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DESCRIPCION

METODO DE FUNCIONALIZACION DE MATERIAL POLIMERICO CON PBA Y SU
USO EN BIOMEDICINA

SECTOR DE LA TECNICA

La presente invencién se encuentra dentro del campo de la medicina, preferentemente
dentro del campo de la medicina regenerativa y, de forma mas especifica, en la rama de

ingenieria tisular.

Particularmente, esta invencidn se refiere a un método para la funcionalizacién con PBA
de un elastébmero y/o polimero biocompatible, y a la utilizacién de este material para
preparar una estructura que sirva como sustrato o guia para la reparacién o regeneraciéon
de tejidos. Adicionalmente, la presente invencién se dirige al uso de dicha estructura en
cultivos 3D in vitro para el estudio de la diferenciacion celular, la produccion a gran escala
de vectores para uso en terapia génica, o el cultivo y proliferacién de células maduras o
células madre en 3D. Finalmente, la presente invencién se dirige al uso de estas
estructuras para la elaboracién de una composicién farmacéutica, y su utilizacion para el
tratamiento de enfermedades que implican degeneracién de tejidos, mas concretamente

para el tratamiento de osteoartritis.

ESTADO DE LA TECNICA

La medicina regenerativa (MR) persigue la regeneracion total o parcial de células,
organos o tejidos humanos para restaurar o establecer una funcién normal [1]. Por otro
lado, la ingenieria de tejidos (IT) es una rama de la MR basada en tres pilares: células,
biomateriales y moléculas bioactivas [2]. La osteoartritis (OA), una enfermedad irreversible
y multifactorial, se encuentra entre las diferentes patologias que pueden beneficiarse de la
MR. La baja tasa de regeneracién en la OA es consecuencia de las caracteristicas del
cartilago, que es un tejido avascular, no linfatico y sin terminaciones nerviosas [3]. La OA
provoca dolor y pérdida de la funcién articular debido a la pérdida del cartilago articular [4].
Es uno de los trastornos articulares mas comunes que resultan de una combinacién de
factores de riesgo, donde la edad y la obesidad son los mas destacados, y que afectan con
mayor frecuencia a las rodillas [5]. Hasta el momento, no existe un tratamiento de la OA
para detener o frenar su progresion, por lo que las alternativas quirurgicas siguen siendo

el tratamiento elegido [6].
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En las ultimas décadas, varios productos de cartilago IT, como la implantacion de
condrocitos autdlogos asociados a la matriz (MACI), Hyalograft® C, NeoCart®,
NOVOCART® 3D, Cartipatch®, etc. han intentado imitar el cartilago articular [7]. Sin
embargo, en su lugar, la mayoria de estas terapias implican la formacién de fibrocartilago.
Para mejorar la eficacia de estos procedimientos de IT, se estan desarrollando nuevos
enfoques, como la biofabricacion en 3D, para introducir células madre, a fin de evitar el
inconveniente de las terapias con condrocitos autdlogos, en una matriz 3D y cultivarlas in
vitro durante periodos mas largos, de 4 a 6 semanas [7]. Las matrices 3D se conocen como
andamios, componentes que sirven como estructuras 3D para soportar temporalmente las
células autdlogas hasta que éstas sintetizan sus componentes de matriz [8]. Este hecho
permite crear un tejido relativamente maduro in vitro antes de su implantacion, con una
integridad bioquimica similar a la del cartilago articular sano, ya que se sabe que la
presencia de matriz alrededor de las células mejora la retencion de las células del donante
[9], y protege a las células de los agentes inflamatorios [10]. Ademas, los andamios
cumplen ciertos requisitos, como i) la presencia de una superficie adecuada (rugosidad e
hidrofilia) para mejorar la adhesién celular, ii) una estructura interna (porosidad, tamario y
estructura del poro y diametro de la fibra) que favorezca la adhesion, proliferacién y
diferenciacion celular, asi como la difusién de nutrientes, oxigeno y desechos, iii) y también
poseen propiedades mecanicas y bioquimicas similares a las del tejido diana [11]. Los
andamios pueden fabricarse con biomateriales, materiales destinados a interactuar con
sistemas biologicos para evaluar, tratar, aumentar o sustituir tejidos, érganos o funciones

del cuerpo.

Un problema considerable relacionado con los biomateriales es cdmo la hidrofobicidad
y la falta de sitios de reconocimiento biolégico en la superficie del material proporcionan un
entorno hostil para la adhesién celular [12]. Para mejorar la adhesién celular, se han
desarrollado estudios previos de funcionalizacidon centrados en la modificacion de las
superficies de los biomateriales. Ademas, las modificaciones de la superficie juegan un
papel en la migracién celular, proliferacion y diferenciacion de las células madre [13]. Por
lo tanto, la mejora de la adhesion celular mejoraria la interaccién célula-biomaterial [14]. Se
han utilizado varios métodos de funcionalizacion basados en la interaccion de diferentes
componentes con proteinas de la membrana celular. Por ejemplo, la superficie puede ser
funcionalizada con el péptido RGD (Arg-Gly-Asp) [15], con el &cido 1-pireno butirico (PBA)
[16], o con diferentes componentes presentes en la matriz extracelular (MEC) como la

fibronectina o el colageno [17].
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Los poliésteres sintéticos, como el elastbmero de poliuretano termoplastico 1,4-
butanediol (b-TPUe) (que comprende diisocianato de difenilmetano [MDI] y 1,4-butanediol),
han recibido una atencién considerable para la ingenieria tisular de cartilago, debido a sus
adecuadas propiedades mecanicas, como la capacidad de recuperacion altamente elastica
[18]. Sin embargo, su hidrofobicidad no proporciona el entorno deseado para la adhesién

y proliferacién celular.

Por ello, los inventores de la presente invencion han puesto en marcha dos métodos
de funcionalizacién diferentes, basados en el recubrimiento del biomaterial con colageno
tipo | y PBA, con el fin de comprobar si es posible reducir la hidrofobicidad del b-TPUe
mejorando la interaccién célula-biomaterial. Se seleccionaron dos métodos con el objetivo
de comparar un método de recubrimiento tradicional (Colageno tipo |) adaptado de la
literatura [17] con una nueva metodologia (PBA) con costes reducidos y buenos resultados
obtenidos en la fabricacién de biosensores de grafeno [16]. Ambas metodologias se
comparan evaluando la eficacia de la funcionalizacion mediante el microscopio de fuerza
atomica (AFM, de sus siglas en inglés Atomic Force Microscope) y el reactivo de ninhidrina.
A continuacién, se analizé la eficacia biolégica de ambos métodos de funcionalizacién
sembrando células madre mesenquimales obtenidas de la almohadilla de grasa de Hoffa
(IPFP-MSCs, de sus siglas en inglés Infrapatellar Fat Pad derived Mesenchymal Stem
Cells) y realizando los posteriores estudios de actividad metabdlica y viabilidad. Junto con
los estudios celulares, se analizd la secrecion de MEC mediante PCR, cuantificacion de
glicosaminoglicanos (GAGS) y, finalmente, mediante microscopia electrénica de barrido

(MEB), para verificar el potencial condrogénico de ambos métodos funcionalizados.

La presente invencién propone, por tanto, un método de funcionalizacién de
elastébmeros y polimeros biocompatibles mediante revestimiento con un componente mas
hidrofilo, como es el PBA, lo cual permite modificar las propiedades superficiales del
material, reduciendo asi su hidrofobicidad y mejorando la interaccion célula-biomaterial.
Como consecuencia, el método de funcionalizacion descrito aporta al biomaterial una
naturaleza altamente manejable y una capacidad de recuperacion elastica similar a la del
cartilago, solventado asi las limitaciones relativas a la adhesién y proliferacion celular de
los enfoques actuales, derivadas de la hidrofobicidad de estos polimeros. Siendo asi, el
biomaterial funcionalizado es utilizado para la preparacion de una estructura de biomaterial
que sirve como sustrato o guia para la reparacion o regeneracioén de tejidos, lo que supone

un avance en la ingenieria tisular de cartilago con gran potencial clinico.
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BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a un método de funcionalizacion de elastébmeros vy
polimeros biocompatibles basado en el revestimiento de estos biomateriales con PBA,
preferentemente se refiere a un método de funcionalizacion con PBA del elastébmero de
poliuretano termoplastico de 1,4-butanediol (b-TPUe, que comprende diisocianato de
difenilmetano [MDI] y 1,4-butanediol).

El método propuesto proporciona al biomaterial cambios en sus propiedades superficiales,
lo que resulta en una reduccién de la hidrofobicidad de estos biomateriales. Como
consecuencia, mediante la funcionalizacion con PBA se consigue una mejora en la
interaccion célula-biomaterial y con ello un ambiente favorable para la adhesién vy

proliferacion celular.

