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RESUMEN

La impresion 3D es un sector que se encuentra en auge en la actualidad. A pesar de ser una tecnologia que
empezé a desarrollarse a principios de la década de los afios noventa. La innovacion y desarrollo de esta técnica
engloba multitud de areas y aplicaciones diversas: alimentacién, moda, regeneracion de tejidos. En esta ultima,
se han logrado grandes avances mediante la utilizacion de biomateriales compatibles como el colageno, alginato,
PLA, en diferentes formatos: esferas, hidrogeles, biorreactores o micro-chips. Logrando crear mediante la
utilizacidn de estos biomateriales y la impresidn 3D, dispositivos o scaffolds; donde después del aislamiento y la
siembra de las propias células del paciente, se puede realizar un cultivo 3D y posteriormente, introducir este

dispositivo en el paciente, logrando cerrar una lesion.

En este ensayo se disefia e imprime un dispositivo mediante impresién 3D, como soporte para la siembra y el
estudio del crecimiento, proliferacion y migracion de lineas celulares o estudios de migracion celular. Se utilizaran
las células de la linea tumoral de glioblastoma humano, U87. Se emplearan los factores 2-desoxy-D-glucosa y el

factor de crecimiento neuronal B27 como estimulos para evaluar el crecimiento y la migracion de estas células.

El desarrollo de esta técnica puede ser una herramienta valida para realizar estudios de movilidad celular como

estudios de migracion en metastasis o quimiotaxis.

3D printing is a sector that is booming today. Despite being a technology that began to develop in the early
1990's. The innovation and development of this technique encompasses many different areas and applications
such as food, fashion and tissue regeneration. In the latter, great advances have been achieved by the use of
compatible biomaterials such as collagen, alginate, PLA, in different spheres, hydrogels, bioreactors or
microchips. Achieving create by using these biomaterials and 3D printing, devices or scaffolds; where after
isolation and seeding of the patient's own cells in them, a 3D culture can be performed and subsequently,

introduce this device into the patient, managing to close aninjury.

In this assay a device is designed and printed by 3D printing as a support for planting and studying the growth,
proliferation and migration of cell lines or cell migration studies. The cells of the human glioblastoma tumor line,
U87, will be used. The factors 2-desoxy-D-glucose and B27 neuronal growth factor will be used as stimuli to

evaluate the growth and migration of these cells.

The development of this technique can be a valid tool to perform cell mobility studies such as migration studies

in metastases or chemotaxis.



INTRODUCCION

1. IMPRESION 3D: HISTORIA Y APLICACIONES

El estudio realizado en este trabajo trata sobre la creacion de un scaffold o andamio a partir de una impresora
3D, Regemat. En este scaffold se procedera a la siembra y posteriormente al estudio de la supervivencia,
propagacién y migracién de la linea de glioblastoma humano, U87. En respuesta a téxicos y factores de
crecimiento. Este trabajo nos permitira desarrollar una nueva herramienta con la que estudiar ensayos de

movilidad celular como la migracion en el cancer, que produce metastasis; o la quimiotaxis.

La era de la impresion 3D comienza a finales de la década de los setenta, con la invencion de la impresora de
inyeccion de tinta. Tras el paso de los afios, en 1984, Charles Hull fue el padre de laimpresion 3D, con el método
de la esterolitografia, proceso de impresién que permite crear un objeto 3D a partir de una imagen digital [1]. A
partir de este momento, esta tecnologia comenzé a desarrollarse en multitud de ambitos y aplicaciones:
automovilismo, moda, alimentacion, aplicaciones espaciales. Destacando el ambito de la medicina
reconstructiva. Al principio, surgieron grandes desafios en este campo : la busqueda y utilizacién de materiales
compatibles con el organismo, que éstos fueran estables en el tiempo y en el entorno fisioldgico; poder cultivar
y mantener gran cantidad de células fuera del organismo; y el mas importante, la vascularizacion del tejido una
vez regenerado. A partir de este momento se fueron sucediendo notables avances. En 1990, el Dr. Atala del
instituto Wake Forest en Winston-Salem (EE.UU) comenzé la investigacidén del cultivo de células de vejiga
humana. Hasta este momento los investigadores trataban de reconstituir este érgano con tejido del estdbmago o
intestino; no obstante, esta técnica conllevaba multiples complicaciones incluyendo la secrecién de mucosa y
calculos en la vejiga. Por lo que la utilizacién de las células del érgano dafiado del propio paciente, en la
reconstruccion de tejidos suponia todo un logro. Y ademas se lograba evitar dichas complicaciones o rechazos

entre pacientes.

Tras el paso de los afios, en 1999 se logro crear e implantar vejigas humanas obtenidas a partir de impresion 3D
e ingenieria de tejidos, utilizando las propias células de siete pacientes con defectos congénitos en la vejiga. Para
realizar esta tarea, se construyeron andamios o scaffolds realizados a partir de las propias células del paciente,
junto con células musculares, colageno y acido poliglicélico, que actuaban formando fibras que se unirian al tejido
dafiado, reparando el defecto [2]. En ingenieria de tejidos o cultivo 3D, el procedimiento que se lleva a cabo es
el siguiente: primero se realiza una biopsia del tejido dafiado, tomando una pequefia muestra que se cultivara in
vitro. Por otro lado, se selecciona un biomaterial con el que se disefia y construye un scaffold, soporte o matriz
extracelular a partir de impresion 3D. La base de esta técnica es confeccionar un material que ayude a la
regeneracion de los tejidos, que interaccione con el propio tejido dafiado y ayude a cerrar la lesion. En un estudio
dirigido por Zopf. DA y Hollister SJ se consiguid construir una férula de traquea utilizando un biomaterial, la
policaprolactona mediante impresién 3D. Primero, se realizd una tomografia de las vias respiratorias del

paciente, y después se disefid una férula personalizada que se reabsorberia al cabo de los afios [3].



En ingenieria de tejidos y cultivo celular se utilizan dos tipos de scaffolds o andamios: andamios sin células que
dependeran del propio organismo para regenerar el nuevo tejido y andamios dénde se siembran las células del
propio paciente, estos andamios se degradan lentamente en el organismo, mientras que son reemplazados por
las propias proteinas de la matriz extracelular (ECM), secretadas por las células que proliferan en el interior del
andamio o scaffold [4]. Los biomateriales utilizados en la impresiéon 3D reproducen la funcién bioldgica y
mecdnica de soporte de las ECM del organismo. Los scaffolds realizados a partir de biomateriales proporcionan
un espacio tridimensional dénde las células pueden unirse, crecer y formar tejidos con estructura y funcion
determinadas, también permiten la entrega de factores bioactivos como péptidos de adhesion celular y factores

de crecimiento [5].

La fisiologia de las células en los mamiferos requiere de un anclaje y soporte para su supervivencia; el andamio
o scaffold solventa también este requerimiento. Los biomateriales utilizados en estos procesos se clasificarian
en materiales derivados de productos naturales como el colageno y el alginato [6-7]; scaffolds formados a partir
de tejidos del organismo en los que se han eliminado las células, como la mucosa de vejiga o del intestino delgado
[8-10]; y polimeros sintéticos, entre los mas destacados se encuentran el acido poliglicélico (PGA), acido
polilactico (PLA) que sera el biomaterial que utilizaremos en nuestro estudio; y el 4cido polilactoglicélico (PLGA)

[11-13].

2. GLIOBLASTOMA MULTIFORME

El tipo de células que se van a sembrar en el dispositivo desarrollado en este trabajo para estudiar la migracién
celular, son células de la linea tumoral humana de glioblastoma, U87. El glioblastoma o GBM se trata de un
astrocitoma, un cancer formado a partir de las principales células gliales, los astrocitos. Estas células realizan
funciones de soporte estructural, captacion de neurotransmisores, reparacion, regeneracion y suministro de
nutrientes a las neuronas [14]. También forman parte de las células gliales la microglia y los oligodendrocitos. La
microglia actia como sistema inmune fagocitando posibles agentes patégenos y sustancias toxicas, protegiendo
el cerebro. Los oligodendrocitos forman el recubrimiento de la capa de mielina de los axones en el sistema
nervioso central (SNC) [15]. El GBM o astrocitoma de grado 1V, es el tumor cerebral mas comun y agresivo, con
una esperanza de vida entre 12 y 14 meses. A pesar de la diferentes estrategias terapéuticas basadas en agentes
guimioterapéuticos como el temozolomida [16] y el irinotecan [17] o inmunoterapia [18]. La agresividad y

letalidad de este tumor viene marcada por su capacidad infiltrativa en el parénquima del tejido cerebral [19].

El glioblastoma consta de las siguientes caracteristicas: proliferacion celular incontrolada, infiltracion difusa,
necrosis, angiogénesis significativa, resistencia a la apoptosis y aberraciones cromosémicas extendidas [20]. Los
principales desafios frente al glioblastoma son: la heterogeneidad del tumor, la ineficacia de los tratamientos
para eliminar el tumor completo y como consecuencia la alta probabilidad de recaida. Ademas, las células madre
de glioma producen el factor de crecimiento vascular endotelial (VEGF), que promueve la angiogénesis; esta
caracteristica podria establecer la angiogénesis como diana terapéutica frente al glioblastoma. Los investigadores
Ruiz-Ontafién y L.Orgaz realizaron estudios con células de glioblastoma, en los que establecieron dos tipos de

células iniciadoras (GICs) [21] (Figura 1) [22]. Unas células se situaban en la zona central del tumor (TM) y otras



en la periferia (PT) (Figura 2), estas ultimas constaban de caracter infiltrativo y migratorio. Esta es la causa del
alto indice de recurrencia en GBM (Figura 1). Se realizaron micro-arrays basados en SNP (Single nucleotide
polymorphism) para distinguir la expresion génica de genes encargados en la adhesion celular, migracién, ciclo

celular y respuestas inmunes e inflamatorias.
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En un estudio de expresion de las proteinas Rho y Rac; ambas GTPasas, que constituyen los principales
reguladores de la migracién celular e invasion celular, debido a que controlan el citoesqueleto de actina. Se
silencié Racl mediante siRNA, disminuyendo la capacidad invasiva de las células. La capacidad invasiva se redujo
de forma mas significativa cuando las células PT se incubaron con un inhibidor de Rho. El analisis mediante SNP
de micro-arrays mostrd una expresién reducida de factor p27 (CDKN1B), se trata de un supresor tumoral. Para
demostrar que el factor p27 inhibia la actividad de RhoA en los GICs se silencié mediante shRNA, a partir de
inmunofluorescencia se revelé que RhoA se encontraba en la superficie de la células silenciadas. Posteriormente,

se demostro que la expresién reducida de p27 aumentaba la capacidad migratoria de las células TM[21].

Nuestro estudio pretende valorar la migracion de las células de la linea de glioblastoma, U87, en el dispositivo
realizado mediante impresion 3D. La capacidad migratoria de las células tumorales en ultima instancia, significa
gue sean capaces de migrar del foco tumoral y colonizar otro lugar, produciendo metastasis; que en la actualidad,

es la causa principal de muerte en pacientes con cancer.



2.1 Metastasis

La metastasis es un complejo proceso en el que las células del tumor primario invaden vasos sanguineos y
linfaticos, viajando a través de ellos hasta llegar a otros érganos o tejidos distantes donde puedan implantarse.
Una vez implantadas en el érgano de destino, pueden colonizarlo, creando nuevos focos tumorales. La metastasis
es una de las causas principales de fracaso del tratamiento de los pacientes con cancer. Por lo que es de vital
importancia comprender la biologia de las células tumorales y la cascada metastdsica con el objetivo de mejorar

los métodos diagndsticos y de tratamiento de la metastasis (Figura 3) [23].
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Figura 3. Promocién del tumor primario hacia la metastasis [23].

