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1. RESUMEN Y PALABRAS CLAVE
RESUMEN

En el presente trabajo Fin de Grado se ha llevado a cabo la preparaciéon de
esferoides de células madre mesenquimales, capaces de diferenciarse a
condrocitos, para la regeneracion de cartilago en lesiones difusas. Asimismo, se
ha puesto a punto un método de recubrimiento superficial, Layer-by-Layer, con
polimeros tipo elastina, que permitira un posterior recubrimiento de los
esferoides con objeto de hacerlos mas estables y robustos. Otro aspecto
abordado en este trabajo fue el disefio y produccién de un recombinamero tipo
elastina (ELR) con una secuencia de adhesién a coladgeno tipo II, uno de los
componentes principales de la matriz extracelular del cartilago, que permitira la
union especifica al cartilago articular del esferoide recubierto con este
biopolimero.

De entre las técnicas utilizadas para la preparacion de esferoides, se ha utilizado
la técnica de “Liquid Overlay” basada en el autoensamblado de las células al no
poder adherirse al sustrato donde son sembradas. De esta manera, se han
obtenido esferoides de tamafios diferentes en funciéon de la concentraciéon de
células de partida utilizada.

Como método de recubrimiento de los esferoides se podra utilizar la tecnologia
Layer By Layer, por lo que se ha llevado a cabo en este trabajo la optimizacion
de dicha tecnologia en modelos esféricos y en superficies planas. De entre las
interacciones para formar las bicapas de LbL, se ha elegido la conocida “Quimica
Click”, por union entre grupos azido y grupos ciclooctinilo, por lo que se ha
llevado a cabo la preparacién de los polimeros tipo elastina modificados
quimicamente, respectivamente, con dichos grupos funcionales.

Asimismo, se ha llevado a cabo la modificaciéon quimica de los polimeros tipo
elastina para su marcaje con grupos fluor6foros, lo que nos ha permitido analizar
la viabilidad de las etapas de recubrimiento y, de esta manera, optimizar el
método de recubrimiento de las superficies mediante la técnica LbL.

En este trabajo, por tanto, se han preparado los esferoides y optimizado el
método de recubrimiento LbL, poniendo asi las bases para la investigacion
posterior conducente a la obtencién de dichos esferoides recubiertos con los
polimeros tipo elastina para su aplicacion posterior en la regeneracion de
cartilago.

PALABRAS CLAVES

Recombinameros tipo elastina, esferoides, “Quimica Click”, Layer By Layer,
células mesenquimales
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ABSTRACT

The present project has carried out the formation of spheroids from
mesenchymal stem cells which are capable of differentiating into chondrocytes,
for the regeneration of cartilage in diffuse lesions. Moreover, it has been
optimized a surface coating method, Layer-by-Layer, using elastin
recombinamers which will allow us a subsequent coating of the spheroids in
order to make them more stable and robust. The design and production of an
elastin-like recombinamer (ELR) with an adhesion sequence to type II collagen,
which is one of the main components of the extracellular matrix of cartilage, will
allow specific binding of the spheroid coated with this biopolymer to the
articular cartilage.

Among the techniques used for the preparation of the spheroids, the “Liquid
Overlay Technique” has been used based on the cells’ ability of self-assembly
since they cannot stick to the substrate where they are seeded. In this way,
spheroids of different sizes have been obtained. depending on the starting cell
concentration used.

Layer By Layer technology can be used as a coating method for the spheroids,
which is why in this project the optimization of this technology has been carried
out in spherical models and on flat surfaces. Among the interactions to form the
LbL bilayers, the well-known “Click Chemistry” has been chosen, due to the
junction between azido groups and cyclooctyne groups, for which the
preparation of chemically modified elastin-type polymers has been carried out,
respectively, with these functional groups.

Likewise, the chemical modification of the elastin-type polymers has been
carried out for their labeling with fluorophores, which has allowed us to analyze
the viability of the coating stages and, in this way, optimize the method of coating
the surfaces using the LbL technique.

Therefore, in this project the spheroids have been prepared and the LbL coating
method has been optimized, laying the foundations for future research leading
to the obtaining of these spheroids coated with elastin-type polymers for their
subsequent application in cartilage regeneration.

KEYWORDS

Elastin-type recombinamer, spheroids, “Click Chemistry”, Layer By Layer, mesenchymal
stem cells.
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2. OBJETIVOS

Este Trabajo Fin de Grado forma parte de la investigacién llevada a cabo en el grupo
de investigacion Bioforge encaminada a la regeneracién de cartilago en lesiones
difusas. El objetivo general de este TFG se centra en la regeneracion de cartilago
mediante la utilizaciéon de esferoides de células madre mesenquimales, por su
capacidad de diferenciarse a condrocitos, y el posterior recubrimiento de estos
esferoides con biopolimeros recombinantes tipo elastina (ELRs) disefiados para la
union especifica al cartilago articular. Este recubrimiento superficial posterior con
polimeros tipo elastina se realiza con el fin de hacerlos estables y robustos vy,
ademas, capaces de dirigirse al cartilago debido a la introduccién de una secuencia
de adhesion a colageno tipo Il en la estructura del biopolimero.

El objetivo especifico de este TFG es la optimizacién de la tecnologia “Layer By
Layer” ya que es el método elegido para el recubrimiento de la superficie de los
esferoides y que utiliza polimeros tipo elastina en las diferentes capas unidas
covalentemente mediante “Quimica Click”.

Como consecuencia de la eleccién de la “Quimica Click” como protagonista de las
interacciones quimicas necesarias para la formaciéon de las “bicapas”, nuestro
objetivo especifico en este TFG fue la preparaciéon de los polimeros tipo elastina
modificados quimicamente para portar sendos grupos azido y ciclooctinilo,
respectivamente.
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3. INTRODUCCION
3.1 REGENERACION DE CARTILAGO

Cartilago

El cartilago es un tejido que recubre y protege los extremos de los huesos en las
articulaciones y, ademas, da forma a algunas estructuras como las orejas o la nariz.
(Figura 1)

Las principales funciones del cartilago son: proporcionar una superficie de baja
friccion facilitando el movimiento entre huesos y evitando rozamientos; y actuar
como amortiguador de choques. [1]

Las lesiones de cartilago suelen producirse por un traumatismo, desgaste por
rozamiento y sobrecarga y enfermedades autoinmunes. Este tejido, a diferencia del
resto, no es capaz de regenerarse debido a la carencia de vasos sanguineos, linfaticos
y nervios. [1]

Articulacion
sana

Articulacion
danada

Figura 1. Diferencia entre articulacién sana y articulacién dafiada

La matriz extracelular (MEC) es una compleja red de componentes que se encuentra
rodeando a las células de los distintos tejidos. Su composicién varia en funcién del
tejido e incluso dentro del mismo tejido pueden darse pequefias variaciones.

El tejido cartilaginoso se divide en 3 tipos dependiendo de la composicién de la MEC:
hialino, elastico y fibroso. El cartilago articular es un tipo especial de cartilago
hialino que se encuentra alrededor de las articulaciones y es en el que nos vamos a
centrar en este trabajo.[1]

La MEC del cartilago posee funciones como: actuar como soporte de las células

inmersas en ella y regular procesos celulares incluyendo crecimiento,
diferenciacion, migracion, homeostasis y morfogénesis. [2]
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Composicidén de la matriz extracelular (MEC)
La MEC del cartilago articular estd formado por agua, coldgeno, proteoglicanos,
condrocitos y elastina, entre otros. (Figura 2)

- Colageno: es la proteina mas abundante de la MEC y tiene distintos tipos de
entre los cuales el tipo II es el mas abundante y forma una gran estructura de
red junto con otros tipos de colageno.

- Condrocitos: son células especializadas cuya funciéon es elaborar los
componentes de la matriz extracelular del cartilago y, en un adulto,
constituyen aproximadamente el 1% del volumen total de la matriz.

- Proteoglicanos: estdn formados por una parte proteica y por uno o varios
glucosaminoglicanos. Los producen los condrocitos y lo secretan a la matriz.
Las concentraciones de estas moléculas disminuyen en funcién de la edad,
lesiones o enfermedades debido a un progresivo deterioro de la matriz. [2],

[3]

Espacio
Fibra articular
coldgena

Condrocito

Proteoglicano Glicosaminoglicano

Matriz del
cartilago

Coldgeno Acido hialurénico

Figura 2. Composicién de la matriz extracelular del cartilago

La distinta proporcion de los componentes de la matriz determina las propiedades
de dicha MEC y, por tanto, del tejido.

Regeneracién de cartilago

La regeneracidon de cartilago consiste en la formacion de tejido nuevo que sea
indistinguible del tejido original. Por lo general, todos los tejidos poseen una cascada
de procesos que los lleva a reparar el tejido dafiado por nuevo tejido igual que el que
se habia dafiado. Sin embargo, el cartilago es un tejido avascular, por lo que todos
los nutrientes o moléculas necesarias para la regeneracién de tejido, que
habitualmente llegan a través de la sangre, en este tejido no estan accesibles. Esto
hace que este tejido tenga una capacidad de reparaciéon muy baja.

Existen dos posibles clasificaciones de las lesiones de cartilago:

La primera permite agrupar las lesiones segin la composicidn de tejido que se ve
afectado:[1]
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- Lesion en la que se ve afectada la MEC, pero no se dafian las células. Si la
lesion es pequena y la pérdida de componentes es menor que la capacidad de
los condrocitos de producirlos, se podra recuperar el cartilago.

- Lesion que destruye la MEC y parte de las células. La reparacion en este caso
depende de numerosos factores como la profundidad del dafio, el tamaiio, la
edad o el trauma, entre otros.

La segunda depende de la proporcién de tejido cartilaginoso dafiado: [4], [5]

- Lesion local: es aquella que esta localizada en un area concreta del cartilago
y que no se ha extendido, es decir, hay zonas del tejido cartilaginoso que
permanecen sanas.

- Lesion difusa: se considera difusa cuando la zona de lesién no se limita a una
zona en especifico. Pueden estar afectadas muchas areas o todo el tejido
cartilaginoso.

Las lesiones difusas son mas dificiles de tratar ya que en muchas ocasiones, como la
osteoartritis, presentan un cartilago totalmente dafiado, por lo que las técnicas
existentes para lesiones localizadas no son lo suficientemente eficientes. La
reparacion del cartilago depende en gran medida de la cantidad de tejido sano que
rodea a la lesion. En una lesion difusa la cantidad de cartilago sano es muy pequeia
o inexistente por lo que resulta un gran reto su reparacion, y las convierte en un
importante desafio en la investigacion. [5]

Existen numerosos tratamientos quirdrgicos entre ellos podemos destacar: la
mosaicoplastia, consistente en reparar la lesion con cartilago de otra parte del
cuerpo; los implantes de fibras de carbono que acttian como scaffolds para dirigir la
regeneracion de cartilago; los grafts pericondriales para tratar la lesidn; la
osteotomia que consiste en redistribuir quirirgicamente las cargas suportadas por
la articulacion reduciendo asi la degeneracion del cartilago; o los autoimplantes de
condrocitos consiste en coger una pequeila pieza de cartilago de una zona de la
articulaciéon que no soporte mucho peso y ponerlo donde esta el defecto. [1]

Como se muestra en la Figura 3, entre los tratamientos de regeneracion de cartilago
destacan las terapias clinicas y las terapias basadas en la utilizacion de células madre
mesenquimales (MSCs). Las células madre mesenquimales son un tipo celular que
se encuentran en numerosos tejidos del cuerpo humano. Son células multipotentes,
por lo que se pueden diferenciar a distintos tipos celulares, entre ellas a células
6seas y cartilaginosas. Las MSCs son muy utilizadas en medicina regenerativa y
terapias celulares gracias a su importante capacidad de autorrenovacion y
diferenciacion. Se trata de células sencillas de conseguir, de facil diferenciacién a
células cartilaginosas mediante la aplicacidn de factores condrogénicos y ayudan a
la reparacion del cartilago. Estas células se introducen en la zona de la lesién de
forma que creen un microambiente adecuado para que se pueda regenerar el tejido.
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El implante de estas células se puede combinar ya sea con estimulos bioquimicos
externos o con la utilizacion de scaffolds. [6] (Figura 3)