En un aspecto mas concreto, la presente invencion se refiere a una estructura compuesta
esencialmente de un elastémero y/o polimero biocompatible que esta funcionalizado con
PBA, preferentemente el PBA se encuentra adherido a la superficie de esta estructura,

haciendo al biomaterial mas hidréfilo y con una mayor capacidad para la adhesién celular.

En una realizacién particular, el biomaterial funcionalizado del que estd compuesta
esencialmente dicha estructura es b-TPUe, que comprende diisocianato de difenilmetano
[MDI] y 1,4-butanediol.

Otro aspecto de la invencién comprende la estructura funcionalizada con PBA, que puede
ser un andamio tisular, un implante tisular, un stent o una valvula; la cual se puede emplear

como guia o sustrato para la reparacién o regeneracién de tejidos.

Un aspecto adicional de la invencién se refiere a un andamio tisular funcionalizado con
PBA que comprende la estructura de biomaterial funcionalizado, que ademas se emplea

para cultivos en 3D in vitro.
Un aspecto adicional de la invencidn hace referencia a una composicién que comprende

una poblacién de células, o el secretoma de ellas, dentro del andamio tisular funcionalizado

del aspecto anterior.
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Un ultimo aspecto de la invencion se refiere al uso de esta composicién farmacéutica en el
tratamiento de enfermedades que implican degeneracién de tejidos, preferiblemente
degeneracion cartilaginosa, vascular, del musculo esquelético o de la piel, y de forma aun

mas preferente en el tratamiento de osteoartritis.

Definiciones

El término “biocompatible” hace referencia a la cualidad que se atribuye a cualquier

elemento para indicar que este posee biocompatibilidad. La biocompatibilidad se entiende
como la capacidad que posee un elemento que es utilizado en un medio bioldgico sin llegar
ainterferir ni suponer un obstaculo para este. Asi pues, un elemento biocompatible es aquel
que esta en contacto directo con los tejidos y fluidos internos del organismo, ya sea de
forma breve o prolongada, sin desencadenar reacciones alérgicas, inmunitarias, o

cualquier otro tipo de efecto nocivo que ejerza dicho contacto sobre el organismo.

El término “biomaterial” se refiere a materiales destinados a interactuar con sistemas
bioldgicos para evaluar, tratar, aumentar o sustituir tejidos, 6rganos o funciones del cuerpo,
sin degradar o destruir el ambiente con el que coexisten. Por consiguiente, el término

“biomaterial” hace referencia a un “material que tiene biocompatibilidad”, que también

puede ser conocido como un “material biocompatible”.

Asi, en el contexto de este documento se entenderan los términos “biomaterial” o “material

biocompatible” como todo aquel ‘“elastdmero y/o polimero” o “material polimérico” que es

objeto del método de funcionalizacién con PBA.

El término ‘“estructura de biomaterial”, se refiere a cualquier material biocompatible que

sirva como sustrato o guia para la reparacién de tejidos o su regeneracién, como un

andamio tisular, un implante tisular, un stent o una valvula.

Los términos “b-TPUe” o ‘elastdmero de poliuretano termoplastico 1,4-Butanediol” en el

contexto de este documento se entenderan como dicho elastémero el cual comprende

diisocianato de difenilmetano [MDI] y 1,4-butanediol.

El término “funcionalizacién” hace referencia al procedimiento mediante el cual se insertan

grupos funcionales para facilitar la incorporacion de otras moléculas, persiguiendo una

mejora de las propiedades del elemento original. En el contexto del documento, el término
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“funcionalizado” se refiere a aquel elemento que se encuentra revestido con el material de

funcionalizacion.

El término “tratamiento” o “tratar’ en el contexto de este documento se refieren al uso de

una composicion segun la invencién para reparar o regenerar tejidos, cuya degeneracion
son sintomas de una enfermedad, condicion patolégica o uno 0 mas sintomas asociados
con dicha enfermedad o condicidn. “Tratamiento” también abarca la prevencién, mejora o
eliminaciéon de las secuelas fisiolégicas de la enfermedad. Concretamente, el concepto
“tratar’ se puede interpretar como:
i.  Inhibir o prevenir la enfermedad o condicién patoldgica, es decir, detener su
desarrollo;
ii. Paliar sintomas o aliviar la enfermedad o la condicion patoldgica, es decir,
causa la regresion de la enfermedad o la condicién patoldgica;

iii. Estabilizar la enfermedad o la condicién patolégica.

A lo largo de la descripcién y las reivindicaciones el término "comprende”, que también
podra interpretarse como ‘“consiste en’, y sus variantes no pretenden excluir otras
caracteristicas técnicas, aditivos, componentes o pasos. Para los expertos en la materia,
otros objetos, ventajas y caracteristicas de la invencién se desprenderan en parte de la

descripcidon y en parte de la practica de la invencion.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1.- Andlisis de topografia por AFM. (A-F) Imagenes de altura capturadas con AFM
para, (A) agua Mili Q como control, (B) etanol 70% (mezclado con agua Mili Q), utilizado
para esterilizar los andamios, (C) tampon 2-propanol 100%, utilizado para diluir la
hexametilendiamina (necesaria para la funcionalizacién con PBA) y (D) tampon KH2PO4
0,16 % Glutaraldehido utilizado para reticular las fibras de colageno en la funcionalizacion
con colageno tipo I. (E) Imagenes de altura para los andamios funcionalizados con
colageno, mientras que (F) expone una fibra funcionalizada con PBA. En todos los casos,
el ROl era de 5x5 pm. (G) Curvas de PSD de los analisis de tampdn AFM en comparacién

con el control. (H) PSD de los andamios funcionalizados frente al control.

Figura 2.- Caracterizacién macroscoépica y microscépica. (A) Imagenes captadas con

lupa bajo luz transmitida de diferentes tampones. El control fue agua Mili Q, etanol al 70%
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mezclado con agua Mili Q, isopropanol puro y tampédn de glutaraldehido KH2P0O4 al 0,16%.
(B) La curva de absorbencia del estandar de ninhidrina se realiza mediante un
espectrofotébmetro. (C) Ensayo de ninhidrina para los andamios aminados (andamios
incrustados en el tampdn hexametilendiamina 2-prop) y el control (andamios naive). (D)
Imagenes confocales de autofluorescencia de andamios bTPUe funcionalizados con PBA,
y control (no funcionalizado). (E) Imagenes confocales de inmunohistoquimica de
andamios, inmunomarcados como funcionalizacién de colageno tipo |, y control como

andamios naive. La ampliacion fue de 10X.

Figura 3.- Proliferacion metabélica y celular de los andamios funcionalizados con
bTPUe cargados con IPFP-MSCs. (A) Respuesta de fluorescencia del azul Alamar (A =
570 nm) para andamios bTPUe sin tratamiento (control), andamios funcionalizados con
PBA y andamios funcionalizados con colagenotipo | en los dias 1, 3, 7, 14y 21. (B) Curvas
de aumento del pliegue de ADN para los andamios funcionalizados con PBA y los
andamios funcionalizados con colageno tipo | a lo largo de 21 dias. (n=3) (***, p < 0,001; *,
p < 0,05; N.S., no significativo), (C-K) Imagenes confocales del ensayo Live/Dead (Thermo
Fisher Scientific) de los andamios bTPUe naive como control y de ambos protocolos de

funcionalizacion. La ampliacién fue de 10X.

Figura 4.- Propiedades condro-inductoras del andamio funcionalizado con bTPUe
cargado con IPFP-MSCs. (A) Concentraciones de GAG obtenidas mediante el ensayo de
papaina para el andamio bTPUe naive y ambos protocolos de funcionalizacion el dia 1y el
dia 21. (B) Las concentraciones de ADN se obtuvieron mediante el ensayo de papaina para
los andamios bTPUe naive y ambos protocolos de funcionalizacién el dia 1 y el dia 21. (C)
Relaciones GAG/ADN para los andamios bTPUe naive y ambos protocolos de
funcionalizacién en el dia 1y en el dia 21 (n=3). (***, p < 0,001; *, p < 0,05; ###, p < 0,001;
AMA ' <0,001). (D) Incremento del pliegue de expresion génica obtenido mediante qPCR.
El control utilizado fue IPFP-MSCs cultivadas en el dia 0. PBA fueron andamios
funcionalizados con PBA bajo medio celular normal, PBA Dif fueron los mismos andamios
bajo medio condrogénico, ambos en el dia 21. Los andamios de colageno eran andamios
funcionalizados con colageno tipo | bajo medio normal, el colageno Dif eran los mismos
andamios bajo medio condrogénico, ambos en el dia 21. Col2 era COL2A1. Sox9 era el
factor de transcripcion SOX-9. Acan era Aggrecan. Col1 era COL1A1. (n=3) (***, p < 0,001;
*p < 0,05 ###, p < 0,001, A p < 0,001; N.S,, no significativo). Las barras negras
correlacionan los marcadores condrogénicos de los andamios funcionalizados frente al

control. N.S: implica excepcidén en la correlacién anterior. Barras azules correlacionan
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control respecto a otros. Las barras grises correlacionan PBA con PBA Dif. Las barras

verdes correlacionan Colageno con Colageno Dif.