En el organismo, los érganos y tejidos estan separados unos de otros por dos tipos de matriz extracelular:
membrana basal y estroma intersticial. La matriz extracelular rodea y soporta las células que se encuentran en
los tejidos de los mamiferos. Cumple con importantes funciones bioldgicas como la comunicacion intercelular,
modula la diferenciacion y fisiologia celular, y acumula factores de crecimiento. La matriz extracelular actia como
barrera mecdnica frente a la invasion de las células cancerigenas. Durante la transicidn de un carcinoma primario
a un carcinoma invasor, las células tumorales se introducen en la membrana basal epitelial, llegando al estroma
intersticial. Una vez que las células han penetrado en el estroma se dirigen a los vasos linfaticos y sanguineos,
diseminandose al resto del organismo [24]. En esta transicidon, se producen cambios generales y extensos en la
organizacion del tejido. Las etapas que constituyen la metdstasis son las siguientes: angiogénesis, invasion,

circulacion, deteccion y extravasacion y formacion de colonias secundarias.

La primera fase en el proceso metastasico es la angiogénesis, a partir de la cual se originardn nuevos vasos
sanguineos en el tumor primario. Uno de los factores principales en este proceso es el Vascular endothelial
growth factor (VEGF), que se encuentra tanto en tejidos tumorales como en tejidos sanos. Otros factores
activadores son: Basic fibroblast grow factor (bFGF), angiogenina, angiotrofina y Tumor necrosis factor (TNF).
Mientras que los factores inhibidores de angiogénesis son la trombospondina y la angiostatina, la encargada de
inhibir la proliferacién endotelial in vitro. El siguiente paso del proceso es la invasion, en la que las células
tumorales interactian con la matriz extracelular, para conseguir la salida del tejido de origen. Mas adelante la
pérdida de expresién de las cadherinas en las células del tumor primario, es determinante en la pérdida de
adhesién de las células y desprendimiento de las células tumorales, facilitando la invasidon a otros tejidos.
También intervienen integrinas, lamininas involucradas en procesos de adhesion y diseminacién celular, mitosis

y movimiento celular.



Otro tipo de proteinas importantes en la invasién son las enzimas proteoliticas, implicadas en la rotura de la
membrana basal como: serinproteasas, metaloproteinasas (MMP) como la colagenasa y cisteinproteasas como
la catepsina. En cuanto a la motilidad de las células cancerigenas, que es el que tema que desarrollaremos en
nuestro estudio, las células tumorales se desplazan hacia la zona de la matriz que ha sido alterada anteriormente
por la accion mecanica de las MMP, avanzando hacia los vasos sanguineos y linfaticos, que finalmente
favoreceran el paso hacia otros tejidos. La siguiente etapa de la metastasis es la circulacion, las células tumorales
en forma de agregados penetran en los vasos sanguineos y linfaticos. Continuamos con la detencién y
extravasacion, las células tumorales se adhieren a la membrana endotelial, induciendo la retraccion del
endotelio. En las 24 horas siguientes degradan la membrana y la atraviesan invadiendo el tejido al que llegan,
intervienen factores: plaquetarios, receptores de laminina y trombospondina, proteinasas y factores de
motilidad. El dltimo paso es la formacion de colonias secundarias del tumor. En él se produce la proliferacion de

células formando colonias, es llevado a cabo por factores de crecimiento y factores pro-angiogénicos.

En vista del problema que supone el proceso de migracion celular y metdstasis en el GBM y considerando las
ventajas de la impresion 3D y los cultivos en 3D; en este estudio, se desarrollara y construird un dispositivo
mediante impresidn 3D. Este dispositivo sera el soporte para la siembra y estudio de migracién de una linea
tumoral de glioblastoma, U87. Aunque nosotros utilizaremos un tipo de scaffold rigido creado a partir de un
polimero sintético, el acido polilactico o PLA; existen otros tipos: esferas, hidrogel, biorreactor y microchip [25-

26].

3. CULTIVOS 3D

El entorno celular generado en un cultivo en 2D o cultivo en monocapa no corresponde fielmente al que
encontramos en un organismo vivo, ya que en él, las células se encuentran rodeadas de otras células y de la
matriz extracelular (ECM). Ademds no se pueden reproducir las interacciones célula a célula y célula-matriz que
son tan importantes para la diferenciacion, proliferacion y funciones celulares [27]. Por otro lado, en el
microentorno tumoral, existe hipoxia y falta de nutrientes favoreciendo la resistencia y la malignidad de las
células tumorales, por lo que la diferencia con el cultivo en 2D se hace mas significativa. El cultivo 2D, no logra
recrear el microentorno tumoral de condiciones de hipoxia y bajo pH, ademas el cultivo 3D consigue aumentar

las interacciones celulares de adhesion y la secrecion de factores solubles.

Existen muchos estudios en los que se establece los cultivos 3D como mejores herramientas en el cultivo celular,
ya que existe una mejor expresion de biomarcadores [28]. El cultivo 3D encuentra la unién entre el cultivo de
células 2D y los modelos animales; por lo que el cultivo 3D permite recrear el entorno celular y con él se logra
estudiar la fisiologia y patologia de los tejidos, y la seguridad, eficacia y toxicidad de los farmacos. Uno de los
campos en los que ha supuesto un gran avance los cultivos 3D, es el area del disefio de nuevos farmacos [29].
Ademas de los estudios de los efectos directos de los farmacos, los sistemas 3D han demostrado ser eficientes

modelos para estudiar los efectos sinérgicos de sustancias bioldgicamente importantes en las células [30].



ANTECEDENTES Y OBJETIVOS

El cultivo 3D es una herramienta Util en diversas aplicaciones como la regeneracion de tejidos, disefio de nuevos
farmacos, estudios de toxicidad de farmacos, morfologia celular y estructural de tejidos o estudios de movilidad
celular. En los estudios de movilidad celular el disefio de un soporte mediante impresién 3D implica una

comprension completa de los parametros que controlan la migracion celular.

Se diferencian dos tipos de migracién celular, la migracién proteolitica (mesenquimal), donde las células se
desplazan a través de las proteinas de la ECM y la migracion no proteolitica o ameboide [31]. En la migracién no
proteolitica, en los geles o soportes 3D realizados con biomateriales mas blandos, se observa que las células no
degradan la estructura del soporte 3D, por lo que se sugiere que este tipo de migracidn ocurre a través de los
poros de la estructura del soporte 3D. Otro punto importante es la composicion del soporte 3D, el porcentaje de
biomaterial utilizado o la rigidez del mismo son caracteristicas importante en la utilizacion de estos soportes 3D,

como herramienta para el estudio de procesos de migracion celular [32-33].

Los objetivos marcados son:

1. Diseio, digitalizacion, optimizacion e impresidn de un dispositivo 3D definido para estudiar el crecimiento,
proliferacién y migracién de células de la linea tumoral de glioblastoma humano, U87. Y para posteriores
ensayos de migracion celular, en procesos como la metdstasis o la quimiotaxis.

2. Evaluar el efecto de la 2-desoxy-D-glucosa y el factor de crecimiento neuronal B27 en las células de la linea

tumoral de glioblastoma humano, U87.

Palabras clave: scaffold, U87, impresion 3D, 2-DG, factor B27.

MATERIALES Y METODOS.

Nuestro estudio consta de dos partes diferenciadas, en la primera de ellas se disefiara, construira y optimizara
un dispositivo a partir de impresidn 3D, en el cual sea posible estudiar y analizar una linea tumoral humana de
glioblastoma, U87. Posteriormente, se realizaran estudios de migracién celular en respuesta a diferentes
estimulos, como el factor de crecimiento neuronal B27 y 2-desoxi-D-glucosa (2-DG). Este ultimo, se trata de un
analogo de la glucosa que inhibe la glucdlisis a través de su accién sobre la hexoquinasa, resultando un toéxico

celular [34-35].

1. OPTIMIZACION DE LA IMPRESORA Y FABRICACION DEL DISPOSITIVO

1.1 Biompresora 3D Regemat

Inicialmente se procedid a realizar la calibracion espacial de la biompresora mediante un sistema de coordenadas

cartesianas en los ejes x, y, z. Dicha calibracidn es una fase esencial para que la obtencidn de la estructura impresa



esté definida y posea una resolucién elevada. Posteriormente, el dispositivo disefiado para el estudio se imprimié
mediante el programa Regemat 3D Designer. En la siguiente (Figura 4) se observa una visién global de la impresora

y sus partes principales.

Pipetas Cama de vidrio
Botdn parada
Extrusor de emergencia

Figura 4. Impresora 3D Regemat y partes principales

1.2 Calibracion:

e  Calibracidn jeringas: en el menu Settings = Header Configuration. En nuestro caso, solo calibramos el
extrusor, ya que solo se utilizard este para fabricar el dispositivo. Este cabezal es el que liberara el material durante
la impresion. La impresora se rige por un sistema de coordenadas cartesianas en los ejes x, y, z; debido a ello

para calibrar el extrusor se debera llevar la punta del extrusor al punto calibracién, acotando las coordenadas x e

y.

e Calibracidn cama de vidrio: se utiliza la pestafia Movements. La cama de vidrio es donde se va a realizar la
impresidn, por lo que es necesaria su correcta calibracién. La cama se calibrara en el eje z, que se corresponde
con la altura. Sobre ella se encontrard el extrusor, que sera la herramienta que permitira la salida del material de
impresion, la altura de la punta del extrusor debe ser la adecuada, para que el material se deposite de forma

uniforme durante toda laimpresion. En la Figura 5 se observa el software que permite controlar la impresora.
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1.3 Disefio del dispositivo
Después de la calibracion de la impresora se procedio al disefio y optimizacion del dispositivo o soporte, en el
gue se sembrd la linea de glioblastoma U87. El principal objetivo fue disefiar un dispositivo biocompatible con la

linea celular utilizada. Ademas, debia ser valido para estudiar de forma controlada la migraciéon celular desde el



centro del dispositivo, lugar donde se realizé la siembra de las células, hacia los extremos en respuesta a
estimulos migratorios, el factor de crecimiento neuronal B27 y la 2-desoxi-D-glucosa. Se opté por un material
biocompatible con las células de glioblastoma U87, el acido polilactico PLA (Figura 6) [36]. Se trata de un polimero

de moléculas de acido lactico, es biodegradable y bioabsorbible, hidrofilico y estable a la luz ultravioleta U.V.

El éclldo lactico (LA) i O R
es el acido 2-hidroxipropanédico Flgura 6. Estructura
o
il (@) molecular del &cido
’ OH YT
o " polilactico (PLA) [36].
AcIDO POLILACTICO
PLA

La evolucidén en el disefio de los dispositivos fue ligado al propio disefio de la impresién, es decir se buscaba
obtener una estructura con carriles, en los que las células pudieran sembrarse en un lugar equidistante al lugar
donde se administraran los diferentes estimulos migratorios, y asi poder cuantificar y evaluar la migracion celular.
Los carriles del dispositivo deberian poseer unas dimensiones adecuadas a las células U87, para que pudieran
migrar y responder a los estimulos administrados. El disefio del dispositivo constd de un espacio central donde
se sembraron las células, dotado de aberturas en los extremos, donde se dispondrian los distintos factores

estimulantes para las células (Figura 7).

Simultadaneamente se fue optimizando tanto el disefio del dispositivo (Tabla 1, Anexo 1) como el disefio de la
impresidn variando diferentes pardmetros hasta obtener el 6ptimo de ambos disefos. El diseio del dispositivo
se realizé a partir del programa 3D builder por Alejando Garcia Moll, perteneciente al laboratorio de

Neuroprétesis y Rehabilitacion Visual del Instituto de Bioingenieria.

