica |'

T
Microesferas

Figura 4. Sistema de sintesis de microesferas. Se muestra el medio continuo, discontinuo, colector, el
sistema de microfluidica y las microesferas.

Figura 5. Sistema de microfluidica. El punto 1 sirve de entrada para el medio continuo, el 2 para el
discontinuo y el 3 para la salida de microesferas y su recogida gracias al medio colector.

Una vez realizado el montaje, se inicia la sintesis de las microesferas. En la interseccién de los
canales que llevan el MD y el MC (Figura 5) la inmiscibilidad de ambos provoca que el MD se
separe en microgotas que salen del sistema de microfluidica por un tubo conectado a la entrada
3 (Figura 5). En este punto las microgotas aun no estdn reticuladas, pero cuando se encuentran
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en el tubo coaxial con el MCol (que presenta acido acético) permite que se disocie el CaCOs del
interior de las microesferas, liberando iones Ca?*. Estos iones catidnicos reticulan las cadenas de
alginato que forman las microesferas, manteniéndolas unidas idnicamente y de manera estable.
A la salida del tubo coaxial, las microesferas ya estan reticuladas y pueden ser recogidas.

Para limpiar el aceite de las microesferas y almacenarlas hasta su posterior uso, se realizan
diferentes lavados en una campana de gases. Primero se elimina la mayor parte del MC y MCol
recogido en el vaso colector por decantacién. Cuando la cantidad de aceite se haya reducido, se
hace pasar la mezcla de aceite y microesferas por un tamiz de 60 um (Pluriselect) para mantener
exclusivamente las microesferas. A continuacion, se realizan lavados consecutivos con
cloroformo hasta eliminar todo el aceite y lavados con agua para eliminar el cloroformo.
Finalmente, las microesferas se autoclavan para asegurar su esterilidad y almacenan en agua
miliQ.

3.3.FUNCIONALIZACION DE MICROESFERAS POR LAYER BY LAYER (LbL)

Para la funcionalizacién de las microesferas de este trabajo se ha escogido la técnica de Layer by
Layer del tipo inmersiva (Kamali & Ghahremaninezhad, 2018). Se aprovecha la carga negativa
superficial de la microesfera de alginato para iniciar el recubrimiento con un polielectrolito
positivo, que es la PLL. A continuacion, se gestionan diferentes pares de polielectrolitos de cargas
opuestas, que se atraen mutuamente y consolidan las diferentes capas para generar una cubierta
de 6 capas de grosor. Esta cubierta ofrece en su superficie biomoléculas de interés de la MEC
(HA, Hep, CSy Col I). Es relevante destacar que el proceso de funcionalizacion es el mismo para
los pares PLL/HA, PLL/CS y PLL/Hep debido a que el CS, HA y la Hep son polielectrolitos negativos.
Sin embargo, como el Col | es de carga positiva, el proceso para esta funcionalizacién es diferente.
Asimismo, remarcar que todas las funcionalizaciones se realizan tras autoclavar las microesferas,
es decir, en condiciones de esterilidad y empleando elementos estériles o desinfectados. Las
microesferas recubiertas se muestran en el apartado 7.2 (anexo).

3.3.1. LAYER BY LAYER DE POLI-L-LISINA Y CONDROITIN SULFATO (LbL PLL/CS)

El protocolo seguido para este par consiste en recubrir las MO de un total de tres bicapas de los
polielectrolitos PLL (positivo) y CS (negativo) como se muestra en la Figura 6. Para ello, se hace
uso de un agitador rotacional PTR-35 (Grant-Bio) en todos los pasos de inmersidn o lavado que
minimice la formacidn de agregados entre las microesferas, a la vez que se obtiene una correcta
envoltura por toda la superficie de todas las microesferas.

Primero, se preparan las soluciones del LbL: La solucién de PLL se prepara a una concentracion
de 0.5 mg/mL en agua miliQ y con 75 mL de CaCl,. La solucidn de CS se prepara a 1 mg/mL en
agua miliQ y con 75 mL de CaCl,. En ambas disoluciones se ha de homogeneizar la solucidn
durante minimo 1 hora. El agua de lavado consiste en CaCl; al 75 mM en agua miliQ. Los pH de
las tres disoluciones han de ser ajustados a 7 empleando soluciones de NaOH y HCI de baja
molaridad. Finalmente, la solucién de entrecruzamiento consiste en una disolucion de EDC 60

mM, NHS 30 mM y CaCl; 75 mM en agua miliQ que se debe homogeneizar un minimode 2 hy
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no requiere de ajuste de pH. Antes de su uso en el recubrimiento, estas soluciones hay que
filtrarlas con filtros PES de 0.22 um estériles.

Para comenzar con la funcionalizacién, se recuperan las microesferas del recipiente en el cual
fueron autoclavadas con la ayuda de una pipeta Pasteur estéril, un tamiz celular estéril de 70 um
y un pincel de silicona previamente autoclavado. Se han de recuperar entre 1 y 2 mL de
microesferas para mantener siempre un ratio controlado de liquido y microesferas de 10:1.5
aproximado. Tras ello, las MO se transfieren a un recipiente Falcon de 15 mL con agua el agua de
lavados, que se puede cerrar herméticamente y agitar rotacionalmente durante 30 minutos.

Una vez realizado el acondicionamiento de las microesferas, estas se recogen igual que antes,
con el tamiz celular, la pipeta Pasteur y el pincel de silicona. Retirada el agua, las microesferas se
transfieren a otro Falcon de 15 mL que contiene la solucidn de PLL filtrada. Se agita el Falcon en
el agitador rotacional durante 10 minutos para permitir que todas las microesferas entren en
contacto con la solucién. Tras este tiempo, se retira la PLL del Falcon con una pipeta Pasteur y
reteniendo las microesferas magnéticas con un iman de niobio. Se reserva el polielectrolito para
usos posteriores y se resuspenden las microesferas en agua de lavados, donde se lavan los
posibles restos de PLL durante 10 minutos. A continuacidn, como se realiza un cambio de
polielectrolito, se recoge toda la suspensién de microesferas y agua en el tamiz, descartando el
agua de lavados. Estas microesferas se transfieren a otro Falcon que contiene la solucién de CS
y se deja en agitacidon 10 minutos. Tras ello, con ayuda del iman, se retira y reserva la solucién
de CS vy se sustituye esta solucién por agua de lavados, que limpia las microesferas durante 10
minutos. Este proceso se repite dos veces mds para obtener un total de tres bicapas de
recubrimiento de PLL/CS.

Tras el dltimo lavado de la dltima bicapa se tamizan de nuevo las MO y se transfieren a un Falcon
gue contiene la disolucién entrecruzadora EDC/NHS. Se dejan las microesferas embebidas en
esta solucién “overnight” en agitacién vy, al dia siguiente, se realizan dos lavados con agua de
lavados tal y como se ha explicado de 15 minutos cada uno para eliminar correctamente la
solucion de entrecruzado. Finalmente, se almacenan las microesferas en agua miliQ y
condiciones estériles en la nevera (4 2C) hasta su posterior uso.

De esta manera, el esquema general del procedimiento es el siguiente: Agua de lavados-PLL-
Agua de lavados-CS- Agua de lavados-PLL-Agua de lavados-CS- Agua de lavados-PLL-Agua de
lavados-CS-Agua de lavados-EDC/NHS-Agua de lavados-Agua de lavados.

3.3.2. LAYER BY LAYER DE POLI-L-LISINA Y HEPARINA (LbL PLL/Hep)

El LbL-Hep consiste en recubrir las microesferas de alginato de un total de tres bicapas de los
polielectrolitos poli-L-lisina (positivo) y heparina (negativo) como se muestra en la Figura 6. Para
ello, se han de preparar una solucién de PLL, una de Hep, una de agua de lavado y la solucién de
entrecruzamiento EDC/NHS. Las concentraciones son las mismas empleadas en el PLL/CS,
sustituyendo la solucidn de CS por la de Hep y ajustando el pH a 5,5.

El procedimiento llevado a cabo para el LbL PLL/Hep es también el mismo que el de PLL/CS. De
manera que el esquema general del proceso es: Agua de lavados-PLL-Agua de lavados-Hep- Agua
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de lavados-PLL-Agua de lavados-Hep-Agua de lavados-PLL-Agua de lavados-Hep-Agua de
lavados-EDC/NHS-Agua de lavados-Agua de lavados.

3.3.3. LAYER BY LAYER DE POLI-L-LISINA Y ACIDO HIALURONICO (LbL PLL/HA)

El LbL-HA consiste en recubrir las microesferas de alginato de un total de tres bicapas de los
polielectrolitos poli-L-lisina (positivo) y acido hialurdnico (negativo) como se muestra en la Figura
6. Para ello, se han de preparar una soluciéon de PLL, una de HA, una de agua de lavado y la
solucion de entrecruzamiento EDC/NHS. Las concentraciones son las mismas empleadas en el
LbL-CS, sustituyendo la solucién de CS por la de HA y ajustando el pH a 5,5.

De esta manera, el esquema general del proceso es: Agua de lavados-PLL-Agua de lavados-HA-
Agua de lavados-PLL-Agua de lavados-HA- Agua de lavados-PLL-Agua de lavados-HA-Agua de
lavados-EDC/NHS-Agua de lavados-Agua de lavados.

Microesfera no
funcionalizada

Polication (PLL)

Polianién (CS/
Hep/HA)

Figura 6. Microesfera funcionalizada mediante el procedimiento LbL con el polication PLL y el polianion
que puede ser CS, Hep o HA. Creado con BioRender.com

3.3.4. LAYER BY LAYER DE COLAGENO (LbL Col I)

Para el LbL Col | el procedimiento consiste en recubrir las microesferas de dos bicapas y media
(es decir, dos bicapas PLL/CS completas y una ultima capa consistente Unicamente en PLL) a las
cuales se les realiza un injerto de colageno | (Figura 7).