Figura 5.- Imagenes MEB de los andamios de control, funcionalizados con PBA y
funcionalizados con colageno tipo | en el dia 21. (A-E) Imagenes de control, donde (B)
muestra una ampliacién de una célula viable. (E) muestra la escasa interaccidén célula-
biomaterial. (F-J) Imagenes de PBA, (F) muestran claramente la presencia de MEC sobre
las fibras del andamio, (G) representa las interacciones célula-célula. (J) Muestra las
interacciones célula-MEC. (K-O) Imagenes de colageno, donde (K) muestra la presencia
de MEC sobre la superficie del andamio, (L) muestra una célula similar a un condrocito vy,

(O) muestra la interaccion célula-biomaterial y la morfologia preservada de MEC.

Figura 8. Caracterizaciéon de Células Madre pluripotentes. A) Marcadores FACS para
la capacidad de diferenciacion. B} Capacidad de diferenciacion. Los controles fueron PFP-
MSCs con DMEM, 10%FBS v 1%P/S. Los medios de diferenciacidn fusron: El medio
osteogénico aplicado fue SiemMACS OsteoDiff 130-081-678, Millenyi. El medio
adipogénico aplicado fue StemMACS adipoDiff  130-091-677, Miltenyi. El medio
condrogénico aplicado fue DMEM complementadoe con 10 ng/mi de TGF-81, 0,1 pM de
dexametasona, 40 ug/mi de L-prolina, 50 ug/mi de L-ascorbate-2-fosfato v 50 mg/mi de

ITS. (Barra de escala = 110 um).

Figura 7. Proliferacién metabdlica y celular de los andamios funcionalizados con
bTPUe cargados con IPFP-MSCs. A}, B} Estudic de la actividad metabdlica realizado en
los dias 0 v 3 utilizando &l reactivo Alamar Blue. Los andamios FF han sido funcionalizados
con colagenc ullizande diferenies concentraciones de glutaraldehido {(0%; $,18% vy
0,825%) y glicina (OM, 0,5M, 0,2M, respectivamente}. &l control positive sdlo se ha
sembrado sin funcionaglizacidén previa. ™ p <0.001). Imagenes obtenidas con e
microscopio confocal Nikon Eclipse Ti tras el tralamiento de los andamios FF con el kit de
citotoxicidad/viabilidad LIVE/DEAD®. C) Control positivo. D) 0% de glutaraldehido y OM de
glicina E) 0,16% de glularaldehido v 0,5M de dlicina. F) 0,825% de giutaraldehido y 0,2M

de glicina.

Figura 8. Desarrolio del protocolo de funcionalizacion. (A) Ensayo del material de PLA
con solucidn de isopropanol a diferentes dilucionas 100%, 75% vy 50%. Barras de escala:
2 mm. (B} Ensayo de material de PLA con solucion de DMSOen diferentes diluciones al
100%, 75% y 50%. Barras de escala: 2 mim.
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Figura 8. Ensayo de proliferacidn durante 21 dias v viabilidad a 1, 7, 14, 21 dias y en
diferentes condiciones {control, PBA vy colagenc) em PLA. (A) Unidades de
flucorescencia ralativas en confrol, PBA vy colageno. (B) Aumento del doble de la
profiferacion de fibroblastos. La significacion estadistica se indica como *** (p<0,005}, NS
{sin significacién). (C) Ensayo de Confocal de fos andamios con {uz transmitida, barra de

escala: 200 pm.

Figura 10. Imagenes representativas por SEM de los fibroblastos a través del
andamio de PLA,

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Método de funcionalizacidn de biomateriales con PBA

Los inventores han estudiado dos métodos de funcionalizacién de elastémeros y/o
polimeros biocompatibles para probar si tal funcionalizacién permite solventar las
limitaciones en cuanto a adhesién y proliferacién celular asociada a la hidrofobicidad de

tales biomateriales.

Para conseguir este objetivo, se utilizd como biomaterial el elastémero de poliuretano
termoplastico 1,4-Butanediol (b-TPUe), el cual fue sometido a ambos métodos de
funcionalizacién: (i) con colageno tipo |, el cual ya ha sido descrito en el estado del arte; y
(ii) con PBA. Posteriormente, para probar el éxito de la funcionalizacidon, observaron los
cambios que esta provoca en el biomaterial y compararon los resultados de ambos
métodos. Para ello, se llevaron a cabo estudios que permitieron evaluar la actividad
metabdlica celular y la viabilidad celular de los andamios formados con el biomaterial
funcionalizado, ademas de evaluar también su potencial condrogénico y analizar la
morfologia celular y del aspecto de la MEC. Segun los datos obtenidos, en ambos casos
hubo sintesis de MEC y presencia de marcadores condrogénicos, por lo que ambos
métodos de funcionalizacién suponen una mejora en la interacciéon célula-biomaterial e

inducen condrogénesis sin precisar un medio especial para ello.

En su aspecto mas general, en un primer aspecto, la presente invencién propone un
método de funcionalizaciéon de un elastémero y/o polimero biocompatible comprendido o

gue constituye un biomaterial o estructura, que comprende los siguientes pasos:
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a) Opcionalmente esterilizar previamente el elastdmero y/o polimero biocompatible
comprendido 0 que constituye un biomaterial o estructura,

b) aminar el elastbmero y/o polimero biocompatible comprendido o que
constituye el biomaterial o estructura poniéndolo en contacto con una solucion
de amina,

c) poner en contacto el producto resultante del paso (b) con una solucién que
comprende acido 1-pirenebutirico (PBA), y

d) opcionalmente realizar uno o0 mas lavados del elastbmero y/o polimero
biocompatible revestido con PBA del paso (¢) con una solucién salina,

preferiblemente con suero salino (PBS) estéril.

En una realizacion particular del primer aspecto de la invencidn, el biomaterial
funcionalizado mediante el método del primer aspecto de esta invencién comprende o
consiste en un elastobmero que comprende o consiste en PLA (acido poli-lactico), PCL (poli-
caprolactona), b-TPUe (elastomero de poliuretano termoplastico 1,4-Butanediol), PLGA
{co—polimero acide poli{lactico—-co—glicdlico)y o cualquiera de sus combinaciones;

preferiblemente el elastomero es de poliuretano termoplastico 1,4-Butanediol (b-TPUe).

Otra realizacion particular del primer aspecto de la invencién se caracteriza porque en el
proceso de aminacion del paso (b) se emplea una solucion que contiene una amina de
cadena larga y no ciclica, disuelta en 2-propanol. Preferentemente, la amina de la solucion
para el proceso de aminacion se selecciona de la lista que consiste en: 1,6-hexanodiamina;
(2-metilbutilamina; metoxipoliglicol amina; poli(etilenglicol) metiléter amina; 1,6-

hexanodiamina-1,6-13C2; N-Boc-1,6-hexanodiamina.

En una realizacion preferida del primer aspecto de la invencion, el PBA del paso (c) se
emplea en una solucidn de PBA disuelto en 2-propanol, preferiblemente a una
concentracién de 5mM, o alternativamente en una solucién de PBA disuelto en DMSO,

preferiblemente a una concentracién de 5mM.

A pesar de que b-TPUe es apropiado para regeneracion de cartilago y que destaca por sus
buenas propiedades mecanicas y su capacidad de recuperacion altamente elastica, su
caracter hidrofébico hace que dicho biomaterial no proporcione un ambiente favorable para
la adhesién y proliferacién celular. La funcionalizacién con PBA propuesta en esta memoria

de patente supone una adicibn de componentes en la superficie del b-TPUe y una
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reduccion de su hidrofobicidad, mejorando por tanto la interaccién célula-biomaterial e

incrementando la adhesién y proliferacién celular.
Los biomateriales funcionalizados con PBA mediante el método propuesto son utiles en el
campo de la biomedicina, principalmente en el campo de la ingenieria tisular o para el

cultivo in vitro 3D, entre otras aplicaciones.

Estructura compuesta por el biomaterial funcionalizado con PBA

En otro aspecto de la presente invencion, que denominaremos como segundo aspecto de
la invencidn, la presente invencion se refiere a una estructura compuesta esencialmente
por el elastdmero y/o polimero biocompatible que ha sido funcionalizado con PBA mediante
el método descrito en el primer aspecto de esta invencién. Es decir, la presente invencion
hace referencia a un elastémero y/o polimero biocompatible que ha sido funcionalizado con
PBA obtenido u obtenible a través de la metodologia del primer aspecto de la invencién o
de cualquiera de sus realizaciones particulares. Preferiblemente, el biomaterial
funcionalizado mediante el método del primer aspecto de esta invencién es un elastdmero
que comprende o consiste en PLA (acido poli-lactico), PCL (poli-caprolactona), b-TPUe
(elastomero de poliuretano termoplastico 1,4-Butanediol), PLGA {co-polimero acido
poliiactico~co—~glicdlico)) o cualquiera de sus combinaciones; preferiblemente el

elastébmero es de poliuretano termoplastico 1,4-Butanediol (b-TPUe).