Factores migratorios

Figura 7. Esquema general

del dispositivo desarrollado.

Siembra de células

En el disefio de la impresion se seleccionaron distintos parametros (Tabla 2, Anexo 1) como la velocidad del
perimetro y del infill, el tamafio del poro que se deseaba, la altura de cada capay la velocidad extrusor. Durante
el periodo de optimizacién del disefio del dispositivo se llevaron a cabo nueve disefos diferentes de dispositivos
(Figura 8 a-o0) para optimizar el tiempo de impresién y obtener unas dimensiones de los carriles de la estructura
donde las células U87 pudieran migrar.

Figura 8 (a-0). El desarrollo de los dispositivos fue el siguiente:

a.Celv_1 planta: b. Celv _2 planta: c. Celv_3 planta:
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d. Celv_4 planta e. Celv_4 perfil: f. Celv_5 planta:

20
D

8.d 8.f
g. Celv_6 planta: h.Celv_7 planta: i. Celv_8 planta
8.2 .
j. Celv_8 perfil: k. Celv_7 modificada planta I. Celv_7 modificada perfil:

.

8 8
En los disefios (Figura 8 a-e), laimpresora no imprimia la base del dispositivo, debido a ello los siguientes disefios
se realizaron con capas sélidas en toda la estructura. Ademas se evoluciond hacia un dispositivo mas compacto,

para optimizar el tiempo de obtencién de la pieza.

1.4 Disefio de la impresion

En este apartado se deberan acotar los pardmetros de impresidn para obtener un scaffold con las caracteristicas
necesarias para que las células de la linea de glioblastoma, U87 se siembren satisfactoriamente en el centro del
dispositivo, puedan migran a través de los carriles, y se reduzca la infiltracién de las células a través del infill o

intermallado. Los pasos mds importantes en el disefio de la impresidn son los siguientes:

1.4.1 Factor de extrusion: este pardmetro se calculd para determinar el volumen de PLA que se liberaria a través
del extrusor durante la impresion del dispositivo. El PLA liberado influird directamente en el grosor del filamento,
qgue debera ser el adecuado para realizar el tamafio de poro o para que el material depositado se adhiera
perfectamente entre capas sucesivas. Debido a ello, la optimizacion de este parametro fue de vital importancia
para que las células se pudieran sembrar en el centro del dispositivo, y pudieran migrar a través de unas calles
accesibles y libres de material sobrante.

Para determinar este parametro, se utilizaran dos férmulas segln sea para configurar el perimetro o infill. Antes
de la impresidn, el extrusor imprimird un perimetro dentro del cual realizard la impresién. Se calcularon
diferentes factores de extrusidon, después se ensayaron imprimiendo diferentes dispositivos (Tabla 2, Anexo I).
Seleccionando finalmente un factor de extrusion de 2 para una éptima impresién. Este factor aseguraba un

tamafio de poro definido y la adherencia entre las capas a lo largo de todo el periodo de impresion.
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> Factor EXTRUSION DEL PERIMETRO. El perimetro es el drea que imprime el extrusor, dentro de la cual

realizard la impresidn del dispositivo. Este factor consta de:

Velocidad del extrusor (T3 hotend): velocidad en la que el extrusor imprimira el dispositivo.
Velocidad realizacidn perimetro: es la velocidad en la que se imprimird el perimetro de la estructura.

Altura capa: altura de cada capa que conforma el dispositivo, en milimetros (mm).

YV V V V

Diametro extrusor (T3): es el didametro de la punta del extrusor, este parametro es constante.

VELOCIDAD EXTRUSOR

Factor extrusion perimetro = - -
VELOCIDAD PERIMETRO . ALTURA CAPA. DIAMETRO EXTRUSOR

> Factor EXTRUSION DE INFILL. El infill es el patrén que realiza el extrusor cuando imprime el intermallado.

Este factor consta de:

Velocidad del extrusor (T3 hotend): velocidad en la que el extrusor imprimira el dispositivo.
Velocidad realizacidn infill: velocidad en la que el extrusor realizard el patrén del intermallado.

Altura capa: altura de cada capa que conforma el dispositivo, en milimetros (mm).

YV V V V

Didmetro extrusor (T3): es el diametro de la punta del extrusor, este parametro es constante.

VELOCIDAD EXTRUSOR
VELOCIDAD INFILL . ALTURA CAPA. DIAMETRO EXTRUSOR

Factor extrusion infill =

1.4.2 Cargar un scaffold: El programa de la impresora trabaja con archivos en formato STL. Después, se
estableceran los parametros de impresion que deseemos en la pestafia Settings = Extra Configuration y
Configuration (Figura 9). La impresion se realizara capa a capa y se determinaran los pardmetros de impresion:
la velocidad de impresion del extrusor, el tipo de infill, es decir el patron que forma el material mientras imprime,

el tamafio del poro del scaffold, |a altura de las capas y la velocidad de impresion del relleno (Figura 9).

Primero, se seleccionan unos valores de velocidad de realizacion del infill (mm/s) y del perimetro (mm/s), la
velocidad de impresidn del extrusor, y la altura de las capas del dispositivo; estos valores se ajustan para obtener
un factor de extrusion de 2. Una vez obtenido el factor de extrusion en el menu Configuration (Figura 9) y
Settings = Extra Configuration. Se seleccionan los valores utilizados para el célculo del factor de extrusién. Los
diferentes ensayos que se realizaron se muestran en la (Tabla 2, Anexo |). Se disefiaron nueve dispositivos donde
se ajustaban los parametros de la impresion. Finalmente se escogid el dispositivo 23 de la (Tabla 2, Anexo I) que
cumplia las caracteristicas, tales como una menor altura del dispositivo, menor tamafio de poro para disminuir
la infiltracidon de las células en la estructura, y un factor de extrusion de 2 que permite la resolucién del scaffold.
Este dispositivo es la herramienta utilizada para la siembra, crecimiento, proliferacién y migracién de la linea de

glioblastoma humano, U87.
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2. OPTMIZACION DEL CULTIVO CELULAR Y ANALISIS DE LA MIGRACION CELULAR EN EL DISPOSITIVO

El objetivo principal fue comprobar que el dispositivo era una herramienta valida para cuantificar la migracién
de las células U87. Para ello se utilizaran los factores B27 y 2-DG. En el dispositivo la siembra celular se dispone

en el centro, se encuentra equidistante respecto al tratamiento con estos factores.

2.1 Preparacion de los dispositivos antes de la siembra.
Se preparan los dispositivos para que las calles internas sean uniformes y no queden restos de material PLA, que
dificulten la migracidn celular. Ademas se lija el exterior con una lima, para homogeneizar la base del dispositivo

y evitar la pérdida de células entre los espacios que puedan quedar entre el dispositivo y la placa Petri.

2.2 Esterilizacion y preparacion de los scaffolds para la siembra de células de tejido cortical de rata y linea de
glioblastomas humano, U87.

El scaffold realizado mediante impresion 3D sera el andamio o soporte para nuestra siembra celular, por lo que
debera cumplir una serie de requisitos previos a la siembra. En primer lugar, en condiciones de esterilidad se
sumergirdn los dispositivos en una solucion de etanol 70%, durante noventa minutos. Una vez esterilizados los
dispositivos, se dispensara una fina capa de silicona biocompatible (Dow Corning), cubriendo todas las paredes
internas de la estructura, con el objetivo de crear un recubrimiento que evite posibles infiltraciones de las células
al interior del dispositivo, ya que el material utilizado para confeccionar el dispositivo, el PLA, se trata de un
plastico hidrdfilico y poroso. Debemos evitar que se produzcan infiltraciones de las células al interior del
dispositivo, ya que de ser asi, no sabriamos el porcentaje celular de células infiltradas, no siendo reproducible el

experimento.

2.3 Preparacion de los scaffolds para la siembra de células de tejido cortical de rata y de la linea tumoral de
glioblastoma, U87.

Las placas deben ser preparadas previamente para asegurar la adhesién de las células corticales de rata, ya que
este tipo de células no se adhieren a la placa directamente. Los reactivos utilizados en este procedimiento son
PDL (Sygma Aldrich) o poli-D-lisina, que actia como un factor de fijacion entre las células y sustratos sélidos,

mejorando la interaccidn electrostatica entre los iones cargados negativamente de la membrana celular y la
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superficie del cultivo. Se dispensd PDL (Sygma Aldrich) en la zona central de la estructura (Figura 7). Otro reactivo
utilizado, el tampdn fosfato PBS (Phosphate buffered saline), que contiene fosfato de sodio y cloruro de sodio,
con el que se realizaron tres lavados, para eliminar los productos de desecho del metabolismo celular. Y por
ultimo, se trataron las placas con laminina (Sygma Aldrich), una proteina que ayuda a la adherencia de las células
a la placa, y ademads sirve de apoyo en el crecimiento y diferenciaciéon de muchos tipos celulares. Después de los

lavados realizados con PBS, se dispensaron la laminina en la zona central, las 24 horas previas a la siembra.

2.4 Aislamiento y siembra de células corticales de embriones de rata.

El periodo de gestacion de los embriones de rata debe ser entre dieciséis y dieciocho dias (E 16-17). Se utilizaron
Ratas Sprague Dawley provenientes del Animalario de San Juan de la Universidad Miguel Hernandez. El
procedimiento realizado trata de la separacion de las meninges del cerebro y la extraccién de la corteza cerebral,
separandola del hipocampo. El tejido de la corteza de los embriones se disgregé mecdnicamente, afiadiendo 1,5
ml de Medio de Tripsinizacién 0,25% + Glucosa 33 mM por cada cerebro (Tabla 1), se incuba durante quince
minutos a 37°C. A continuacion, se retira el Medio de Tripsinizacidn y se afiade 11 ml de Medio Neutralizante de
cultivo primario de corteza cerebral (Tabla 1). Posteriormente, el disgregado se centrifuga durante cinco minutos
a 1740 rpm, se elimina el sobrenadante y se resuspende el precipitado en 10 ml de Medio de Cultivo primario de
corteza (Tabla 1).

En nuestro caso, la siembra de las células corticales se realizara en el espacio central del dispositivo (Figura 7), el
objetivo sera poder observar el crecimiento de las células. Una vez resuspendido el precipitado de células
corticales en Medio de Cultivo de primario de Corteza, en el paso anterior. Se afiadird tripsina (Gibco), este
enzima rompera las uniones entre las células, se incubara en el bafio a 37°C durante diez minutos. Transcurrido
este tiempo, se centrifugard la suspension celular durante cinco minutos a 1740 rpm y después, se retirara el
sobrenadante. Y se resuspenderan las células en un mililitro de Medio de Cultivo primario de Corteza.
Finalmente, se utilizard la camara de Neubauer y tincidn azul tripan, se trata de un colorante que se introduce
en las células cuando la membrana plasmatica esta dafiada, por lo que nos proporciona informacion acerca de la
viabilidad celular. Las células que mantengan su membrana plasmdtica intacta no resultaran tefiidas, al contario
que las células muertas. Para finalizar, se realizara un stock de células del Cultivo primario de Corteza. A partir
del nimero de células obtenidas en un mililitro que se han obtenido con el contaje en la cdmara de Neubauer.
Se realizd un stock de células del Cultivo primario de Corteza de 500000 células. La siembra se realizé en el
espacio central. Transcurridos, 75 minutos se afladieron 3 ml de medio previamente atemperado en el bafio a

37°C.

