=
Universitat de Girona

Escola Politécnica Superior
N e/

Treball final de grau

Estudi: Grau en Enginyeria Biomedica

Titol:
Fabricacio de scaffolds pel cultiu cel-lular de
cel-lules canceroses per la formacio de tumoroids.

Document: Memoria

Alumne: Gerard Cornella i Llorens

Tutor: Maria Teresa Puig Miquel
Departament: Ciencies Mediques
Area: Fisiologia

Convocatoria (mes/any): Setembre 2022




FABRICACIO DE SCAFFOLDS PEL CULTIU CEL-LULAR DE CEL-LULES CANCEROSES PER LA
FORMACIO DE TUMOROIDS.

INDEX
1. INTRODUCCIO......cevvtieceete ettt bbbttt bbbt et s s st et s ssanas
2. ESTUDI PREVL....ccviieietieeeeisecae et sesae et sas s ae s st ae s st sas s s ssesssassesssssssassesesansessaneas
2.1 CANCER ...ttt e sttt e et b s s et e s s an et et rsan s e s et arnanan
2.1.1 TRIPLE NEGATIVE BREAST CANCER ......veeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeveeeeesaesevs e senas s sessaesenananes
2.2 CULTIU CEL-LULAR . ...veievceceevteeae ettt sas s s s sesessesasassassassssssesasansssans
2.2.1 CULTIU EN 2D ettt sae st et ae st ses s s s snansans
2.2.2 CULTIU EN 3D oottt seete ettt sae s s st s s s s st st s s ssssssssessnansesnassans
2.2 3 TUMOROIDS ....ooeeveeeeeeeeeeereeeevessessese s sesss s sesassesssas s ssssas s tesessssssssassasansesnansns
2.3 ELECTROSPINNING ......cevvevereeeresreveeseeesssesssssessssssessssssssassesssssssssssssssssssssssssassssassssssssansans
2.3.1 PARAMETRES DE SOLUCIO ..ottt
2.3.2 PARAMETRES DE PROCES......cocuiiiieiecietetetteete ettt ettt
2.3.3 PARAMETRES D’AMBIENT ...ouvvivecvveecteseteteecte st seseesesesassesssesessstessasssnssssssassssanes 10
U BEADS ..ottt ettt sttt st anan s 10
2.5 SCAFFOLDS ...t s s s s s s st s s s ssansss s e saranan 11
2.6 MATERIALS ..ottt sevae et s st s s s s s s sassssas s st asassasasansssassnssanan 12
28,1 PCLiuririeeeeeeete ettt ettt ettt a et n et a et e et s et n st s s s nanen 12
2.8.2 PLA ..ottt ettt ettt a et s ettt n et esanen 12
2.6.3 PLGA w.ooeveeeeeeee ettt sttt bttt 12
284 PEG oottt ettt a ettt en et a et s e sn et enanen 13
2.6.5 ETHANOL ..ottt sttt s et esas s s enae s esaesenastesnae s s s sesnansesanes 13
2.6.7 DICLOROMETA ..ottt sttt sttt 13
2.6.8 CLOROFORM ......ouviieieiiieeiiaeses s se e se sttt sttt a s s s ssaenes 13
3. ESTAT DE LART ..ottt ettt st a bbb nae s senee 14
3.1 COST DEL DESENVOLUPAMENT DE NOUS FARMAGS........cvveeereeeeereresereseesererassesesseseranen 14
3.2 ELECTROSPINNNING...........cveeeseevereereeereeesaseesesesessssesessssessssesesassssssssasssssesssssssasssssassesasen 15
3.2.1 MIDA DE PORUS ...ttt s bbb s 15
3.2.3 COMBINACIONS DE MATERIALS.......covervveetneereeteeeessseses st s sessess s sae s ssens 16
3.2.4 ALTRES MUNTATGES D’ELECTROSPINNING .......oeveveevereeeeerrreeesreriesssessesssesaesessenan, 18
4. HIPOTESIS | OBJECTIUS......oveveeeeveeceeeeeeeeeseseetesessesesssesesassesesaessssssesesassssesssssssssesessssssasassssssssans 19
4.1 PREGUNTA DE RECERCA.....coovmeeeeveeeceeseeeeaesesaesesessesessassesassssesassssssssssasssssssssssasansssasanssanen 19
4.2 HIPOTESIS ....voveivveieetetieesetessesevsse e s s vesae b st esa s se b sae s sss s s sessaesab s sasassessaesasassass 19
4.3 OBJECTIUS oottt vesae ettt bbb s s s et eb s s s s s ssassasassass 19
4.3.1 OBJECTIU PRINCIPAL ...oeovrverereeceeeeeeetesesaesessaesesesas s sssessssesassssesassessssssessssssnsssnsnens 19
4.3.2 OBJECTIUS SECUNDARIS......coveervreeeteeeceeseseeaesesesassessesssessesessssssssesessssssessssssassssssanens 19
5.MATERIALS AND METODES ........ouevieteeeeeteeceeteseteseseesesesseassssesesssassessssssssesessssssessssssasssssanens 20



FABRICACIO DE SCAFFOLDS PEL CULTIU CEL-LULAR DE CEL-LULES CANCEROSES PER LA
FORMACIO DE TUMOROIDS.