En una realizaciéon particular del segundo aspecto de la invencidn, el PBA usado en el
método de funcionalizacién se encuentra adherido a la superficie de la estructura objeto de
este segundo aspecto. Esta adhesion proporciona cambios en las propiedades
superficiales de dicha estructura, haciendo al biomaterial que la conforma mas hidréfilo, lo
que se traduce en una mejora de la interaccién célula-biomaterial. De esta manera, se

mantiene la viabilidad celular y se aumenta el ratio de proliferacién celular.

En otra realizacion particular, dicha estructura estd compuesta esencialmente por b-TPUe,
también conocido como el elastdmero de poliuretano termoplastico de 1,4-butanediol, que

comprende diisocianato de difenilmetano [MDI] y 1,4-butanediol.

Ofro aspecto de la invencién, tercer aspecto de la invencién, se refiere a un andamio tisular,
un implante tisular, un stent o una valvula que comprende la estructura funcionalizada con

PBA de acuerdo al segundo aspecto de la invencion.
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En una realizacién particular del tercer aspecto de la invencion, la estructura funcionalizada
con PBA consiste en un andamio tisular compuesto esencialmente por un elastdmero de
poliuretano termoplastico de 1,4-butanediol que comprende diisocianato de difenilmetano
[MDI]y 1,4-butanediol.

En una realizacion preferida, el andamio tisular, implante tisular, stent o valvula que
comprende la estructura funcionalizada con PBA de este tercer aspecto de la invencion,

puede ser empleada como guia o sustrato para la reparacion o regeneracion de tejidos.

Uso en cultivos 3D in vitro

En otro aspecto, la presente invencion se refiere al uso de un andamio tisular
funcionalizado con PBA, segun cualquiera de los aspectos segundo o tercero o cualquier
realizacién preferida de los mismos, que comprende la estructura de biomaterial

funcionalizado, para cultivos 3d in vitro

En una realizaciéon particular, el andamio tisular funcionalizado con PBA, segun cualquiera
de los aspectos segundo o tercero o cualquier realizacién preferida de los mismos, se usa
en el cultivo 3d in vitro para el estudio de la diferenciacion celular, la produccién a gran
escala de vectores para uso en terapia génica a partir de la expansién en 3D de células

empaquetadoras, o el cultivo y proliferacion de células maduras o células madre en 3D.

Tratamiento de enfermedades que implican degeneracién de tejidos

Otro aspecto de la invencién, un cuarto aspecto de la invencion, hace referencia a una
composicion, preferiblemente una composicidén farmacéutica que opcionalmente
comprende excipientes, adyuvantes o vehiculos, que comprende una poblacion de células,
y/o el secretoma de dichas células, adherido al andamio tisular funcionalizado segun
cualquiera de los aspectos segundo o tercero o cualquier realizacién preferida de los

mismos.

En una realizacién particular del cuarto aspecto de la invencion, la composicion comprende
células maduras o células madre mesenquimales, pluripotentes y/o embrionarias.

Preferiblemente, dichas células maduras comprenden condrocitos, células cutaneas,
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células endoteliales, células musculares lisas, osteoblastos, células empaquetadoras para

produccién de vectores, fibroblastos, cardiomiocitos y/o miocitos.

Un ultimo aspecto de la invencién se refiere al uso de la composicidn, preferiblemente
composicién farmacéutica, del cuarto aspecto de la invencidén para el tratamiento de
enfermedades que implican degeneracién de tejidos, preferiblemente degeneracion
cartilaginosa, vascular, del musculo esquelético o de la piel, y de forma aun mas preferente

en el tratamiento de osteoartritis.

MODOS DE REALIZACION

Los siguientes ejemplos y dibujos se proporcionan a modo de ilustracidn, y no se pretende
qgue sean limitativos de la presente invencién. Ademas, la presente invencion cubre todas

las posibles combinaciones de realizaciones particulares y preferidas aqui indicadas.

Caracterizacion y verificacién de los protocolos de funcionalizacién en b-TPUe

Los métodos de funcionalizacién implican algunos reactivos agresivos, por lo que es
necesario evaluar su efecto sobre el biomaterial. La topologia de la superficie de los
andamios de b-TPUe se investigo utilizando una lupa y un AFM [23], para sondear cualquier
variacién superficial de la macro y/o microestructura de las fibras derivadas por los

procesos de funcionalizacién.

Para ello, los andamios de b-TPUe se sumergieron en diferentes soluciones durante 24
horas: Agua MilliQ (Figura 1A), que establece el control; etanol al 70% (Figura 1B) utilizado
en la esterilizacién de los andamios; isopropanol utilizado en la solucion de 1,6-
hexanodiamina (Figura 1C) implicada en el primer paso de la funcionalizacién con PBA; vy,
finalmente, tampén monopotasico 0,6 M a pH 7.4, donde se disolvié el glutaraldehido
(Figura 1D), un paso fundamental en la funcionalizacion con colageno tipo |. EI AFM no
mostré ninguna modificacion superficial perceptible en el tampén monopotasico; sin
embargo, los efectos producidos por el etOH 70% y el isopropanol aumentaron la rugosidad
pero no aparecié ninguna degradacién (variacion inferior a 100 nm, como puede verse en

las barras de leyenda de las Figuras 1By 1C) [24].

Los andamios ya funcionalizados con colageno (Figura 1E) y PBA (Figura 1F) fueron

analizados bajo AFM para calcular la presencia de cualquier modificacién superficial. La
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Figura 1E sonde6 cdmo se alineaban las fibras de colageno que rodeaban los filamentos
del andamio afadiendo patrones de varillas de 150 nm de diametro. La figura 1F confirmo
la presencia de material externo adherido a la superficie del b-TPUe. En este caso, el PBA
formaba pequefias montanas de 200-400 nm de altura. Ademas, se realiz6 la densidad del
espectro de potencia (PSD) por AFM para calcular cuantitativamente cualquier posible
intercambio en los patrones de la superficie [25]. La figura 1G muestra los efectos de los
tampones sobre los andamios frente al control, mientras que la figura 1H compara los
andamios funcionalizados con respecto al control. Aqui, es interesante destacar que el
tampén glutaraldehido no modifica la rugosidad de las fibras del andamio. Por el contrario,
los tampones EtOH 70% y 2-prop mostraron un aumento de la altura de la rugosidad,
manifestado en frecuencias inferiores a 1 micra. Siguiendo la consideracion anterior, la
funcionalizacién del colageno aumenté la altura de la rugosidad a frecuencias superiores a
1 micra, induciendo que esas fibras de colageno se distribuyeran por la superficie del
andamio dejando menos de 1 micra entre cada fibra. Ademas, la comparacién de las curvas
PSD del tampon de funcionalizacién PBA y del tampon 2-propanol comparte tendencias
similares, lo que implica que no hay una modificacidn significativa de la microestructura del
andamio mas alla de la aparicidon de picos de 400 nm que no se encontraron bajo el tampon

2-propanol.

La rugosidad de la superficie se evalud a nivel macroscdpico mediante imagenes tomadas
con la lupa Leica Si9, pero no se encontraron diferencias (Figura 2A). Comparando estas
imagenes con los resultados anteriores, se puede estimar que cualquier variaciéon percibida
por AFM no modifica la microestructura del andamio ni la integridad de las fibras. En los
tampones EtOH al 70% y 2-prop, se pueden distinguir algunos puntos mas brillantes para
el control y el tampon glutaraldehido, lo que se explica por las curvas de la Figura 1G.
Ademas, se puede apreciar que el tamano de dichos puntos es mayor en el 2-prop que en
el 70% de EtOH, como muestra la PSD (Figura 2G).

En cuanto a la verificacidén de los protocolos de funcionalizacién, junto con el AFM (Figuras
1E-F), se realizaron ensayos de inmunofluorescencia para comprobar el resultado final.
Dado que el método de funcionalizacién con PBA consta de dos pasos, el proceso de
aminacién y la adicion de PBA, para comprobar que es posible la unién de PBA, es
necesario comprobar la aminacién previa de los andamios (ver datos suplementarios,

seccion 1.2.).
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Como puede verse en la Figura 2B, la curva estdndar de ninhidrina sigue una tendencia

dosis-respuesta, con la siguiente ecuacién [25]:

_ Al+ (A2 - A1)

2 _
=11 1oGogmo-np (K =0988)

y

Donde: A1=2,626; A2=100,640; logx0=34,587

Esta tendencia corresponde al modelo sigmoide o0 modelo de Hill [26], uno de los dos
modelos farmacocinéticos comunmente utilizados para correlacionar la respuesta
farmacoldgica con las concentraciones del farmaco. Este modelo sigue la siguiente
ecuacion:

_ Emax - €7

CCEY +CY

Donde Emax seria Vmax y CEsp seria Km, correspondiente a la ecuacién de Michaelis-

Menten, siendo y un parametro.