Medio Tripsinizacion 0,25%+ Glucosa 50% de HBSS (Gibco) y Glucosa 33 mM (Panreac) y 50% de tripsina
0,25% (Gibco)

Medio Neutralizante cultivo primario de | 50% de HBSS (Gibco), 2% de FBS (Biowest) y 48% de Glucosa 33
corteza cerebral mM (Panreac)

95% Neurobasal Medium (1X) (-L- glutamina, -phenolred; Gibco), 2%
Medio Cultivo primario de Corteza B27 Supplement (Gibco), 2% FBS (Biowest), 0,5% Glutamax (Gibco) y
0,5% penicilina-estreptomicina (Gibco)

Tabla 1. Medios para cultivo primario de corteza cerebral de embriones de rata.
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2.5 Siembra de linea tumoral humana de glioblastoma, U87

La siembra del dispositivo con células de cultivo primario de células corticales de rata no funciond correctamente,
ya que las células no se adherian a la placa. Debido a ello, se optd por sembrar otro tipo de células, una linea
tumoral humana de glioblastoma, U87 (ATCC-American Type Culture Collecion). En este caso, ademds del
crecimiento de las células se podria observar mejor su proliferacion y realizar estudios de migracion celular, que
podrian dar lugar a estudios de metdstasis, en ensayos posteriores. En el caso de las lineas tumorales no es
necesario el recubrimiento de la placa con PDL y laminina, ya que se adhieren directamente.

Para realizar el cultivo de una linea tumoral se ha de realizar el método de tripsinizacion (Tabla 2). La monocapa
de células debe ser continua y uniforme. En nuestro caso, al tratarse de células de glioblastoma deberan poseer
una forma alargaday planay se observara como establecen conexiones con las células de alrededor. Se realizaran
dos lavados en la placa de U87, para eliminar los productos de desecho del metabolismo celular. Después se
afiadira tripsina, la placa se introducira durante cinco minutos en el incubador a 372C, para que actue el enzima.
Después se afiadira medio neutralizante, para que la tripsina deje de actuar. A continuacion, se procedera a la
centrifugacion para concentrar las células en un pellet, se eliminard el sobrenadante y se resuspenderan las
células en un mililitro de medio celular. Después, se llevara cabo el contaje de las células con la cdmara de
Nebauer. Finalmente, se realizara el stock celular de 225000 células/ml, para sembrar una densidad celular de

75000 células en el centro de la placa en un volumen de 3000 ml de medio celular.

La siembra se realizara de la misma forma que en el cultivo primario de tejido cortical, en el espacio central del
scaffold (Figura 7) para poder medir posteriormente la migracion celular frente a estimulos migratorios.
Transcurrido un periodo de 70 minutos se afiadird el Medio de la Linea Tumoral de Glioblastoma, U87 (Tabla 2),
previamente atemperado en el bafio a 372C. Las células se incubaron a 372C, 5%C02. Se continud la linea de

experimentos en DIV 4 (Days in vitro).

50% de HBSS (Gibco) y Glucosa 33 mM (Panreac)
Medio Tripsinizacion 0,25%+ Glucosa | y 50% de tripsina 0,25% (Gibco)

Medio Neutralizante 10% suero, 90 RPMI

90% DMEM, 10% Fetal Bovine Serum (FBS; Biowest),
Medio Linea Glioblastoma, U87 penicilina-streptomicina 1:100

Tabla 2. Medio de cultivo de la Linea tumoral de glioblastoma, U87.

Por otro lado, se debera proceder al mantenimiento de la linea celular, para perpetuar su existencia. Para ello

tras tripsinizar las células, se deberd sembrar, a partir de la suspensién celular sobrante, en una placa de Petri.

3. Tratamiento con factor de crecimiento neuronal B27 y 2-desoxy-D-glucosa

Se realizaron diferentes siembras a partir de la linea tumoral humana de glioblastoma, U87; en diferentes
scaffolds, con el fin de comprobar la compatibilidad de la siembra en el dispositivo. Una vez establecido esto, y
tratandose de una linea tumoral, se deseaba observar cdmo reaccionarian las células frente a diferentes

estimulos. En este caso, tras la busqueda bibliografica, se seleccionaron el factor de crecimiento neuronal B27
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[37] y 2-desoxy-D glucosa. In vitro, se ha demostrado que la 2-desoxi-D-glucosa induce autofagia, incrementa la
produccién de ROS y activa la AMPK [38]. Se deseaba estudiar si el factor B27 afectaria al crecimiento y migracién

de las células de glioblastoma, y de ser asi, si se observarian gradientes de migracidn positiva hacia el compuesto.

En cudnto, a la 2-desoxy-D glucosa, como se ha explicado anteriormente, se trata de un analogo de la glucosa,
su mecanismo de accién estriba en su union a la hexoquinasa. La 2-DG posee un grupo hidrégeno —H, en lugar,
del grupo hidroxilo —OH que presenta la glucosa; por lo que no puede realizar la glucdlisis, resultando toxico para
las células. La 2-desoxy-D glucosa (Sigma Aldrich) se ensayd a una concentracién de 10 mM. Del factor B27 se
ensayan concentraciones de 0,83x y 2,5x, a partir de un stock de B27 de 50x (Sigma Aldrich). Los factores
estimulantes se dispondran en el dispositivo en las aberturas de los extremos (Figura 10). Los compuestos se
dispondrdn en extremos opuestos, para no contaminar los resultados. El estudio se realizé hasta la entrada de

las células en apoptosis y muerte celular.

2-desoxy-D-glucosa

Factor B27 _|

Figura 10. Factores estimulantes.

4. Tincidén y ensayo de toxicidad del marcador nuclear HOECHST.

Tras realizar el tratamiento con el factor B27 y la 2-desoxy-D-glucosa, se analizaran los resultados todos los dias.
En ellos se debera estudiar el posible efecto en el crecimiento, proliferacion y migracién de estos compuestos en
las células U87. Para ayudarnos en el contaje de la densidad celular de las células U87, se optd por utilizar un
marcador fluorescente, el HOECHST, se trata de un colorante que se une a los acidos nucleicos, por lo que
utilizando este compuesto, tefiiremos los nucleos celulares, obteniendo una mejor visualizacién de las células.
Los nucleos quedaran de color azul. El HOECHST se une al surco menor de ADN de doble cadena con preferencia
por secuencias ricas en adenina y timina. Aunque este marcador fluorescente pueden unirse a todos los acidos
nucleicos, las cadenas de ADN bicatenarias ricas en A-T aumentan considerablemente la fluorescencia. [39]. Es
excitado por luz UV a 350 nm, emiten luz fluorescente azul alrededor de un maximo de espectro de emisién a

461 nm.

Dada su interaccidon con el DNA, se trata de un marcador nuclear téxico para las células. Se ensayaron diferentes
concentraciones para hallar una concentracion biocompatible con estas células, que nos permitiera analizar
mejor el comportamiento de las células frente a los estimulos utilizados. Se ensayd una concentracion 1:300
1:600y 1:500 (HOECHST: Medio Celular Linea U87) y control negativo con el Medio Celular Linea U87. Se deseaba
hallar una concentracion dptima en la que los nucleos celulares resultaran tefidos, y a la vez reducir su toxicidad.

El cultivo para evaluar la toxicidad del HOECHST se realizé durante 48 horas.
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5. Ensayo tratamiento con factor B27 mediante colageno

En los experimentos anteriores, el tratamiento se habia depositado directamente junto con en el medio de
cultivo. Por lo que el siguiente paso, era englobar el tratamiento en un medio semi-sélido, que permitiera limitar
la zona que contenia el estimulo, evitando que no se diluyera en el medio de cultivo. Con el objetivo de conseguir
de forma controlada, estudios de gradientes de migracion de las células de glioblastoma. Para ello, se debera
estudiar un material que logre difundir el tratamiento y que a la vez sirva como soporte del mismo. Se opté por
el coldgeno tipo | (Sigma Aldrich) (Figura 11) [40]. Una proteina trimérica con estructura de tripe hélice;

ampliamente utilizado en la encapsulacién de células y otros compuestos en cultivo 3D [40].

Hélics del Trole héllca Triple hélice
colageno del colageno del colagenc
(corte sagltal)

Figura 11. Estructura tripe hélice de

colageno tipo | [40].

@ ) © @

Se procedera a realizar una formulacidn concreta para realizar el soporte de colageno, en la que se utilizaran los
siguientes reactivos: NaOH a una concentracién de 40 g/ml, coldgeno tipo | a una concentracién de 3,81 mg/ml,
Medio de la Linea de Glioblastoma U87 (Tabla 2), y factor B27 en concentraciones 10 y 5x, respectivamente. Todo
el procedimiento se debera llevar a cabo a 4°C, para evitar que el colageno gelidifique, antes de dispensarlo en
el dispositivo. Se dispondrdn sendos volumenes de 100 pl a las concentraciones de 10x y 5x, en dos de las
bifurcaciones de los carriles. Al igual que los tratamientos realizados anteriormente, los estimulos fueron
colocados en carriles opuestos para evitar la contaminacién de las calles (Figura 12). Se esperard a que el
colageno tipo | gelidifique, para ello se introduce en le incubador entre 15 y 30 minutos a 37°C. Finalmente, se

introducen las placas al incubador a una temperatura de 372C y una atmodsfera de 5% de CO2.

Figura 12. Disposicién de la gota de

Factor B27 10x Factor B27 5x

colageno con las concentraciones de

B27 a 10y 5x, respectivamente.

6. Analisis de los resultados obtenidos

Durante todos los dias se realizaron fotografias con el microscopio OLYMPUS IX51 de toda la estructura y se
analizé un &rea total en 4050 x 4050 mm? en los carriles laterales adyacentes al punto de administracion de los
factores migratorios factor B27 y 2-DG, y de 5400 x 5400 mm? en el circulo del extremo donde se disponian los
tratamientos con 2-DG (10 mM) y factor B27, en las concentraciones de 0,83x y 2,5x. El montaje y procesado de
las imagenes se realizé con los programas PRO PANORAMA EDIT 3, PHOTOSTAMP REMOVER y PAINT 3D y el
contaje de la densidad celular con el programa IMAGEJ. Los estudios se mantuvieron hasta la entrada de las

células en apoptosis y muerte celular.

17



RESULTADOS

1. OPTIMIZACION DE LA IMPRESION DEL DISPOSITIVO

En la Figura 13 (a-d) se muestran las estructuras resultantes con los disefios y los parametros utilizados en la
(Tabla 2, Anexo 1) construidos con la bioimpresora Regemat 3D: la Figura 13.a corresponde al disefio celv_2y al
scaffold 4, |a Figura 13.b corresponde al disefio celv_1y al scaffold 3, la Figura 13.c corresponde al disefio celv_3
y al scaffold 5; y por ultimo, la Figura 13.d corresponde al disefio celv_7 modificado y al scaffold 23. También se
imprimieron otros dispositivos con diferentes parametros como muestra la (Tabla 2, Anexo I). Finalmente se
descartaron estos dispositivos, ya que el resultado de impresidon no poseia una base sélida y uniforme que
contuviera las células durante el estudio. Otro factor a optimizar, fue el tiempo de impresion de los dispositivos,
en estas versiones era muy elevado, superior a 4 horas. La Figura 13.d muestra el disefio que se seleccioné para
la siguiente parte experimental en la que se optimizé la parte de la siembray el estudio de migracién de la linea

tumoral de glioblastoma humano, U87 en el dispositivo.

La seleccion del disefio celv_7 modificado y los pardmetros con los que se realizé el scaffold 23, como se muestra
en el apartado de optimizacién de la impresion del dispositivo, fue debido a que era la estructura que mejor
cumplia con los requisitos establecidos para la siembra y la migracion de las células U87; presentaba un base
sélida, calles accesibles y constaba de dimensiones menores que los disefios probados con anterioridad (Tabla 1,
Anexo |). Ademas presentaba un infill uniforme alrededor de la estructura, que dificultaria la salida de las células

de la zona de estudio.