Para ello, se han de preparar las mismas disoluciones de PLL, CS y agua de lavados que se
preparan en el LbL PLL/CS, a las mismas concentraciones y pH. Ademas, se han de preparar las
disoluciones de glutaraldehido, colageno | y glicina.

La solucién de GA consiste en diluir al 0,5 p/v en agua miliQ el GA comercial (al 25% p/v). La
solucidn de glicina consiste en 0.2 M de gly en agua miliQ y se deja agitar 20 minutos. Ambas

disoluciones han de prepararse el mismo dia de su uso y han de filtrarse con un filtro PES
previamente. Para obtener la solucion de coldgeno | a 1 mg/mL se diluye la disolucion Col | 3

mg/mL comercial que es estéril. Para esto, y con el fin de mantener el pH acido caracteristico del
coladgeno |, se usa “agua acida”, que es agua de lavados con acido acético 0.2 M. Sel filtra este
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agua 4cida y se mezclan en estéril los volumenes que correspondan de Col | 3 mg/mL y agua
acida para obtener la concentracién final deseada de 1 mg/mL.

El proceso de recubrimiento es idéntico al LbL PLL/CS hasta la obtencion de dos bicapas y media,
es decir, un total de dos bicapas PLL/CS y una Ultima capa de PLL. Tras esta Ultima capa y su
correspondiente lavado se sumergen las microesferas en la solucién de GA en un recipiente
cerrado que se deja en agitacion 1 hora. Este componente es esencial para permitir injertar el
colageno | sobre la capa de PLL gracias a que une uno de sus grupos aldehido a los grupos amina
de la PLLy deja el otro expuesto para unir el Col I. A continuacidn, se tamizan las MO, desechando
el GA y recuperando las microesferas en un nuevo recipiente con agua de lavados durante 10
minutos. Se realiza un segundo lavado con agua de otros 10 minutos para eliminar debidamente
el GA no unido a las microesferas. Tras ello, se transfieren las microesferas a un Falcon con la
soluciéon de Col | y se deja agitando overnight en el biorreactor. Al dia siguiente, se elimina la
solucién de coldgeno | y se lavan las microesferas con agua de lavados durante 10 minutos dos
veces. Tras los lavados, se incorpora la solucidon de glicina a las microesferas, dejandolo en
agitacion “overnight”. Este paso permite inactivar los radicales aldehidos no reaccionados del GA
gue hayan podido quedar, evitando asi su efecto citotéxico sobre las células. Al dia siguiente se
retira la solucion de Gly y se realizan dos lavados consecutivos con agua de lavados en agitacion
orbital. Finalmente, las microesferas se transfieren a un Falcon con agua miliQ para su
almacenaje en condiciones estériles a 4 2C hasta su uso.

El esquema final del procedimiento es el siguiente: Agua de lavados-PLL-Agua de lavados-CS-
Agua de lavados-PLL-Agua de lavados-CS- Agua de lavados-PLL-Agua de lavados-GA-Agua de
lavados-Col I-Agua de lavados-Gly-Agua de lavados-Agua de lavados.

o Microesfera no
funcionalizada

Polication (PLL)

Polianién (CS)

Glutaraldehido

Colégeno |

Figura 7. Microesfera funcionalizada mediante el procedimiento LbL con el polication PLL, el polianién CS
y el injerto de Col | mediante el GA. Creado con BioRender.com

3.4. CARACTERIZACION MORFOLOGICA: MICROSCOPIA OPTICA

Para observar tanto la forma, como la distribucidon de tamafios y el didametro de las microesferas,
se emplea el microscopio 6ptico invertido Nikon Eclipse TS100-F, al cual se integra una camara
fotografica. Las microesferas se han de embeber en agua y disponer sobre una superficie lisa
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para la captura de las imdgenes. Tras la obtencion de estas, se emplea el software “Imagel” para
obtener el didmetro de las microesferas y, puesto que su forma no es completamente esférica,
se emplea el didametro de Feret para su analisis, ya que ofrece un valor mas real de los didmetros.
Posteriormente se transfieren los datos a Excel para su analisis.

3.5.CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LAS MICROESFERAS Y SUS
FUNCIONALIZACIONES

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

El FTIR es una técnica basada en espectroscopia que, gracias a la radiacién en el espectro del
infrarrojo, proporciona informacidon acerca de los grupos funcionales, tipos de enlaces vy
conformaciones moleculares de la muestra a analizar (Movasaghi et al., 2008). Esto se debe a
gue los picos que aparecen en los espectros de vibracidn generados en el andlisis son especificos
de cada molécula, proporcionando asi informaciéon de la composicién bioquimica de la muestra.
Por lo que, pese a que no permite la cuantificacidon de los diversos componentes, si permite
demostrar de forma cualitativa la efectividad del método LbL.

El equipo empleado para el ensayo es el espectrometro ALPHA FT-IR (Bruker) que permite
analizar el espectro desde la longitud de onda 4000 cm™ hasta los 400 cm™ con una resolucidn
de 4 cm™. Las muestras analizadas son todos los tipos de microesferas de alginato fabricadas, es
decir, microesferas recubiertas mediante LbL PLL/CS, Col |, PLL/Hep y PLL/HA.

Los datos obtenidos del espectrofotémetro se transfieren a una hoja de Excel para su
representacion y analisis. Teniendo en cuenta que los valores de transmitancia carecen de
unidades, a cada espectro se le suma un valor fijo para desplazarlo en el eje y. Esto evita la
superposicion de los distintos espectros y facilita su visualizacion y estudio sin modificar su
forma.

3.5.2. BLYSCAN

El Blyscan es un ensayo que permite determinar la cantidad de glicosaminoglicanos (GAGs)
sulfatados presentes en una muestra. Lo que se mide es el cambio de color en el reactivo 9-
dimetil-metileno en funcién de la cantidad de grupos sulfato presentes en estos GAGs. Para la
realizacién del ensayo se sigue el protocolo del fabricante del kit “Glycosaminoglycan Assay
Blyscan” (Ltd, 2010), tras lo cual se mide la absorbancia del sobrenadante resultante mediante
el Perkin Elmer Victor X3 Multilabel Placa Lector a una longitud de onda de 652 nm.

Las muestras analizadas son, por tanto, las microesferas con GAGs sulfatados, que son las MO
PLL/CS y PLL/Hep y, como control, se emplean las microesferas sin recubrir. Los resultados
obtenidos se analizan en Excel, permitiendo cuantificar, de forma especifica para el CSy la Hep,
la cantidad retenida en las microesferas mediante el procedimiento de LbL.

16



3.5.3. HIDROXIPROLINA

La cuantificacidon de la hidroxiprolina se emplea para cuantificar colageno debido a que este
aminodcido solo esta presente en el colageno y sus derivados de forma natural, puesto que se
produce al metabolizar esta biomolécula en el cuerpo. El procedimiento seguido en este andlisis
se basa en el desarrollado por Kafienah y Sims, 2004 (Kafienah & Sims, 2004). Primero es
necesaria la hidrélisis acida del coldgeno y después se realiza el ensayo colorimétrico de
cuantificacion de hidroxiprolina. En este procedimiento, la hidroxiprolina se convierte en pirrol
gue reacciona con el 4-dimetilaminobenzaldehido o reactivo de Ehrlich, dando lugar a un
compuesto que absorbe a 570 nm (Da Silva et al., 2015), permitiendo asi cuantificar el coldageno
presente en una muestra mediante una equivalencia de hidroxiprolina:colageno de 1:7.69.

Para ello, se han de preparar muestras de microesferas sin recubrir y recubiertas con todo menos
el colageno a modo de control y en microesferas recubiertas mediante LbL Col | para comprobar
la correcta deposicion de la biomolécula.

3.5.4. NINHIDRINA

El ensayo de ninhidrina permite la determinacién cuantitativa de aminas primarias en una
muestra gracias a un cambio colorimétrico. Este color viene dado por el compuesto
dicetohidrindilideno-dicetohidrindamina o Purpura de Ruheman que resulta de la reaccién de la
ninhidrina con los grupos amina y se mide a 570 nm (Leane et al., 2004) con el equipo Perkin
Elmer Victor X3 Multilabel Placa Lector. El protocolo empleado para la realizacién de este ensayo
se basa en el de Algieri et al., 2017 (Algieri et al., 2017).

El ensayo se va a emplear para demostrar la deposicién de HA de forma semicuantitativa en las
microesferas con el recubrimiento PLL/HA. Esto es asi ya que no se ha podido encontrar un
método de deteccidn exclusivo de HA sin que influya el interior de alginato de la microesfera o
las capas del polication (PLL). Se emplea, por tanto, la deposicidon de PLL (cadena de lisinas) en
cada una de las bicapas como demostracidon de que el LbL funciona. Para ello, se emplean
microesferas magnéticas como control negativo, y MO recubiertas con 1, 2 y 3 bicapas de LbL
PLL/HA.

3.6.CULTIVO CELULAR
3.6.1. FABRICACION DEL POCILLO DE CULTIVO

Para el desarrollo del cultivo en estatico es necesario emplear un soporte de cultivo permeable
que permita el intercambio de factores solubles entre las hMSCs y las MMCs tanto de manera
directa como de manera indirecta. Ademas, es necesario este soporte presente unos pocillos de
volumen suficiente como para albergar tanto los microgeles, como las MMCs vy los pellets de
hMSCs. Es por ello por lo que se han desarrollado unos hidrogeles cubicos y con 4 pocillos cdnicos
cada uno de ellos que sirven de plataforma de cultivo (Figura 8).