5.1 METODES DE FOCALITZACIO ....e.ocveveeeeereereiereesvevseiese e vsvssss e 20
5.1.1 SUPORT DE BASE .....vueeiereeteecteteseeee s sesaesessaesesss s sssesessasssssssssessssssssssssasssssanens 20
5.1.2 CERCLE DE COURE .....oevevereetecteseeeeeeseseesssesee e ssas s ssas s s sasssssssssessssssssssesasasssanens 21

5.2 SCANNING ELECTRON MICROSCOPE ........ovvveevveeeerrereeesserssessesssessssssessssssesssssssassssns 21

5.3 CONFOCAL LASER SCANNING MICROSCOPE .........oovvveeeerrerererrersrersssissessssessesssssesassnsens 22

L Y Y = OO 22

5.5 FACTOR D’ELONGACIO.......ooveeeeeeeeceeieeeeeeeesesevesaesevsassessssesesassesssssssssssssssssssanssssansasanen 22

5.6 FABRICACIO SCAFFOLDS PCL.....oovveeeeeeeeeveeeseveeaeseseesesessssessassesssssssassessassesassssssassasasanes 22

5.7 FABRICACIO SCAFFOLDS MPEG-PLA-PLGA ........ocveeevereeerrereseesesssessesssessesssesassssesassesans 24

B5.8 CULTIU CELULAR......oeeeeeeeeveveeveeeveveevssesae s sesssss s sas s sssssassssssassassssassssassassssassssons 25
5.8.1 DESCONGELACIO DE CEL-LULES ....evveceeecceetecee ettt senee s ssas e 25
5.8.2 PASSE CEL-LULAR ......oeoecvieeeeteeeteteeecee s sesae s sesastessasssssasssssssesensssssssssssansssssnens 26
5.8.3 SEIMIBRA ....ooveeecvveeeceeteeete s saetee st ses s ss s sas et s st s et es et et et s e s s sttt n et s e e naneas 27
B.8ATINCIO ..ottt sttt sttt bbb a et b s e st b s s e s snas 28

B.RESULTATS ..ot tsese e tesae s e e st esas st es et s et s s et sssses s ses st s aesasasnassanasnaesensenes 30

6.1 SCRENNING DE SCAFFOLDS DE PCl......veceveeeeeeveeseeeeeeseessessesssesessssesssssesasssssassesssssssanans 30

6.2 SCREENING DE SCAFFOLDS DE MPEG-PLA-PLA ........ocvevreeeeeeeerereeereseseseessssssesesassesenenens 31

6.3 ESTUDI DE LES CEL-LULES EN EL CONFOCAL ......evevevecererreeessersesassessesessessssssesassssssassnans 34

T.DISCUSSIO ..ottt ettt ettt sttt ae sttt s s ae bt et s s s as st etasnas 38
7.2 LIMITACIONS «...voveeveeeveeveeestesse e ss s ses e sassesanssssssas s ssssasssassassasasssassssssassassnen 38
7.3 CONTRIBUCIONS ALS OBJECTIUS DE DESENVOLUPAMENT SOSTENIBLE (ODS) DE LES
NACIONS UNIDES .....oveevecereevesesseesessseses s sessssesaesassesassassesassessssassesassasssssssssssssssssssasssssssnans 38
B.CONCLUSIONS .....oovreerveceeeesceeseseeseesseesas e st s s s sas st ss et s sss st esssssssesassessensssnsesassenaesassanens 40

8.1 FUTURE WORK ....oveeeveeeeeeveseeeeeessessvessesassesassassassssassssssssassassesassassssansssssasssassassssassassons 40
O.BIBLIOGRAFIA ......ovuivveeteeeieteeeeie st ae st s s s st s s s s s s s s s s sneas 41
ANNEX A PLANIFICACIO ...ttt bbb s e s s e sans 46



FABRICACIO DE SCAFFOLDS PEL CULTIU CEL-LULAR DE CEL-LULES CANCEROSES PER LA
FORMACIO DE TUMOROIDS.

1. INTRODUCCIO

El cancer és la principal causa de malaltia i de mort en la poblacié mundial. El cancer amb més
incidéncia entre les dones és el de mama, entre els diversos tipus de cancer de mama que hi ha,
sobresalta el triple negatiu per la seva agressivitat i mal pronostic. Una de les principals linies
d’investigacio es del grup de recerca de TargetsLab de la Universitat de Girona és el cancer de
mama triple negatiu ja que no existeixen dianes terapéutiques i només es pot tractar amb
guimioterapia, de manera que la necessitat de trobar noves estratégies s’ha intensificat.

A dia d’avui, el nombre de farmacs que aconsegueixen ser desenvolupats, testejats en assajos
clinics i que sén aprovats és un percentatge molt reduit. El procediment que segueixen per ser
aprovats consisteix en realitzar proves precliniques, amb cultius en 2D i en models animals in
vivo. Finalment, els farmacs més prometedors son provats en assajos clinics. El motiu pel qual el
percentatge d’exit és tant baix és que els cultius en 2D repliquen unes condicions totalment
irreals que les cél-lules no es trobaran dintre el cos huma. En canvi els cultius en 3D sén molt
més adients pel desenvolupament de farmacs contra el cancer, ja que permeten replicar unes
condicions molt més similars que les cel-lules trobaran dintre el cos huma. Gracies els cultius en
3D es poden formar tumoroids, cél-lules especifiques d’un tumor cultivades en un cultiu en 3D
capaces de replicar les caracteristiques del tumor en questié i que permet obtenir respostes
precises sobre la farmacocinética i I'eficacia toxicologica dels farmacs.