2. OPTIMIZACION DEL DISPOSITIVO EN ESTUDIOS IN VITRO:

Se comprobd si el dispositivo creado era vélido para estudiar la viabilidad y la posible migracion de las células de
la linea tumoral de glioblastoma humano, U87, frente a diferentes estimulos. Se realizaron tres experimentos: el
tratamiento con el factor B27 a concentraciones de 0,83x y 2,5x y el toxico celular 2-desoxy-D-glucosa (10 mM);
el mismo tratamiento junto con el marcador nuclear HOECHST (1:300) y el tratamiento con el factor B27 a las
concentraciones 10x y 5x embebido en coldgeno. El tratamiento se aplicé en los circulos de los extremos de la
estructura (Figura 10). Los resultados se analizaron durante los dias: DIV 3, DIV 4, DIV 7, DIV 9 y DIV 12 (days in
vitro). Con el objetivo de analizar si existe una variacién de la viabilidad celular y la migracién en el dispositivo,
se cuantificod la densidad celular tanto en el carril adyacente, como en el circulo en el cual se administré el

tratamiento (Figura 10).
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2.1 Tratamiento con factor de crecimiento neuronal B27 y 2-desoxy-D glucosa

> Ensayo con 2-desoxy-D-glucosa (10 mM):

El tratamiento con 2-DG (10 mM) se realizé en DIV 3, los resultados mostrados en DIV 3 se obtuvieron antes de
realizar el tratamiento con 2-DG (10 mM). En la Figura 14.a y b se muestra la variacién de la densidad celular en
los dias de estudio DIV3; DIV 4, 24 horas después del tratamiento y DIV 7, cuatro dias después del tratamiento
con 2-DG (10 mM). El 4rea donde se contabilizé la densidad celular fue de 4050 x 4050 mm? en el carril y 5400 x
5400 mm? en los circulos donde se dispuso la 2-DG (10 mM) y el factor B27 (0,83x) y (2,5x). En la Figura 14.a se
observa que tras un descenso de la densidad celular en DIV 4, la densidad celular incrementa un 45% en DIV 7,
respecto al dia de inicio del tratamiento (DIV 3). El estudio se realizé hasta la visualizacion de la entrada de las
células en apoptosis y muerte celular. En la Figura 14.b en el control sin tratamiento se contabilizaron 1263
células U87. Dicho valor desciende a 646 células en DIV 4, 24 horas después del tratamiento con 2-DG (10 mM)
y en DIV 7, 4 dias después del tratamiento, incrementa de nuevo, a un total de 1096 células; es decir se observa

una descenso de la densidad del 51% en DIV 4, que vuelve a incrementarse hasta el 70% en DIV 7 respecto DIV4.

Carril Circulo. 2-DG (10 mM)
5 arri & 2000 -
o 1000 M Control DIV a mDIV3
8 = 3 € 1500 =" Control DIV 3
% RO 2-06 ‘9 ® DIV 4. 2-DG (10 mM)
e 500 — (10 mMm) o 0P Control DIV 4
o

e DIV 7. 2-DG g 500 DIV 7. 2-DG (10 mM)
\g 0 (10 mMm) S Control DIV 7
2 mm? < 0

14.a 14.b

Figura 14 (a-b). Variacion de la densidad celular de U87 después de la administracién de 2-DG (10 mM) en el
control sin tratamiento DIV 3; DIV 4 y DIV 7; 24 horas y 4 dias después del tratamiento, respectivamente. En la
Figura 14.a se estudia el carril lateral adyacente a la zona de administracién de la 2-DG (10 mM). En la Figura 14.b
se observa la densidad celular en el circulo donde se administra la 2-DG (mM). El contaje de la densidad celular

se realizo con el programa IMAGE J.

La migracion celular de U87, se contabilizaba en el carril adyacente al circulo del extremo donde se disponia el
tratamiento, ya sea con el factor B27 a concentraciones de 0,83x y 2,5x o la 2-DG (10 mM) (Figura 15.a). Se
estudio la densidad celular desde la zona 1 o comienzo del carril, a la zona 3 0 zona mas préxima al circulo donde
se administro el tratamiento. Con el objetivo de evaluar si existian diferencias entre la densidad celular en funcion

de la distancia al tratamiento.

19



Figura 15 (a-b). En la Figura 15.a se observa el dispositivo seleccionado para la siembra, la zona marcada con una
flecha fue donde se realizé el estudio de migracion celular U87. En la Figura 15.b se observa la zona del carril
ampliada. Reconstruccidn 4x realizada con el microscopio OLYMPUS IX51 y el programa PANORAMA EDIT 3 el dia

del control sin tratamiento (DIV 3). Escala 500 um.

En la Figura 16 (a-c) se observa la migracion celular de U87 desde la zona mas alejada del tratamiento con 2-DG
(10 mM) o zona 1, a la zona mas cercana al punto de administracidon de 2-DG (10 mM) o zona 3, en los dias de
estudio, en el control sin tratamiento DIV 3; DIV 4 y DIV 7, 24 horas y 4 dias después del tratamiento,
respectivamente. En el control sin tratamiento (DIV 3), mostrado en la Figura 16.a se observa un incremento de
la densidad celular U87 en la zona 2, que desciende a valores similares a los iniciales en la zona 3. En DIV 4 (Figura
16.b) se observa también un incremento en la zona 2, que desciende ligeramente en la zona 3. Se observa un
incremento neto de la densidad celular del 17% entre la zona 1y la 3. En la Figura 16.c se muestra un descenso

neto del 12% ente lazona 1y la 3.

DIV 3. Control DIV 4. 2-DG (10 mM)
N H Mzonal
) negativo
- & &8 200 Control. Zona 1
>
3 150 T Zonal g 150 = Zona 2
§ 100 +—pF I wzona2 2 5 100 Control. Zona 2
=)
-g 50 +— o Zona 3 g 50 Zona 3
qé 0 :E, 0 Control. Zona 3
3 mm? z
16.a 16.b
DIV 7. = Zona 1 Figura 16 a-c. Estudio de la migracion celular de U87
ona
2-DG (10 mM) desde la zona mas alejada del tratamiento con 2-DG
~ Control. Zona 1
%300 (10 mM) o zona 1, a la zona 3 o zona mas cercana al
g = Zonaz de admini ion del i 2-DG
S 500 I punto de administracion del tratamiento con 2-
8 I I Control. Zona 2 . ) )
) (10 mM); durante los dias del control sin tratamiento
5 100 B Zona 3 i 4
E DIV 3; DIV 4 y DIV 7, 24 horas y 4 dias después del
E 0 mm3 Control. Zona 3 tratamiento, respectivamente. El contaje de la
16.c densidad celular se realizé con el programa IMAGE J.
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Figura 16 d-e. Reconstruccién 4x realizada con el
microscopio OLYMPUS 1Ix51 y el programa PRO
PANORAMA EDIT 3 donde se estudia la migracion celular
de U87 después de 24 horas (Figura 16.d) y de 4 dias
(Figura 16.e) de la administracion del tratamiento con 2-
DG (10 mM). Desde la zona 1 o zona mas alejada del
tratamiento (bajo-izquierda), a la zona 3 o zona mas
cercana al tratamiento con 2-DG (10 mM) (arriba-

derecha). Escala 500 pm.

Ensayo con factor de crecimiento neuronal B27

Se estudiaron concentraciones de 0,83x y 2,5x, a partir de un stock de concentracidn de 50x.

» Ensayo con el factor B27 (0,83x):

En la Figura 17 (a-b) se muestra la densidad celular de U87 en respuesta al tratamiento con el factor B27 (0,83x),
en los dias de estudio del control sin tratamiento DIV3, DIV4 ; 24 horas después del tratamiento y DIV 7, cuatro
dias después del tratamiento con el factor B27 a una concentracién de 0,83x. En la Figura 17.a se estudia el carril
lateral adyacente al punto de administracion del tratamiento con B27 (0,83x), se observa un descenso gradual
neto del 42% entre DIV 3 y DIV 7. En la Figura 17.b, se estudia la densidad celular de U87 en el circulo donde se
dispuso el factor B27 (0,83x). Se observa un incremento de la densidad celular de U87 de un 92% entre el control

sin tratamiento (DIV 3) y DIV 7, 4 dias después de la administracion del factor B27 (0,83).

Carril Circulo. Factor B27 (0,83x)
® ~ 600 mDIV3
D [
E 100 —m——F— H Control. DIV 3 ‘:‘@igg  Control DIV 3
3 75 - S +
'8 ~@300 . — M DIV 4. Factor B27 (0,83x)
g 50 - ® DIV4. Factor 8200 -
2 25 — B27 (0,83x) °100 - _ mControl DIV 4
(]
E o ) DIV 7. Factor § 0 - ) = DIV 7. Factor B27 (0,83x)
2 mm B27 (0.83x) 2 mm |
17.a Control DIV7 17.b

Figura 17 (a-b). Variacién de la densidad celular de U87 después de la administracién de B27 (0,83x) DIV 3; DIV 4
y DIV 7; 24 horas y 4 dias después del tratamiento, respectivamente. En La Figura 17.a se estudia el carril lateral
adyacente a lazona de administracion de B27 (0,83x). En la Figura 14.b se observa la densidad celular en el circulo

donde se administra B27 (0,83x). El contaje de la densidad celular se realizé con el programa IMAGE J.
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En la figura 18 (a-c) se muestra el estudio de la migracién celular de U87 en respuesta al factor B27 (0,83x);
durante los dias DIV 3; DIV 4y DIV 7, 24 horas y 4 dias después del tratamiento, respectivamente. La migracion
celular de U87, se estudid en el carril lateral adyacente al punto de administracion del tratamiento con el factor
B27 (0,83x); desde la zona 1, lamas alejada del tratamiento, hasta la zona mas cercana al punto de administracion
del tratamiento o zona 3. En la Figura 18.a, se observa que la densidad celular de U87 es mas elevada en la zona
intermedia del carril en el control negativo (DIV3). La figura 18.b, muestra la variacién de la densidad en el carril
después de 24 horas de la administracién del factor B27 (0,83x). Se observa un incremento gradual de densidad
celular de U87 entra la zona 1y la zona 3. En la figura 18.c, la densidad celular aumenta un 69% entre la zona
mas alejada del tratamiento con B27 (0,83x) o zona 1 respecto a la zona mas cercana a la administracion del

factor B27 (0,83x) o zona 3.

DIV 4. Factor

DIV 3. Control
B27 (0,83X) wzona1

®
8 40 5 30
] 30 T 8 25 o Control. Zona 1
\@ =
o~ T l - W Zonal 3 W Zona2

0 2
-g 2 0 J_ l Zona 2 S Control. Zona 2
2 109 B 5  mZona3
§ 0 Zona 3 £ ona
z mm? E: Control. Zona 3
2
18.a mm 18.b

Figura 18 a - c. Estudio de la migracion celular de U87

DiV 7. Factor B27 (0,83x)

desde la zona mas alejada del tratamiento con B27

N ®Zonal

% 60 (0,83%) 1 al 3 ' |
. 50 Contt 7001 ,83x) 0 zona 1, a la zona 3 0 zona mas cercana a
S 40 punto de administracién del tratamiento con B27
@ 30 B Zona 2

2 2o Control. Zona 2 (0,83x), durante los dias del control sin tratamiento
3 .

E 10 = 7Zona 3 DIV 3; DIV 4 y DIV 7, 24 horas y 4 dias después del
3 0 Control. Zona 3 tratamiento, respectivamente. El contaje de la

18.c | densidad celular se realizé con el programa IMAGE J.