Los soportes de cultivo se fabrican empleando una solucion de agarosa al 1,5% p/v en agua miliQ
que es autoclavada antes de la fabricacion de los geles. Se elige la agarosa por su
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entrecruzamiento fisico, que permite darle forma al soporte empleando diferentes moldes
fabricados por los compafieros Joaquin Rédenas Rochina, Maria Inmaculada Garcia Briega y Luis
Amaro Martins en el CBIT, sin afiadir reacciones quimicas al proceso. La agarosa calentada se
vierte sobre un molde de silicona con forma cubica, que yace sobre una superficie con
temperatura menor a 4 2C. Sobre el molde cubico se coloca el otro molde, que es de resina y
alberga el negativo de los cuatro micropocillos donde se realiza el cultivo celular. Este entorno
frio permite reticular en menos de 10 minutos la plataforma de cultivo al completo. Se desmolda
el cubo (Figura 8) pasado ese tiempo y se conserva en PBS estéril a 4 C hasta su uso.

Figura 8. Soporte de cultivo/hidrogel de agarosa (1,5% p/v) cubico con 4 pocillos de forma cénica.

3.6.2. LINEAS CELULARES

Las MMCs o células RPMI8226 son linfocitos B humanos, aislados en 1966 de la sangre periférica
de un paciente de plasmocitoma de 61 afios (ATCC, 2022). Por su parte, las hMSCs son células
mesenquimales humanas que provienen de la médula dsea. Se trata células producidas a partir
de tejidos humanos normales que son criopreservadas y que presentan potencial de
diferenciacion (PromoCell, 2022).

3.6.3. DESCONGELACION Y EXPANSION CELULAR

Preparacién de los medios de cultivo:

e DMEM completo: empleado en la descongelacidn de las hMSCs. Se compone por medio
DMEM (89%), FBS (10%) y P/S (1%).

e Promocell completo: empleado para la expansién y fabricacidon de los pellets de las
hMSCs. Se compone por medio Mesenchymal Stem Cell Growth Medium 2 (89%), su
suplemento (10%) y P/S (1%).

e RPMI completo: empleado en la descongelacidon y expansién de las MMCs. Compuesto
por RPMI 1640 con rojo fenol (88%), FBS (10%), L-glut (1%) y P/S (1%).

e Medio SRF (sin rojo fenol): empleado en el cultivo para que el rojo fenol no interfiriera
en el ensayo MTS: Compuesto por medio RPMI completo, pero usando RPMI 1640 sin
rojo fenol

hMSCs:

El dia O de cultivo celular se han de descongelar y dejar en expansién las hMSCs. Para ello se
recupera un criotubo congelado en nitrégeno liquido que contenga 1 millén de hMSCs en 1 mL
de FBS con un 10% de dimetilsulfoxido (DMSO). Se introduce el criotubo el bafio a 37 2C durante
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1 minuto para descongelar el contenido y, tras ese tiempo, se resuspenden las células en 9 mL
de medio DMEM completo para inactivar el DMSO (gracias al FBS) y se centrifugan a 250 G
durante 5 minutos. Se decanta el sobrenadante y se resuspende el pellet en 1 mL de medio
Promocell completo. Se cuentan las células en la cdmara Neubauer y se siembran a razén de
300000 células/flascon (T75 adherentes) en un volumen final de 10 mL. Las células se dejan en
expansion durante 4 dias en el incubador, renovando los 10 mL de medio al 22 dia de cultivo tras
realizarles un lavado con PBS.

Al 42 dia del cultivo, se han de preparar los pellets de hMSCs que se sembraran posteriormente
junto con las MMCs. Para ello se emplean criotubos con tapas agujereadas, que permiten la
correcta oxigenacion de las hMSCs y ofrecen una forma conica para la correcta formacion del
pellet. Los pellets estan formados por 3 uL de microesferas adherentes Cytodex (previamente
acondicionadas en medio Promocell completo) y por 60.000 hMSCs en 300 puL de medio
Promocell completo. Para la correcta distribucion de las esferas y las células se resuspenden
manualmente con ayuda de una pipeta cada 30 minutos un total de 5 veces. Finalmente, tras
otra media hora desde la ultima homogeneizacién, se afnaden 300 pL de medio de expansion
extra (obteniendo un volumen final de 600 pL) y se deja reposar 72 horas para finalizar la
formacidn del pellet.

MMCs

También en el 42 dia de cultivo se descongelan 5 millones de células de mieloma multiple
provenientes de un criotubo con 1 mL de medio con un 5 % de DMSO. Se introduce el criotubo
en el bafio a 37 2C durante 1 minuto y rapidamente se resuspenden y se transfieren a 9 mL de
medio RPMI completo (el FBS de este medio permite inactivar el DMSO). A continuacion, se
centrifugan las células 5 minutos a 250 G y se resuspende el pellet celular de MMCs en 4 mL de
medio RPMI completo. Se cuentan las RPMI 8226 con ayuda de una camara Neubauer, se
siembran a razén de 5 millones de células/flascédn T25 no adherente en un volumen final de 20
mL y se dejan en expansion en el incubador durante 3 dias.

3.6.4. SIEMBRAY CULTIVO

Para la siembra se sittan los hidrogeles en pocillos de placas p12 (se emplea una placa para cada
condicién del cultivo) tal y como se muestra en la Figura 9 y se retiran los restos de DPBS que
puedan quedar con ayuda de una micropipeta. Ademas, se ha de preparar medio SRF que se
empleard durante el resto del cultivo celular.

Figura 9. Soportes de cultivo/hidrogeles en placa p12 para el cultivo celular.

Se llevan a cabo diferentes condiciones de cultivo de las células RPMI 8226 o MMCs (Figura 10):
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e Cultivos sin microgel:
o Condicidon control (CTRL): consiste en una suspension de MMCs en el hidrogel.
o Condicion de co-cultivo directa (DIR): suspension de MMCs y pellets de hMSCs
en un mismo pocillo de agarosa.
o Condicidn co-cultivo indirecto (COX): suspensiéon de MMCs en el hidrogel junto
con el pellet de hMSCs fuera del pocillo de agarosa.
e Cultivos con microgel:
o Condicion monocultivo (MCR): suspensiéon de MMCs junto con el microgel en el
mismo pocillo.
o Condicidon co-cultivo indirecto (COW): suspension de MMCs junto con el
microgel en el mismo pocillo y el pellet de hMSCs fuera del hidrogel.

CTRL
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Figura 10. llustracion del cultivo celular mostrando las condiciones CTRL, MCR, DIR, COX'y COW. Creado
con BioRender.com

Para aquellas condiciones de cultivo con microgel, el primer paso es transferir el volumen de
microesferas al micropocillo. Para afadirlo se prepara una suspensidon de microesferas de todos
los tipos (mix) donde el porcentaje de cada tipo sea del 25%. Para el total de microesferas a
afiadir se tiene en cuenta el numero total de micropocillos y que el porcentaje del micropocillo
ocupado por estas corresponde al 7% del volumen total del micropocillo (en este caso 8.4 pL).
Se han de acondicionar todos los tipos de microesferas durante 30 minutos por separado y luego
se mezclan en la solucién mix, desde la que se reparten los 8.4 uL de microesferas en cada
micropocillo.

Para aquellas condiciones en las que hay un co-cultivo, se han de transferir los pellets de hMSCs
con ayuda de una pipeta y puntas cortadas. En el caso de los cultivos indirectos, los pellets se
transfieren al pocillo de la placa (fuera del hidrogel), afiadiendo 1 pellet por cada pocillo del
hidrogel que presente MMCs. En el caso del cultivo directo, se transfieren los pellets
directamente al micropocillo que contenga las MMCs. (Figura 10).
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De manera comun, en todas las condiciones independientemente del resto de elementos, se han
de afiadir las células plasmaticas. Para ello, se recuperan las MMCs del flascén, se centrifugan 5
minutos a 250 G y se cuentan con ayuda de la cdmara Neubauer. Una vez conocida la cantidad
de células, se preparan las necesarias a una concentracién de 60.000 MMCs/100 pL de medio y
se siembran en cada uno de los micropocillos del hidrogel. Es relevante remarcar que la
proporcion de hMSCs y de MMCs sembrada ha de ser aproximadamente 1:1 que es la razén por
lo que se siembran 60.000 células de mieloma en cada micropocillo y se siembran 4 pellets de
60000 células mesenquimales cada uno por cada hidrogel.

Finalmente, se completa el volumen del pocillo de la placa p12 por fuera del hidrogel con medio
RPMI completo (aproximadamente 1,5 mL por pocillo de la placa). Los pocillos de la placa que
gueden vacios se llenan con 1 mL de DPS/H,0 miliQ estéril, para contrarrestar la evaporacion del
medio.

3.6.5. ENSAYOS CELULARES
3.6.5.1. PREPARACION DE MUESTRAS

Para preparar las muestras de los ensayos celulares es necesario trasladar el contenido de los
micropocillos a Eppendorf con los que poder trabajar. Como las células estaran un tiempo en
estos, se agujerean las tapas, asegurando asi la correcta difusién de gases de las muestras.

En el caso de las muestras sin microgeles ni co-cultivo directo (CTRL y COX), las células se recogen
del micropocillo homogeniezando suavemente el contenido y se transfieren al Eppendorf
correspondiente. Se realizan dos lavados del micropocillo con 100 pL de DPBS homogeneizando
el contenido y transfiriéndolo al Eppendorf, para asegurarse de la correcta recogida de las
células. Ademads, se comprueba en el microscopio 6ptico que no queden células en los
micropocillos, de lo contrario, se realizan tantos lavados con DPBS como sean necesarios.