Clinical therapies MSC-based therapies

Lesion Cartilage

Microfracture

S

\ :
"""""" -

:a Inducing factor(s} s

Mosaicplasty

MSCs
+Inducing factors
+Scaffold

Autologous chondrocyte
implantation

BMC @ Inducing factor ~ # Blood scab MSC Chondrocyte it Scaffold

Figura 3. Terapias de regeneracién de cartilago: terapias clinicas (a la izquierda) y terapias basadas
en la utilizacién de MSCs (a la derecha)

A pesar de que estas técnicas producen buenos resultados, ain no se ha encontrado
un tratamiento que permita regenerar un cartilago igual al que produce el propio
cuerpo. Las terapias que utilizan células mesenquimales, hasta ahora, s6lo posponen
el deterioro del cartilago, pero no consiguen su regeneracion. [6]

3.2 POLIMEROS RECOMBINANTES TIPO ELASTINA (ELRs)

La elastina natural es una de las proteinas mas abundante en el cuerpo humano. Se
encuentra en la matriz extracelular y es la que proporciona elasticidad a los tejidos.
La elastina posee una larga secuencia de aminodacidos entre las que se encuentran
distintos motivos que son los que regulan el comportamiento de las células como la
adhesidn o proliferacion, pero también las caracteristicas y composicion de la matriz
extracelular. [7]

Los recombinameros tipo elastina (ELRs) son polimeros proteicos obtenidos por
técnicas de ingenieria genética y cuya secuencia se inspira en la de la elastina
natural. A lo largo de toda la secuencia de la elastina aparecen numerosos motivos
repetidos: VPGVG, IPGVG, VPGG, VGVAPG. De todos estos motivos el utilizado para
sintetizar los recombinameros es VPGXG (siendo V=Valina, P=Prolina, G=Glicina, ver
coédigo de aminodacidos Figura 4). La X de la secuencia representa cualquier
aminodacido natural excepto la Prolina. La estructura de los recombinameros suele
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ser poli(VPGXG). Dependiendo de cudl sea este aminoacido, el recombindmero
tendra unas propiedades fisico-quimicas u otras. [8]

Aminoéacido Abreviatura (3 letras) Abreviatura (1 letra)
Alanina Ala A
Arginina Arg R

Asparagina Asn N

Acido aspartico Asp D
Cisteina Cys C
Acido glutamico Glu E
Glutamina Gin Q
Glicina Gly G
Histidina His H
Isoleucina lle I
Leucina Leu L
Lisina Lys K
Metionina Met M

Fenilalanina Phe F
Prolina Pro P
Serina Ser S
Treonina Thr T

Triptofano Trp W
Tirosina Tyr Y
Valina Val A

Figura 4. Cédigo de aminodcidos

Una de las caracteristicas mas destacables de los ELRs es que, al contrario que la
mayoria de los polimeros, poseen una Transicion Inversa con la Temperatura (TIT).
Esta propiedad hace referencia a su comportamiento con la temperatura. En una
gran mayoria de los casos cuanto mayor es la temperatura, mas facil es disolver una
sustancia y, concretamente, las proteinas tienden a desnaturalizarse. Estos
polimeros tienen una temperatura critica, llamada temperatura de transicion (Tt).
Por debajo de la Tt, el polimero es soluble dando lugar a una disolucion de aspecto
transparente y liquido. Esta solubilidad se debe a que la cadena se encuentra
rodeada de agua, las moléculas de agua rodean los restos apolares de los
aminodcidos que forman la secuencia, dando lugar a unas estructuras llamadas
clatratos.

Por encima de la Tt, los clatratos se rompen y la cadena se pliega en forma de espiral
B dejando los restos polares hacia el interior y los apolares hacia el exterior en
contacto con el agua, dando lugar a una agregacién de las cadenas y posterior
segregacion de la disolucion [9] (Figura 5)
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Figura 5. Esquema de la transicién de los polimeros tipo elastina en funcién de la temperatura: a bajas
temperaturas las cadenas del polimero interaccionan con el agua y se disuelve, mientras que a alta
temperatura las cadenas se pliegan y el polimero transiciona a un estado sélido.

3.3 ESFEROIDES MULTICELULARES

Los esferoides son agregados celulares 3D que se pueden obtener en condiciones in
vitro mediante el auto-ensamblaje. En el proceso de auto-ensamblaje intervienen las
proteinas de la matriz extracelular que serviran de unién entre las células. [10],[11]

Alo largo del proceso de formacién del esferoide se pueden diferenciar tres fases:

1. Adhesién inicial: comienza la formacién del agregado gracias a la unién
integrina-matriz extracelular.

2. Agregacidon: Aparece las cadherinas que se acumulan en la membrana
plasmatica. Las cadherinas son glucoproteinas transmembranales
responsables de la unién célula-célula.

3. Se produce la compactacion del esferoide: las uniones entre cadherinas de
células contiguas permiten tensar las conexiones y que se forme el esferoide.
[12], [13]

La formacion del esferoide dependera, por tanto, de las cadherinas y la
compactacion del esferoide dependera del citoesqueleto de actina-miosina.

Una vez formado el esferoide se pueden diferenciar dos zonas: la zona externa y la
zona interna. Las células que se encuentran en la zona interna estan sometidas a
unas condiciones mas desfavorables que las que se encuentran en la zona mas
externa, ya que cuanto mas cerca estan las células del ndcleo del esferoide tienen un
menor acceso a nutrientes y oxigeno, alos que acceden por difusién desde el exterior
del esferoide. Por este motivo, la probabilidad de que se produzca necrosis celular
es mayor en la zona interna. [10], [12] (Figura 6)
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Figura 6. Formacion y estructura de los esferoides

En la Figura 7 se muestran los diferentes métodos para la formacién de esferoides
que comprenden: cultivo de esferoides con células en suspensiéon, método de la gota
colgante, mediante la utilizacién de scaffolds, o mediante centrifugado, entre otros.
[10], [13] [14]

(A) (E)
T@ @ @

(B)
I ooooo ocooo ooooo l
| /e e\l/e e\l/ | (F)

N Non-adhesive coating I

Doooo&o@ooo
%Oo‘ ? Positive charges
(€)

(©)

(L)

Lumen Polarized monolayers

— o2 ]—

PNIPAAm coating

Figura 7. Métodos de formacion de esferoides con MSCs. (A) Gota colgante o “hanging-drop”. (B) Cultivo
en superficie no-adherente o “liquid overlay”. (C) Técnicas de micromoldeado. (D) Cultivo en agitadores.
(E) Sistema de cultivo rotatorio. (F) Autoensamblaje en placas de cultivo Primaria. (G) Scaffolds 3D
porosos. (H) Uso de ldminas celulares basadas en PNIPAAm. (I) Cultivo del pellet por centrifugacién. (J)
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Mejora de la agregacién celular mediante fuerza eléctrica, magnética o actstica. (K) Crecimiento
monoclonal de esferoides tumorales. (L) Quistes epiteliales polarizados

De todos ellos, nos vamos a centrar en las dos técnicas mas utilizadas en la
preparacion de esferoides: técnica de la gota colgante y técnica de superficie no
adherente.

Técnica de la gota colgante o “hanging drop” [15], [16]

Este método surge como una adaptacién de la técnica que utilizaban los embridlogos
para cultivar cuerpos embrioides.

La técnica consiste en depositar gotas de suspension celular en la tapa de una placa
de Petri. Al poner la tapa en la placa (cerrando la placa), las gotas quedan colgando
por la tensidn superficial. La gravedad y el ambiente en el que se cultivan, llevan a
que las células se condensen y formen los esferoides. (Figura 8)

Se trata de una técnica eficiente, barata y que nos permite controlar el tamafio y el
numero de células que componen el esferoide. Segun los diversos protocolos
estudiados, esta técnica requiere de tiempos largos para la formacién del esferoide
por lo que finalmente nos decidimos a llevar a cabo la formacién experimental de
los esferoides segun la técnica explicada a continuacion.
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Figura 8. Proceso de formacion de un esferoide mediante la técnica de gota colgante o “hanging drop”

Técnica del cultivo en superficie no adherente o “liquid overlay”

Esta técnica se basa en la inhibicién de la adhesion de las células a la superficie
donde se van a sembrar. Estas superficies tienen un fondo con propiedades no
adherentes, lo que favorece la interaccién entre las células y, por tanto, la formacion
de los esferoides. [17]

Este método consiste en poner las células en suspension en, por ejemplo, los pocillos
de una placa de microtitulacién que tenga la superficie del fondo de los pocillos
modificada para que sea no adherente, y que las células queden en suspension y
totalmente sumergidas en el medio. [15](Figura 9)
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Se trata de una técnica eficiente, sencilla, barata y facil de realizar a gran escala. Sin
embargo, la principal desventaja encontrada en la literatura es que el tamafio de

esferoides que se obtiene es variable. [15], [16]
/ o ©O \ / \

- oo c>o g e ,:'|>

Figura 9. Formacidn de esferoides mediante la técnica de superficie no adherente o “liquid overlay

”

Nos centramos en esta ultima técnica ya que segun la bibliografia consultada es la
mas reproducible y permite formar esferoides a gran escala.

3.4 TECNICA LAYER BY LAYER

Layer By Layer (LBL) es una técnica que permite recubrir superficies de distintas
geometrias por inmersién sucesiva de las mismas en disoluciones de diferente
composicion. El material adsorbido a la superficie en la primera inmersién, o capa,
es capaz de interaccionar con el siguiente recubrimiento generado al sumergir en la
siguiente disolucién, generando la unién entre las capas y formando lo que se
denomina bicapa. La tecnologia LbL mas comun utiliza sistemas de polielectrolitos.
El mecanismo de unién entre capas se basa en las interacciones intermoleculares de
van der Waals. Asimismo, pueden estar presentes fuerzas no electroestaticas como
los puentes de hidrégeno. La metodologia consiste en depositar polielectrolitos en
disolucion con cargas opuestas, de manera alternativa, sobre la superficie a cubrir.
Las bicapas LbL se ensamblan mediante interaccién de los componentes con cargas
opuestas.

En este TFG, sin embargo, hemos utilizado esta metodologia para el recubrimiento
final de los esferoides celulares, si bien, utilizando polimeros modificados
quimicamente capaces de reaccionar entre si, enlazdndose covalentemente y
permaneciendo unidos recubriendo las superficies. Los polimeros utilizados son
ELRs modificados quimicamente de manera que porten grupos complementarios
capaces de reaccionar mediante la conocida “Quimica Click”.[18]

La cicloadiciéon 1,3-dipolar de Huisgen entre azidas y alquinos para formar triazoles,
es una de las reacciones que engloba la “Quimica Click” (Figura 10). Gracias a su
estabilidad en los sistemas biolégicos es una reaccién utilizada en numerosas
aplicaciones biomédicas como en el etiquetado de superficies celulares,
funcionalizacion de superficies celulares o de implantes con ELRs, o en la
investigacion de farmacos. Originalmente, esta técnica necesitaba la presencia de un
ion metalico, generalmente Cul*, que actuase como catalizador. Sin embargo, el
avance de las investigaciones permitié la realizaciéon de dicha cicloadicién 1,3-
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dipolar en ausencia de iones metdalicos por medio de la utilizacién de grupos
cicloctinilo y grupos azido, lo que constituyo la técnica conocida como “catalyst-free
cycloaddition”.[19] Este tipo de reaccién se caracteriza por formar enlaces
covalentes de forma altamente especifica sin la necesidad de un catalizador.
Ademas, poseen otras ventajas: son rapidas, eficientes y confiables. [20]

La ventaja de “catalyst-free click” frente a la cicloadicion 1,3-dipolar de la quimica
click convencional, es que al no ser necesario el catalizador de cobre, no provoca
posibles problemas de citotoxicidad, caracteristica muy relevante en la
investigacion biomédica.