Entre els diversos tipus de cultiu en 3D que hi ha, sobresalta els scaffolds. S6n unes estructures
en 3D formades per un entramat de fibres de I'ordre de nanometres que permeten el cultiu
cel-lular en 3D. L'scaffold ideal ha de permetre I'adhesio, proliferacié, migracid, invasio cel-lular,
permetre la difusié de nutrients cel-lulars vitals, productes expressats, exercir certes influencies
mecaniques, biologiques per alterar el comportament de la fase cel-lular per tal de permetre la
formacié de tumoroids.

Existeixen diversos métodes per fabricar scaffolds, pero I'electrospinning és la técnica ideal ja
que permet fabricar scaffolds amb fibres de I'ordre de nanometres. L’electrospinning és una
tecnica que consisteix en la dissolucié d’un polimer en un solvent volatil, expulsar aquesta
solucid a través d’una agulla, al mateix temps que apliguem un voltatge de kilovolts per evaporar
el solvent i formar fibres a partir del polimer que s’aniran dipositant sobre un plat col-lector. En
I'electrospinning hi entren en joc molts de parametres tant de procés, ambient i com de la
dissolucié. Es necessari combinar tots aquests parametres per obtenir scaffolds lliures
d’imperfeccions, com ara beads i que permetin la proliferacié de les cél-lules canceroses en les
seves fibres per formar tumoroids.

L'objectiu final des de TargetsLab és aconseguir scaffolds que permetin el cultiu cel-lular de
cél-lules canceroses que formin tumoroids per poder desenovlupar noves terapies contra el
cancer de mama triple negatiu. El proposit d’aquest TFG sera fer un screening amb diversos
materials, en diferents concentracions, per tal de fabricar diferents scaffolds mitjancant
electrospinning per determinar quins scaffolds afavoreixen la preséncia de tumoroids per en un
futur fer una recerca més exhaustiva amb sobre aquests materials.
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2. ESTUDI PREVI

2.1 CANCER

El cancer en el seu conjunt és la principal causa de malaltia i de mort en la poblacié en general.
S’estima que el risc de desenvolupar cancer al llarg de la vida d’una persona és d’un 57,3% pels
homes i d'un 37,3% en les dones. Aixd representa un risc de desenvolupar cancer
d’aproximadament 1 tumor per cada 2 homes i 1 per cada 3 dones. Durant I'any 2020 els cancers
més comuns van ser:

e de mama (2.26 milions de casos).

e de pulmd (2.21 milions de casos).

e colorectal (1.93 milions de casos).

e de prostata (1.41 milions de casos)

e de pell (diferent a melanoma) (1.20 milions de casos).

Els tipus de cancer amb més morts van ser:

e de pulmd (1.8 milions de morts).
e colorectal (935.000 de morts).

e de fetge (830.000 de morts).

e d’estomac (769.000 de morts).

e de mama (685.000 de morts) [1].

Les dues principals causes de mortalitat a la provincia de Girona durant I'any 2017 van ser les
malalties I'aparell circulatori i els tumors. Entre els homes, els tumors ocupen la primera causa
de mortalitat, mentre que per les dones representen la segona causa després de les malalties
cardiovasculars [2].

El cancer és un conjunt de malalties que es poden originar en casi qualsevol organ o teixit del
cos huma en queé les cel-lules anormals creixen de forma descontrolada. Les cel-lules creixen de
forma descontrolada degut a una série de factors que alteren el procés de divisié cel-lular. El
creixement descontrolat pot formar tumors benignes o tumors malignes, és a dir, cancer. Diem
gue son tumors malignes quan sobrepassen els seus limits habituals i envaeixen parts adjacents
del cos i/o es propaguen a altres organs, aquest procés és anomenat metastasi [3,4].

2.1.1 TRIPLE NEGATIVE BREAST CANCER

El cancer de mama és un tipus de cancer que es desenvolupa en el teixit mamari, tan pot afectar
homes com dones, pero és molt més freqiient en les dones. A la provincia de Girona durant el
quienni 2013-2017, va ser el cancer amb més incidéncia entre les dones amb un 28,1% dels casos
totals. Durant aquest periode de temps la mitjana anual per morts de cancer de mama a la
provincia de Girona va ser de 96 morts per any [5].

Dintre els diferents tipus de cancer de mama que hi ha, sobresalta el triple negatiu (Triple
Negative Breast Cancer TNBC), que representa el 15% dels casos diagnosticats de cancer de
mama. S’ha demostrat que aquest tipus de cancer preval més en dones premenopausiques, és
a dir, en dones adultes joves que no pas en dones postmenopausiques. També s’ha comprovat
que el TBNC es caracteritza per la seva agressivitat, mal pronostic i per un alt risc de recaiguda.