Figura 18 (d-e). Reconstruccion del carril 4x en DIV 4 (Figura 18 e) y DIV 7 (Figura 18 f) con el microscopio
OLYMPUS Ix51y el programa PRO PANORAMA EDIT 3, después de 24 horas y 4 dias del tratamiento con el factor
B27 (0,83x), respectivamente. En la figura 18.d, se observa la zona 1 o zona mas alejada del tratamiento con B27
(0,83x) (arriba-izquierda) y la zona 3 o la zona mas cercana al tratamiento (bajo-derecha). Escala 500 um. En la

Figura 18.f se observa la zona 1 (arriba- izquierda) y la zona 3 (bajo-derecha). Escala 500 um.
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> Ensayo de Factor B27, concentracién 2,5x:

En la figura 19.a se observa la densidad celular de la linea tumoral de glioblastoma, U87 en los dias de estudio
del control sin tratamiento DIV 3, DIV4 y DIV7. El tratamiento de factor B27 (2,5x) se dispuso en DIV 3 y servira
como referencia del control sin tratamiento del factor B27 (2,5x). En el control sin tratamiento se observa una
densidad celular de 207 células/mm?; los valores de DIV 4 y DIV 7 se mantienen en valores de 143 células/mm?
y 154 células/mm?, respectivamente. En la figura 19.b, se muestra la densidad celular de U87 en el circulo donde
se dispuso el factor 27 (2,5x), en DIV3, DIV4 y DIV 7. Los valores de densidad celular de U87 fueron 495
células/mm? en el control sin tratamiento, tras un descenso a 354 células/mm?, se incrementé el valor en 593

células/mm? después de 4 dias del tratamiento con B27 (2,5x). Resultando un aumento neto del 20% entre DIV

3yDIV7.
Carril Circulo. Factor B27 (2,5x)
3 300 1 ControlDIv3 || 800 T mDIV3
]
f_E 200 I 8600 ———F — Control DIV 3
? DIV4. Factor | | 3 ® DIV 4. Factor B27 (2,5x)
by .1 B27 (2,5x) g
9 100 | —DIV7.Factor || 3 Control DIV 4
g B27 (2,5x) E DIV 7. Factor B27 (2,5x)
Z 0- ) 3 Control DIV 7
mm 19.a 19.b

Figura 19 (a-b). Variacion de la densidad celular de U87 después de la administracién del factor B27 (2,5x) en el
control sin tratamiento DIV 3; DIV 4 y DIV 7, 24 horas y 4 dias después del tratamiento, respectivamente. En La
Figura 19.a, se estudia el carril lateral adyacente a la zona de administracién de la factor B27 (2,5x). En la Figura
19.b, se observa la densidad celular en el circulo donde se administré el factor B27 (2,5x). El contaje de la

densidad celular se realizé con el programa IMAGEJ.

En la figura 20 (a-c) se muestra un estudio de la migracion celular de U87 como respuesta al tratamiento con B27
(2,5x) en funcién del tiempo. Se estudid el control sin tratamiento DIV 3 y los dias con tratamiento DIV 4, DIV 7;
24 horas y 4 dias después de la administracion del factor B27 (2,5x), respectivamente. La migracién celular de
U87 se estudio de igual forma que en el apartado anterior. Desde la zona mas alejada del tratamiento con el
factor B27 (2,5x) (zona 1), ala zona adyacente al tratamiento (zona 3). En la figura 20.a se representa la migracién
celular de U87 el dia del control sin tratamiento, se observa un valor de 59 células/mm? en la zonal, y valores
similares en torno a 70 células/mm? en las zonas 2 y 3. En la figura 20.b se muestra un aumento de la densidad
celular de U87 en la zona media del carril respecto a la zona adyacente al tratamiento con el factor B27 (2,5x),
con valores de 65 células/mm?y 37 células/mm?, respectivamente. En la figura 20.c, se observa un incremento
gradual de la densidad celular de U87 desde la zona mds alejada del tratamiento con B27 (2,5x) a la zona

adyacente al tratamiento, con valores de 44 células/mm? y 60 células/mm?, respectivamente.
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Figura 20 a-c. Estudio de la migracién celular de U87
DIV 7. Factor B27 (2,5x)
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Figura 20 (d-e). Reconstruccion 4x del carril en DIV 4 (Figura 20.d) y DIV 7 (Figura 20.e) con el microscopio
OLYMPUS Ix51 y el programa PRO PANORAMA EDIT 3; 24 horas y 4 dias después del tratamiento con factor B27
(2,5x). En la Figura 20.d se observa la zona 3 o mas cercana al tratamiento con factor B27 (2,5x) en DIV 4y enla

Figura 20.e en DIV 7. Escala 500 um.

2.2 Ensayo con marcador nuclear HOECHST

Este ensayo se realizd para contribuir en el analisis y contabilizacion de las células U87 de los carriles de las
distintas fotografias, tomadas en las placas tratadas con el factor B27 a las concentraciones de 0,83x, 2,5x y 2-
DG (10mM). El HOECHST es un marcador nuclear, observaremos los nucleos de las células U87 de color blanco
en un fondo azul. Como se indica en el apartado de material y métodos, el Hoechst resulta téxico para las células.
Basandonos en estudios anteriores realizados en el laboratorio; primero, se ensayd una concentracién 1:300.
Esta concentracion resultd toxica para las células U87, por lo que posteriormente se realizaron varios ensayos a

1:500 y 1:600, para establecer una dosis que no fuera tdxica para las células.
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» Tratamiento: 2-DG (10 mM) y HOECHST (1:300)

En la figura 21.a se observa la densidad celular de U87 durante los dias de estudio del control sin tratamiento
DIV 3; los dias del tratamiento con 2-DG (10 mM), DIV4 y DIV7, 24 horas y 4 dias después de la administracién
del tratamiento con 2-DG (10mM), respectivamente; y los dias que se estudio el tratamiento y el marcaje nuclear
con HOECHST (1:300), DIV 9 y DIV 12, después de 6 y 9 dias del tratamiento con 2-DG (10mM), respectivamente.
El 4rea donde se contabilizé la densidad celular de U87 fue de 4050 x 4050 mm?2. En la Figura 21.a se observa que
tras experimentar diferentes variaciones en la densidad celular durante los dias de estudio, finalmente en DIV 12
la densidad se mantiene en 260 células, un valor similar al del inicio del estudio (DIV3). En la Figura 21.b la
densidad celular de U87 desciende un 63% en DIV 12, 9 dias después de la administracion del tratamiento con 2-

DG (10mM), respecto al control sin tratamiento (DIV3).
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La Figura 22 muestra el resultado de la migracion celular de U87 desde la bifurcacién hasta el circulo donde se
dispuso el tratamiento de 2-DG (10 mM). Las barras de la izquierda, muestran la zona 1 o la mas alejada del carril,
donde se dispuso el tratamiento de 2-DG (10 mM). La barras intermedias, muestran la zona intermedia del carril
0 zona 2 y las barras de la derecha muestran la zona 3 o zona mds cercana al tratamiento de 2-DG (10 mM).En
cada zona se observan los cinco dias de estudio: el control sin tratamiento (DIV 3), 24 horas después del
tratamiento (DIV 4), 4 dias después del tratamiento (DIV 7); y DIV 9 y DIV 12, 6 y 9 dias después del tratamiento
de 2-DG (10 pM) junto con el marcaje nuclear HOECHST (1:300). La densidad celular de U87 se cuantifica en un
rea total de 4050 x 4050 mm?2. La densidad celular de U87 aumenté un 56% en DIV 4 frente al control sin
tratamiento (DIV 3) en la zona 1 o la mas alejada de donde se dispuso la 2-DG (10uM), después de 24 horas del
tratamiento con 2-DG (10 pM). Con un aumento neto del 103% en la zona. Los valores en la zona 2 o zona

intermedia disminuyen en un 34% en los diferentes dias de estudio. En la zona 3 o zona mas cercana al
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tratamiento con 2-DG (10 mM), se observan valores de densidad celular mas bajos, excepto en DIV 9, donde se

traté con el marcaje nuclear HOECHST (1:300), alcanzando las 111 células/mm?.
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Figura 22 (a-b). Figura 25 a. Migracidn celular de U87 en el carril adyacente al tratamiento del factor B27 (0,83x).

Division en zonas desde la mas alejada (izquierda) o zona 1, a la mas clara (derecha), zona adyacente al

tratamiento con el factor B27 (0,83x) o zona 3. Figura 25 b. Control negativo de la grafica anterior.

En la figura 23 (a-b) se muestran las imagenes del carril de la zona 1 en los dias DIV 4, 24 horas después del

tratamiento con 2-DG (10 mM) a la zona 3 (Figura 23.a); y la zona 3 de DIV 12, 9 dias después del tratamiento

con 2-DG (10 mM) junto con el marcaje nuclear con HOECHST (1:300) (Figura 23.b).

500 ym
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Figura 23.a. Fotografia 5x del carril
de la zona 3 o mds cercana al
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DIV 4, 24 horas después del
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Figura 23 b-c. Reconstruccion 5x del carril realizada con el microscopio éptico invertido OLYMPUS Ix51 y el

programa PRO PANORAMA EDIT 3, de la zona 3 o zona adyacente al tratamiento con 2-DG (10 Mm) en DIV 12, 9
dias después del tratamiento con 2-DG y HOECHST (1:300). La Figura 23.c muestra la misma imagen que la

fotografia anterior junto con el marcaje nuclear HOECHST (1:300). Escala 500 um.

» Tratamiento con Factor B27 (0,83x) y HOECHST (1:300):

En la figura 24.a se observa la densidad celular de U87 durante los dias de estudio del control sin tratamiento
DIV 3; los dias del tratamiento con factor B27 a una concentracion 0,83x, a partir de un stock de concentracién
de 50x (DIV 4) y (DIV 7) y los dias del tratamiento con factor B27 a una concentracién 0,83x y el marcaje nuclear
con HOECHST (1:300), DIV 9 y DIV 12, 6 y 9 dias después del tratamiento, respectivamente. La densidad celular
de U87 se cuantifica en un area total de 4050 x 4050 mm?2. En el control sin tratamiento (DIV 3) se contabilizaron
168 células. Esta densidad celular aumento en los dias DIV 9 y DIV 12, en 251 y 213 células, respectivamente; la
densidad celular aumentd un 27% respecto al control sin tratamiento. En la figura 24.b, después de 24 horas del
tratamiento con el factor B27 (0,83x), la densidad celular aumenté un 27% respecto al control sin tratamiento.
Posteriormente, la densidad celular comenzé a disminuir hasta un minimo de 158 células en DIV 12, respecto a
las 632 células del control sin tratamiento. Entre DIV 3 y DIV 12 se observa un descenso del 75% en la densidad

celular.
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Figura 24 (a-c). Variacién de la densidad celular de U87
Circulo. Control U87
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~N
g 1000 1 Control DIV 3 | control sin tratamiento DIV 3; DIV 4 y DIV 7, 24 horas y 4
w 800 ——
L; Sz dias, respectivamente; DIV 9y DIV 12, 6 y 9 dias después del
3 600 — m Control DIV 4
: 400 ——f= L tratamiento. En La Figura 24.a se estudia el carril lateral
T
© 200 +— — " Control DIV7 | adyacente alazonade administracion del factor B27 (0,83x).
) =
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densidad celular se realizé con el programa IMAGEJ.