R?N;

Figura 10. Quimica Click: reaccién quimica entre azida y ciclooctino para dar un anillo triazol (figura
hecha con ChremDraw)
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4. MATERIALES Y METODOS

4. 1MATERIALES

4.1.1 Aparatos utilizados

En la Tabla 1, podemos ver todos los aparatos utilizados a lo largo de los

experimentos realizados para el TFG.

APARATO CASA COMERCIAL
Agitador termomagnético IKA

Angulo de contacto Dataphysics
Balanza Mettler Toledo

Bafio de agua

Fisher Scientific Polytest 8

Campana de flujo laminar

Telstar

Centrifuga

Thermo Scientific

Contador celular automatico

Life Technologies

Cubeta electroforética

GE Healthcare

Espectrofotometro Molecular Devices
Estufa Memmert
Incubadora Braun Biotech
Lector del gel BIO-RAD
Microscopio confocal Leica

Microscopio de fluorescencia Nikon
Microscopio 6ptico Leica

Plasma Cleaner

Harrick Plasma

Nanodrop 2000

Thermo Scientific

Termobloque

Eppendorf

Tabla 1. Aparatos utilizados a lo largo de los experimentos

Ademas, se ha utilizado frigorifico y congelador, agua destilada y agua ultrapura
(MQ), asi como Etanol 70% para limpiar los aparatos y mantener la esterilidad

4.1.2 Materiales utilizados en las modificaciones quimicas

En las tablas, Tabla 2 y Tabla 3, vemos los reactivos y disolventes utilizados durante

las modificaciones quimicas.

ilmetil succidimil carbonato

REACTIVO PROVEEDOR
(Azidoetil)(2,5-dioxopirrolidin-1-il) Galchimia

carbonato

1R, 8S, 9S)-biciclo (6.1.0. -4-yn-9-

(1R, )-biciclo ( ) non-4-yn Galchimia
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NHS-FLUORESCEINA
5/6-carboxifluoresceina  succinimidil | Thermo Fisher Scientific
ester (NHS-Fluoresceina)

Cy5-NHS Thermo Fisher Scientific
Tabla 2: Reactivos utilizados en el proceso de las modificaciones quimicas

DISOLVENTE PROVEEDOR

Acetona 99% Scharlau

Agua destilada BioForge

Agua ultrapura (miliQ) BioForge

Dietil éter

Thermo Scientific Chemicals

Dimetilformamida Scharlau

Dimetil sulféxido duterado (DMSO) Sigma-Aldrich

Etanol

Scharlau

Tabla 3. Disolventes utilizados en el proceso de las modificaciones quimicas

En la Tabla 4 se representa las distintas abreviaturas que se utilizan para
representar las modificaciones quimicas que se llevan a cabo.

Abreviatura Molécula
HRGDg¢: MGSSHHHHHHSSGLVPRGSH-MESLLP-
{[(VPGIG)2(VPGKG)(VPGIG)2]2-AVTGRGDSPASS-
[(VPGIG)2(VPGKG)(VPGIG)2]2]}6-V
o GTAR: MESLLP-{[(VPGIG)2(VPGKG)(VPGIG)2]2-YAVTG GTAR SASPASSA-

[(VPGIG)2(VPGKG)(VPGIG)2]2]}6-V

Grupo azido

\/NB

R4

Grupo ciclooctinilo
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Tabla 4. Abreviaturas de las moléculas, utilizadas para representar grdficamente las modificaciones
quimicas que se realizan

4.1.3 Materiales utilizados en la biologia molecular

Para obtener el polimero que queremos (adhesion a colageno tipo II), necesitamos
obtener la siguiente secuencia de aminoacidos:
((VPGIG)2VPGVP(VPGIG)2WYRGRL(VPGIG)2VPGKG(VPGIG)2)6.

Ademas, en la Tabla 5, se indican todas las enzimas utilizadas a lo largo de todo el
proceso junto con sus correspondientes Buffers.
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ENZIMA BUFFER
Earl . . . .
Sapl El buffer dependera de si la digestion es
P de 15 minutos o de toda la noche (O/N):
Dpnl .
Xbal - 15 min: FD Green Buffer
2 - O/N: Buffer Tango
Xhol
SAP Buffer SAP
T4 DNA Ligasa Buffer T4 DNA Ligasa
FastAP Buffer FastAP

Tabla 5. Enzimas utilizadas en el proceso de biologia molecular y sus correspondientes buffers

También se han empleado distintos medios de cultivo (Tabla 6).

MEDIO DE CULTIVO COMPOSICION (preparar 1 L de medio)

LB 25 gde LB + 1L de Agua destilada

B 55,85 gde TB + 1L de Agua destilada + 8mL de glicerol +
100puL de antiespumante

LB-agar 25 gde LB + 1L de Agua destilada + 15 g de Agar + 1mL

de antibiético + glucosa 20%

Tabla 6. Medios de cultivo utilizados en el proceso de biologia molecular

Por ultimo, en la Tabla 7 se representan otros elementos también empleados en el

proceso de biologia molecular.

TIPO

MATERIAL/ORGANISMO

Bacteria

Escherichia Coli

Células bacterianas

Competent Cells

Subcloning Competent Cells

Vectores de clonacion y de expresion Plasmido pUC57

Plasmido pDrive

Plasmido p7

Tabla 7. Otros elementos utilizados en el proceso de biologia molecular

En la Tabla 8 se representan los distintos buffers utilizados en las electroforesis.

BUFFER

TAE 1x

Utilizado para el gel de la electroforesis
de acidos nucleicos

Running Buffer

Utilizado para la electroforesis de
proteinas (SDS-PAGE)

26




DNA loading buffer Utilizado para la electroforesis de
acidos nucleicos, da color a las muestras
para poder seguir la electroforesis
Protein loading buffer Utilizado para la electroforesis SDS-
PAGE

Tabla 8. Buffers utilizados en el proceso de biologia molecular

4.1.4 Materiales utilizados en el cultivo celular y formacién de esferoides

Las células utilizadas para hacer los esferoides y que ha habido que cultivar han sido
células madre mesenquimales humanas (hMSCs)

En la Tabla 9, encontramos una lista de los materiales utilizados para poder realizar
el cultivo celular y los esferoides.

TIPO DE MATERIAL | MATERIAL PROVEEDOR
Placas de | Placas 96 pocillos Corning Costar
microtitulacion Placas 96 pocillos ultra low )
faCellitate
attachment
Flask de cultivo de | Flask T25
células Flask T75 Thermo Fisher Scientific
Flask T175
Pipetas Pipetas 2,5, 10 y 25 mL
Micropipetas Thermo Fisher Scientific

Pipetas Pasteur

Medio cultivo

celular DMEM 1g/L glucosa Corning

FBS (Suero Bovino Fetal) Thermo Fisher Scientific
Enzima Tripsina Corning
Antibiotico Penicilina/Estreptomicina Thermo Fisher Scientific
Tampo6n PBS Thermo Fisher Scientific

Tabla 9. Materiales utilizados para el cultivo celular y la formacidn de esferodies

4.1.5 Materiales para la evaluacién de la viabilidad celular

Para realizar la curva patrdn, se utilizaran células mesenquimales, iguales a las que
se utiliza para hacer los esferoides, placas de microtitulacién de 96 pocillos. Ademas,
se necesita un kit del reactivo Alamar Blue, Tripan Blue y Live and Dead que nos
permitira medir la viabilidad de las células y esferoides.
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4.2 METODOS Y TECNICAS
4.2.1 BIOLOGIA MOLECULAR

La biologia molecular es una rama de la biologia que engloba numerosas técnicas
con el fin de entender los mecanismos moleculares que hay detras de los procesos
celulares.

En este caso cuando hablamos de biologia molecular, nos referimos concretamente
al conjunto de técnicas y herramientas que nos permiten obtener la secuencia de
aminoacidos que nos interesa y que posteriormente podremos llevar a
bioproduccion para obtener el polimero.

4.2.1.1 Transformacién a Competent Cells
- Transformacién a XL1-Blue Subcloning-Grade Competent Cells

Una vez recibido el plasmido con la secuencia de interés, se realiza esta
transformacién ya que permite clonar de forma rapida dicho plasmido que
contiene la secuencia del polimero. El pldsmido de partida es pUC57. Estas
Competent Cells poseen una eficiencia de 2100 cfu/ug, siendo cfu las
unidades formadoras de colonias. Para llevar a cabo la transformacién, se
debe seguir el protocolo proporcionado por el proveedor.

- Transformacion a XL1-Blue Competent Cells

Una vez realizada la ligacidn se realiza esta transformacion ya que permite
clonar de forma rapida dicho plasmido que contiene la secuencia del
polimero. El pldsmido de partida es pUC57. Estas Competent Cells poseen
una eficiencia de 2108 cfu/ug, siendo cfu las unidades formadoras de
colonias. Para llevar a cabo la transformacion, se debe seguir el protocolo
proporcionado por el proveedor.

- Transformacién a BLR Competent Cells

Una vez que tenemos el inserto en el plasmido p7, se hace la transformacion
a BLR para posteriormente comenzar la bioproducciéon del polimero. Las BLR
son células bacterianas recA- derivadas de BL21 que mejoran la produccion
de proteinas a partir de secuencias altamente repetitivas. Se trata de una
variante de Escherichia Coli que permite introducir ADN y reproducirlo de
forma mas rapida.

4.2.1.2 Digestion con enzimas de restriccion

Las enzimas de restriccién van a cortar el plasmido en distintos puntos al reconocer
secuencias diana, dejando un fragmento de ADN que contiene el segmento de interés
y van variando en funciéon de cual sea el objetivo de la digestién: clonacidn,
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linealizacion u obtenciéon del inserto. Posterior a la digestién se realiza la
electroforesis.

4.2.1.3 Electroforesis

Electroforesis de agarosa: se utiliza para separar fragmentos de ADN después de una
digestion enzimatica. Esta electroforesis puede ser analitica o preparativa.

- Electroforesis analitica se utiliza después de las ligaciones y extraccion del
ADN plasmidico a partir de distintas colonias para asegurarnos de que el
plasmido ha introducido el inserto de interés. Para la formaciéon del gel,
mezclamos TAE 1x y Agarosa y calentamos para ayudar a que se disuelva la
agarosa. Vertimos la mezcla en un molde y esperamos a que gelifique.

- Electroforesis preparativa se utiliza para obtener el ADN de interés. La
formacioén del gel se lleva a cabo como en la etapa anterior.

Electroforesis de poliacrilamida o SDS-PAGE: se utiliza para separar la mezcla de
proteinas. Permite comprobar que la bacteria ha introducido el plasmido con el gen
de interés y, ademas, que se esta sintetizando nuestra proteina. Para llevar a cabo
este proceso, se sigue el protocolo indicado por el fabricante,

4.2.1.4 Purificacion del fragmento de ADN del gel de agarosa (Agarosa Out)

Después de hacer una electroforesis preparativa, obtenemos un fragmento del gel
que contiene el ADN que queremos. Este fragmento hay que purificarlo para obtener
unicamente el ADN y eliminar los restos del gel. Se hace a través de un kit de
purificacion, como el PureLink Quick Gel Extraction Kit (Agarosa Out). Para llevar a
cabo esta purificacidn hay que seguir las instrucciones que indica el fabricante.

4.2.1.5 Ligacion

Reaccidn que permite que el inserto se una a un plasmido linealizado (pDrive o p7).
Se utiliza la enzima T4 DNA Ligasa con su correspondiente buffer y se deja que actie
la enzima 1 hora a 22°C.

4.2.1.6 Purificacion de plasmido (Protocolo MINIS)

Nos permite obtener y purificar el ADN plasmidico a partir de un cultivo bacteriano.
Se utilizan kits como NucleoSpin Plasmid (Protoclo MINIS).