4



FABRICACIO DE SCAFFOLDS PEL CULTIU CEL-LULAR DE CEL-LULES CANCEROSES PER LA
FORMACIO DE TUMOROIDS.

Una de les principals caracteristiques del TNBC és la falta de receptors d’estrogen, progesterona
i nivells molt baixos del factor de creixement epidermic huma (HER2). Degut a que les cél-lules
canceroses els hi manquen els receptors tipics del cancer de mama, tractaments com les
terapies hormonals, que consisteixen en limitar el creixement de les cel-lules canceroses,
gueden totalment descartats. La quimioterapia és el tractament més efectiu contra aquest tipus
de cancer, tot i el seu efecte toxic sobre la resta de cel-lules sanes del cos huma. S’ha demostrat
que els pacients de TBNC sén els que tenen un pitjor pronostic quan presenten una recaiguda
entre els diferents tipus de cancer de mama. Quan hi ha una recaiguda les noves cel-lules
canceroses sOn resistents als agents quimioterapéutics utilitzats en el seu tractament, la
guimioterapia deixa de ser efectiva i els pacients es queden sense cap alternativa terapeutica
[6,7,8].

En definitiva, encara es necessita molta de recerca i una millor comprensié de la tumorigénesis
i la progressio tumoral del TNBC, que permetra dissenyar nous i millors tractaments
individualitzats pels pacients de cancer de mama triple negatiu.

2.2 CULTIU CEL-LULAR

El cultiu cel-lular sén tots aquells procediments que es realitzen dintre un laboratori per
permetre el creixement tant cel-lules eucariotes com procariotes a unes determinades
condicions fisiologiques, tipicament a 372C i amb un controlador humidificat de gas que conté
una barreja de 95% 0, i 5% CO, [9].

A principis del segle XX, Harrison va dur a terme el primer cultiu cel-lular estudiant I'origen de
les fibres nervioses. Fins a dia d’avui, el cultiu cel-lular ha anat millorant fins a convertir-se en
una eina fonamental per entendre el creixement i la diferenciacid cel-lular fora del cos huma.
Les aplicacions del cultiu cel-lular sén diverses, perd en el context clinic s’utilitzen per crear
models per estudiar la biologia cel-lular basica, la morfologia de teixits, reproduir mecanismes
de certes malalties, investigar la toxicitat de nous farmacs i en la sintesi de proteines. A més a
més, la homogeneitat de les poblacions cel-lulars clons o dels tipus cel-lulars especifics i els
sistemes de cultiu ben definits eliminen les variables genétiques o ambientals de confusid,
generant dades amb una alta reproductibilitat i consisténcia que no es poden obtenir quan
s’estudien sistemes d’organs complerts. Una altra de les grans avantatges dels cultius cel-lulars
permet substituir els models animals. Menys del 8% dels farmacs provats en models animals,
han tingut resultats positius en assajos clinics en humans, aixo és degut a que els models animals
entren en joc molts factors incontrolables, com I’homeostasi o la regulacié hormonal. També el
cost de mantenir els models animals és molt més elevat que no pas en un cultiu. En els estudis
de recerca del cancer en la fase preclinica, el cultiu cel-lular permet entendre millor la biologia
del tumor, testejar nous farmacs, optimitzar els tractaments de radioterapia i de quimioterapia
[10,11,12].

Els cultius es poden realitzar en certes condicions d’adhereéncia, on les cel-lules estan adherides
en un placa de Petri o vegades es troben en suspensiod, que en alguns casos reprodueixen molt
millor les condicions en que es troben les cel-lules dintre el cos huma. El cultiu cel-lular més
utilitzat és el 2D pero te certes limitacions i el que esta guanyant popularitat és el cultiu en 3D,
que reprodueix molt millor les condicions en qué es troben les cel-lules dintre el cos huma.

2.2.1 CULTIU EN 2D

El cultiu cel-lular en 2D, les cél-lules creixen adherides en una superficie com per exemple en una
placa de Petri. Les principals avantatges d’aquest tipus de cultiu és que sdn molt simples i
comporten un cost economic molt baix. Per altra banda, els cultius en 2D disminueixen o
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eliminen les caracteristiques fisiopatologiques dels tumors. Com es pot veure, en la figura 1 les
cél-lules en 2D tenen una morfologia aplanada i allargada i s’expandeixen al llarg del pla de
cultiu, pero no s’expandeixen en el pla vertical. En condicions in vivo, les cél-lules tumorals
s’expandeixen en diverses orientacions que fa que tinguin moltes més interaccions amb la resta
de cel-lules dintre el cultiu. Aquestes interaccions sén les responsables de la diferenciacié
cel-lular, proliferacio, vitalitat, expressié de gens i proteines i metabolisme de farmacs. A més a
més, les cél-lules en cultiu en 2D tenen un accés il-limitat a I'oxigen, nutrients i factors de
creixement, que representen unes condicions irreals. Quan es fan proves de nous farmacs en
cultius en 2D aquests rapidament es difonen pel cultiu i uniformement, aixo representa una
resposta totalment irreal en condicions in vivo [12,13].

’ - o Figura 1. Morfologia de les cel-lules en
o e 1. BN el cultiu en 2D [12].