En el caso de las muestras del co-cultivo directo (DIR) se recogen las muestras del pocillo sin
homogenizar y con puntas de micropipeta cortadas, con el fin de recoger adecuadamente los
pellets de hMSCs. El contenido se transfiere al Eppendorf correspondiente haciéndolo pasar por
un filtro de 70 mm para retener el pellet sin retener las MMCs. En este caso, se realizan 3 lavados
con DPBS del micropocillo y se comprueba en el microscopio que no queden MMCs.

En el caso de las muestras con microgel (MCR y COW), se recoge el contenido del micropocillo
homogeneizando el contenido, también con puntas de micropipeta cortadas (para facilitar la
recogida de las MO funcionalizadas). El contenido se transfiere a un Eppendorf intermedio
(también esterilizado) situado junto al iman. Se homogeniza el contenido en este Eppendorf,
permitiendo que las MMCs se despeguen de las MO, tras lo cual se permite que el iman retenga
las MO y se transfieren las MMCs al Eppendorf con tapa agujereada, se realizan 3 lavados de
DPBS repitiendo el proceso para retener las MO y recuperar las células.

3.6.5.2. DETERMINACION DEL NUMERO DE CELULAS (MTS)

Para determinacion de la viabilidad celular se realizan ensayos de MTS los dias 3, 5y 7 desde la
siembra en los pocillos de agarosa. EIl MTS se trata de un ensayo colorimétrico por lo que la
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cantidad de células viables es proporcional a la absorbancia del reactivo coloreado resultante.
La reaccion se basa en la reduccién del reactivo MTS (3-(4,5-dimetilltiazol-2-il)-5-(3-
carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolium) a formazan (compuesto coloreado) gracias a
la actividad de la enzima deshidrogenasa dependiente de NAD(P)H. Es por esto por lo que el
ensayo solo detecta aquellas células que son viables, ya que las células no viables no presentan
actividad enzimatica (Ltd, 2010).

Una vez se tienen las células en los Eppendorf se centrifugan durante 5 minutos a 250 G y se
resuspenden en 250 uL/Eppendorf de medio SRF. Paralelamente, se ha de preparar una curva
de calibrado empleando MMCs. Para ello, se recogen las células necesarias del flascén T25 donde
las sobrantes de la siembra contintan en expansidn y se realizan 3 réplicas biolégicas de células
por cada punto que se quiera incluir en la curva.

Cuando se tienen las células de las muestras y de la curva en 250 pL de medio SRF se afiaden 25
pL de reactivo de MTS y se incuban en oscuridad durante 1 h. Transcurrido este periodo de
tiempo, las muestras se centrifugan y se coloca el sobrenadante en una placa p96 para su lectura
a 490 nm en el espectrofotdmetro Perkin Elmer Victor X3 Multilabel Placa Lector realizando 2
réplicas técnicas por cada réplica bioldgica (RB).

Los datos de absorbancia obtenidos se trabajan en Excel, donde se correlacionan con el nimero
de células. Finalmente, se analizan las diferencias significativas entre poblaciones empleando
GraphPad (Dotmatics, 2023).

3.6.5.3. PROLIFERACION CELULAR (CICLO CELULAR)

Para determinar las fases del ciclo celular en las que se encuentran las MMCs de las diferentes
condiciones de cultivo se emplea un ensayo de citometria de flujo. Para ello se transfieren las
muestras de los Eppendorf a los tubos de citometria, donde siguen las instrucciones del
fabricante (ABCAM company, 2022) para trabajar las muestras y pasarlas por el citémetro a
velocidad baja. Cabe destacar que en el caso del co-cultivo directo (DIR), al no estar seguros de
tener exclusivamente MMCs, se realiza un marcaje sencillo con el marcador superficial de hMSCs
CD90 y el marcador superficial de MMCs CD138. Estos incluyen fluorocromos que no solapan
con los fluorocromos que poseen los reactivos del ensayo, ni interfieren con el desarrollo del
mismo.

Los resultados obtenidos se analizan en el software especifico de citometria de flujo Flowing
Software 2 (Turku Bioscience, 2018) tal y como se muestra en el anexo 7.4.1y con los porcentajes
de fases en cada condicidn, se realizan analisis estadisticos empleando GraphPad.

3.6.5.4.  VIABILIDAD CELULAR (APOPTOSIS)

Para determinacién de la viabilidad celular de las MMCs en cultivo se realiza un ensayo de
apoptosis en el citdmetro de flujo basado en la anexina y el propidio. Para ello se transfieren las
muestras de los Eppendorf a los tubos de citometria, donde siguen las instrucciones del
fabricante (Miltenyi Biotec Company, 2021) para trabajar las muestras y pasarlas por el citdmetro
a velocidad alta. Cabe destacar que en el caso del co-cultivo directo (DIR), al no estar seguros de
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tener exclusivamente MMCs, se realiza un marcaje sencillo con el marcador superficial de hMSCs
CD73 y el marcador superficial de MMCs CD138. Estos incluyen fluorocromos que no solapan
con los fluorocromos que poseen los reactivos del ensayo, ni interfieren con el desarrollo del
mismo.

Los resultados obtenidos se analizan en el software especifico de citometria de flujo Flowing
Software 2, tal y como se muestra en el anexo 7.4.2 y con los porcentajes de fases en cada
condicidn, se realizan analisis estadisticos empleando GraphPad.

3.6.6. ANALISIS ESTADISTICO

En el campo bioldgico es muchas veces complicado obtener multiples RBs de un mismo
experimento. Teniendo en cuenta que el minimo de réplicas para realizar cualquier andlisis
estadistico es 3, se ha procurado tener 3 o0 mas RBs en todos los experimentos de cuantificacion.
Ademas, también se ha procurado tener un minimo de 2 réplicas técnicas por cada réplica
biolégica para poder subsanar cualquier fallo del equipo de analisis.

Una vez se tienen los datos de cualquiera de los ensayos realizados, se ejecuta un primer andlisis
en Graphpad para poder detectar y eliminar outliers, descartando asi cualquier dato anémalo
con el método ROUT con una Q=5%.

Tanto para la representacion de los tamafios de las MO como para el andlisis de los datos de
caracterizacion, se emplea la herramienta Excel y los resultados obtenidos se muestran como la
media * la desviacidn tipica.

Para el estudio de los datos relativos a los cultivos celulares, se emplea la herramienta GraphPad.
Tras eliminar los valores andmalos, se realiza un andlisis de normalidad de los datos del tipo
Shapiro-Wilk. En caso de que los datos sean normales, se realizan los ensayos paramétricos one-
way ANOVA (para comparar diferencias respecto a una variable) o two-ways ANOVA (para
comparacion de multiples variables). Si las desviaciones estandar (SD) son iguales, el ANOVA se
emplea sin corregir y, si no se puede decir que las SD sean equivalentes, se debe realizar la
correccion Brown-Forysthe. En el caso de que las muestras no superen el test de normalidad, se
emplea un test no paramétrico del tipo “Kruskal-Wallis”. Para las muestras normales, las
diferencias entre grupos se consideran significativas estadisticamente si el p-valor es igual o
inferior a 0,05. Las diferencias se expresan como “ns” o en blanco (p=0,05) en muestras que no
son estadisticamente significativas y como * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001), ****
(p<0,0001) si si existen dichas diferencias. En el caso de que las muestras no superen el test de
normalidad, la diferencias significativas se expresan, en cualquier caso, como #.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

El resultado global del trabajo es el desarrollo de un modelo de enfermedad de mieloma multiple
mediante el desarrollo de una plataforma de cultivo in vitro y en estatico que permita recrear el
nicho bioldgico (tanto su componente celular como su componente acelular) en el que se
desarrolla esta neoplasia. Para ello, se fabrican microesferas magnéticas de alginato
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funcionalizadas, que simulan el componente acelular y se emplean las hMSCs como componente
celular.

Las microesferas se estudian y caracterizan tanto morfolégicamente como bioquimicamente
gracias a diversas técnicas y ensayos y la plataforma se testea mediante la realizacion de diversos
cultivos celulares y sus respectivos ensayos de proliferaciéon y viabilidad celular.

4.1.CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE LAS MICROESFERAS
MAGNETICAS: DISTRIBUCION DE TAMANOS

Como se ha mencionado en el apartado 3.2.2., se han fabricado MO empleando un sistema de
microfluidica (Figura 5) fabricado en silicona y basado en una dispersién de un medio acuoso en
uno lipidico. Debido a los fundamentos de la microfluidica, los pardametros del caudal de los MC
y MD son los que modulan el didametro de las particulas fabricadas, por lo que son los artifices
de las microesferas empleadas en este trabajo. Utilizando una de las sintesis fabricadas como
muestra del proceso y midiendo el diametro de 50 de ellas, se obtiene un tamafio medio de
174£22 pm.

Su sintesis por microfluidica permite obtener una distribucién de tamafos normal, como se
observa en la (Figura 11A). Ademas, se observa que el grueso de las microesferas obtenidas
presenta un diametro de entre 170 y 200 um. También cabe destacar la homogénea distribucion
de las nanoparticulas de ferrita de hierro, evidenciada por el color pardo que toman las
microesferas y por la falta de agregados de ferrita de hierro en el interior (Figura 11B). Esto
permite afirmar que el método de dispersion de las nanoparticulas seleccionado es efectivo.
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Figura 11. A) Distribucion del didmetro de las MO de alginato con ferrita sin funcionalizar. B) MO
observadas en el microscopio invertido en una escala de 100 um.