4.2.1.7 Linealizacion y desfosforilacion del plasmido o vector de expresion
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La linealizacién consiste en hacer un solo corte (enzima Sapl) en el plasmido de
forma que adquiera un aspecto lineal y poder hacer a continuacién la
desfosforilacidn de los grupos fosfatos que aparecen en los extremos del plasmido
linealizado, evitando su recircularizacion

4.2.2 TECNICAS UTILIZADAS

Se lleva a cabo la caracterizacion de los polimeros bioproducidos o modificados. La
caracterizacion incluye las siguientes técnicas: resonancia magnética nuclear,
espectroscopia de masas, espectroscopia de infrarrojos, electroforesis y
calorimetria diferencial de barrido.

4.2.2.1 Resonancia Magnética Nuclear (RMN) [21], [22]

Es una técnica que nos permite conocer la estructura y composicién de las
moléculas. Se basa en la propiedad de algunos nucleos atémicos de actuar como
pequefios imanes y se utiliza para estudiar aquellos nicleos que tengan un nidmero
de protones impar: 1H, 13C, 19F y 31P. En ausencia de campo magnético, los espines
nucleares se disponen al azar. Sin embargo, ante la presencia de un campo
magneético externo, se excita a los protones provocando que los espines positivos se
orienten en la misma direccién y mismo sentido que el campo magnético vibrando
a un nivel de energia inferior; y que los espines negativos se orienten en misma
direccion y sentido contrario al campo magnético vibrando a un nivel de energia
superior. La diferencia de energia entre estos dos niveles depende del campo
magnético. Cuando estos protones vuelven a su estado original emiten una sefial que
es la que detecta la TH-RMN y cuya frecuencia depende de la diferencia entre los
niveles de energia.

Este andlisis no lo realizamos nosotros directamente, sino que preparamos la
muestra (disolviendo 6 mg del polimero en 0,6 mL de DMSO deuterado) y se realiza
en los servicios del Laboratorio de Técnicas Instrumentales de la Universidad de
Valladolid. Como resultado de la prueba se obtiene un espectro que analizamos con
el programa MestreNova. El equipo utilizado para realizar esta prueba es un
espectrometro de Agilent Technologies (Figura 11)
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Figura 11. Aparato de RMN Agilent Technologies

4.2.2.2 Espectrometria de Masas (MALDI-ToF)

La espectrometria de masas o MALDI-ToF (Matrix Assisted Laser Desorption
Ionization - Time of Flight) es una técnica de caracterizacién que tiene por principal
objetivo obtener el peso molecular del polimero.

El proceso de desorcion con laser y asistida por matriz es el que nos permite medir
pesos moleculares tan altos.

La muestra se encuentra embebida en una matriz que va a absorber la energia del
laser y va a transformar la muestra a estado gas sin someterlo a estrés mecanico
debido a la temperatura. [23]

Esta matriz en la que va a estar embebida la muestra tiene que tener unas
determinadas caracteristicas:

e Alta absorcion electrénica a la longitud de onda que se vaya a utilizar

e Buena estabilidad en vacio

e Buena solubilidad en disolventes organicos que permitan que la muestra se
disuelva

e Buena miscibilidad con la muestra en estado sélido

Existen numerosas matrices, sin embargo, no hay un protocolo para decidir qué
matriz es la mas adecuada para cada polimero.

Generalmente, los iones se producen al someter a la muestra a un laser de nitrégeno
que hace que se forme una nube de particulas. De esta nube, se extraen y aceleran
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los iones mediante un campo eléctrico. Estos iones tendran distinta velocidad en
funcion de su relacién masa-carga. Cuanto mayor sea el peso molecular menos
tiempo de vuelo tiene la molécula y antes se deposita. [24] (Figura 12)

‘ | A
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Detection

0 0 Separation: TOF

Flight tube @ () (no electric field)

Laser
Acceleration
(electrostatic field)

Matrix-assisted

laser desorption
Crystallised matrix ionization
with analytes (MALDI)

Figura 12. Esquema de las fases que tienen lugar en el andlisis de MALDI-ToF

Se trata de una técnica que tiene numerosas ventajas: puede calcular el peso
molecular independientemente de la estructura del polimero, es una técnica corta y
que no necesita grandes cantidades de polimero para su realizacion.

El andlisis MALDI-ToF se realiza en los servicios del Laboratorio de Técnicas
Instrumentales de la Universidad de Valladolid.

4.2.2.3 Espectroscopia de Infrarrojos (FTIR)

FTIR es una técnica que nos permite obtener informaciéon sobre la estructura
molecular del polimero.

Esta técnica se basa en la capacidad que tiene el material, en este caso el polimero,
para absorber energia procedente de un haz de luz infrarroja. Este haz produce una
vibracion en los 4tomos de las moléculas a una frecuencia determinada, de forma
que cuando la frecuencia del haz de luz es igual al de vibracién del enlace, es cuando
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se produce la absorcién de energia. Las frecuencias de vibracién de los enlaces
dependen del tipo de enlace y la frecuencia a la que absorben energia los grupos
funcionales es proporcional a la fortaleza del enlace. [25], [26]

El resultado de esta prueba es un espectro. Cada muestra tiene un espectro de
infrarrojos Unico a partir del cual se puede analizar su estructura quimica.

Existen distintos tipos de FTIR: transmision, reflectancia especular, reflectancia
difusa, y ATR. La que utilizamos nosotros en ATR (Reflexion Total Atenuada). Es un
accesorio que hace que el haz de infrarrojos se refleje en varios espejos y acabe
incidiendo en un cristal que esta en contacto con la muestra.[25]

Se trata de una técnica rapida, sencilla y exacta. En el caso de los polimeros, una
caracteristica muy relevante de esta prueba es que no se destruye la cantidad de
polimero que utilicemos, es decir, una vez finalizada la prueba. [26] (Figura 13)

Figura 13. Imdgenes tomadas del aparato de FTIR-ATR utilizado

4.2.2.4 Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC)

La Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC) es una técnica que nos permite
caracterizar el comportamiento térmico del material, determinando la temperatura
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de transiciéon de nuestro polimero. Es una técnica con una gran sensibilidad y
relativamente corta.

Las siglas DSC, hacen referencia tanto a la técnica, Calorimetria Diferencial de
Barrido, como al aparato que permite realizar la prueba, Calorimetro Diferencial de
Barrido.

Se basa en la medicion de la diferencia de flujo de calor entre la muestra y la
referencia necesaria para mantenerlos a la misma temperatura. Esta diferencia
puede indicar un proceso endotérmico, es decir, la muestra absorbe mas energia que
la referencia; o un proceso exotérmico en cuyo caso la muestra necesitard menos
energia. [27]

Actualmente, existen dos tipos de instrumentos de DSC: [27], [28]

e Fujo de calor o “heat flux”: consiste en una celda en la cual hay dos soportes
donde se colocan tanto la muestra como la referencia separados por un
puente. Ambas, muestra y referencia, son sometidas a un programa de
temperatura controlada. La diferencia entre el comportamiento de la
muestra y la referencia permite determinar las propiedades térmicas de la
muestra. Se mide directamente la diferencia de flujo de calor.

e Compensacion de potencia o “power compensation: consiste en dos celdas
separadas, una para la muestra y otra para la referencia. En este caso se
mantienen la muestra y la referencia a una potencia constante y lo que se
mide es la diferencia de temperatura entre ellas.

Ambas pruebas originan resultados muy similares. En el laboratorio el aparato
disponible es Mettler Toledo 822, que es del tipo flujo de calor. (Figura 14)

Una vez finalizada la prueba obtendremos una grafica en la que determinamos tanto
la temperatura de transicion como la variacion de entalpia del proceso. La entalpia
se calcula integrando el area bajo el pico obtenido y la Tt corresponde al punto mas
bajo del pico de la grafica.
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Figura 14. Aparato de DSC utilizado para realizar las pruebas junto con una imagen (a la derecha) de
los espacios reservado para colocar la muestra y la referencia.

Para preparar la muestra de DSC, se disuelve la cantidad necesaria del polimero en
agua miliQ, agua destilada o PBS, para obtener una concentraciéon de 50 mg/ml.

Como vemos en la imagen, tanto la muestra como la referencia se cargan en unas
lentejillas y se colocan dentro de la maquina.

4.2.2.5 Electroforesis

La electroforesis es una técnica que permite separar moléculas cargadas. Consta de
un gel, que actia como matriz, el cual se somete a una corriente eléctrica,
permitiendo el movimiento de las moléculas. Cuanto mas grandes sean y menos
cargadas estén estas moléculas, mas lentamente se desplazaran a lo largo de los
canales del gel. [29], [30]

Existen dos tipos de electroforesis: [29]-[31] (Figura 15)

e Gel de electroforesis para proteinas o SDS-PAGE: se utiliza para separar
proteinas dependiendo de las diferencias en las cargas y tamafios. Para
formar el gel final, hay 2 pasos, primero se hace el “stacking gel” y a
continuacion el “resolving gel”. Dependiendo del tamafio de la proteina que
se quiera analizar se hace un gel a un porcentaje de entrecruzamiento u otro
(Tabla 10). Cuanto mas pequeia sea el peso molecular, mas alto tendra que
ser el porcentaje de entrecruzamiento del gel.

35



RESOLVING GEL STACKING GEL
7,5% 10% 12% 15% 4%
Agua MQ 4,10 mL 3,63 mL 3,25mL | 2,69mL | 1,585 mL
Tris 1,5M pH=8,8 1,88 mL 1,88 mL 1,88 mL | 1,88 mL -
Tris 0,5M pH=6,8 - - - - 625 uL
Acrilamida 40% 1,4 mL 1,875mL | 2,25mL | 2,81 mL 250 uL
SDS 10% 75 uL 75 uL 75 uL 75 uL 18,75 pL
Persulfato 10% 37,5 uL. 37,5 uL. 37,5 pL 37,5 pL 18,75 pL
TEMED 3,75 uL 3,75 uL 3,75 pL 3,75 pL 2,35 uL.

Tabla 10. Composicién de los geles para electroforesis de proteinas

e Gel de electroforesis para acidos nucleicos: se utiliza para separar
fragmentos de ADN o ARN. Se trata de un gel de agarosa mas rapido y facil de
formar que el anterior.

Protein gel electrophoresis

o [

DNA gel electrophoresis

L,

Figura 15. Esquema de los dos tipos de electroforesis

En este caso al tratarse de una caracterizacion de polimeros, la electroforesis
realizada es SDS-PAGE o electroforesis de proteinas o poliacrilamida. Se hace el gel
del 12% y cuando se pone la cubeta ponemos una corriente constante de 25 mA 'y
un tiempo de 80 minutos. Si en la cubeta se colocan dos geles de electroforesis se
pone una intensidad constante de 50 mA. [31]

Una vez finalizada, extraemos el gel y lo tefiimos con una disolucidn de cobre (para
SDS-PAGE) o de SYBR Safe (para el de agarosa) y los dejamos unos 15 minutos.
Finalmente se analiza en el ordenador utilizando el aparato Gel Doc EZ Imager, BIO-
RAD. (Figura 16)
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Figura 16. Equipo Gel Doc EZ Imager de la casa BIO-RAD, para analizar los geles de electroforesis

A continuacién, se describen las técnicas utilizadas en los pasos previos a la
realizacion de los recubrimientos y para la evaluacion de dichos recubrimientos.

4.2.2.6 Activacion con plasma

La activaciéon mediante plasma es un proceso que permite limpiar las superficies de
impurezas y, asi mismo, modificar dicha superficie. Tras la activacién hay un
aumento de la cantidad de grupos hidroxilo (-OH) en dicha superficie, haciéndola
mas hidrofilica y, por tanto, mejorando la capacidad para recubrirlas con
polimero.[32], [33]

Para llevar a cabo esta técnica, se ha utilizado gas Argon y gas Oxigeno. El primer
paso a realizar consiste en la obtencion de un plasma estable, para lo cual
necesitamos regular adecuadamente tanto la presion como el flujo del gas. del
plasma de argdn posee color morado y el de oxigeno es de un color blanco mas dificil
de observar.