La figura 25.a muestra el resultado de la migracién celular de U87 en el carril adyacente al circulo donde se
dispone el tratamiento del factor B27 (0,83x). Las barras de la izquierda, muestran la zona 1 o zona mas alejada
del carril, donde se administré el tratamiento de factor B27 (0,83x). Las barras intermedias, muestran la zona
intermedia del carril o zona 2 y las barras de la derecha, muestran la zona 3 o0 zona mds cercana al circulo donde
se administré el tratamiento del factor B27 (0,83x).

En cada zona se observan los cinco dias de estudio: el control sin tratamiento (DIV3), 24 horas después del
tratamiento (DIV 4), 4 dias después del tratamiento con el factor B27 (0,83x) (DIV7); y DIV9y DIV 12, 6 y 9 dias
después del tratamiento con el factor B27 (0,83x), respectivamente junto con el marcaje nuclear HOECHST
(1:300). La densidad celular de U87 se cuantifica en un drea total de 4050 x 4050 mm?2. En la figura 25.a se
observan en la zona 1 o zona mas alejada del tratamiento con el factor B27 (0,83x) los valores mas bajos de
densidad celular, respecto al estudio global. Existe un incremento de la densidad celular del 185 % entre el control
sin tratamiento (DIV 3) y DIV 12, con el tratamiento del factor B27 (0,83x) y el marcaje nuclear con HOECHST
(1:300), en esta zona. En la zona intermedia o zona 2 se mantienen valores similares en torno a las 70 células, a
excepcion de un pico maximo de 112 células en DIV 4, o 24 horas después del tratamiento con el factor B27
(0,83x). En la zona 3 o zona mas cercana al tratamiento con el factor B27 (0,83x), se encuentran variaciones en

la densidad celular, observando un pico de 86 células en DIV 9 que disminuye a 53 células en DIV 12.
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Figura 25 (a-b). Figura 25 a. Migracién celular de U87 en el carril adyacente al tratamiento del factor B27 (0,83x).
Division en zonas desde la mas alejada (izquierda) o zona 1, a la mas cercana (derecha), zona adyacente al

tratamiento con el factor B27 (0,83x) o zona 3. Figura 25.b. Control negativo de la grafica anterior.

En la figura 26 (a-b) se muestra la zona 3 0 zona mas cercana al tratamiento con el factor B27 (0,83x) en DIV 9.
Se observa una densidad celular uniforme a lo largo de todo el carril, que se corresponde a 86 células
contabilizadas en un area de 4050 x 4050 mm?. En la figura 26.a las células U87 se observan mas redondeadas,
normalmente estas células se caracterizan por una morfologia plana y alargada, por lo que se sugeria que las

células comenzaban a entrar en apoptosis.

Figura 26.a. Reconstruccion 5x con el microscopio OLYMPUS Ix51 y el programa PRO PANORAMA EDIT 3 de la
zona 3 del carril o zona mas cercana al tratamiento con el factor B27 (0,83x), 6 dias después del tratamiento (DIV

9). Escala 500 pum. Figura 26 b. Fotografia anterior con marcaje nuclear HOECHST (1:300).

» Tratamiento con Factor B27 (2,5x) y HOECHST (1:300):

Ademas del ensayo anterior, con el factor B27 (0,83x); también se realizé otro ensayo con el factor B27 (2,5x).En
la figura 27.a se observa la densidad celular de U87 durante los dias de estudio del control sin tratamiento DIV
3; los dias DIV 4, DIV 7, 24 horas y 4 dias después del tratamiento con factor B27 (2,5x) y DIV9y DIV 12, 6y 9
dias después del tratamiento con factor B27 (2,5x), respectivamente junto con el marcaje nuclear con HOECHST
(1:300). La densidad celular de U87 se cuantifica en un area total de 4050 x 4050 mm?. Los valores de la densidad
celular se mantienen mas bajos durante DIV 3, DIV 4 y DIV 7; observandose un minimo de 64 células, 24 después
del tratamiento con factor B27 (2,5x). En DIV 9 y DIV 12, la densidad celular incrementa a valores en torno a las

300 células. Se observa un incremento de la densidad celular de U87 del 139% frente a la densidad celular inicial.
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En la figura 27.b se observa un incremento gradual de la densidad celular entre el control sin tratamiento (DIV3),
y DIV7 de un 53%. También se observan dos picos maximos en DIV 7, 4 dias después del tratamiento B27 (2,5x) y
DIV 12, 9 dias después del tratamiento con factor B27 (2,5x) junto con el marcaje nuclear HOECHST (1:300), los
picos contienen una media de 170 células. Y un acuciado descenso en DIV 9, tratado con el factor B27 (2,5x), 6

dias después del tratamiento de 89 células.
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La figura 28.a muestra el resultado de la migracion celular de U87 en el carril adyacente al circulo donde se
dispuso el tratamiento del factor B27 (2,5x). Las barras de la izquierda, muestran la zona 1 o la mas alejada del
tratamiento con el factor B27 (2,5x). Las barras intermedias, muestran la zona intermedia del carril o zona 2 y las
barras de la derecha, muestran la zona 3 o zona mas cercana al tratamiento con el factor B27 (2,5x). En cada zona
se observan los cinco dias de estudio: el control sin tratamiento (DIV3), 24 horas después del tratamiento (DIV
4), 4 dias después del tratamiento (DIV 7); DIV9y DIV 12, 6 y 9 dias después del tratamiento con factor B27 (2,5x)
junto con el marcaje nuclear HOECHST (1:300), respectivamente. La densidad celular de U87 se cuantifica en un
area total de 4050 x 4050 mm?. Los picos maximos de densidad celular se encuentran en DIV 9 en lazonalo
zona mas alejada del tratamiento y en la zona intermedia o zona 2, 6 dias después de la administracion del factor
B27 (2,5x), con 137 y 127 células, respectivamente; frente a las 39 y 46 células que se encuentran enlazonaly
zona 3, el dia del control sin tratamiento (DIV 3). En DIV 12, se observa un aumento del 211 % entre las zonas 1

y 3.
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Figura 28. Migracién celular de U87 en el carril adyacente al tratamiento con el factor B27 (2,5x). Divisién en

zonas desde la mas alejada (izquierda) a la mas cercana (derecha) o zona adyacente al tratamiento el factor B27

(2,5x).

La Figura 29 (a-b) muestra la zona 3 o la zona mas cercana al circulo donde se administré factor B27 (2,5x) junto

con el marcaje nuclear HOECHST (1:300), en DIV 12, 9 dias después del tratamiento.

Fotografia 29 (a-b). Reconstruccion 5x con el microscopio OLYMPUS Ix51 y el programa PRO PANORAMA EDIT 3
de la zona 3 del carril o zona mas cercana al tratamiento con el factor B27 (2,5x), 9 dias después del tratamiento

(DIV 12). Escala 500 um. Figura 29.b. Fotografia anterior junto con el marcaje nuclear HOECHST (1:300). Se

observa que las células U87 ya no conservan su conformacion planay alargada, ya que se han disgregado.
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2.3 Ensayo toxicidad celular del marcador nuclear HOECHST (1:500) y (1:600)

En el experimento anterior, se observé que tras el tratamiento con el marcador nuclear HOECHST (1:300), las
células U87 comenzaban a cambiar su morfologia, de una mas alargada y plana, debido a las uniones entre
células, a otra mds redondeada, signo de la entrada celular en apoptosis y pérdida de las uniones celulares. El
marcador nuclear HOECHST es un tdxico celular. Para tratar de evaluar la toxicidad y a la vez poder marcar el
nucleo, se ensayaron diferentes concentraciones del marcador nuclear HOECHST a concentraciones mas bajas,
de 1:600 y 1:500, con el fin de establecer una dosis no téxica para las células U87. En la Figura 30.a se muestra el
control sin HOECHST en DIV 1, DIV 2 y DIV 3. La densidad celular se contabilizé en un drea de 4050 x 4050 mm?.
Se observa un incremento gradual de la densidad celular de U87, se obtuvo un valor de 422 célulasen DIV 1y
610 células en DIV 3. Es decir, la densidad celular incrementd un 45% después de 48 horas sin el marcaje con
HOECHST. En la Figura 30.b se observa la densidad celular de U87 en el control sin tratamiento con HOECHST
(DIV 1) y después del marcaje con HOECHST (1:500) en DIV 2y DIV 3. En el control DIV 1y en DIV 2 se obtuvo una
media de 663 células; mientras que en DIV 3 se observa un acuciado descenso del 56% frente al control sin
tratamiento (DIV 1). Las células se contabilizaron en un drea de 4050 x 4050 mm?Z. En la Figura 30.c, se observa
el ensayo de toxicidad celular con el marcador nuclear HOECHST (1:600). Se observa un maximo en la densidad
celular de 239 células en el control sin HOECHST (DIV 1); posteriormente los valores de la densidad celular se
mantuvieron en valores aproximados a 137 células. Se observa una disminucién en la densidad celular de U87

del 43% entre DIV 1y DIV 3.
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2.4 Tratamiento con Factor B27 a 10 y 5x embebido en colageno:

En el tratamiento con factor B27 (2,5x) realizado en el experimento anterior, el tratamiento se depositaba
directamente junto con el medio de cultivo celular. Como se ha destacado en el apartado de materiales y
métodos, el siguiente paso era limitar la zona que contenia el estimulo migratorio, el factor B27 a las

concentraciones de 10 y 5x. Para ello se introduce el factor B27 en un medio semi-sdlido, el colageno tipo | con
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el objetivo de llevar a cabo el estudio de gradientes de migracién de las células U87 de glioblastoma de una forma

mas controlada.

> Tratamiento con factor B27 (10x) embebido en colageno:

En la Figura 31 se muestra la densidad celular de U87 durante los dias de estudio del control sin el tratamiento
con el factor B27 (10x) embebido en colageno (DIV 2) y los dias del tratamiento con el factor B27 (10x) embebido
en colageno (DIV 3) y (DIV 4). Se dispensé 100 pl de factor B27 (10x) embebido en colageno como se muestra en
la Figura 12 del apartado de materiales y métodos. Se contabilizé la densidad celular de U87 en un area de
1350x1350 mm? que ocupaba el coldgeno de, en cada uno de los dias de estudio DIV 2, DIV 3 y DIV 4. En el control
sin tratamiento con factor B27 (10x) embebido en coldgeno (DIV 2) se contabilizaron 506 células, valor que
incrementd a 637 células, 48 horas después del tratamiento con factor B27 (10x) embebido en coldgeno (DIV 4),

se observé un incremento del 26% en la densidad celular de U87 entre ambos dias.
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En la Figura 32 se realizé un estudio de la migracién celular de U87 donde se contabilizé la densidad celular en el
area que contenia el coldgeno y las zonas adyacentes, siendo la zona 1 de color morado, la zona mds cercana al
tratamiento del factor B27 (10x) embebido en coldgeno y la zona 2 de color azul, la mas alejada del tratamiento
del factor B27 (10x) embebido en coldgeno. El drea contabilizada en cada zona es de 2700 x 2700 mm?. En el 4rea
gue contenia el colageno se observd un pico maximo de densidad celular U87 en DIV 4, 24 horas después del
tratamiento con factor B27 (10x) embebido en coldgeno, con un valor de 214 células contabilizadas. En la zona 1
o la zona mas cercana al tratamiento de factor B27 (10x) embebido en colageno, se observa un incremento
gradual del 52% en la densidad celular entre DIV2 y DIV 4. En |la zona 2 o la zona mas alejada del tratamiento con
el factor B27 (10x) embebido en colageno, se muestra un pico de 229 células en DIV 3, se observa un incremento
del 134% respecto al dia anterior o dia del control sin tratamiento (DIV 2). Tanto en la zona 1 o0 zona mas cercana
al tratamiento con el factor B27 (10x) embebido en coldgeno, como en la zona 2 0 zona mas alejada se observa
un incremento de la densidad celular de U87 los dias en los que se estudié el tratamiento con el factor B27 (10x)

embebido en coldgeno DIV 3 y DIV 4 respecto al dia control sin tratamiento (DIV 2).
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Figura 32. Densidad celular de U87 en las zonas donde se encontraba el tratamiento de factor B27 (10x)

embebido en colageno y las zonas adyacentes. Contaje celular realizado con el programa IMAGE.