Los andamios de b-TPUe tratados con 1,6-hexanodiamina mediante la adicién de
ninhidrina, mostraron un promedio de absorbancia significativamente aumentado (p <
0,001) en comparacion con los andamios no aminados, lo que permite comprobar que el
proceso de aminacion fue eficiente (Figura 2C). Para finalizar con el PBA, la Figura 2D
muestra la autofluorescencia del b-TPUe sin funcionalizar y después del tratamiento con
PBA, pudiendo distinguirse los patrones de montana mostrados en el AFM como puntos

de fluorescencia mas brillantes.

También se realiz6 un ensayo de inmunofluorescencia para visualizar los componentes de
la funcionalizacion. La inmunofluorescencia de la Figura 2E para comprobar la presencia
de colageno tipo | (en verde), muestra la anterior distribucion homogénea sin diferencia
entre los puntos de fluorescencia, y el colageno se puede apreciar sobre las fibras en
diferentes planos focales indicando que la funcionalizacion del colageno se produjo en todo

el andamio.

En conclusién, los resultados mostraron diferencias en la rugosidad del material

dependiendo de la condicién a la que fueron sometidos, pero no se observé ninguna
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degradacién aparente y, lo que es mas importante, se puede establecer que la

funcionalizacion tuvo éxito en ambos casos.

Evaluaciéon de la actividad metabdlica celular y la viabilidad celular en andamios

funcionalizados con PBA y colageno tipo |

Los procesos de funcionalizacion tienen como objetivo mejorar las propiedades
superficiales del b-TPUe dado que es un material altamente hidrofébico. La reduccion de
la hidrofobicidad y la adicion de diferentes componentes a la superficie de los andamios
pueden mejorar la interaccidén célula-biomaterial y, en consecuencia, mantener la viabilidad
celular y aumentar la tasa de proliferacion. Para ello, se sembraron IPFP-MSCs en los
andamios de b-TPUe funcionalizados y se midio la actividad metabdlica para evaluar la

adhesion y proliferacion celular mediante el reactivo Alamar Blue (Figuras 3A).

Las IPFP-MSC se aislaron de pacientes con osteoartritis y se expandieron hasta pasajes
bajos 3-6. Las IPFP-MSC se caracterizaron (Figura 6) siguiendo las directrices propuestas
por la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) [20]. A continuacién, las |IPFP-
MSCs (700.000 células por pocillo) se sembraron sobre los andamios y se incubaron
durante 4 h a 37°C, aplicando después un medio fresco. La progresion de la actividad
metabodlica se monitorizé durante 21 dias para todas las condiciones. En el caso del
colageno de tipo |, se realizaron estudios adicionales para ajustar la concentracion de
glutaraldehido (Figura 7). Los resultados del dia 3 confirmaron que la concentracion optima

de glutaraldehido para la funcionalizacién del colageno era del 0,16%.

En el dia 1, la diferencia en la actividad metabdlica y, por lo tanto, en la proliferacion celular
se encontré entre todas las condiciones (p < 0,001) (Figura 3A). Ambos métodos de
funcionalizacién presentaron una actividad metabdlica superior a la de los controles.
Ademas, los andamios funcionalizados con colageno tipo | (0,16% de glutaraldehido)
mostraron una actividad metabodlica mayor que los andamios funcionalizados con PBA, con
una diferencia estadisticamente significativa (p <0,001). En el dia 3, la actividad metabdlica
aumenté en el control y en los andamios funcionalizados con PBA, mientras que se
mantuvo en los andamios funcionalizados con colageno tipo | (p < 0,05) (Figura 3A).
Aunque en el dia 3, el control mostré un aumento de su proliferacién, los niveles
metabdlicos volvieron a descender y se mantuvieron el resto de los dias (Figura 3A). En el
dia 7, la actividad metabolica aumenté en los andamios funcionalizados con colageno tipo

[, mientras que los funcionalizados con PBA se mantuvieron (p < 0,05). Aun asi, ambos
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métodos de funcionalizacién siguieron mostrando una mayor actividad metabdlica en
comparacion con el control. Por el contrario, en el dia 14 y en el dia 21 la tendencia a la
disminucion continud en los andamios funcionalizados con colageno tipo |, mientras que el
método PBA se observé el mantenimiento (dia 14) o el aumento (dia 21) de la proliferacion

en comparacion con ambos, la funcionalizacidén con colageno y el control (p < 0,001).

Ademas, para comprobar si la reduccion de la actividad metabdlica se correlacionaba con
una reduccion de la densidad celular, se realizé la cuantificacién del ADN tanto para el
método de funcionalizacion con PBA como para la funcionalizacién con colageno tipo |. El
control no se computé porque no se pudo extraer suficiente ADN en ningun dia. La figura
3B no presenta diferencias significativas en la densidad celular entre PBA y colageno tipo

| alo largo de los 21 dias.

En resumen, estos resultados indican que la funcionalizacién con PBA induce una mayor
adhesién celular y actividad metabdlica que las obtenidas mediante la funcionalizacién con
colageno tipo |. A pesar de ello, el aumento de la actividad metabdlica no se extrapola al

contenido celular como muestran las curvas de aumento del pliegue de ADN.

No obstante, las imagenes obtenidas de las muestras del andamio de b-TPUe en las
diferentes condiciones mediante microscopia confocal corroboraron los resultados
obtenidos con el ensayo de azul Alamar y el aumento del pliegue del ADN. El estudio de
viabilidad se realiz6 en los dias 1, 7 y 21 después de la siembra de células (Figuras 3C-
3K). Los resultados se correlacionaron con los ensayos proliferativos, con un aumento de
la adhesion celular en el dia 1 significativamente mayor en los andamios de colageno tipo
| (Figura 3E) que en el control (Figura 3C) y en la funcionalizacién PBA (Figura 3D). Se
puede apreciar que las células se encontraron incluidas en las regiones entre las fibras,
algo que no ocurre en los otros casos. Ademas, en el dia 7, la viabilidad siguio
manteniéndose en ambos andamios funcionalizados (Figuras 3G y 3H) y, aun mas, la
proliferacion celular permitido que esas células colonizaran toda la superficie de las fibras.
Por el contrario, el control (Figura 3F) no presentaba células vivas en la mayoria de las
superficies del andamio. Finalmente, en el dia 21 (Figuras 3I-3K), la viabilidad se conservo
con una viabilidad muy pobre en el control. En cambio, la distribucion de las células sobre
los andamios funcionalizados con PBA y con colageno tipo | fue ligeramente diferente,
mientras que en el caso del PBA las células rodearon las fibras, en el del colageno tipo |

parecen crecer formando aglomeraciones.
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Evaluacioén del potencial condrogénico de las estructuras de biomaterial funcionalizadas

Teniendo en cuenta los resultados de los ensayos metabdlicos y la viabilidad celular,
evaluamos si las células estaban produciendo una matriz condrogénica. Para ello, se
calcul6 la cuantificacion de GAGs frente a la concentracion de ADN (Figuras 4A-4C) y se

analizé la expresion génica mediante PCR (Figura 4D).

Para la cuantificacion de los GAGs, los andamios se sembraron durante 21 dias en un
medio celular comun. La determinacion de los GAGs mostré diferencias significativas entre
las muestras funcionalizadas y los controles (Figura 4A, p < 0,001). Aunque los andamios
de control presentaban un numero similar de células (Figura 4B), no se extrajo contenido
de GAGs de estos andamios. Después de 21 dias, aunque la concentracion de GAGs
disminuy6 para ambos métodos de funcionalizacién, presentaron resultados mas altos en
comparacion con el control. Ademas, los andamios funcionalizados con PBA mostraron un
aumento significativo del contenido de GAGs que los andamios funcionalizados con
colageno tipo |. La figura 4B muestra que las concentraciones de ADN en los andamios
funcionalizados con PBA en ambos momentos no presentan diferencias estadisticas,
hecho que concuerda con las anteriores curvas de aumento del pliegue de ADN (figura
3B). Ademas, los andamios funcionalizados con colageno tipo | presentaron mayores
concentraciones de ADN en ambos dias (p < 0,001). El contenido de ADN de los controles
no era despreciable, pero, en cualquier caso, era significativamente menor que el de los
métodos de funcionalizacién. Ademas, la ausencia de cualquier GAG en ambos dias
declara que las células adheridas a los filamentos desnudos no producen MEC (PBA, p <
0,05; Colageno, p < 0,001).