El aparato utilizado es el Harrick Plasma Cleaner PDC-002 junto con dos bombonas

de oxigeno y argén y una bomba. (Figura 17 y Figura 18)Figura 17. Aparato Harrick
Plasma Cleaner PDC-002
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Figura 18. Equipo completo utilizado para la activacién de superficies: Harrick Plasma Cleaner PDC-
002, bomba y bombonas de los gases

Para comprobar que se ha activado la superficie correctamente realizamos medidas
del angulo de contacto.

4.2.2.7 Angulo de contacto

El 4ngulo de contacto es el angulo que forma un liquido al entrar en contacto con
una superficie sélida. Se evalda a través de una gota de liquido, en nuestro caso agua,
y se diferencia entre superficies hidrofilicas, superhidrofilicas, hidrofébicas o
superhidrofébicas. Las diferencias entre unas superficies y otra se debe a la fuerzas
adhesivas y cohesivas que existen entre el liquido y el sélido y dentro del propio
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liquido, respectivamente. Ante fuerzas de adherencia altas, el liquido es atraido por
el sélido por lo que la gota se extendera, hablamos de una superficie hidrofilica. Si
por el contrario las fuerzas de adhesiéon son débiles, el liquido se vera repelido y
veremos una gota redonda casi perfecta sobre la superficie, hablamos de una
superficie hidrofébica. En cuanto a los valores de los angulos de contacto, las
superficies hidrofilicas tienen angulos menores de 90° y las superficies hidrofébicas
tienen angulos mayores de 90°.[34]

Para realizar estas medidas se ha utilizado el aparato Contact Angle Systema OCA de
Dataphysics. (Figura 1919Figura 19)

Figura 19. Contact Angle System OCA de la empresa Dataphysics

4.2.2.8 Microscopia de fluorescencia

Después de haber hecho el recubrimiento mediante la tecnologia Layer By Layer,
necesitamos comprobar que los polimeros se han adherido adecuadamente. Para
ello, llevamos las muestras al microscopio invertido de fluorescencia Nikon ECLIPSE
Ti (Figura 20), donde se deberia observar un aumento de la fluorescencia a medida
que aumenta el nimero de bicapas. Esta fluorescencia se debe a la utilizacién de
polimeros modificados quimicamente con un fluoréforo.
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Figura 20. Microscopio invertido de fluorescencia, Nikon ECLIPSE Ti

42.3 MODIFICACIONES QUIMICAS

Se han realizado un total de 4 modificaciones quimicas distintas que se puede
observar en la Tabla 11:

POLIMEROS ORIGINALES POLIMEROS MODIFICADOS
HRGD6 HRGD6-N3

RGTAR RGTAR-CC

HRGD6-N3 HRGD6-N3-F

RGTAR-CC RGTAR-CC-Cy5

Tabla 11. Polimeros de partida utilizados en las modificaciones quimicas y acrénimos de los polimeros
tras ser modificados

4.2.3.1 Modificacién quimica de HRGDs con azidas

En un matraz disolvemos el polimero HRGDs (2650,4 mg, 0,044 mmol, PM 60661)
en DMF (53 mL), en atmédsfera inerte (purgando el aire del matraz con N2) y a
temperatura ambiente. Este ELR posee 24 lisinas de las cuales se van a modificar el
60% por los que el nimero maximo de lisinas modificadas que se podrian obtener
serfan 14. Para ello, disolvemos 2-(Azidoetil)(2,5-dioxopirrolidin-1-il) carbonato
(143,6 mg, 0,63mmol, 0,6 eq, PM 228,17) en DMF (1mL) y lo afiadimos a través de
una aguja y jeringa a la disolucién del polimero. Dejamos agitando la mezcla durante
48 horas.
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Después de este tiempo se deposita la disolucion en falcons (7-10mL). Se anade Et20
hasta un maximo de 45 mlL, apareciendo un precipitado blanco. Se centrifuga a
15000 G durante 40 minutos. El sobrenadante se elimina y el sélido se lava con
acetonay se centrifuga a 17500 G durante 30 minutos (3x).

Eliminado el sobrenadante, se seca a presion reducida (O/N) y al dia siguiente se
redisuelve en agua Mili-Q a 4°C. Por ultimo, se dializa frente a agua destilada (2x25
L) y frente a agua Mili-Q (2x25 L) y se congela y liofiliza obteniendo asf el polimero
modificado.
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Figura 21. Modificacién quimica del polimero con grupo azida (figura hecha con ChremDraw)

4.2.3.2 Modificaciéon quimica GTAR con ciclooctinos

En un matraz disolvemos el polimero GTAR (2650,4 mg, 0,061 mmol, PM 43181) en
DMF (53 mL), en atmosfera inerte (purgando el aire del matraz con N2) y a
temperatura ambiente. Este ELR posee 24 lisinas de las cuales se van a modificar el
60% por lo que el nimero maximo de lisinas modificadas que se podrian obtener
serian 14. Por ello, disolvemos (1R-8S-9S)-biciclo (6.1.0.) non-4-yn-9-
ilmetilsuccidimidil carbonato (143,6 mg) en DMF (1mL) y lo afiadimos a través de
una agujay jeringa a la disolucién del polimero. Dejamos agitando la mezcla durante
48 horas.

El resto del proceso se realiza de la misma forma que en el apartado 40404.2.3.1
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Figura 22. Modificacién quimica del polimero con grupos ciclooctino (figura hecha con ChemDraw)

4.2.3.3 Modificacion quimica del biopolimero HRGDe¢-N3 con el fluoréforo NHS-
Fluoresceina

Para hacer esta modificacion debemos tener en cuenta que la relacién entre el
polimero modificado y el fluoréforo es de 1:1, es decir, por cada mol de polimero
que queramos modificar tenemos que echar 1 mol de fluoréforo.

En un matraz disolvemos el polimero HRGDe-N3 (250 mg, 0,004 mmol, PM 62243)
en DMF (5mL), en atmésfera inerte (purgando el aire del matraz con N2) y a
temperatura ambiente. A continuacion, disolvemos el fluoréforo (1,90 mg,
0,004mmol, PM 473,4) en DMF (0,5 mL) y se afiade a través de una aguja y jeringa a
la solucién del polimero en DMF. Debido a la presencia del fluoréforo, la reaccién se
lleva a cabo en oscuridad tapando el matraz de reaccidon con papel de aluminio. La
mezcla se agita a temperatura ambiente durante 48 horas.

El resto del proceso se realiza de la misma forma que en el apartado 40404.2.3.1.40

Figura 23. Modificacién quimica del polimero-azida con el fluoréforo NHS-Fluoresceina (figura hecha
con ChremDraw)

4.2.3.4 Modificacion quimica del biopolimero GTAR-CC con fluor6foro Cy5-NHS

Para hacer esta modificacion quimica debemos tener en cuenta que la relacién molar
entre el polimero modificado y el fluoréforo Cy5-NHS es de 1:1, al igual que la
modificacion anterior.
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En un matraz disolvemos el polimero GTAR-CC (250 mg, 0,0058 mmol, PM 43181)
en DMF (7,5mL) y DMSO (3mL) en atmosfera inerte (purgando el aire del matraz
con N2) y a temperatura ambiente. A continuacién, disolvemos el fluoréforo (3,87
mg, 0,0058mmol, PM 667,54) en DMF (0,5 mL) y se afiade via jeringa a la disolucién
del polimero en DMF. Como estamos trabajando con fluoréforo debemos tapar el
matraz con papel de aluminio. La mezcla se agita a temperatura ambiente durante
48 horas.

El resto del proceso se realiza de la misma forma que en el apartado 40404.2.3.1.

R4l R4; R4l __]r, "‘J‘r’ /7\ @ R4; R41 R4l
W IR i I
+ ’ BFy \\ —_— W
0
R4l R4' NH2 R4' NH2 \iNJO5 R4l R4I NH2 R4l NH2
(o]

Figura 24. Modificacién quimica del polimero-ciclooctino con el fluoréforo Cy5-NHS (figura hecha con
ChremDraw)

4.2.4 RECUBRIMIENTO SUPERFICIAL LAYER BY LAYER

Layer By Layer (LBL) es una técnica que permite recubrir superficies de distintas
geometrias utilizando polimeros modificados quimicamente capaces de reaccionar
entre si, enlazandose y quedandose pegados recubriendo las superficies.

Inicialmente se lleva a cabo la optimizacion de esta técnica, se utilizan cubreobjetos
que necesitan ser activados con plasma, evaluados mediante el &ngulo de contacto y
comprobado al microscopio que se han adherido adecuadamente todas las capas.

Una bicapa hace referencia a dos capas unidas entre si y depositadas
secuencialmente sobre la superficie. En este caso, una bicapa estara formada por
una capa de polimero modificado con azida y otra capa de polimero modificado con
ciclooctino.

Antes de empezar con el recubrimiento, medimos el angulo de contacto de la
superficie y la preparamos activandola con plasma. Colocamos la superficie que
deseamos activar en la camara y aplicamos argén durante 10 minutos y
posteriormente aplicamos oxigeno durante otros 10 minutos. Una vez transcurrido
este tiempo, sacamos la superficie, medimos el angulo de contacto comprobando
que se ha activado correctamente y comenzamos el recubrimiento.

Esta técnica de Layer By Layer, se lleva a cabo por inmersiéon de la superficie a
recubrir en una disolucién de los polimeros modificados, primero en una disolucién
de polimero modificado con azida (HRGD¢-N3-F) y a continuacion en la disolucién
de polimero modificado con ciclooctino (GTAR-CC-Cy5) y asi sucesivamente hasta
alcanzar el nimero de bicapas deseado. Los tiempos de inmersion son de 20
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minutos para el primer polimero de la primera bicapa y 5 minutos para el resto de
las inmersiones. Se realiza un lavado rapido entre cada inmersién en polimero para
eliminar los posibles restos de polimero que no se hayan pegado. Para realizar el
lavado se utiliza el mismo disolvente en que se haya disuelto el polimero. Para
observar si se han formado bien las bicapas, observamos nuestras superficies al
microscopio.

Las bicapas que nos interesa evaluar son la bicapa 1, bicapa 3 y bicapa 5, por lo que
al llegar a la bicapa que corresponde observamos el recubrimiento a través del
microscopio con un tiempo de exposiciéon de 1 segundo y con una ganancia de 4X y
ademas, medimos el angulo de contacto.

4.2.5 ESFEROIDES
4.2.5.1 Cultivo celular

En nuestro caso el cultivo celular comienza al descongelar las células
mesenquimales (hMSCs) y cultivarlas en flasks proporcionandolas un medio con
nutrientes y dejandolas en una incubadora a 37°C, 5% CO2. Las células se incuban y
se dejan crecer hasta conseguir el nimero adecuado para poder preparar esferoides
con ellas.

Se han realizado:

- Cambios de medio: consiste en cambiar el medio a las células cada 3-4 dias
permitiendo que sigan creciendo y proliferando.

- Pase celular: puesto que las células se adhieren a la superficie de los flasks,
para poder utilizarlas o cambiarlas a otro flask en caso de que hayan
alcanzado confluencia, es necesario despegarlas utilizando una enzima
llamada tripsina. Estas células se centrifugan y resuspenden en medio
DMEM, dando lugar a una suspension celular.

- Conteo de células: nos permite obtener un calculo aproximado de la cantidad
de células que tenemos en una suspension celular. Para contar las células
hemos utilizado la cAmara de Neubauer y la tincién Tripan Blue.

— Tripan Blue: es un colorante que permite tefiir las células para evaluar
su viabilidad. Las células muertas se tefiiran de azul mientras que las
vivas se veran brillantes. Esta técnica permite de forma facil y rapida
diferenciar entre células vivas y muertas. El Tripan Blue es una tincion
toxica por lo que no se pueden recuperar las células una vez que se ha
finalizado el conteo celular [35]. La relacion entre Tripan Blue y la
dilucidon es de 1:1, se mezclan 10uL de Tripan Blue y 10uL de la
suspension celular y se cuentan manualmente en el microscopio
utilizando la cAmara de Neubauer.