El tamafio obtenido es aceptable para el posterior uso de estas microesferas como entorno
biomimético en el mieloma multiple, puesto que se han probado con anterioridad microesferas
de este tamafio con éxito en cultivo (Garcia-Briega et al., 2022).
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4.2.CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LAS MICROESFERAS MAGNETICAS

La microesferas funcionalizadas mediante los diferentes tipos de recubrimiento LbL (PLL/CS,
PLL/Hep, Col Iy PLL/HA) expuestos en el apartado 3.3 se caracterizan mediante diversas técnicas
gue permiten tanto comprobar la presencia de recubrimiento (FTIR) como cuantificar los
polielectrolitos que se emplean para dicho recubrimiento (ensayo Blyscan, ninhidrina e
hidroxiprolina).

4.2.1. FTIR

Esta técnica perite intuir la presencia de los diferentes materiales a través de las vibraciones de
sus diferentes grupos funcionales. Puesto que el alginato es un elemento comun a todas las
microesferas, todas ellas presentan sus picos caracteristicos. No obstante, se observan ligeros
desplazamientos que se deben a la presencia de los elementos de las diferentes
funcionalizaciones y, por ende, confirman el éxito de la técnica.

Cémo se muestra en las Figuras 24-28 del anexo 7.3, se detecta un pico entre 3000-3600 cm™ en
el espectro de las MO. Este pico se atribuye a las vibraciones de estiramiento de los grupos OH
presentes en el alginato, probablemente debido a la presencia de agua en la muestra en el
momento del andlisis (Larosa et al., 2018). Por otro lado, en la Figura 12 se muestra tan solo una
seccion del espectro, puesto que es la zona donde se ha encontrado la informacién mas
relevante. De hecho, se remarcan 3 intervalos del espectro donde hay diferencias (Figura 12).
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Figura 12. Espectros de FTIR de las MO, MO PLL/CS, MO Col I, MO PLL/Hep y MO PLL/HA y sus picos
caracteristicos.
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En primer lugar, atendiendo a la Figura 28 del anexo 7.3, se observan diversos picos
caracteristicos del Col | en la regién amida | (1660 cm™®) y Il (1552 cm-1). Estos picos se
corresponden al estiramiento del grupo CO o bien a la unién de un hidrégeno al grupo COO- del
Col | y a la sefial del grupo NH acoplada al estiramiento del grupo CN, respectivamente (Ge et al.,
2020). Ambos picos se pueden observar en el espectro de las MO Col |, aunque aparecen
ligeramente desplazados, probablemente debido a la influencia de picos del Alg, la PLLy el CS
previamente mencionados que se encuentran cercanos a esas regiones.

Se detecta también un pico alrededor de 1649 cm™ en el espectro del alginato en polvo
empleado para el recubrimiento de las microesferas (Figura 24 del anexo 7.3) que se
corresponde a un grupo carboxilo del este compuesto. Este mismo pico se detecta también en
el resto de los espectros e las MO (Figura 12), sin embargo, se observa que sufre un
desplazamiento con respecto al espectro del alginato en polvo (Figura 24 del anexo 7.3). Este
desplazamiento podria el resultado de la presencia de iones Ca?* en las microesferas (Larosa et
al., 2018), ya que se emplea CaCOs para el entrecruzamiento del alginato.

Por otro lado, se puede observar la presencia de dos picos caracteristicos de la PLL (Figura 25 del
anexo 7.3) en las longitudes de onda 1640y 1550 cm™ que se corresponden a la vibracién de las
amidas tipos | y Il, respectivamente (Mdller, 2020). En las microesferas recubiertas (todas ellas
presentan PLL tal y como se muestra en la Figura 12 y las Figuras 25, 26, 27 y 28 del anexo 7.3)
el desplazamiento del pico caracteristico del alginato presente en 1649 cm™ podria resultar,
ademas de por la presencia de iones Ca?*, por el efecto de estos picos de la PLL.

Asimismo, parece que estos dos picos caracteristicos de la PLL (1640 y 1550 cm™) aparecen en
combinacién con picos caracteristicos de otros compuestos en los espectros de todos los tipos
de microesferas recubiertas (Figura 12). Un ejemplo es el caso del espectro de la heparina (Figura
26 del anexo 7.3), donde se observa un pico caracteristico en 1645 cm™ que se corresponde a
las vibraciones de estiramiento de los grupos CO del acido urdnico (Miao et al., 2022). Este pico
parece verse desplazado en el espectro de las MO PLL/Hep debido al efecto sumado de los picos
de la PLL previamente mencionados.

Se puede apreciar un pico en 1614 cm™ en la Figura 27 del anexo 7.3 que se corresponde a la
vibracidn de estiramiento de un grupo COC del HA (Unal et al., 2020), aunque en el espectro de
las MO PLL/HA puede aparecer desplazado por el efecto de los picos de PLL y Alg presentes en
regiones colindantes.

En la Figura 12 y la Figura 24 del anexo 7.3 se puede observar un pico en 1420 cm™ que se
atribuye la vibracién de estiramientos simétricos de los grupos COO- del alginato (Zhou et al.,
2022). Asimismo, cerca de esta regidn se pueden observar diversos picos caracteristicos de la
Hep en la Figura 26 del anexo 7.3. El pico observado en 1417 cm™ se debe a la vibracién del grupo
carboxilo (COO-) y el pico en 1240 cm™ es causado por la presencia de grupos SO (Miao et al.,
2022).

Atendiendo a las MO Col |, en la Figura 28 del anexo 7.3, se observa un pico en 1241 cm™

correspondiente a la sefial del grupo NH acoplada al estiramiento del grupo CN del Col | (Ge et
al., 2020). En esta misma regidn, atendiendo a la Figura 25 del anexo 7.3, se observan los picos
caracteristicos del CS 1248/1222 y 1050 cm™ que se corresponden a las vibraciones de los grupos
SO, y CO respectivamente del CS (Miiller, 2020). El pico en 1050 cm™ del CS se encuentra
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ligeramente desplazado en las MO (Figura 12) por el efecto afiadido del pico caracteristico del
alginato que se encuentra entre 1107 y 935 cm™® (Figura 24 del anexo 7.3) y que es resultado de
la vibracién de estiramiento del grupo CO del anillo y del efecto de deformacién que presentan
los grupos CCH y CHO sobre el grupo CO (Larosa et al., 2018). A pesar desplazamiento
comentado, ambos picos caracteristicos del CS se pueden observar tanto en las MO PLL/CS como
en las MO Col | (Figura 12), demostrando asi la presencia de CS en las MO recubiertas (Mdller,
2020). En las MO Col | se observa un pico resultado de la suma de los picos caracteristicos del
Col 1 (1241 cm™) y del CS (1248/1222 cm™Y).

En la Figura 26 del anexo 7.3, se observa un pico caracteristico de la Hep en la regién 1057 cm™.
Este pico se corresponde a las vibraciones de los grupos COC (Miao et al., 2022) y se puede ver
ligeramente influenciado en el espectro de las MO PLL/Hep por la presencia del pico
caracteristico del Alg en 1050 cm™. Al igual que le sucede al pico caracteristico del HA en 1044
cm™ que se observa en la Figura 27 del anexo 7.3, el cual se corresponde con la vibracidn
asimétrica de estiramiento del grupo carboxilo (COO-) del carboxilato (Unal et al., 2020).

Finalmente, se observa un pico a la longitud de onda de 800 cm™ en la Figura 26 del anexo 7.3,
también correspondiente la Hep que se debe a las vibraciones de estiramiento COS del grupo
sulfato de la aminohexosa (Miao et al., 2022).

4.2.2. BLYSCAN

Tras el anélisis de este ensayo, se obtiene que en 1 uL de MO PLL/Hep hay depositados 203 + 53
ng de heparina. Por otro lado, 1 puL de MO PLL/CS retienen 264 * 404 ng de condroitin sulfato. A
la vista de los resultados, se puede afirmar que el procedimiento de LbL es eficiente y que sirve
para retener los polianiones (CS y Hep) en la superficie de las MO. Esta retencion se debe tanto
a las interacciones electrostaticas que se dan entre los elementos durante el proceso de LbL
como por la estabilizacién mediante enlaces covalentes del recubrimiento.

4.2.3. HIDROXIPROLINA

Los resultados de este analisis permiten detectar de forma exclusiva el coldgeno | injertado sobre
la microesfera. Esto es asi porque el coladgeno | es el Unico de los materiales que conforman las
MO Col que contiene la hidroxiprolina en su estructura.

Se observa que el control magnético (MO) proporciona una sefial diferente a 0. Esto no deberia
suceder, porque no hay hidroxiprolina en la estructura quimica del alginato. No obstante, se
atribuye a que la microesfera retiene los reactivos e interacciona de forma que da una sefal
errénea. Por eso, se opta por corregir la sefial restando a la sefial obtenida en las MO Col la sefial
de las MO. Con esta correccion se detectan, en 1 uL de MO Col |, 268 + 30 ng de colageno I. Este
resultado confirma que el recubrimiento de la microesfera por LbL con PLL/CS hace posible el
injerto de Col | sobre la PLL mediante GA.
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4.2.4. NINHIDIRNA

Para caracterizar el ultimo de los recubrimientos, se recurre a una deteccidon semi-cuantitativa.
Debido al parecido quimico entre el HA y del Alg, no es posible cuantificar el primero de forma
especifica y con buena resolucidn. Por ello se recurre a la deteccién progresiva de la PLL a través
de cuantificar sus aminas. Para ver la deposicion de las distintas capas del LbL y confirmar que
sucede, se analizan muestras con 1, 2 y 3 bicapas de LbL PLL/HA. De esta manera, se demostraria
que el LbL funciona y que se deposita una cantidad aproximada de HA.