Cell-to-cell contact surface /

Cell and Petri dish
contact surface

Cell and medium contact surface

2.2.2 CULTIU EN 3D

El cultiu cel-lular en 3D, és el cultiu ideal per estudiar el creixement de cel-lules en un ambient
fisiopatologic molt similar in vivo. L'objectiu principal d’aquests cultius és reconstruir la matriu
extracel-lular (ECM) i reproduir el microambient tumoral. (TME) [14].

La matriu extracel-lular és un suport fisic acel-lular, compost per proteines en forma de fibres,
com el col-lagen, macromolecules estructurals i molécules adhesives. L’'ECM és essencial per una
gran quantitat de processos cel-lulars per mantenir la morfogénesis, la homeostasis, la integritat
i la elasticitat dels teixits. Quan hi ha metastasis, es veuen canvis significatius en I'ECM que pateix
canvis significatius en la seva arquitectura. Quan les cel-lules tumorals proliferen hi ha un
increment en la secrecié de proteines de la matriu com ara la fibronectina i el col-lagen I, Il i IV
que ens indiquen la progressid del tumor. A més a més, la matriu extracel-lular és una gran font
de reserva de factors de creixement i precursors metabolics [15,16].

En aquest tipus de cultiu les cel-lules, s’expandeixen tant en el pla horitzontal com en pla vertical,
la qual cosa permet conservar les seves interaccions com passa in vivo, tal i com podem veure
en la figura 2 [12].

Cell and

scaffold : . .
il Figura 2. Morfologia de les cél-lules en

ST el cultiu en 3D en un scaffold [12].

Scaffold

Cell and medium
contact surface

Cell-to-cell
contact surface

La morfologia de les cél-lules en cultius 3D en scaffolds és arrodonida, ja que d’aquesta manera
els hi facilita interacciona amb la resta de les cél-lules. Una altra de les avantatges de poder
reproduir la morfologia de les cel-lules in vivo, és mantenir la polaritat de les cél-lules que a la
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vegada bloquegen la apoptosis caracteristic del cancer, un tipus de mort cel-lular programada
en queé el cos huma utilitza per desfer-se de les cel-lules innecessaries o anormals [17]. In vivo,
I’estructura tridimensional de les diferents cél-lules creen gradients fisiologics que dificulten la
difusié de substancies de manera que la difusié de nutrients i oxigen és molt més variable en 3D,
també es més dificil que els farmacs a testejar es difonguin uniformement per totes les cel-lules
i ens dona una resposta molt més precisa de I'eficacia dels nous farmacs. S’ha demostrat que els
cultius cel-lulars en 3D repliquen molt millor el comportament de les cél-lules canceroses en el
seu estat natural in vivo [12].

Dintre el cultiu en 3D hi ha diferents opcions:

e Spheroids: sén cultius en suspensid, en que es cultiven agregats de cél-lules. Es el tipus
de cultiu en mes comu degut a la seva senzillesa i baix cost [12].

e Hidrogels: sén unes xarxes compostes per polimers hidrofils, que exhibeixen una
estructura que pot imitar la naturalesa de 'ECM [12].

e Scdffolds: son estructures sintétiques en 3D, formades per un conjunt de fibres que
imiten la funcié de 'ECM [12].

2.2.3 TUMOROIDS

Els tumoroids es poden definir com a tumor organoids, un tipus de cultiu en 3D que conté
cel-lules especifiques d’un tumor i replica les caracteristiques del tumor en qliestié. Aquests
tipus de cultius proporcionen molta informacié sobre el creixement, la diferenciacid i
I’estructura cel-lular del tumor. La gran pregunta que es feia la comunitat cientifica era si aquest
tipus de cultiu en 3D, era realment una técnica rellevant i si era possible traslladar els resultats
de la preclinica a la clinica i ja s’"ha compravat que a dia d’avui els tumoroids sén una eina que
funciona, molt prometedora com a models preclinics de cancer per millorar el desenvolupament
de nous farmacs [18].

K. Ganesh et.al va cultivar tumoroids a partir de cél-lules de cancer rectal. Aquest tipus de cancer
és el segon més mortifer i el tractament actual consta tant de cirurgia, quimioterapia com
radioterapia. Es van testejar diferents tractaments tant de quimioterapia com radioterapia en
els tumoroids, ex vivo, i en en el tumor, in vivo, per avaluar quina era la resposta en els dos casos.
Es va comprovar que la resposta en els dos models era similar indicant que els tumoroids és una
bona eina per poder avaluar tractaments. Al final de I'article presenten aquest tipus de cultiu en
3D com una alternativa als models animals, també com un possible banc de proves quan el
tractament estandard pel cancer rectal no té I'efecte desitjat i s’hagin de buscar noves
estrategies per atacar aquest tipus de cancer [19].