44



— Camara de Neubauer: permite contar el nimero de células que hay y
haciendo un simpe calculo podemos saber el nimero de células que
tenemos en nuestra suspension celular. Si lo vemos en el microscopio
vemos algo muy similar a la Figura 25. Los cuadrantes marcados son
en los que tenemos que contar las células y posteriormente se hace
una operacion para calcular la cantidad total de células (jError! No se
encuentra el origen de la referencia.25).
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Figura 25. Cdmara de Neubauer vista en el microscopio. Se representan marcados con letras los
cuadrantes en los que hay que contar las células

Number of cells (vmble or nonviable)

_(A+B+C+D)

X 104 X 2 X sample dilution

Ecuacién 1. Ecuacién para calcular el niimero total de células en la dilucién
4.2.5.2 Esferoides

De todas las técnicas mencionadas en el apartado 3.3, hemos realizado los esferoides
siguiendo la técnica de liquid overlay. De acuerdo con diversos articulos se trata de
una técnica sencilla, rdpida y a pesar de que existe una diferencia de tamafos entre
los esferoides, esta no es muy grande y, por tanto, no resulta significante ni nos
impide seguir con el experimento.

Para ello necesitamos una placa de microtitulacién de 96 pocillos con fondo redondo
y tratada para evitar la adhesiéon celular, obligando asi a las células a auto-
ensamblarse.

El experimento se basa en optimizar cual es la concentracion mas adecuada para
hacer nuestros esferoides debido a que lo que nos interesa es que las células que
forman el agregado estén vivas. Por ello, basdndonos en distintos articulos,
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decidimos hacer un cribado a concentraciones celulares de 625, 1250, 2500, 5000,
10000y 20000 células/pocillo.

Para sembrar los esferoides, lo primero que hay que hacer es levantar con la enzima
tripsina las células que hemos estado cultivando, y contarlas utilizando la tincién de
Tripan Blue y la cdmara de Neubauer explicadas en el apartado 4.2.5.1., de esta
forma podemos controlar la concentracion de los esferoides que vamos a sembrar.

Como las concentraciones que vamos a utilizar para los esferoides son la mitad del
anterior, para evitar errores de pipeteo decidimos que lo mas sencillo es hacer una
dilucion seriada 1:2. Para cada serie que hagamos (entendemos por serie un
esferoide de cada una de las 6 concentraciones), llenamos 7 pocillos de una placa de
microtitulacién especial, tratada para ser anti-adherente (6 para esferoides + 1 para
el blanco) con 100pL de medio DMEM. A continuacion, una vez contadas las células
y sabiendo que queremos hacer 3 series sabemos que vamos a necesitar partir de
una concentracion de 40000 células para cada serie. Como vamos a hacer 3 series lo
que hacemos es mezclar los pL correspondientes a 120000 células de la suspensién
celular y llevamos el volumen a 300 pL (100 puL para cada serie).

Empezamos con la primera serie: cogemos 100 pL de la mezcla y lo llevamos al
primer pocillo, resuspendemos bien y cogemos 100 pL de este primer pocillo que
nos llevaremos al segundo pocillo, resuspendemos bien y cogemos 100 pL que nos
llevaremos al tercer pocillo y asi sucesivamente hasta que lleguemos al ultimo
pocillo del cual volveremos a coger 100 pL que se descartaran. De esta manera lo
que hemos hecho ha sido ir diluyendo nuestra concentracidn inicial de 40000
células a la mitad en cada pocillo.

Para la segunda y tercera seri haria igual que la primera.

Una vez sembradas las células, metemos la placa de microtitulacién en la incubadora
a 37°Cy 5% CO2z durante 48 horas.

4.2.5.3 Viabilidad celular

Live and Dead [36]

La viabilidad celular se va a medir mediante un ensayo de dos colores empleando el
kit de citotoxicidad/viabilidad Live and Dead (Invitrogen Thermo Fisher Scientific).
Este ensayo discrimina rapidamente las células vivas de las muertas mediante la
tincion simultanea con calceina AM (verde fluorescente) para indicar actividad de
esterasa intracelular y homodimero-1 de etidio (rojo fluorescente) para indicar la
pérdida de integridad de la membrana plasmatica.

Se realizan 2 lavados de PBS y se sumergen los esferoides en la disolucidn,
empleando 2pM calceina y 4 pM homodimero-1 de etidio. Se incuba, 40 minutos a
37°C. Una vez pasado ese tiempo se visualizan las células con ayuda del microscopio
confocal (Leica TCS SP8). (Figura 26)
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Figura 26. Microscopio confocal Leica DMi8 con la “cage incubator” de la empresa Okolab
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 DISENO MOLECULAR

Para poder bioproducir el polimero hay que seguir los distintos procesos explicados
en el apartado 4.2.1.

El proceso a seguir es el siguiente:

Se recibe un plasmido pUC57 con el inserto que nos interesa, el cual se transforma
en las Subcloning Competent Cells siguiendo el protocolo, con el fin de amplificar la
cantidad de dicho plasmido. Se realiza la extracciéon del ADN plasmidico amplificado
y se digiere empleando la enzima de restriccion Earl. Tras la electroforesis
preparativa de la digestién anterior, se corta la banda del gel correspondiente al
inserto y seguimos el protocolo de Agarosa Out. (Figura 27)

A

Nuestro inserto

Q Q Q Electroforesis

Subcloning Digestion preparativa

Plasmido Competent Cells enzimatica Inserto

puCs? _ > — —_—)
Q Q Earl Agarosa Out

C

Figura 27. (A) Esquema de la obtencion del inserto. (B) Imagen del gel de electroforesis preparativa
después de la digestién con Earl. (C) Imagen del gel de electroforesis preparativa después de cortar la
banda que se corresponde al inserto.

Nuestra secuencia de polimero es dos veces el inserto que hemos recibido. Primero
se hace una ligacién utilizando la enzima DNA ligasa, para unirlo a un pldsmido
linealizado, pDrive. (Figura 28)

Plasmido pDrive linealizado

(Vector de clonacién) N Inserto HighE Plasmido pDrive
— bt
—
DNA Ligasa (Vector de clonacion)

Figura 28. Esquema e la primera ligacién del inserto al pDrive
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Se comprueba que se ha unido el inserto al pDrive: haciendo la transformacion a
Competent Cells siguiendo el protocolo MINIS y finalmente haciendo la
electroforesis analitica. (Figura 29)

f

Il

Figura 29. Gel de electroforesis analitica del pDrive + Inserto

.

Una vez comprobado que esta el inserto, tenemos que linealizar el plasmido (pDrive
+ Inserto) utilizando la enzima Sapl que realiza un unico corte en el extremo
izquierdo del inserto. Después de linealizar hay que desfosforilar los grupos fosfato
que aparecen en los extremos del plasmido linealizado utilizando la enzima FastAP
y hacemos una electroforesis preparativa. Se vuelve a cortar el trozo del gel donde
estd la banda que nos interesa y seguimos el protocolo de Agarosa Out. (Figura 30)

L|nea|l+zaclon Plasmido pDrive
Desfosforilacién (Vector de clonacion)

Plasmido pDrive

(Vector de clonacién) sapl
+

FastAP

Figura 30. (A) Esquema de la linealizacién y desfosforilacion del pDrive + Inserto. (B) Imagen del gel
de electroforesis preparativa del pDrive linealizado + Inserto.

Hacemos una segunda ligacion con la enzima DNA ligasa, uniendo el plasmido que
acabamos de linealizar con el inserto del principio. (Figura 31)
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Inserto x2 Inserto

Plasmido pDrive

(Vector de clonacion) Inserto 24 Ligacién
— + e _
DNA Ligasa

Figura 31. Esquema de la segunda ligacidn del inserto inicial con el pDrive+Inserto linealizado

Se comprueba que se ha unido el inserto: haciendo la transformacion a Competent
Cells siguiendo el protocolo MINIS y finalmente haciendo la electroforesis analitica.
(Figura 32)

Figura 32: Gel de electroforesis analitica del pDrive + Inserto x2

Una vez comprobado que estd el inserto dos veces en el pDrive se hace una
electroforesis preparativa utilizando la enzima Earl para obtener el inserto. Se
vuelve a cortar el trozo del gel donde esta la banda que nos interesa y seguimos el
protocolo de Agarosa Out. (Figura 33)

Figura 33. (A) Imagen del gel de electroforesis preparativa después de la digestion con Earl. (B) Imagen
del gel de electroforesis preparativa después de cortar la banda que se corresponde al inserto x2.

Hacemos una ligacion entre el inserto que hemos obtenido en el paso anterior y el
plasmido p7 linealizado. (Figura 34)
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Plasmido p7 linealizado o
(Vector de expresion) Inserto + Inserto x2 Ligacion Plasmido p7
+ e ——————— (Vector de expresicn)
DNA Ligasa

Figura 34. Esquema de la ligacion del inserto final al p7 linealizado

Se comprueba que se ha unido el inserto: haciendo la transformacién a Competent
Cells siguiendo el protocolo MINIS y finalmente haciendo la electroforesis analitica.
Se hace la transformacion a BLR siguiendo el protocolo y se hace una electroforesis
de poliacrilamida (SDS-Page). (Figura 35)

:
A. B ‘

Figura 35. (A) Imagen del gel de electroforesis analitica del p7+Insertox2. (B) Imagen del gel de
electroforesis SDS-PAGE

La colonia rodeada en rojo representa la colonia elegida para bioproducir el
polimero.

A pesar de haber comprobado que el inserto obtenido esta bien, al bioproducirlo no
se produce adecuadamente obteniendo muy muy poca cantidad en comparacién con
la bioproduccion del resto de polimeros.

Se pretende realizar el mismo proceso para la obtencion del biopolimero de
adhesion a condroitin sulfato.
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5.2 MODIFICACION QUIMICA DE BIOPOLIMERO TIPO ELASTINA
5.2.1 Modificacion quimica HRGDe con azidas

El polimero HRGDs¢ ha sufrido una modificaciéon quimica sustituyendo los grupos
aminos de las lisinas por grupos azido. Para ello se modifica el polimero con 0,6
equivalentes de 2-(Azidoetil)(2,5-dioxopirrolidin-1-il) carbonato (ver Figura 36),
siguiendo el protocolo explicado en el apartado 404.2.3.1. Se obtiene un rendimiento
quimico del 80%.

o]
NHz NHy NHp NHp NH )Ol\ ! DMF >
W(J\(J\ + .@ .
NHz NHz NHz NHz NH; 0

0]
j)L v DMF
NHy 4+ ‘\ _N —> ?
®h oo o
O

Figura 36. Modificacion quimica del polimero con grupo azida (figura hecha con ChremDraw)

5.2.2 Modificaciéon quimica GTAR con ciclooctinos

El polimero GTAR ha sufrido una modificacién quimica sustituyendo los grupos
aminos de las lisinas por grupos ciclooctino. Para ello se modifica el polimero con
0,6 equivalentes de (1R, 8S, 9S)-biciclo (6.1.0.) non-4-in-9-ilmetil succinidimil
carbonato (ver Figura 37), siguiendo el protocolo explicado en el apartado 4.2.3.2.
Se obtiene un rendimiento quimico del 76%.

RY R¥ ) R¥
~
\W\)\ + i
N.
NHz NHz NH; NHy NH; gfo/go NH; NH;
0 R4' R4' R4l
4
0 R 0
o/ DMF N yo N \
2 N. _—NH
R o/go RZ

@)

Figura 37. Modificacién quimica del polimero con grupos ciclooctino (figura hecha con ChemDraw)
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5.2.3 Modificacion quimica HRGDs-N3 con fluoréforo NHS-Fluoresceina

El polimero HRGD¢-N3 ha sufrido una modificacién quimica afiadiendo en algunas
de las lisinas moléculas de fluorédforo. Para ello se modifica el polimero con el
fluoréforo NHS-Fluoresceina (ver Figura 38), siguiendo el protocolo explicado en el
apartado 4.2.3.340. Se obtiene un rendimiento quimico del 67%.