Tras la medicidn de absorbancia de las muestras de las diferentes bicapas y de la curva patrén,
se obtiene que la cantidad de PLL en la bicapa 1 es 330172 ng por cada 1 uL de MO. Tras la
adicion de la segunda bicapa, la cantidad de PLL total en las MO es 544 + 172 ng por cada 1 plL
de MO.Y, tras la adicién de la tercera bicapa, la cantidad de PLL total es 3713 + 493 ng por cada
1 uL de MO, como se observa en la Figura 13. Asi pues, se demuestra la eficacia de la técnica LbL,
pudiendo inferir la presencia de HA en las MO funcionalizadas gracias a la constatacién de la
presencia de PLL en las mismas.
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Figura 13. Representacion de la cantidad de PLL (ng/ uL de microesferas). Se muestran las MO (1) y las
MO recubiertas con 1 bicapa (2), 2 bicapas (3) y 3 bicapas (4).

4.3.CULTIVOS CELULARES

Los cultivos celulares del presente trabajo se realizan empleando distintas condiciones para
probar las hipétesis planteadas con relacién al co-cultivo y al cultivo con el microgel. La novedad
introducida en este trabajo es el hecho de que el cultivo se desarrolla en estatico, pero en un
entorno 3D que favorece la proliferacion.

Atendiendo a los resultados obtenidos, se concluye que la mejor condicién de co-cultivo es el
cultivo indirecto ya que es, ademds el mas facil de manejar. Se ha visto también que las
condiciones que mas efectos positivos presentan en cuanto a proliferacién y viabilidad celular
de las MMCs son las condiciones COW y MCR, probablemente debido al efecto positivo de los
elementos en la MEC y los factores solubles intercambiados entre las MMCs y las hMSCs.
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4.3.1. CO-CULTIVO SIN MICROGEL

El co-cultivo celular inicial se realiza considerando tres condiciones distintas, todas ellas sin
microgel para observar el efecto individual del co-cultivo. Por un lado, se introduce el pellet de
hMSCs en el interior del micropocillo (condicién DIR) y por el otro se introduce el pellet de hMSCs
fuera del constructo de agarosa (condicion COX). Con ello se pretende evaluar cudl de las dos
condiciones de co-cultivo, directa o indirecta respectivamente, representa la opcion dptima para
su posterior desarrollo, tanto a nivel de ejecucién como a nivel de respuesta celular (viabilidad y
proliferacién).

Por un lado, en el ensayo MTS (Figura 14) se comprueba el nimero de MMCs de cada una de las
condiciones en los dias 3y 7 (D3 y D7, respectivamente) del cultivo celular. Atendiendo a los
resultados del MTS D3, se puede observar claramente que el nimero de MMCs es mayor en la
condicion COX, seguido por la condicidn DIR y con la condicién CTRL presentando el menor
numero de células. Este resultado concuerda con lo esperado puesto que se ha visto que la
interaccidén indirecta que se da entre las hMSCs y las MMCs mediante factores solubles favorece
la proliferacion celular (Klamer & Voermans, 2014). En cuanto a la condicidn DIR, aunque la
interaccién mediada por factores solubles favorece la proliferacion (como sucede en COX), se ha
visto que la interaccidn directa entre ambos tipos celulares provoca el arresto de las MMCs en
fases no proliferativas del ciclo celular (Nefedova et al., 2003), como GO o G1. Este efecto de la
interaccién directa podria estar contrarrestando el efecto de la interaccién indirecta, provocando
una menor proliferacion celular como se observa en la gréfica. Cabe destacar que, aunque no se
encuentran diferencias estadisticamente significativas entre las condiciones COX y DIR en el MTS
D3, si que se puede hablar de la existencia de diferencias significativas entre el monocultivo
(CTRL) y el co-cultivo (COX y DIR).
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Figura 14. Ensayo MTS de proliferacion de MMCs a 3 y 7 dias en las condiciones CTRL, DIR y COX.

No obstante, al avanzar el cultivo en el tiempo, se puede constatar que la tendencia observada
en el ensayo a dia 3 no se mantiene, sino que el nimero de células disminuye con respecto a lo
visto anteriormente en todas las condiciones. Esto podria deberse a un error experimental que
puede haber provocado un déficit de oxigeno prolongado, provocando un aumento de la muerte
celular.
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En relacidn a las pruebas de citometria de flujo, se quiere destacar que se aprovecha para
comprobar si la forma de recoger las muestras deja o no hMSCs en el supuesto sobrenadante
exclusivo de MMCs en el caso DIR. Para ello, como se ha comentado en materiales y métodos,
se afiaden marcadores de superficie especificos de ambos y se analiza su presencia en la muestra
(tanto de ciclo como de apoptosis) tal y como se indica en el apartado 7.4.3 de anexos. Como el
porcentaje de hMSCs no es superior al 5% del total de la muestra en ambos casos y en todos los
tiempos, se puede asumir que el resultado del ensayo es representativo de lo que sucede en
cuanto a viabilidad y proliferacién con las MMCs y los resultados de MTS son correctos, asi como
las conclusiones extraidas en las muestras de citometria de flujo.

De hecho, en la prueba de ciclo celular, se observa el porcentaje de MMCs en cada una de las
fases del ciclo celular. Es posible cuantificar el porcentaje de la muestra que estd en fases
proliferativas (fases G2, M y S) y, por otra, cuantificar cuantas células estan en fases no
proliferativas (GO y G1) (Israels & lIsraels, 2000). En este trabajo se opta por representar
Unicamente el porcentaje de muestra en la fase proliferativa, como se observa en la Figura 15A.
Respecto al ensayo de apoptosis, se representa exclusivamente el porcentaje de células viables
(anexina y propidio negativas) ya que debe haber algun problema con el protocolo empleado y
la diferenciacidn de las apoptéticas de las muertas ha sido una tarea compleja (Figura 15B).
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Figura 15. A) Ensayo de ciclo celular (proliferacién celular) de MMCs realizado a dias 3y 7 en las
condiciones CTRL, DIR y COX. B) Ensayo de apoptosis (viabilidad celular) de MMCs realizado a dias 3y 7
en las condiciones CTRL, DIR y COX.

El andlisis del ciclo celular (Figura 15A) concuerda con los valores de MTS observados a 3 dias
(Figura 14). Un mayor estado proliferativo celular se traduciria en un mayor nimero de células
detectadas en el MTS (Figura 14). De hecho, la distribucién de valores en las condiciones
(COX>DIR>CTRL) también coincide con los porcentajes de células viables como se observa en la
figura (Figura 15B). Esto implica que, a 3 dias, la plataforma mantiene a las células y el co-cultivo
tiene un efecto en el desarrollo de las MMCs.

Sin embargo, la viabilidad cae drasticamente a dia 7. Estos valores concuerdan con lo visto en el
MTS, por lo que igual el fallo en el trabajo experimental del que se hablaba previamente no
afecta tanto a los resultados como se pensaba. Esto lleva a considerar que los malos resultados
de viabilidad y proliferacién a dia 7 podrian deberse a una saturacién de la plataforma de cultivo
o bien por falta espacio o bien por una falta de nutrientes. Otra posible hipdtesis que se plantea
es que, al haber el doble de células como minimo en los pocillos de co-cultivo, la caida de casi la
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mitad de la poblacién en ambas se dé por el hecho de haber consumido demasiado rapido los
recursos (pese a que CTRL también cae, pero no de una forma tan abrupta). A pesar de los
resultados negativos tras una semana, se pueden observar diferencias significativas en las fases
proliferativas entre el monocultivo y el co-cultivo indirecto (Figura 15A). En viabilidad las
diferencias parecen menos claras, aunque concuerda el mejor valor de COX con el mayor
porcentaje de células proliferativas.

A la vista de los resultados y de la ejecucién, se opta por continuar con el método de co-cultivo
indirecto (COX), que presenta los mejores datos de viabilidad. Se cree que el motivo por el que
el co-cultivo directo (DIR) presenta una menor viabilidad que la condicidn indirecta es que el
contacto directo entre células lleva a un arresto del ciclo celular en fases no proliferativas
(Nefedova et al., 2003).

Por otro lado, cabe destacar la caida dréstica de la viabilidad y proliferacién a D7 mencionada
previamente. Las hipdtesis expuestas sobre el motivo de esta disminucidn se probaran
afiadiendo un punto mas en la curva de MTS (a dia 5). Este punto permitiria ver si hay un pico en
la proliferacion que cae por falta de nutrientes o si se da un estancamiento debido a la saturacién
de la plataforma. Ademads, se afiadird un cambio de medio cada dos dias en lugar de cada 3,
aunque eso disminuya probablemente el factor del co-cultivo indirecto por la pérdida mas rapida
de los factores solubles (que se eliminan con el medio) ya que se considera que es mas relevante
aportarles a todas las células los nutrientes.

4.3.2. CO-CULTIVO CON MICROGEL

El presente co-cultivo se realiza de manera indirecta introduciendo la variable de los microgeles
con los distintos tipos de funcionalizaciones para constatar el efecto de los mismos sobre la
proliferaciéon y viabilidad de las MMCs. Para ello se emplea la condicién de control (CTRL); una
condicidn sin co-cultivo, donde solo se estudia el efecto de las MO funcionalizadas (MCR) y dos
condiciones de co-cultivo, una sin microgel (COX, ya incluida en el cultivo anterior) y una con el
microgel (COW). Lo que se observa con este cultivo concuerda con lo visto sin el microgel, y
confirma la hipétesis de que los diferentes elementos de la MEC contribuyen a una mayor
proliferacion celular. En este co-cultivo, se mantiene la frecuencia de cambio de medio del co-
cultivo anterior pese a la hipdtesis desarrollada en vista de los resultados del mismo ya que se
quiere comprobar si los efectos observados son realmente debidos una falta de nutrientes o
saturacion de la plataforma y no a errores humanos durante el experimento.
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Figura 16. MTS de proliferacion de MMCs a 3 y 7 dias en las condiciones CTRL, MCR, COX y COW.