Les cél-lules tumorals quan sén sembrades en el cultiu en 3D i formen els tumoroids, s"assemblen
a tumors micrometastatics. A mesura que es van formant els tumoroids, es produeix un fenomen
anomenat epithelial mesenchymal transition (EMT), un conjunt de processos molt complexes
realitzats a 'ECM que ens indiquen que el cancer evoluciona cap a la metastasi, que les cel-lules
tenen capacitat migratoria i invasiva. Una de les caracteristiques més rellevants quan es
produeix I'EMT és la resistencia de les cél-lules tumorals als farmacs. A nivell molecular 'EMT,
ve associada amb la pérdua de la molecula d’adhesié cel-lular E-cadherina una glicoproteina
transmembrana que depéen del calci, responsable de I'adhesié cél-lula-cél-lula [20].

En definitiva, els tumoroids sén una molt bona eina per avangar en la medicina personalitzada.
Aguesta tecnica ens permet cultivar cél-lules canceroses del propi pacient a partir d’un biopsia,
ja que sabem que el tumoroid tindra una gran semblanga amb el tumor in vivo, el que ens
permetra testejar nous farmacs sense la necessitat d’experimentar amb el pacient.
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2.3 ELECTROSPINNING

L’electrospinning és una de les técniques més comunes per tal de produir fibres de I'ordre de
nandmetres. Es una tecnologia que va ser patentada per Cooley a principis del segle XX, perd no
va ser fins la década dels 90 que la comunitat cientifica es va adonar del potencial d’aquesta
teécnica que té unes caracteristiques Uniques: una area superficial molt gran respecte al volum,
flexibilitat en la superficie, alta porositat, gran varietat de materials electrospinnejables, cost
econdmic baix, etc. Les fibres obtingudes mitjancant I'electrospinning tenen gran varietat
d’aplicacions: membranes de filtracid, implants dentals, sistemes d’alliberacié de farmacs i entre
d’altres cultiu cel-lular en 3D [21, 22].

En la figura 3 veiem el muntatge tipic de la técnica de I'electrospinning. Consta d’un capil-lar que
va connectat des d’'una bomba infusori fins a una agulla a través de la qual sera expulsada la
solucid polimeérica. Quan la solucio sigui és expulsada per I'agulla amb una font d’alt voltatge
s’aplica un voltatge entre 1kV i 30 kV. Per aplicar el voltatge és necessari dos electrodes, un dels
quals es col-loca en I'agulla i I'altre anira connectat al terra i al plat col-lector, una lamina de
metall conductor a on s’aniran dipositant les fibres després de I'evaporacio del dissolvent [23,
24].

Bomba infusora

SO . Figura 3. Muntatge tipic

d’electrospinning [23].

Per dur a terme el procés d’electrospinning s’ha dissoldre el polimer, en un dissolvent volatil. Un
cop s’obté la dissolucid s’avoca a la bomba infusori que conduira la solucié fins a I'agulla, on a la
seva punta s’inicia I'aplicacié d’alt voltatge. Quan aquest potencial electric s’aplica, les carregues
s’acumulen promovent la formacié d’una gota en la punta de I'agulla, que a mesura que la
intensitat del camp eléctric s’'incrementa, la gota s’allarga per a crear una forma conica
coneguda com a con de Taylor. Quan la forga del camp eléctric supera les forces de cohesié de
la solucid, en la majoria de casos dominada per la tensid superficial, es forma un doll de la
solucid del polimer que inicia un viatge des de la punta de I'agulla fins al plat col-lector. En el seu
viatge, el doll de la solucid polimeérica és allargat a causa de les interaccions electrostatiques
entre les carregues proximes a segments del mateix doll, mentrestant, el dissolvent s’evapora i
les fibres se solidifiquen a la seva arribada al col:-lector. Finalment, s’obté un entramat de fibres
en orientacid aleatoria anomenat scaffold. S’ha de dir que existeixen diferents tipus de
col-lectors que també permeten I'obtencid de fibres alineades [23, 24].

|
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L'electrospinning és una tecnica en qué hi ha una gran quantitat de parametres involucrats,
dividits en tres grans grups: parametres de la solucié, parametres de procés i parametres
ambientals, que es poden veure classificats en la taula 1.

Solution parameters Process parameters Environmental conditions
Concentration Electrostatic potential Temperature

Viscosity Electric field strength Hurm idity

Surface tension Electrostatic field shape Local atmosphere flow
Conductivity Wor king distance Atmospheric composition
Dielectric constant Feed rate Pressure

Solvent volatility Orifice diameter

Taula 1. Classificaci6 dels diferents parametres
d’electrospinning [21].

2.3.1 PARAMETRES DE SOLUCIO

Concentracid de la solucid: és una parametre directament proporcional a la mida de les
fibres. A més a més, afecta directament a la viscositat i tensid superficial, a major
concentracié major viscositat i major tensid superficial tindra la solucid.

Viscositat: a major concentracié hi haura una major viscositat degut al’entramat de les
cadenes polimeériques, si les cadenes son menys embullades, la solucié tindra una
viscositat més baixa i menor concentracio.

Tensio superficial: és I'energia necessaria augmentar la superficie per unitat d’area. A
major concentracio de la solucid provoca una elevada tensié superficial que pot afavorir
la presencia de beads, degut a que les fibres no s’han pogut formar adequadament
durant en el seu trajecte fins al plat col-lector.