No obstante, la representacion de la relacién entre las concentraciones de GAGs frente a
las de ADN (Figura 4C) mostré la diferencia significativa de los andamios funcionalizados
con las muestras de control (p < 0,001). Ademas, los andamios funcionalizados con PBA
presentaron una ratio de sintesis de MEC mayor que los andamios funcionalizados con
colageno tipo I, sin embargo, en las muestras de colageno tipo | la ratio de sintesis se
conservo a lo largo de los 21 dias, mientras que, en el protocolo de PBA esa produccion
se redujo (p < 0,001).

Para explorar el potencial condroinductivo, los andamios funcionalizados se trataron con
medios condrogénicos y normales durante 21 dias. Los resultados de la expresion génica

(Figura 4D) mostraron que los andamios funcionalizados presentan un mayor potencial
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condrogénico que los controles (p < 0,001), excepto para Sox9 en los casos de medio
diferenciado y PBA y aggrecan (Acan) en PBA diferenciado, donde no se encontraron
diferencias significativas. Sorprendentemente, en los andamios funcionalizados cultivados
con un medio normal la expresién génica para el colageno tipo Il, Sox9 y Acan fue mayor
que en los cultivados en el medio de diferenciacion, 1o que implica que no es necesario
utilizar factores de crecimiento adicionales. Los andamios funcionalizados con colageno
tipo | con medio normal destacaron sobre el resto de casos con casi 10000 veces mas
expresion de colageno tipo Il y 1000 veces de Acan que el control (p < 0,001). Ademas, la
expresion del colageno tipo | en los andamios funcionalizados fue significativamente menor

gue en el control (Figura 4D, p < 0,001).

En conclusion, las relaciones GAG/ADN y los ensayos de expresion génica indican que, en
contraste con los andamios de control, los andamios funcionalizados produjeron mas MEC

y son condroinductores.

Analisis de la morfologia celular y del aspecto de la MEC mediante microscopia electrénica
de barrido (MEB)

Tras confirmar que los andamios funcionalizados mostraban una alta viabilidad celular
durante 21 dias y que eran capaces de producir MEC sin ningun factor de crecimiento
adicional, se evalud la morfologia celular y el aspecto de la MEC mediante ensayos de
MEB después de 21 dias (Figura 5). Las figuras 5A, 5D, 5G y 5J representan los andamios
de control a diferentes aumentos, donde se puede distinguir perfectamente la presencia de
células vivas adheridas sobre la superficie del andamio, pero dichas células presentaban
una pobre interaccién célula/biomaterial (figura 5G y 5J). Se puede sefalar que,
correlativamente con los resultados de expresion de MEC, no se encontré presencia de
MEC.

Por el contrario, los andamios funcionalizados con PBA (Figuras 5B, 5E, 5H y 5K)
mostraron un mayor contenido celular que el control y hubo una alta presencia de MEC
formando una superficie homogénea que cubria las fibras del andamio. La Figura 5K
muestra cdmo las IPFP-MSC diferenciadas interactuan entre si y en la Figura 5H se aprecia

cémo las células estan inmersas en una MEC densa y se expandieron sobre ella.

Los andamios de colageno tipo | fueron, con diferencia, los que presentaron un mayor

numero de células y con la presencia de una gran cantidad de MEC (Figura 5C, 5F, 5l y
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5H). Todas las superficies de los andamios estaban cubiertas por contenido celular de la
MEC y células. Lo mas interesante es que las IPFP-MSC diferenciadas produjeron MEC
sobre los angulos que formaban secciones transversales de las fibras. En la Figura 5H se
puede encontrar la presencia de una célula con apariencia de condrocito con forma esférica
y algunos cilios incrustados en la MEC. Ademas, se observé una respuesta célula-
biomaterial mucho mas natural que en otros casos con células que crecian a través de

fibras de andamios naive (Figura 5I).

En resumen, el ensayo de MEB confirmé todos los resultados anteriores, en los que los
andamios de control presentaban muy pocas células con una morfologia similar a la
apoptotica y los métodos funcionalizados mostraban un mayor numero de células con una
morfologia similar a la de los condrocitos y con una cantidad considerable de MEC que

evolucionaba tanto en las células como en los andamios.

Analisis del método de funcionalizacién usando la mezcla de 2-propanol en vez de DMSQO

en otro material (PLA, acido polilactico) y con otra linea celular (fibroblastos)

Para comprobar la resistencia del material de PLA frente a las diferentes soluciones
utilizadas en el protocolo de funcionalizacién protocolo de funcionalizacién, los andamios
se sumergieron en isopropanol, dimetilsulfoxido (DMSQO) a diferentes concentraciones.
También se afadi6é urea a la solucidén de isopropanol y 1,6-hexano diamina a diferentes
concentraciones y se midié la absorbancia (Figura 8). Por un lado, el PLA sumergido en la
solucion de isopropanol no cambié sus propiedades estructurales en ninguna de las
concentraciones expuestas después de 24 horas (Figura 8). Se observé la misma
estructura del andamio se observd la misma estructura del andamio en las tres condiciones.
Por lo tanto, el protocolo optimizado de funcionalizacién pudo ser con la solucién de
isopropanol al 100%. Sin embargo, con la solucién de DMSO, se observaron algunos
cambios en el material en la Figura 8. Con la solucién de DMSO al 100%, el material se
fundié tras 30 minutos de incubacién, mientras que con la solucién al 75% tard6 hasta 180
minutos en generar burbujas como resultado de la degradacién del PLA. Por lo tanto, se
eligio la concentracién de DMSO al 50% como la ideal para la funcionalizacién, ya que

mostré el andamio intacto tras 24 horas de exposicién.

Para medir la proliferacion celular de los fibroblastos, se realizé el ensayo de actividad
metabolica Alamar Blue HS se realizé midiendo las unidades de fluorescencia durante un

maximo de 21 dias (Figura 9). En el primer dia se observaron diferencias significativas
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entre las tres condiciones mostrando una mayor adaptacion al material de las células en la
condicion de colageno (Figura 9A). En los dias 7, 14 y 21, el control disminuyo
bruscamente, mostrando una baja actividad metabolica. En la condiciéon PBA, del dia 1 al
7 se observé un comportamiento de comportamiento de crecimiento lineal, pasando a los
dias 14 y 21 con un crecimiento exponencial, siendo la condicién con mayor actividad
metabdlica al dia 21. Por otro lado, la condicidon de colageno mostré una mejor adaptacion
al material en el primer dia, pero a medida que pasaba el tiempo, la proliferacion
proliferacion celular disminuy6 hasta el dia 21, cuando volvié a aumentar. Por un lado, se
puede observar como las células de control disminuyeron su crecimiento desde el dia 1.
Por ofro lado, el estado del colageno disminuyd ligeramente por encima del control. Por
otro lado, el PBA mostré un incremento exponencial respecto al primer dia, llegando a
crecer seis veces mas que en la condicidon de control

(Figura 9B).

Para evaluar la morfologia y la dispersion de las células a lo largo de los andamios, se
realizé un ensayo Live/Dead™ Viability/Cytotoxicity (Invitrogen). Como se describe con
mas detalle en la seccidn 4.5, las células vivas se tifieron de verde y las muertas de rojo, y
se tomaron imagenes los dias 1, 7, 14 y 21 (Figuras 9C). Como puede observarse, en el
primer dia de analisis, en las condiciones PBA y control, los fibroblastos presentaban una
morfologia redonda rodeando las fibras de PLA, mientras que en la condiciéon de colageno
mostraban una forma alargada alrededor de la fibra (Figura 4). Sin embargo, en el dia 7,
las células eran alargadas en la condicidén de PBA, asemejandose a la condicién de
colageno, pero se puede, pero puede observarse que habia una mayor confluencia de
células viables en la condicién de coldgeno que en la condicion de PBA (Figura 9C)
Mientras tanto, en la condicién de control, las células redondas permanecieron sin
adheridas a la superficie del andamio. Ademas, se encontraron muchas mas células rojas
en la condicién de control que en sus homoélogos. En el dia 14, el colageno y el PBA
mostraron resultados muy similares, sin embargo, en la condicién de control la mayoria de
las células eran inviables (Figura 9C). Por ultimo, en el dia 21 no se encontraron células en
la condicion de control y fueron limitadas en la condicidén de colageno. En general, PBA

mostrd el mejor resultado de viabilidad celular en comparacion con las otras condiciones.

Las imagenes de SEM nos permitieron observar la estructura del andamio con mas detalle
(Figura 10). En primer lugar, en la condicion de control, se aprecia poca confluencia celular
y solo se pueden células. En segundo lugar, en la condicién PBA, la superficie del andamio

estad completamente cubierta por fibroblastos sin espacios visibles entre ellos. Por ultimo,
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el andamio funcionalizado con colageno esta cubierto por células, aunque menos
confluentes que en la condicion PBA. Estas células son mas alargadas y no forman

estructuras tan complejas y similares a la MEC como en la condicién PBA.