Figura 32.b. Reconstruccién 4x del carril con el
factor B27 (10x) embebido en colageno en DIV
3, después de 24 horas del tratamiento con el
factor B27 (10x), realizada con el microscopio
OLYMPUS Ix51 y el programa PRO PANORAMA
SLUBRL IRE  EDIT 3. Escala 500 pum.

» Tratamiento con factor B27 (5x) embebido en colageno:

Se realiz6 el mismo tratamiento con una concentracidn de factor B27 (5x). Con el objetivo de observar el efecto
en la densidad de U87 entre ambas concentraciones. El drea total contabilizada fue de 2700 x 2700 mm? en cada
zona. En la Figura 33 se muestra la densidad celular de U87 durante los dias de estudio del control sin el
tratamiento con el factor B27 (5x) embebido en colageno DIV 2 y los dias del tratamiento con el factor B27 (5x)
embebido en colageno DIV 3 y DIV 4. Se dispensé 100 pl de factor B27 (5x) embebido en coldgeno como se
muestra en la Figura 12 del apartado materiales y métodos. En la figura 33 se observa un incremento gradual de
la densidad celular entre los dias del control sin tratamiento (DIV 2) y el dia que se estudio el tratamiento con el

factor B27 (5x) embebido en colageno (DIV 4) del 173%.
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En la Figura 34 se muestra el tratamiento de factor B27 (5x) embebido en coldgeno. Entre DIV 2 y DIV 4 se
observan valores similares con un valor aproximado de 50 células/mm?2. Tanto en la zona 1 o zona adyacente
como en la zona 2 o zona mas alejada al lugar de administracién de factor B27 (5x) embebido en colageno, se

mantienen valores similares de 41 células/mm? y 31 células/mm?, respectivamente, entre DIV 2 y DIV 4.
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Figura 34. Densidad celular de U87 en las zonas donde se encontraba el tratamiento de factor B27 (5x) embebido

en colageno y en la zonas adyacentes. Contaje celular realizado con el programa IMAGE J.

DISCUSION

Respecto al disefio del dispositivo y su impresion, una vez calibrada la impresora 3D y optimizado el disefio de la
impresidn se obtuvo un dispositivo con alta resolucién en la confeccién del scaffold y en un periodo de tiempo

menor comparado con las pruebas anteriores.

En los ensayos realizados con 2-DG a una concentracién de 10 mM en el medio de cultivo, no se observan datos
concluyentes acerca de la toxicidad. Por un lado, en la Figura 14.b se demostré un descenso significativo del 50%
en DIV 4, después de 24 horas del tratamiento con 2-DG (10 mM), respecto al control sin tratamiento en el circulo
donde se administré la 2-DG (10 mM). Transcurridas 24 horas del tratamiento con 2-DG (10 mM), el compuesto
es letal para las células, disminuye su densidad a la mitad. Por otro lado, en el estudio de migracion realizado en
DIV 4, en el carril lateral adyacente al circulo donde se administrd la 2-DG (10 mM), transcurridas 24 horas del
tratamiento con 2-DG (10 mM), se mostré un aumento de la densidad celular de U87 en la zona intermedia o
zona 2 que desciende en la zona 3 o zona mas cercana al punto de administracion del tratamiento, es decir la 2-
DG es letal tanto en la zona de administracién como en la zona adyacente. En DIV 7, 4 dias después de la
administracion de 2-DG (10 mM), ocurre al contrario que en DIV 4, en la zona 2 desciende la densidad celular de
U87 y aumenta en la zona 3. Este acontecimiento producido en la zona 3 puede ser debido, a que después de 4
dias del tratamiento con 2-DG (10 mM), las células que han sobrevivido contindan creciendo y proliferando.

Después de 4 dias la 2-DG ha sido metabolizada por las células, y contindan creciendo de forma normal.
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Respecto al ensayo realizado con 2-DG a una concentracién 10 mM junto con el marcaje nuclear HOECHST (1:300)
en DIV 9y DIV 12; en el punto de administracion del tratamiento se produce un descenso gradual de la densidad
celular U87 del 63%, entre DIV 4 y DIV 12, 24 horas después del tratamiento con 2-DG y 9 dias después del
tratamiento con 2-DG (10 mM) junto con el marcaje nuclear HOECHST (1:300), respectivamente. Sin embargo,
en el control negativo de HOECHST (1:300) se observa un aumento neto de la densidad celular de U87 del 143%
entre estos dias. Se puede establecer la toxicidad del marcaje nuclear con HOECHST (1:300). En referencia al
estudio de migracion celular, el marcaje nuclear HOECHST (1:300) también se administré en DIV 9 y DIV 12; si
observamos la densidad celular de U87 en las zonas 2 y 3 en DIV 9 se mantienen valores similares, mientras que
en DIV 12 se produce un descenso de la densidad celular del 33%. Si se compara estos resultados con el control
negativo de HOECHST (1:300) (Figura 22.b), se observa que los valores de densidad celular son un 16% mas
elevados entre ambos dias. Por lo que también se sefala de nuevo la toxicidad del marcador nuclear HOECHST

(1:300).

Por otro lado se deseaba comprobar si el factor de crecimiento neuronal B27 influia en el crecimiento y migracién
de las células U87, se ensayd a diferentes concentraciones de 0,83x y 2,5x; ésta ultima con el objetivo de
comprobar el efecto de una concentracién mayor en las células U87. Se aspiraba comprobar si el factor B27 se
podia establecer como estimulo migratorio en las células U87, a la vez de validar si la estructura disefiada en el
trabajo era apropiada para llevar a cabo estudios de migracion celular. Respecto a la concentracién de 0,83x, en
el carril adyacente al punto donde se administro el tratamiento con B27 (0,83x) se observaba un descenso gradual
neto del 42% entre DIV 3 y DIV 7. También se observan valores mas elevados en la densidad celular de U87 en la
zona 3 o zona proxima al tratamiento con el factor B27 (0,83x), en DIV 4 y DIV 7, respecto al control sin

tratamiento DIV 3.

En referencia al ensayo realizado con el factor B27 a una concentracion 0,83x junto con el marcaje nuclear
HOECHST (1:300) en DIV 9 y DIV 12 en el punto de administracion del tratamiento, se produce un descenso
gradual de la densidad celular U87 a partir de DIV 4 del 80%, sin embargo en el control (Figura 24.c) se produce
un aumento del 98% en la densidad celular. En el ensayo de migracion celular en DIV 9, entre la zona intermedia
0 zona 2y lazona 3 o zona proxima al tratamiento se observan valores similares; no obstante en DIV 12 en estas
zonas se observa un descenso del 39% de la densidad celular de U87. Sin embargo, en el control negativo de
HOECHST (1:300) (Figura 25.b) se observa que la densidad celular aumenta en ambos dias, un 41% y un 55%,

respectivamente. Se establece que el HOECHST (1:300) resulta letal para las células U87,

En el ensayo del tratamiento con el factor B27 (2,5x) y el marcaje nuclear HOECHST (1:300) se observan
resultados favorables, como estimulo que ayuda al crecimiento y proliferacion de células U87. Ya que se observa
un incremento gradual de la densidad celular de U87 desde el control sin tratamiento DIV3 hasta DIV 12, 9 dias
después del tratamiento con el factor B27 (2,5x), en el lugar de administracién. Aunque se destaca un acuciado
aumento de la densidad celular entre DIV 9 y DIV 12 de un 94%, mientras que en el control negativo de HOECHST
(1:300) no se observa. Finalmente, en los resultados de la migracion de las células U87 después de la

administracion del factor B27 (2,5x). Se observan resultados dispares a lo largo del carril adyacente al lugar de
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administracion del factor B27 (2,5x). Si se compara la zona 2y 3 de DIV 9 se observa un descenso de la densidad
celular del 54%, mientras que en el control negativo de HOECHST (1:300) se produce un aumento del 11%. De

nuevo se observa la toxicidad del HOECHST (1:300).

Finalmente en los resultados del factor B27 (10x) embebido en coldgeno no se observan datos notables. Por un
lado, en la zona mas cercana al colageno con el tratamiento del factor B27 (10x) se observa un incremento
gradual de la densidad celular del 53% y del 63% en la zona mas alejada del colageno entre DIV 2 y DIV4,
respectivamente. Mientras que los controles negativos del factor B27 muestran un incremento del 89% y un 97%,
respectivamente. Por otro lado, los resultados del factor B27 (5x) embebido en coldgeno no son concluyentes,
por un lado se observa un incremento gradual del 173% de la densidad celular de U87 después de administrar el
factor B27 (5x) embebido en coldgeno en el lugar de administracidn entre los dias del control sin tratamiento ni
coldgeno DIV 2 y 48 horas después del tratamiento del factor B27 (5x) (DIV 4). En la migracion de las células U87
a la zona préxima al punto donde se administré el factor B27 (5x) embebido en colageno, no se observan datos
concluyentes ya que los controles negativos de factor B27 tanto en el lugar de administracién del coldgeno como
en las zonas adyacentes poseen una densidad celular de U87 mas elevada que los valores del experimento. Se
debera optimizar la técnica a partir de otra formulacién de coldgeno o una concentracién diferente de factor

B27.

CONCLUSIONES Y PROYECCION FUTURA.

» Eldispositivo disefiado y construido mediante impresion 3D, es valido para realizar estudios de proliferacion,

crecimiento y migracién de células de la linea de glioblastoma humano, U87. Permite la siembra controlada

y gradual de células en su zona central, y la adicién controlada de un estimulo en las zonas periféricas.

» La2-desoxy-D-glucosa, segln los ensayos no se muestra como un téxico para las células U87; actia frenando

el crecimiento y la proliferacion celular.

» Elfactor de crecimiento neuronal B27 (0,83x) y (2,5x) estimula la proliferacién y migracién de las células U87

tanto en el lugar de administracion como en las zonas adyacentes.
> Eltratamiento del factor B27 embebido en colageno funcioné como estimulo proliferativo de las células U87.
No obstante, no actué como estimulo migratorio, por lo que se debera optimizar la técnica en posteriores

ensayos.

> El dispositivo desarrollado es un método viélido en el estudio de la migracidn celular respecto a las placas

tradicionales.
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En base a los resultados obtenidos, nos hemos planteado los siguientes objetivos:

v/ Se deberan optimizar las técnicas utilizadas, realizando la administracion de los factores B27 y 2-DG
cuando las células U87 hayan proliferado y crecido en el cultivo 3D, y la confluencia en el cultivo sea de
un porcentaje elevado; en ausencia de marcaje nuclear HOECHST a las concentraciones ensayadas. Si se
realizan los experimentos con densidades mayores de células se podra comprobar de forma mas
exhaustiva el efecto de estos compuestos en las células U87. Se debera optimizar la técnica con el factor
B27 (10x) embebido en coldgeno.

v Otro factor importante seria ampliar los dias de estudio. Se han obtenido resultados notables en la
administracion del factor B27 a la concentracion de 0,83x y 10x embebido en coldgeno, respecto al
crecimiento y proliferacién celular de U87 en los dias de estudio DIV 4, 7, 9y 12; se deberdn optimizar
estas técnicas durante mas dias de estudio.

v" Validar el dispositivo propuesto en otros modelos o lineas celulares, estudios de migracién o
quimiotaxis.
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