Conductivitat de la dissolucio: les solucions amb una major conductivitat tindran una
major forca eléctrica que proporciona un estirament del doll de la solucidé polimeérica
que resulta en fibres més primes. En canvi, una solucid6 en menor conductivitat
proporciona unes fibres més gruixudes i no uniformes degut a la falta de forga eléctrica.
Efecte dieléctric del solvent: una solucié amb bones propietats dieléctriques tindra una
major forga eléctrica i afavoreix a reduir la preséncia de beads, .

Volatilitat del solvent: un solvent amb molt poca volatilitat formara unes fibres humides
ja que el solvent no s’evaporara tant rapid com les fibres es formen. D’altra banda, un
solvent amb alta volatilitat si és massa alta les fibres no es formaran perque el solvent
s’evaporara més rapid que les fibres es formin [21,22, 23].

2.3.2 PARAMETRES DE PROCES

Voltatge: és un dels parametres més importants del procés d’electrospinning. Quan més
voltatge és aplicat s’obtenen unes fibres més primes, ja que la forga eléctrica produeix
que des de l'agulla es formin dolls més allargats [23]. D’altra banda també s’ha
relacionat I'aplicacié de voltatge elevat amb un augment del diametre de les fibres de
I’scaffold [22]. En definitiva, no queda clar com el voltatge afecta el diametre de les
fibres, pero el que si que sabem que I'Gs d’alts voltatge afavoreix la preséncia de beads.
Distancia entre I'agulla i el col-lector: és necessari una distancia minima entre I'agulla i
el col-lector perque les fibres tinguin el temps suficients perquée s’evapori el dissolvent.
Quan major és aquesta distancia la solucié tindra més temps de vol que provoca
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I’obtencié d’unes fibres mé primes. S’ha vist que treballar a distancies massa curtes o
massa elevades indueix a la preséncia de defectes.

¢ Flux de sortida: determina la quantitat de solucié disponible per I'electrospinning. El flux
de sortida s’ha de regular per tal de controlar que el dissolvent tingui el suficient temps
per evaporar-se quan les fibres estan en el vol cap al col-lector. No obstant és necessari
mantenir un flux de sortida minim per mantenir un con de Taylor constant [21,22,23].

2.3.3 PARAMETRES D’AMBIENT

e Temperatura: pot afectar la viscositat de la solucid.

e Humitat: afecta I'evaporacié del solvent i en la formacié dels porus de I'acaffold, que
poden promoure la transferéncia de proteines i una migracié cel-lular molt més agil
[21,23].

2.4 BEADS

Durant el procés d’electrospinning hi intervenen una gran quantitat de parametres, que s’han
de tenir en compte alhora de poder fabricar scaffolds ja que es vol que tot el material sigui
electrospinnejat correctament. Si durant el procés de l|'electrospinning ens assegurem de
mantenir el con de Taylor evitarem molts problemes que podem detectar a simple vista com la
formacié de fibres humides o la creacid de petites gotes a la punta de I'agulla. Un dels defectes
més importants a evitar durant el procés d’electrospinning sén els beads, defectes que no es
poden detectar a simple vista que afecten I’estructura interna dels scaffolds.

Els beads son porcions de material no filamentat que formen part de I'scaffold que redueixen
una de les seves millors caracteristiques, redueixen la superficie respecte volum que afecten la
homogeneitat de les fibres de I'scaffold. A nivell morfologic de I'scaffold podem identificar els
beads com engruiximents espontanis en les fibres. En la figura 4 A, podem veure I'estructura
interna d’un scaffold sense la presencia de beads i en la figura 4 B I'estructura interna d’una
scaffold amb la preséncia de beads.

Figura 4. Scanning Electronic Microscopy
(SEM) imatges A) Scaffold sense beads,
B) Scaffold amb  beads  scaffolds
(Magnification: x1000 Scale bar: 30 um).

Es molt important evitar la preséncia d’aquestes estructures defectuoses dels scaffolds no
només perque es redueix la superficie en relacié al volum sind perqueé eviten la formacié de
tumoroids. Les fibres amb beads sén considerades de poca qualitat i normalment s’intenten
optimitzar els parametres de I'elctrospinning per tal d’evitar la seva formacié [25].
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2.5 SCAFFOLDS

Els scaffolds sén estructures en 3D formades per un entramat de fibres que permeten el cultiu
cel-lular. Hi ha diverses técniques per construir aquestes bastides com ara la impressié 3D Fused
Filament Fabrication o 'electrospinning. L'electrospinning és una técnica molt més adient pel
cultiu cel-lular en 3D, ja que ens permet crear scaffolds amb fibres de I'ordre de nanometres,
molt similars als diametres de 20-540 nm trobats als coaguls de fibrina de 'ECM. En canvi amb
la impressié 3D s’obtenen unes fibres molt grans i amb una mida de porus molt elevada que no
permeten la interaccio entre les cél-lules dintre I'scaffold [26, 27]. Podem veure a la figura 5 la
foto de diversos scaffolds.

Figura 5. Scaffolds.