MATERIALES Y METODOS

Procesamiento de las muestras

Las IPFP-MSCs se extrajeron directamente de pacientes con osteoartritis del Hospital
Universitario de Malaga, Espana. La aprobacion ética para el estudio se obtuvo del Comité
de Etica del Hospital Clinico Universitario de Malaga, Espafia (nimero de permiso ético:
02/022010 Hospital Virgen de la Victoria, Malaga). Se obtuvo el consentimiento informado
del paciente para todas las muestras utilizadas en este estudio. La almohadilla de grasa de
Hoffa se recogié del interior de la capsula, excluyendo las areas vasculares y las regiones
sinoviales. Los protocolos de aislamiento y cultivo de las IPFP-MSCs se realizaron segun
Lépez-Ruiz et al. [19]. Las IPFP-MSCs se caracterizaron siguiendo los criterios

establecidos por la Sociedad Internacional de Terapia Celular (ISCT) [20].

Impresidén de estructuras en 3D

El disefio del andamio deseado se realizd con el programa Cura 3D, y se llevé a cabo su
impresién con la bicimpresora Monoprice Mini V2 dentro de una cabina de flujo laminar de
clase Il. La bioimpresora se limpi6 a fondo con etanol al 70 % y se dejo toda la noche bajo

los rayos UV.

Los andamios se disefiaron para ajustarse a una placa multipocillo de 48 pocillos. Por lo
tanto, adoptaron una geometria cilindrica: didmetro de 10 mm, la altura de 2 mm; altura de
la capa de 200 um. La velocidad de movimiento del extrusor se fijo en 14 mm/s y la
temperatura de trabajo fue de 230 °C. Por ultimo, la tasa de flujo (la velocidad a la que el

filamento se desplaza por el extrusor) se determind en 1 mm/s.

Para garantizar la completa esterilidad de los andamios, se colocaron en una placa de Petri
y se lavaron con etanol al 20 %, 50 % y 70 %. Tras el lavado, se aplicé radiacion UV durante
1 hora en ambas caras. Se realizé un nuevo lavado con PBS al 1% de antibidtico (P/S)

para eliminar el etanol que pudiera quedar. Finalmente, los andamios de b-TPUe se
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sumergieron en PBS al 1% de antibidtico, y se incubaron hasta los protocolos de

funcionalizacion.

Funcionalizacién con PBA

Los andamios se colocaron en una placa multipocillo y se sumergieron en una solucion de
isopropanol al 10% de 1,6-hexanodiamina durante 30 minutos a temperatura ambiente para
el método de funcionalizacién con PBA. Después, los andamios se enjuagaron en acido 1-
pireno-butirico (PBA; Sigma-Aldrich) a 5 mM DMSO (Sigma-Aldrich) o bien a 5mM 2-

propanol (Sigma-Aldrich). Finalmente, se realizaron varios lavados con PBS [1,2].

Funcionalizacién con colageno tipo |

Los andamios se sumergieron en urea (Sigma-Aldrich) durante 24 horas a temperatura
ambiente [17]. Posteriormente, se anadid colageno tipo | de piel de ternera (0,1% en acido
acético 0,1M) (Sigma-Aldrich) durante la noche. A continuacién, se utilizoé glutaraldehido al
0,625% en tampon monopotasico 06 M a pH 7,4 [17] en los primeros procesos de
funcionalizacién. A continuacion, se probé un segundo protocolo de funcionalizacién para
mejorar la adhesién celular. Para ello se redujo la concentracién de glutaraldehido del
0,625% al 0,16% vy se utilizd en el mismo tampdn. Esta reduccion del glutaraldehido se hizo
para asegurar la viabilidad celular [21]. Finalmente, para bloquear los grupos funcionales
no reaccionados del glutaraldehido, se anadi6 glicina 0,2 M y 0,5 M durante 10 minutos,

respectivamente, para cada una de las bombas de glutaraldehido.

Lupa y microscopio de fuerza atémica (AFM)

Para identificar la superficie de las muestras modificadas, se estudiaron antes (control) y
después de la modificacién de la superficie a nivel macroscépico y microscédpico. Las
muestras se introdujeron en diferentes soluciones durante 24 horas: Agua MilliQ (control);
etanol al 70% y al 100%; en isopropanol y en tampdn monopotasico 0,6 M a pH 7,4. Para
este estudio, las muestras se limpiaron antes de ser utilizadas. Se utilizé una lupa Leica
Si9 para estudiar macroscépicamente las propiedades superficiales de los andamios en
diferentes condiciones. A nivel microscopico, se realizaron analisis de AFM NX20 sin

pretratamiento adicional.

Inmunofluorescencia de colageno tipo | y PBA tras el proceso de funcionalizacién
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Para comprobar la presencia de colageno tipo | en la superficie del biomaterial b-TPUe tras
el método de funcionalizacién, se realizé una visualizacion inmunofluorescente indirecta
del colageno tipo I. Los andamios funcionalizados con colageno fueron tratados con un
anticuerpo primario contra el colageno tipo | (Sigma-Aldrich) y un anticuerpo secundario
(Thermofischer). El PBA posee autofluorescencia, por o que no fue necesaria la tincion, y
los andamios se observaron antes y después del proceso de funcionalizacién (Aex = 340
nm y Aem = 405 nm). Las imagenes se obtuvieron con un microscopio confocal (Nikon

Eclipse Ti) y se analizaron con el software Image J (v. 1.52i, USA).

Siembra de los andamios con células

Se pipeted una suspension de IPFP-MSCs (7 x 105 células) sobre cada andamio y se
incub6 durante 4 horas a 37 °C para permitir la adhesion celular. Los andamios sembrados
de células se transfirieron a nuevas placas de cultivo de 48 pocillos de baja fijacion con 1
ml de medio. Todas las muestras se incubaron en una atmosfera de 5% de CO2 a 37 °C

durante 21 dias. El medio de cultivo se sustituyé cada 2 dias.

Actividad metabdlica

La tasa metabdlica se evalud mediante el ensayo colorimétrico Alamar Blue (Thermo Fisher
Scientific) siguiendo las instrucciones del fabricante en los dias 1, 3, 7, 14 y 21 después de
la siembra. Los andamios 3D sin células se utilizaron como controles, y los datos se
normalizaron con respecto al control correspondiente. La intensidad de la fluorescencia se

midi6é con un lector de placas (Synergy HT, BIO-TEK).

Viabilidad celular

Se utilizé el ensayo LIVE/DEAD (Thermo Fisher Scientific) siguiendo las instrucciones del
fabricante para evaluar la viabilidad de las IPFP-MSCs antes y después del proceso de
biocimpresién en los dias 1, 7 y 21. Los andamios se observaron con un microscopio
confocal (Nikon Eclipse Ti) para su visualizacion e imagen. Las imagenes se analizaron

con el software Image J (v. 1.52i, USA).
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Cuantificacién del ADN y glucosaminoglicanos (GAC)

Los andamios (n=3) se digirieron con papaina (25 uL/ml en FBE) tras 1 dia y 21 dias de
cultivo con DMEM Glutamax (Thermo) 1% P/S, 10% FBS. La cuantificacidén de los GAGs
se abordd mediante un ensayo colorimétrico con azul de dimetileno (DMMB), mientras que
el contenido de ADN se estimd mediante un marcador fluorométrico (tincion con DAPI). La
curva estandar para el protocolo de GAGs se utilizé una curva de gradiente de condroitin
sulfato (Sigma) y la curva estandar de ADN se realizé utilizando ADN de timo de ternera
(Sigma-Aldrich).

Ademas, también se determiné el ADN a los dias 1, 7, 14 y 21 en las muestras de colageno
y PBA para comprobar la diferencia de adhesién y proliferacion entre los protocolos de
funcionalizacién. Para ello, también se aproximé el contenido de ADN con DAPI, pero el
protocolo de extraccion fue diferente: se introdujeron las muestras en diferentes tubos
Eppendorf, se afiadié 1 mL de agua destilada para inducir la lisis osmotica a 37°C durante

1 h. Inmediatamente después, los tubos se transfirieron a -80°C durante 1 h.

Expresion génica del cartilago

Para determinar la expresion génica del cartilago, se analizaron los ARN del colageno tipo
I, el agrecano y el colageno tipo | (como control) mediante ensayos de PCR. Se utilizaron

secuencias de cebadores como en trabajos anteriores [22].