Respecto a los resultados de proliferacion celular (Figura 16), lo primero que se destaca es que
la condicion COX presenta la misma tendencia que en el cultivo anterior: un aumento
incrementado (con respecto a CTRL) del nimero de MMCs a 3 dias y una caida a 7 dias. Esta
disminucién de la proliferacion hace que se descarte que los resultados del co-cultivo anterior
sean debidos al error humano en la manipulacidon de muestras. Atendiendo a las condiciones
MCRy COW del ensayo MTS (Figura 16) también se puede observar que los microgeles presentan
un impacto positivo sobre el nUmero de MMCs tanto a D3, pero que la proliferacion se paray el
numero de MMCs se mantiene a D7. La similitud entre el co-cultivo y la ausencia de este parece
indicar que el microgel posee un efecto mucho mayor al esperado, enmascarando el efecto del
co-cultivo. Por ultimo, hay que subrayar que en este cultivo la condicién CTRL aumenta
ligeramente la proliferacién entre 3 y 7 dias, lo que es diferente a lo sucedido previamente.

Teniendo en cuenta todo lo comentado, toman fuerza las hipdtesis de la falta de nutrientes
(muerte en COX) o la saturacion de la plataforma (MCR y COW) a 7 dias de cultivo. Es por esta
razén por la que las muestras afiadidas en este segundo co-cultivo diferentes al anterior (COW y
MCR) se repetiran junto con las de CTRL, DIR y COX en un nuevo cultivo y se ensayara el MTS a
3,5y 7 dias. Ademas, se cambiara el medio cada 2 dias porque, de nuevo, se prefiere perder
ligeramente el efecto del co-cultivo a no poder comprender al completo el funcionamiento de la
plataforma.
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Figura 17. A) Ensayo de ciclo celular (proliferacién celular) de MMCs realizado a dias 3y 7 en las
condiciones CTRL, MCR, COX y COW. B) Ensayo de apoptosis (viabilidad celular) de MMCs realizado a dias
3y 7 en las condiciones CTRL, MCR, COX'y COW.

Respecto a los resultados de ciclo celular, se puede ver en la FIG 17A que se perdieron las
muestras de la condicién COW a dia 3. La causa de esto es que parecen haber sido afiadidas, por
error, a las muestras de apoptosis de la misma condicidn. Es por este motivo que el ensayo a D3
serd repetido en un cultivo posterior, confirmando los resultados previos y afiadiendo el dato
sobre el co-cultivo con microgel (COW). Teniendo esto en cuenta, se puede observar en la Figura
17A que el porcentaje de células que se encuentran en fases proliferativas del ciclo celular
disminuye con el tiempo (desde el D3 hasta el D7) para casi todas las condiciones, lo cual podria
deberse a los motivos ya mencionados. La Unica condicién que mantiene un nimero de MMCs
estable pero que no aumenta, es MCR, lo cual podria reforzar la idea de que la adicién de las MO
funcionalizadas presenta efectos positivos sobre las células tumorales y es esencial si el objetivo
en un futuro es mantener o incrementar biopsias de pacientes en esta plataforma. Destacar
también que, debido a la variedad de resultados obtenidos en el ensayo de ciclo celular a D7
(Figura 17A), no es posible obtener ninguna conclusion clara en relacién a como cada condicion
afecta a las fases del ciclo celular de las MMCs a tiempos mas largos.

Finalmente, en cuanto al ensayo de apoptosis (Figura 17B), las células con una menor viabilidad
a D3 son las de la condiciéon COW, lo cual no concuerda con el resto de resultados obtenidos
hasta el momento. Ademads, a D7 la condicién MCR es la Unica que mantiene un porcentaje de
viabilidad estable con respecto al D3; sin embargo, se esperaria que la viabilidad se mantuviera
también en la condicién COW, como se observa que sucede en los resultados del ensayo MTS a
D7 (Figura 16). Esto podria deberse, de nuevo, a los motivos previamente expuestos (saturacion
de la plataforma o falta de nutrientes). Por ello, dichos motivos se comprobaran en el siguiente
co-cultivo.

4.3.3. CO-CULTIVO CON Y SIN MICROGEL

Como se ha comentado en los dos cultivos previos, se decide realizar un nuevo cultivo incluyendo
todas las condiciones planteadas (CTRL, MCR, DIR, COX y COW). En ese cultivo se repite de nuevo
el ensayo MTS a D3 y D7 y, ademas, se afiade un ensayo MTS a D5 para comprobar si los
resultados de baja viabilidad y proliferaciéon a D7 obtenidos previamente se deben a la saturacion
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de la plataforma. Ademas, se aumenta la frecuencia del cambio de medio reduciéndolo de cada
3 dias (como se habia realizado en los cultivos anteriores) a cada 2 dias, para comprobar si la
falta de nutrientes pudiera ser la causa de la reduccién de la viabilidad y proliferacién. Por otro
lado, se opta por repetir el ensayo de ciclo celular a D3 para subsanar la pérdida de las muestras
de la condicién COW.

Atendiendo al ensayo celular MTS (Figura 18) se puede observar que, en casi todas las
condiciones, el nimero de células aumenta a medida que transcurren los dias. La excepcion son
las condiciones DIR y COX que parece que quedan estancadas tras el D5, manteniendo el mismo
nimero de MMCs hasta el D7. Aun con todo, la tendencia parece haber cambiado con respecto
a los cultivos anteriores ya que, en ningun caso, el nimero de células es menor a D7 que a D3.
Esto podria estar indicando que aquello que impedia la progresidn del cultivo no era la saturacion
de la plataforma sino la falta de nutrientes para tal cantidad de células y, por lo tanto, la solucién
seria realizar el cambio de medio cada dos dias en lugar de cada tres.
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Figura 18. Ensayo MTS de proliferacion de MMCs a 3, 5y 7 dias en las condiciones CTRL, MCR, DIR, COX y
cow.

Es especialmente interesante comprobar que, a D3, solo existen diferencias significativas entre
las condiciones CTRL y DIR vy, sin embargo, a D5, CTRL se diferencia significativamente del resto
de condiciones, demostrando asi el efecto positivo tanto del microgel como del co-cultivo con
hMSCs sobre la proliferacion de las MMCs. Se vuelve a constatar, en este caso, que la presencia
del microgel parece ser crucial para el cultivo de las MMCs como se observa en las condiciones
MCR y COW. Ambas presentan diferencias estadisticamente significativas con el resto de
condiciones a D7 (Figura 18), sin embargo, no las presentan entre ellas, sugiriendo, una vez mas,
que el efecto del microgel puede estar enmascarando el efecto del co-cultivo.
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A D7 también se observan diferencias significativas entre las diversas de las condiciones; ademas,
se constata que las condiciones MCR y COW son las que presentan una mayor proliferacién
celular (ya que presentan un nimero de células mayor) y DIR y COX las que presentan una menor
proliferacion. Por otro lado, no existen diferencias estadisticamente significativas entre las
condiciones CTRL y COX a D7. De toda esta informacidn, se podria concluir que el efecto del
microgel y del microgel combinado con el co-cultivo lleva a aumentar en gran medida la
proliferacion de las MMCs, siendo estos dos elementos clave. Por otro lado, se observa que el
co-cultivo directo queda estancado en valores de nimero de MMCs alrededor de 400000 células
ya que practicamente no varia entre los dias 3 y 7. Esto podria deberse al arresto de las MMCs
en fases no proliferativas del ciclo celular a causa del contacto directo de las MMCs con las
hMSCs, tal y como se ha mencionado previamente.

Destacar también que a la condicion COW (Figura 18) es la Unica en que presenta diferencias
estadisticamente significativas entre los dias 5 y 7 (aunque todas las condiciones presentan
diferencias significativas entre los dias 3 y 5), reforzando asi la hipdtesis de que es una de las
mejores condiciones de cultivo, puesto que favorece en gran medida la proliferacidn y viabilidad
celular de las MMCs.
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Figura 19. Ensayo de ciclo celular (proliferacion celular) de MMCs realizado a dia 3 en las condiciones
CTRL, MCR, DIR, COX'y COW.

Por su parte, el ensayo de ciclo celular a D3 (Figura 19) muestra que existen diferencias
significativas con respecto al porcentaje de células en fases proliferativas entre la condicién CTRL
y el resto de condiciones, excepto con la condicién COX. En cambio, se observan diferencias
significativas entre las condiciones MCR frente a DIR y COX y entre COX y COW, esto podria
sugerir que el co-cultivo indirecto por si solo no tiene un gran efecto positivo en la proliferacion,
pero, combinado con el microgel e, incluso, la accidn del microgel por si mismo, afectan
positivamente a la proliferaciéon de las MMCs, reforzando, una vez mas, esta teoria (Klamer &
Voermans, 2014).
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Se concluye, tras el analisis de este co-cultivo, que el aumento de la frecuencia del cambio de

medio a 2 dias es necesario ya que, a diferencia de los cultivos previos, la viabilidad celular

aumenta paulatinamente desde el D3 hasta el D7 en todas las condiciones. También se concluye,

en vista a los resultados de estos cultivos, que las mejores condiciones para el cultivo de las
MMCs con la condiciones MCR y COW.

5. CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

9)

La fabricacién de microesferas de alginato al 1,5% p/v y con un 5% p/pag de
nanoparticulas de hierro puede realizarse empleando la microfluidica, puesto que se
obtienen microesferas con una distribucion estrecha de diametros y la dispersién de las
nanoparticulas magnéticas en su interior es homogénea.

El método LbL es un método eficaz para la funcionalizacidn de la microesfera de alginato
ya que se consigue la retencién de los polielectrolitos que representan la ECM. De hecho,
puede realizarse con 3 pares diferentes de polielectrolitos de forma exitosa.

Se puede injertar colageno sobre la superficie previamente funcionalizada con PLL de la
microesfera de alginato empleando el entrecruzamiento covalente del glutaraldehido.
Podria cambiarse la precapa previa o el protocolo para conseguir un mayor grado de
injerto de coldgeno sobre la superficie.

El co-cultivo indirecto es la aproximacién elegida para posteriores ensayos ya que su
manejo es mas simple y parece que tiene mejores efectos sobre las MMCs, ya que el
contacto directo entre MMCs y hMSCs produce arresto del ciclo celular en fases no
proliferativas.

El microgel tiene efecto positivo sobre la viabilidad y proliferacion celular y parece ser
clave en el cultivo de las MMCs independientemente del efecto del co-cultivo.

Parece ser que el efecto del co-cultivo indirecto puede estar siendo enmascarado por el
efecto positivo el microgel sobre las MMCs.

La proporcion 1:1 MMCs:hMSCs ya estaba establecida en el grupo de investigacién
aunque en adelante podria considerarse aumentar el nimero de las hMSCs o disminuir
las MMCs para paliar el efecto de enmascaramiento que tiene el microgel sobre el co-
cultivo.

De igual forma, la cantidad de células en el pocillo obliga a realizar cambios de medio
mas frecuentes, que podrian enmascarar el efecto del co-cultivo. Cambiar los numeros
de células de partida parece una buena solucion.

MCR y COW son las condiciones de cultivo que presentan los mejores resultados de
viabilidad y proliferacién, por lo que de cara a validar la plataforma en un futuro se
emplearan solo estas dos condiciones tanto con otras lineas celulares como con células
de pacientes.
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7. ANEXO
7.1.OBJETIVOS DEL DESARROLLO SOSTENIBLE (ODS)
Relacidn del trabajo con los Objetivos del Desarrollo Sostenible de la agenda 2030.

Tabla 1. Relacion del presente trabajo con los Objetivos del Desarrollo Sostenible (ODS) de la agenda
2030.

Objetivos de Desarrollo Sostenibles Alto | Medio | Bajo | No procede
ODS 1. Fin de la pobreza. X

ODS 2. Hambre cero. X
ODS 3. Salud y bienestar. X
ODS 4. Educacidn de calidad.
ODS 5. Igualdad de género.

ODS 6. Agua limpia y saneamiento.

ODS 7. Energia asequible y no contaminante.

ODS 8. Trabajo decente y crecimiento
econdémico.

ODS 9. Industria, innovacién e X
infraestructuras.

ODS 10. Reduccién de las desigualdades.

ODS 11. Ciudades y comunidades sostenibles.

ODS 12. Produccion y consumo responsable.

ODS 13. Accioén por el clima.
ODS 14. Vida submarina.

ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres.

ODS 16. Paz, justicia e instituciones soélidas.

X XX X[ X[X[X|X]| X| X[X|X|X|X

ODS 17. Alianzas para lograr objetivos.

El presente trabajo cumple con los ODS 3. Salud y bienestar y 9. Industria, innovacion e
infraestructuras.

En este trabajo se busca desarrollar una plataforma de cultivo 3D para mieloma multiple que
mimetice el nicho donde se desarrolla la neoplasia con el objetivo ultimo del testeo de farmacos
en células de pacientes. De esta manera, se relaciona directamente con el ODS 3) salud y
bienestar. Por otro lado, se busca la optimizaciéon y estandarizacién del desarrollo de la
plataforma de cultivo de manera que se pueda comercializar en un futuro, y es por ello por lo
gue cumple la ODS 9) en un grado medio, puesto que aln es necesario realizar ajustes a la
plataforma antes de su llegada al mercado.
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7.2.IMAGENES DE MICROSCOPIA OPTICA COMPLEMENTARIAS

Figura 20. Imagen de microscopia dptica de las MO con LbL PLL/CS a una escala de 100 um.

Figura 21. Imagen de microscopia dptica de las MO con LbL PLL/Hep a una escala de 100 um.
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Figura 23. Imagen de microscopia de las MO con LbL Col | a una escala de 100 um.
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7.3.FIGURAS COMPLEMENTARIAS AL ANALISIS FTIR
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Figura 24. Espectro de FTIR del alginato y de las MO no funcionalizadas.
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Figura 25. Espectro de FTIR del Alg, PLL, CS y de las MO PLL/CS.
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Figura 27. Espectro de FTIR del Alg, PLL, CS y de las MO PLL/HA.
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Figura 28. Espectro de FTIR del Alg, PLL, CS y de las MO Col I.

No se tiene un espectro del coldgeno puro, puesto que en el CBIT no se dispone del compuesto
en polvo.
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7.4. ANALISIS DE LOS DATOS DE CICLO CELULAR Y APOPTOSIS
7.4.1. CICLO CELULAR

Para el andlisis de ciclo celular, se siguen los pasos que se muestran en la Figura 29. En primer
lugar, se genera un DotPlot representando el pico del yoduro de propidio frente a la altura y se
dibuja una regidn que se corresponde con las células y se descarta el debris. A continuacidn, se
genera un histograma y se muestran tan solo los datos correspondientes a las células para
delimitar las regiones de las poblaciones celulares en fases GO/G1, Sy G2/M. Finalmente se crea
una lista que recopile los diferentes porcentajes de cada poblacién.
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Statistics (3
Events | % of Vis
all events | 18.209 | 100,00
G2/M 4.226 23,21
s 3.058 | 16,79
G0/G1 10.915 | 59,94
StatList (5) /A
All events: Events | GO/G1: % of Vis | S: % of Vis [ G2/M: % of Vis
MCR_Tube_003.fcs_enor | 0 Meul NeulN Neul
COW_Tube_001.fcs 15.209 59,94 16,79 23,21

Figura 29. Andlisis de los datos de ciclo celular con el software Flowing. Se muestra en morado los datos
que se corresponden a las células.
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Figura 30. Detalle del DotPlot obtenido al representar los datos de ciclo celular. Se muestra la region de
correspondiente a las células y, dentro de esta, las fases GO/G1 en morado, S granate y G2/M azul.
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7.4.2. APOPTOSIS

Para el andlisis de los datos de apoptosis se siguen los pasos de la Figura 31. En primer lugar, se
genera un DotPlot donde se representa Side Scatter vs. Forward donde se crea una regién que
comprende las células y se descarta el debris. Se genera un nuevo DotPlot (altura vs. area)
representando Unicamente las células y se seleccionan los singletes mediante el dibujo de una
regién, descartando asi los posibles dobletes. Se unen los dos eventos generados en ambos
dotplots (células y singletes) y se representan en un nuevo DotPlot del 4rea del pico de Anexina
V frente a la altura, donde se delimitan 3 regiones correspondientes a las 3 poblaciones celulares
(células y singletes, muertas y apoptodticas) segun si son Pl+, Pl-, Anexina V+ o Anexina-.
Finalmente, se crea una tabla que recoge los datos obtenidos del analisis que se transfieren a
una hoja Excel para su andlisis.
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Statistics (10) t
Events | % of Wis
all events 31.234 | 100,00
singletes y celulas 31.234 | 100,00

Vivas AND singletes y celulas | 15.762 | 50,46

StatList (11)
[ | singletes y celulas: Events | Vivas AND singletes y celulas: % of Vis |
[ CTRLRPMI_Tube_001 fcs | 31.234 | 50,46

Figura 31. Andlisis de los datos de apoptosis con el software Flowing. Se muestran en morado los datos
que se corresponden a las células apoptdticas; en azul los correspondientes a las células vivas que sean
singletes y en granate las muertas.
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7.4.3. PORCENTAJE DE MMCs EN LAS MUESTRAS DEL CULTIVO

Para constatar que el porcentaje de hMSCs en las muestras de los cultivos celulares no supera el
5% de la muestra, se realiza el analisis que se muestra en la Figura 32. En primer lugar, se genera
un DotPlot representando Side Scatter vs. Forward donde se crea una regién que delimita las
células y se descarta el debris. Se genera un nuevo DotPlot Pl vs. Anexina V donde se muestren
todos los eventos, y se crea una nueva region que comprenda las células vivas. A continuacién,
se crea un nuevo DotPlot (marcadores CD73 vs. CD138) conectado al primero donde se muestren
tan solo eventos que sean células y que estén vivas y se crea una region correspondiente a las

n o u A

MMCs. Tras ello, se muestran los eventos que cumplen los requisitos “células”, “cé

ulas vivas” y
“MMCs” de color azul. En una StatList se recogen los % de MMCs de cada muestra, comprobando
gue en ninguna de ellas el porcentaje de MMCs sea menor a un 95%, lo que indica que menos
de un 5% de las células de la muestra son hMSCs.
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Statistics (4)

Events | % of Wis

& All events 12.900 | 100,00
< Céliulas AND Células vivas 12.300 | 100,00
MMCs 12.802 | 99,24

Céliulas AND Células vivas AND MMCs | 12.802 | 99,24
—

Figura 32. Andlisis del % de cada tipo celular (MMCs y hMSCs) en las muestras de apoptosis y ciclo
celular.
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