Figura 38. Modificacion quimica del polimero-azida con el fluordéforo NHS-Fluoreceina (figura hecha
con ChremDraw)

5.2.4 Modificacién quimica GTAR-CC con fluoréforo Cy5

El polimero GTAR-CC ha sufrido una modificaciéon quimica afiadiendo en algunas de
las lisinas moléculas de fluoréforo. Para ello se modifica el polimero con el
fluor6foro Cyanine5-NHS (ver Figura 39), siguiendo el protocolo explicado en el
apartado 4.2.3.4. Se obtiene un rendimiento quimico del 55%.

R4I 47 R4l @ R4l R4I R4l
M/J\(J\H\ + N+_ PPN —_— \HYW
NH, R : NH,

R
NH
R4’ R4’ NH2 R4’ R R4’ R4l NH2 R4I

Figura 39. Modificacién quimica del polimero-ciclooctino con el fluoréforo Cy5-NHS (figura hecha con
ChremDraw)

5.3 CARACTERIZACION DE LOS ELRs

Una vez obtenido el biopolimero en bioproduccién y realizadas las modificaciones
quimicas de los biopolimeros, se lleva a cabo la caracterizacion de los polimeros con
las 5 técnicas mencionadas en el apartado jError! No se encuentra el origen de la
referencia.. Estos polimeros son HRGDe, GTAR, HRGD6-N3, GTAR-CC, HRGD6-Ns-F,
GTAR-CC-Cy5. En este apartado se muestra Unicamente la caracterizaciéon del
HRGDs-Ns. El resto de las caracterizaciones se muestran en el Anexo L.
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e RMN

La Resonancia Magnética Nuclear de Proton os permite analizar la estructura de
los polimeros. Los valores de las integrales que obtenemos después de pasar el
espectro por el programa MestreNova, coinciden aproximadamente con el
numero de protones que tiene el polimero en su estructura.

RGDN3_NIP_1753_PROTON_01
RGDN3_NIP_1753
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Figura 40. Espectro RMN del polimero HRGDs-N3 modificado quimicamente

Se observa que en comparacion con el espectro del polimero original HRGD6,
aparece una sefial en torno a 7,2 ppm con un valor de 15,83, este valor nos indica
que se han modificado 16 lisinas. Como nuestro objetivo era modificar 14 lisinas de
las 24 que tiene este polimero, podemos decir que la conversidn ha sido del 67%, es
decir, que se han modificado mas lisinas de las que deberian.

e Electroforesis

La electroforesis nos permite conocer de forma cualitativa el peso molecular del

polimero. Aunque para un valor exacto la prueba de MALDI-ToF es mucho mas

precisa.
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HRGDe¢-N3

116.0 kDa

66.2 kDa

45.0 kDa

35.0 kDa

25.0 kDa

18.4 kDa
14.4 kDa

Figura 41. Elecroforesis SDS-PAGE del polimero modificado quimicamente HRGDs-N3y a la derecha el
Marker utilizado con los valores de referencia

e MALDI-ToF

La espectrometria nos permite observar la diferencia del peso molecular entre
el polimero original, HRGDe y el modificado con grupos azida, HRGDe-Ns.
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Figura 42. Espectroscopia de masas (MALDI-ToF) de HRGDs-N3

Con esta diferencia en la variaciéon de peso, podemos determinar el nimero de
lisinas modificadas, mediante la siguiente ecuacion:
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APM 62544 — 60598
lys* = =

“T13Da_  113Da __ [/2lys*

Ecuacién 2: Cdlculo del niimero de lisinas modificadas en HRGD¢-N3

e FTIR

Al comparar los resultados de la espectroscopia de infrarrojos entre el polimero
original, HRGDs y el modificado con grupos azida, HRGDs-N3, se observa que
aparece una nueva sefal alrededor de 2100 cm-1, caracteristica del grupo azido.

Figura 43. Espectro infrarrojo de HRGDes-N3 modificado quimicamente
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5.4LAYER BY LAYER

Layer By Layer (LBL) es una técnica que permite recubrir superficies de distintas
geometrias por inmersion de estas superficies primero en una disoluciéon de
polimero y luego en otra de forma secuencial y tantas veces como sea necesario
hasta alcanzar el nimero de bicapas deseado.

Empezamos haciendo recubrimientos de 1, 3 y 5 bicapas. Se entiende por bicapa la
unién de dos capas, una capa de un polimero modificado con azida y otra capa de
polimero modificado con ciclooctino.

En un inicio hicimos las pruebas sobre unas pequefas esferas de Affigel y
conseguimos observar que habia un cierto recubrimiento. Debido a algunas
dificultades para visualizar correctamente las esferas en el microscopio, decidimos
empezar a utilizar una superficie mas grande, los cubreobjetos, pero utilizando los
polimeros finales.
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Los cubreobjetos tienen una superficie hidrofébica, por lo que antes de empezar con
los recubrimientos, lo primero que hay que hacer es activar la superficie utilizando
Plasma.

Para saber si se habia realizado correctamente la activaciéon, medimos el angulo de
contacto antes y después de pasarlo por el Plasma Cleaner (ver Tabla 12),
obteniendo unos resultados evidentes de que la superficie se ha activado
correctamente.

[ZQUIERDA DERECHA [ZQUIERDA DERECHA
Medida 1 90,7 90,4 9,2 9,2
Medida 2 81,8 80,8 9,8 9,1
Medida 3 85,7 83,3 9,6 9,5

86,07 84,83 9,53 9,27
85,45 9,4

Media

Tabla 12. Angulos medidos antes y depués de la activacion de superficie

Podemos observar, segtin los datos, que la superficie del cubreobjetos se ha activado
correctamente, ya que se ha vuelto mas hidrofilica (ver Figura 4444), como
consecuencia de la aparicion de los grupos hidroxilo mencionados en el apartado 0.

CA left: 90.7°
CA right: 90.4°

CA left: 9.2°
CA right: 9.2° R St

Antes de plasma Después de plasma

Figura 44. Imdgenes obtenidas en el dngulo de contacto sobre el cubreobjetos antes y después de
activar la superficie con plasma

Una vez activada correctamente la superficie, comenzamos con los recubrimientos.
Para los recubrimientos utilizamos la técnica de Layer By Layer por inmersion de la
superficie en una disolucién de los polimeros modificados, HRGDs-N3-F y GTAR-CC-
Cy5. Se ha elegido el HRGDs para que las bicapas de polimero se adhieran a las
células del esferoide al hacer el recubrimiento y el GTAR para que una vez que se
coloquen los esferoides sobre la lesion, el recubrimiento se degrade liberando las
células.

Se sumerge en las disoluciones de forma alternativa tantas veces como bicapas
queramos formar. Se realiza un lavado rapido entre cada inmersién en polimero
para eliminar los posibles restos de polimero que no se hayan pegado. Para realizar
el lavado se utiliza el mismo disolvente en que se haya disuelto el polimero. Para
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observar si se han formado correctamente las bicapas, observamos nuestras
superficies al microscopio.

Debido a algunos inconvenientes a la hora de visualizar el recubrimiento en el
microscopio y puesto que los que queremos observar es si se produce la unién de
las capas y que el polimero se estd adhiriendo correctamente, decidimos depositar
la disolucidén del polimero sobre la superficie siguiendo el mismo protocolo con los
mismos tiempos. (ver Figura 45). Los tiempos de inmersién son de 20 minutos para
el primer polimero de la primera bicapa y 5 minutos para el resto de capas. Se realiza
un lavado rapido entre cada polimero para eliminar los posibles restos que no se
hayan adherido.

\XZOmm/’ Xmseg/‘\ X Pad X 20 seg. @

0

PORTAOBJETOS CON @ @ @ @ i g ;

SUPERFICIE ACTIVADA
HRGD6 LAVAR GTAR LAVAR BICAPAS

BICAPAS BICAPAS BICAPAS

Figura 45. Representacion esquemdtica del proceso seguido para el recubrimiento de bicapas Layer By
Layer

En la Tabla 13 se representan las imagenes obtenidas para las distintas bicapas:

FITC 1s 4x Cy5 1s 4x

Control

1BL

BF
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3BL

5BL

Tabla 13. Imdgenes tomadas de los cubreobjetos después de la primera prueba de recubrimiento

Después de hacer la primera prueba podemos observar que el color verde va
aumentando en intensidad a medida que aumentamos el nimero de capas. Sin
embargo, el rojo no, sino que se ve a una gran intensidad desde la primera bicapa,
por lo que no nos permitié deducir si el recubrimiento era correcto. Puesto que una
de las posibles causas de la saturacion de la fluorescencia para el fluoréforo Cy5-
NHS, podria estar en la concentraciéon excesiva en el recubrimiento con 1
equivalente utilizado, decidimos realizar nuevas pruebas con disoluciones mas
diluidas del biopolimero con fluoréforo Cy5-NHS.

Para diluir la concentraciéon del fluoréforo, lo que hacemos es mezclar el polimero
“frio”, que es el que solo estd modificado con ciclooctino y no posee fluoréforo Cy5,
con el polimero modificado con ciclooctino y Cy5-NHS. Empezamos haciendo tres
diluciones 1:2, 1:10 y 1:50. Al ver que los resultados siguen apareciendo saturados
probamos tres diluciones mas, 1:100, 1:200 y 1:300 y en vez de sumergir el
cubreobjetos, lo que hacemos es echar la disolucion sobre el lado que se ha activado
con plasma.

En vista de los resultados (Tabla 14) obtenidos, decidimos que la diluciéon adecuada
es 1:100.

Se observa un leve cambio en la coloracién roja del fluoréforo Cy5-NHS. Sin
embargo, podemos observar un claro cambio en la intensidad del color verde a
medida que aumenta el nidmero de bicapas.
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BF FITC

Cy5

o -

Tabla 14. Imdgenes tomadas de los cubreobjetos después del recubrimiento LbL cuando se utiliza la

mezcla 1:100 del polimero con Cy5-NHS

A pesar de que el cambio progresivo en el color rojo sea muy leve, el aumento de la
intensidad del color verde debida a la presencia del fluoréforo nos permite deducir
que se produce el recubrimiento de manera correcta, y que se van uniendo los

polimeros “capa a capa”.

5.5FORMACION DE ESFEROIDES

Para la formacion de esferoides utilizamos la técnica de “Liquid Overlay” explicada
en el apartado 3.3. con el fin de elegir qué tamafio es el mas adecuado atendiendo a
la viabilidad de las células.




Para este primer experimento, hacemos esferoides con concentraciones celulares
de: 625, 1250, 2500, 5000, 10000 y 20000 células/pocillo.

Se lleva a cabo el protocolo explicado en el apartado 4.2.5.2.

Después de dejar la placa las 48 horas de incubaciéon a 37°C, observamos al
microscopio la formacién de los esferoides y el tamafio de los mismos obteniendo
las imagenes representadas en la Figura 4646.

625 células/pocillo 1250 células/pocillo 2500 células/pocillo
171x177 pm 201x209 um 268x258 um

[77 wm

o

5000 células/pocillo 10000 células/pocillo 20000 células/pocillo
330x317 um 425%399 um 533x%535 um

Figura 46. Imdgenes tomadas de los esferoides a las 48 horas de haber sembrado las células

Podemos observar que se han formado esferoides a todas las concentraciones y que
sus tamafios van aumentando a medida que aumenta la concentracién celular
utilizada. Sin embargo, observamos que, para la concentracion celular mas alta, el
esferoide se ha disgregado. En principio, a todas las concentraciones se forman
esferoides por lo que para tomar una decisién final acerca de la concentracién
6ptima el parametro fundamental es la viabilidad.

5.6 VIABILIDAD

Para medir la viabilidad de los esferoides formados, se utiliza el método de Live and
Dead explicado anteriormente en el apartado 4.2.5.3. Para ello, lo primero que se
hace es retirar el medio en el que se encuentran los esferoides con cuidado de no
absorber el esferoide y hacer 2 lavados con PBS. Una vez lavado se prepara la tincién
Live and Dead, se mezcla PBS (90uL por pocillo) con una concentracién de 2uM de
Calceina y con una concentracion de 4 pM de Etidium. Se echa 90 pL de la mezcla en
cada pocillo y se deja en la incubadora a 37°C y 5% COz2, durante 50 minutos. Una
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vez pasado ese tiempo observamos los esferoides en el microscopio confocal
obteniendo las imagenes que se observan en la Figura 4747.