Los andamios se cultivaron durante 21 dias con una concentracion celular inicial de 2 x106
células por andamio. Ambos casos funcionalizados se estudiaron en medio normal (DMEM,
10% FBS y 1%P/S) y en medio condrogénico (DMEM 1%PS, 1% de acido ascérbico, 1%
de prolina, 1% de suero de transferrina insulina-ITS, 1% de factor de crecimiento
transformante-beta 3, TGFB3, y 0,1% de dexametasona). A continuacion, se extrajo el ARN
mensajero total (ARNm) de las IPFP-MSCs adheridas utilizando 1 ml de RNAzol RT
(Sigma) por Eppendorf/escafandra (n=3) en el dia 21. A continuacion, el ARNm se
transcribi6 de forma inversa a ADNc utilizando el kit Reverse Transcription System
(Promega) siguiendo los protocolos del fabricante. Por ultimo, se ejecutdé una reaccién en
cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (QRT-PCR) utilizando una mezcla
maestra SYBR green (Promega) siguiendo las instrucciones de la empresa. Los niveles de
expresion génica se normalizaron con respecto al gen de mantenimiento gliceraldehido 3-
fosfato deshidrogenasa (GADPH) y mostraron un cambio de pliegues en relacion con el
valor de las IPFP-MSC de control en el dia 0.
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Microscopia electronica de barrido (MEB)

Los andamios fueron fotografiados con un microscopio FEI Quanta 400 (Thermo Fisher
Scientific-FEI, Fremont, CA, EE.UU.) con un detector Everhart-Thornley (E-TD) para
muestras secas y conductoras en modo de alto vacio. Las muestras se incubaron durante
21 dias (2 x106 células por andamio) y, a continuacién, se fijaron con glutaraldehido al 2%
durante una noche a temperatura ambiente. Al dia siguiente, se enjuagaron en tampdn de
cacodilato 0,1 M y se guardaron a 4°C. A continuacion, se prepararon las muestras para el
MEB siguiendo los protocolos estandar: i) varios lavados con PBS, ii) series de
deshidratacion con etanol (30-100%), iii) se secaron en punto critico en un Emscope CPD
750, iv) se montaron en soportes de aluminio para el MEB, y v) se recubrieron con un

material conductor (aleacion de oro y paladio, Sputter Coater 108 Auto).

Analisis estadistico

El procesamiento de los datos, asi como su representacion, se realizaron con el programa
Origin 9.0. Para el analisis estadistico se aplicé la T de Student con un intervalo de
confianza de 0,05. Previamente, todos los datos fueron evaluados bajo pruebas de
normalidad para verificar la homocedasticidad. En cada condicién, se utilizaron tres
muestras para realizar cada experimento (n=3). En las figuras, los valores p < 0,001 se

representan con "™**", < 0,01 "*"y, < 0,05 ™"
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REIVINDICACIONES

1.- Método de funcionalizacién de un elastémero y/o polimero biocompatible comprendido o

gue constituye un biomaterial o estructura, que comprende los siguientes pasos:

a) Opcionalmente esterilizar previamente el elastdmero y/o polimero biocompatible
comprendido o que constituye un biomaterial o estructura,

b) aminar el elastémero y/o polimero biocompatible comprendido o que constituye el
biomaterial o estructura poniéndolo en contacto con una soluciéon de amina,

c) poner en contacto el producto resultante del paso (b) con una solucién que
comprende acido 1-pirenebutirico (PBA), y

d) opcionalmente realizar uno 0 mas lavados del elastdmero y/o polimero biocompatible
revestido con PBA del paso (¢) con una solucion salina, preferiblemente con suero

salino (PBS) estéril;

donde el que el elastébmero y/o polimero biocompatible a funcionalizar es poliuretano
termoplastico de 1,4-butanediol (b-TPUe) que comprende diisocianato de difenilmetano
[MDI] y 1,4-butanediol.

2.- Método de funcionalizacién con PBA segun la reivindicacién 1, caracterizado por que en
el proceso de aminacion del paso (b) se emplea una solucién que comprende una amina de

cadena larga y no ciclica, disuelta en 2-propanol.

3.- Método segun la reivindicacion anterior, en el que la amina de la solucién para el proceso
de aminacién se selecciona de la lista que consiste en: 1,6-hexanodiamina; (2-metilbutil)
amina; metoxipoliglicol amina; poli(etilenglicol) metiléter amina; 1,6-hexanodiamina-1,6-3C;

N-Boc-1,6-hexanodiamina.

4.- Método segun reivindicacion anterior, donde la amina empleada en la solucién para el

proceso de aminacién es 1,6-hexanodiamina.

5.- Método segun la reivindicacion anterior, en el que la 1,6-hexanodiamina del paso (b) se

emplea en una solucion de 1,6-hexanodiamina 10% (p/v).

6.- Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el PBA del paso

(c) se emplea en una solucion de PBA disuelto en DMSO.

34



10

15

20

25

30

35

ES 2 956 833 B2

7.- Método segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el PBA del paso (c¢) se

emplea en una solucion de PBA disuelto en 2-propanol.

8.- Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la
estructura tanto del paso (b) como del paso (¢) se ponen en contacto con la solucidon
correspondiente en cada etapa durante un periodo de entre 30 minutos y 24 horas,

preferiblemente durante 1 hora.

9.- Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado por que la
temperatura tanto de la etapa (b) como de la etapa (c) se fija entre valores mayores o
iguales a 4 °C y menores o iguales a 30 °C, preferentemente se fija a un valor constante de
25 °C.

10.- Método segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, caracterizado porque

ademas las soluciones empleadas en el paso (b) y el paso (c) estan diluidas en agua mili-Q.

11.- Método segun la reivindicacién anterior, en el que la dilucién de las soluciones de los

pasos (b) y (c) en agua mili-Q se lleva a cabo al 50%.

12.- Método segun cualquiera las reivindicaciones 10 o 11, caracterizado por que la
estructura tanto del paso (b) como del paso (¢) se ponen en contacto con la solucidon

correspondiente en cada etapa durante 24 horas a 4 °C.

13.- Una estructura de biomaterial estéril que comprende o consiste en un elastébmero y/o
polimero biocompatible, donde el elastdmero y/o polimero biocompatible es poliuretano
termoplastico de 1,4-butanediol (b-TPUe) que comprende diisocianato de difenilmetano
[MDI] y 1,4-butanediol, y donde el elastdbmero y/o polimero biocompatible esta caracterizado
porque esta funcionalizado mediante un revestimiento con PBA y caracterizada por ser

obtenida u obtenible por el método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12.

14.- Una estructura de biomaterial estéril compuesta esencialmente de un elastdmero y o
polimero biocompatible, caracterizada por que esta funcionalizada mediante un
revestimiento con PBA, donde el elastdmero empleado es poliuretano termoplastico de 1,4-

butanediol (b-TPUe) que comprende diisocianato de difenilmetano [MDI] y 1,4-butanediol.

15.- Estructura de biomaterial funcionalizada con PBA segun la reivindicacion precedente,

caracterizada porque el PBA se encuentra adherido a la superficie de la estructura.
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16.- Estructura de biomaterial funcionalizada con PBA segun cualquiera de las
reivindicaciones 13 a 15, caracterizada porque la estructura funcionalizada es un andamio

tisular, un implante tisular, un stent o una valvula.

17.- Andamio tisular funcionalizado con PBA que emplea la estructura de biomaterial segun

cualquiera de las reivindicaciones 13 a 16.

18.- Uso del andamio tisular funcionalizado con PBA segun la reivindicacién 17, para

cultivos en 3D in vitro.

19.- Uso del andamio tisular funcionalizado con PBA segun la reivindicacion anterior, donde
los cultivos en 3D in vitro se emplean para estudios de diferenciacion celular, la produccién a
gran escala de vectores para uso en terapia génica a partir de la expansién en 3D de células

empaquetadoras o el cultivo y proliferaciéon de células maduras o células madre en 3D.

20.- Una composicion que comprende una poblacion de células, o el secretoma de dichas

células, dentro del andamio tisular de la reivindicacion 17.

21.- Una composicion segun la reivindicacién anterior, en la que las células son células

maduras o células madre mesenquimales/pluripotentes.

22.- Una composicion segun las reivindicaciones 20 o 21, en la que las células maduras se
seleccionan de la lista que comprende: condrocitos, células cutaneas, células endoteliales,
células musculares lisas, osteoblastos, células empaquetadoras para produccién de

vectores, fibroblastos, cardiomicitos o miocitos.

23.- Composicion farmacéutica que comprende la composicion de cualquiera de las
reivindicaciones 20 a 22 y, opcionalmente, excipientes o portadores farmacéuticamente

aceptables.

24.- Composicidn farmacéutica segun la reivindicacion anterior, para su uso en el

tratamiento de enfermedades que implican degeneracién de tejidos.
25.- Composicion farmacéutica para uso, segun la reivindicacién anterior, en el tratamiento

de enfermedades que implican degeneracion cartilaginosa, vascular, del musculo

esquelético o de la piel.
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26.- Composicidn farmacéutica para su uso, segun la reivindicacion anterior, en el

tratamiento de la osteoartritis.
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