625 células/pocillo 1250 células/pocillo 2500 células/pocillo

5000 células/pocillo 10000 células/pocillo 20000 células/pocillo

Figura 47. Esferoides después de Live and Dead para observar la viabilidad

De acuerdo con los resultados obtenidos podemos concluir que la viabilidad de
todos los esferoides independientemente de su concentraciéon celular es bastante
buena. De cara a escoger una concentracion, se podria elegir cualquiera de ellas. Sin
embargo, podemos observar que, a menor concentracidén celular, peor es la
formacidn de los esferoides, y que, si la concentracion es demasiado grande, es muy
posible que en el manejo del propio esferoide durante los lavados y el cambio de
placa, los esferoides mas grandes se disgreguen. Quiza la mejor opcion seria escoger
el punto medio, es decir, 5000 células por pocillo. Sin embargo, contando
Unicamente con estos resultados cualquier concentracion celular es valida y
deberian hacerse mas pruebas para poder determinar cudl es la mejor.

Existen articulos que demuestran la posibilidad de obtener esferoides a
concentraciones mucho mayores bien sea por esta técnica u otras de las
mencionadas anteriormente. Sin olvidarnos de que la elecciéon de una concentracion
u otra depende también del tamafio que se busque en el esferoide ya que, a mayor
concentracion, de mayor tamafio sera el esferoide.[37]-[40]
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6. CONCLUSION

A lo largo de este Trabajo Fin de Grado se ha conseguido formar esferoides de
distintos tamafos, a partir de suspensiones celulares de diferente concentracion,
siguiendo la técnica de Liquid Overlay. Asimismo, se han modificado quimicamente
los polimeros que, posteriormente, se utilizaran para el recubrimiento de los
esferoides mediante la técnica Layer By Layer, si bien se ha optimizado y puesto a
punto la técnica de recubrimiento LbL con dichos polimeros modificados en
modelos de superficie plana.

1.

Se han caracterizado los polimeros bioproducidos en BioForge, HRGDs y GTAR,
mediante las técnicas de Electroforesis, Resonancia Magnética Nuclear, MALDI-
ToF, Espectroscopia de Infrarrojos y Calorimetria Diferencial de Barrido. Estas
técnicas nos confirman que el polimero se ha producido correctamente.

Se ha modificado quimicamente el polimero HRGDs con grupos azido en
aproximadamente el 60% de las Lisinas. La caracterizacion del polimero HRGDe-
N3, se realiza mediante las técnicas de Electroforesis, Resonancia Magnética
Nuclear, MALDI-ToF y Espectroscopia de Infrarrojos.

Se ha modificado quimicamente el polimero GTAR con grupos cicloctinilo en
aproximadamente el 60% de sus Lisinas. La caracterizacion del polimero GTAR-
CC, se realiza mediante las técnicas de Electroforesis, Resonancia Magnética
Nuclear, MALDI-ToF y Espectroscopia de Infrarrojos.

Se ha modificado quimicamente el polimero HRGDs-N3, con un grupo fluoréforo,
NHS-Fluoresceina. La caracterizacion del polimero HRGDes-N3-F se realiza
mediante las técnicas de Resonancia Magnética Nuclear y MALDI-ToF. Ademas
de observar un claro cambio de color a amarillo, estas técnicas nos han permitido
comprobar que el fluoréforo se ha introducido correctamente.

Se ha modificado quimicamente el polimero GTAR-CC, con un grupo fluoréforo,
Cy5-NHS. La caracterizacion del polimero GTAR-CC-Cy5 se realiza mediante las
técnicas de Resonancia Magnética Nuclear y MALDI-ToF. Ademas de observar un
claro cambio de color a azul, estas técnicas nos han permitido comprobar que el
fluoroforo se ha introducido correctamente.

Se ha conseguido mediante los procesos de biologia molecular, introducir
correctamente el inserto que contiene la secuencia para producir el polimero de
adhesién a colageno tipo II. Sin embargo, su producciéon no ha resultado tan
exitosa como se esperaba.

Se ha puesto a punto la técnica de recubrimiento “Layer by Layer” y, a través de
la “Quimica Click” entre los polimeros HRGDe-N3-F y GTAR-CC-Cy5, se ha
conseguido realizar hasta 5 bicapas de recubrimiento de superficies.
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8. Se ha conseguido la formacidn de esferoides de células madre mesenquimales a
distintas concentraciones celulares y se ha comprobado que se han formado a
las 48 horas de sembrar las células y que presentan una alta viabilidad celular
medida a través de la técnica Live and Dead.

64



7. LINEAS FUTURAS

Este trabajo como una pequefia parte de una tesis doctoral, tiene sus limites por lo
que puede que haya técnicas que se seguiran estudiando y poniendo a punto una vez
finalizado este TFG.

El objetivo final de este trabajo es la regeneracion de cartilago en lesiones difusas.

Para ello se necesita poner a punto los esferoides y determinar la viabilidad de los
mismos no solo una vez formados, sino también después de haber sido recubiertos,
asegurandonos de que los nutrientes difunden adecuadamente permitiendo a las
células mantenerse vivas.

Por otra parte, es necesario conseguir que los esferoides tengan en su capa mas
externa el polimero que va a producir esa union especifica a cartilago, en este caso
se trata de dos polimeros: polimero de adhesion a colageno tipo I y polimero de
adhesion a condroitin sulfato. Como se comentado antes esta habiendo ciertos
problemas en la bioproducciéon por lo que es una técnica que hay que seguir
estudiando y mejorando.

Ademas de la investigacibn que se estd realizando con células madre
mesenquimales, se valora la posibilidad de diferenciar estas células madre hacia
distintos linajes como condrocitos.

Lo ideal seria conseguir unos esferoides recubiertos con polimero que pudieran
adherirse por uniones especificas a la zona dafiada ayudando en su reparacidn.
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9. ANEXO I: RESULTADOS

9.1 CARACTERIZACION DE LOS ELRs

Segun lo indicado en el apartado 5.3. En este apartado se muestra la caracterizaciéon
del resto de los polimeros: HRGDs, RGTAR, RGTAR-CC, HRGD¢-N3-F, RGTAR-CC-Cy5.

HRGDs
e RMN

La Resonancia Magnética Nuclear de Proton, nos permite analizar la estructura
de los polimeros. Los valores de las integrales que obtenemos después de pasar
el espectro por el programa MestreNova, son parecidos a los protones que tiene
el polimero en su estructura.
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Figura 48. Espectro RMN del polimero HRGDs bioproducido

e Electroforesis

La electroforesis nos permite conocer de forma cualitativa el peso molecular del
polimero. Aunque para un valor exacto la prueba de MALDI-ToF es mucho mas
precisa.
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Figura 49. Electroforesis SDS-PAGE del polimero HRGDs
MALDI-ToF

La espectrometria nos permite observar el peso molecular del polimero HRGDe.
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Figura 50. Espectroscopia de masas (MALDI-ToF) del HRGDs

70



e FTIR

(=)
~
[T9)
o
[
=
=)
8
g o |
<
2
o
1%
e}
<
n
) %
g - T T T [— T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wavenumber cm-1
Figura 51. Espectro infrarrojo del polimero HRGDs
e DSC

El DSC nos permite desterminar la temperatura de transicién inversa del
polimero y la variacion de entalpia del proceso.

Method: ANA Confrol de lotes (5-609C; 59C,/min)
dt1,00s
[1]15.0 5C, 10,00 rin
[2]5,0..60,0 *C, 5,00 K/min
BHRGDG NIP 1565 FRS Synchronization ensbled
HRGDG MIP 1565 FRS, 0,9000 mg

Integral -6,35 md

Paalk 28,68 *C
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Figura 52. Termograma DSC del polimero HRGDs en MQ a pH=6,84
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GTAR
e RMN

La Resonancia Magnética Nuclear de Protdn, nos permite analizar la estructura
de los polimeros. Los valores de las integrales que obtenemos después de pasar
el espectro por el programa MestreNova, son parecidos a los protones que tiene
el polimero en su estructura.
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Figura 53.Espectro RMN del polimero GTAR bioproducido

e Electroforesis
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La electroforesis nos permite conocer de forma cualitativa el peso molecular del
polimero. Aunque para un valor exacto la prueba de MALDI-ToF es mucho mas
precisa.
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Figura 54. Electroforesis SDS-PAGE del polimero GTAR

MALDI-ToF

La espectrometria nos permite observar el peso molecular del polimero GTAR.
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Figura 55. Espectroscopia de masas (MALDI-ToF) del GTAR
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Figura 56. Espectro infrarrojo del polimero GTAR

1000

El DSC nos permite desterminar la temperatura de transiciéon inversa del

polimero.
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Figura 57. Termograma DSC del polimero GTAR
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La Resonancia Magnética Nuclear de Protdn, nos permite analizar la estructura
de los polimeros. Los valores de las integrales que obtenemos después de pasar
el espectro por el programa MestreNova, son parecidos a los protones que tiene
el polimero en su estructura.
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Figura 58. Espectro RMN del polimero GTAR-CC modificado quimicamente

Se observa que en comparacién con el espectro del polimero original HRGD6,
aparece una sefial en torno a 7 ppm con un valor de 16,38, este valor nos indica
que se han modificado 16 lisinas. Como nuestro objetivo era modificar 10 lisinas
de las 16 que tiene este polimero, podemos decir que la conversion bastante
grande ya que modificar 16 lisinas implica que se han modificado el 100% de
las lisinas del polimero.

Electroforesis

La electroforesis nos permite conocer de forma cualitativa el peso molecular del
polimero. Aunque para un valor exacto la prueba de MALDI-ToF es mucho mas
precisa.
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Figura 59. Electroforesis SDS-PAGE del polimero GTAR-CC
e MALDI-ToF

La espectrometria nos permite observar la diferencia del peso molecular entre
el polimero original, GTAR y el modificado con grupos cicloctino, GTAR-CC.
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Figura 60. Espectroscopia de masas (MALDI-ToF) del GTAR-CC

Con esta diferencia en la variacidon, podemos determinar el nimero de lisinas
modificadas, mediante la siguiente ecuacion:

APM 43354 — 41478
lys* = =

=T76Da - 176Da  _ 10066lys+

Ecuacion 3: Cdlculo del niimero de lisinas modificadas GTAR-CC
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e FTIR

Al comparar este espectro de infrarrojos con el espectro de infarrojos del GTAR,
no se aprecian diferencias significativas por lo que se puede concluir que el FTIR
no es util para caracterizar esta modificaciéon en concreto.
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Figura 61. Espectro infrarrojo del polimero GTAR-CC
HRGDe-N3-F
e MALDI-ToF

La espectrometria nos permite observar la diferencia del peso molecular entre
el polimero modificado con grupos azida, HRGD¢-N3 y el polimero modificado
con el fluoréforo NHS-Fluoresceina, HRGDes-N3-F.
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Figura 62. Espectroscopia de masas (MALDI-ToF) del HRGD6-N3-F

m/z

Si comparamos el peso molecular obtenido en el MALDI-ToF del HRGDs-N3, 62544
y el peso molecular obtenido ahora, vemos que hay un aumento debido a la
presencia del fluoréforo NHS-Floureceina.

GTAR-CC-Cy5

e MALDI-ToF
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Intens. [a.u]

400

La espectrometria nos permite observar la diferencia del peso molecular entre
el polimero modificado con grupos ciclooctino, GTAR-CC y el polimero
modificado con el fluor6foro Cy5-NHS, GTAR-CC-Cy5.
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Figura 63. Espectroscopia de masas (MALDI-ToF) del GTAR-CC-Cy5

Si comparamos el peso molecular obtenido en el MALDI-ToF del GTAR-CC,
43354, y el peso molecular obtenido ahora, vemos que hay un aumento
debido a la presencia del fluoré6foro Cyanine5-NHS.
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