La funcid principal d’aquestes bastides és imitar la funcié de la ECM in vivo. Un scaffold ideal ha
de permetre I'adhesio, proliferacid, migracid, invasié cel-lular, permetre la difusié de nutrients
cel-lulars vitals, productes expressats, exercir certes influéncies mecaniques i biologiques per
alterar el comportament de la fase cel-lular. A més a més, aquestes estructures han de promoure
les interaccions cel-lulars en totes les orientacions per tal de formar tumoroids. Aquestes
estructures fibroses tenen unes certes caracteristiques ideals per la formacié de tumoroids:
bones propietats mecaniques, porositat elevada, biocompatibilitat, area superficial molt gran
respecte al volum, flexibilitat, orientacions de les fibres aleatories, etc [12, 28].

Per la fabricacid de scaffolds mitjancant |’elctrospinning els materials més utilitzats son els
polimers sintetics, ja que tenen una porositat elevada, sén biocompatibles, no sén cars, és facil
treballar amb ells, alta reproductibilitat, etc. D’altra banda els polimers sintétics no sén perfectes
ja que molts d’ells presenten poca adhesié cel-lular degut a la seva hidrofobicitat. No obstant
també es poden electrospinnejar amb materials naturals que estan presents en ’'ECM com ara
el col-lagen, fibroina i la fibronectina, ja que tenen una millor adhesid, proliferacio, diferenciacid
i migracio cel-lular respecte els materials sintetics. D’altra banda aquests materials naturals sén
molt més cars, delicats, tenen problemes de contaminacié, de degradacié i de difusié de
substancies. En I'actualitat hi ha diversos de grups de recerca que han apostat pel que sembla
una solucié intermedia, és la combinacié d’aquests dos tipus de material, en una major
concentracié dels materials sintétics i menor concentracid dels materials naturals per tal
d’obtenir les maximes avantatges d’aquests materials [24].

Els scaffolds son una molt bona eina per la formacié de tumoroids perd no sén ideals. Poden
tenir defectes estructurals com ara la preséncia de beads o defectes com que les fibres dels
scaffolds siguin molt hidrofiles. Aixo provoca, que les cél-lules quedin adherides a les fibres
tenint una morfologia llargada com en el cas del cultiu cel-lular en 2D i no es formin tumoroids.
També ens podem trobar en el cas contrari que les cel-lules no puguin adherir-se a les fibres
perque aquests son molt hidrofobiques [12, 29].
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2.6 MATERIALS

2.6.1 PCL

La policaprolactona (PCL) és un polimer biodegradable, d’origen fossil. EI PCL es un polimer de
la familia dels poliésters alifatics, la unitat del qual monomérica és la e-caprolactona (e-CL,
monomer ciclic de férmula quimica C¢H1002 (figura 6)). El PCL és un plastic biodegradable
elaborat a partir de derivats del petroli. Esta compost per una seqiiéncia d’unitats de metile,
entre els quals formen un grup ester. Té un punt de fusid baix, amb la qual cosa el permet ser
utilitzat com un plastic capa¢ de ser modelable util per la fabricacié de prototips amb
impressores 3D. A més a més, és un dels polimers sintetics més utilitzats en electrospinning
degut a que és molt economic [30].

O

| | Figura 6. Estructura

HO‘EC HQ)E_C_O CHZ)E OH quimica del PCL [31].
n

2.6.2 PLA

El Poly (L-lactic acid) (PLA) (figura 7) és un termoplastic biodegradable produit per la
polimeritzacié de I'acid lactic, el qual ve derivat de la fermentacié de certs sucres provinents de
fonts de carbohidrats com la canya de sucre. PLA és una alternativa sostenible a polimers
sintetics derivats del petroli com el PCL. El PLA el podem trobar en les seves dos formes enlaLi
la D/L. A més a més, el PLA és caracteristic per la seva habilitat per sotmetre’s a modificacions,
té una molt bona degradacié i bones propietats mecaniques. Es un polimer amfipatic, és a dir,
és hidrofil i hidrofob a la vegada [32].

Figura 7. Estructura

O/\/OH quimica del PLA [33].

n

2.6.3 PLGA

El Poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) (figura 8) es sintetitza mitjangant una copolimeritzacié
aleatoria de glicolide (GA) i lactide (LA) [34].

El PLGA pateix degradacid per hidrolisi in

O
vivo per produir acid lactic i acid glicolic que 0 H
entra en el cicle de Krebs, s'excreta com HO O
dioxid de carboni i aigua. Una part de I'acid =
X J
CH; *O

glicolic també s'excreta a través de I'orina.

Es un polimer hidrofobic i que combinat

amb altres polimers es poden elaborar Figura 8. Estructura quimica del PLGA [35].
dissolucions que poden ser

electrospinnejables [34].
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2.6.4 PEG

El PEG és un polimer sintétic biocompatible hidrofilic biodegradable, que també es coneix com
a poly (oxyethylene) o poly (ethylene oxide) a pesos moleculars alts. L'estructura de PEG es
mostra a la figura 9. PEG és sintetitzat per polimeritzacié d'obertura d'anells anionics d'oxid
d'etile iniciat per un atac nucleofil d'un ié hidroxid a I'anell d'epoxid [36]. A més a més, és un
material que pot ser electrospinnejable en combinacié amb altres polimers [20].

H2 H2
Figura 9. Estructura

HO C C OH
\ /, \ / \\ / quimica del PEG [37].
C C

H, H,

n

2.6.5 ETHANOL

L'alcohol etilic, etanol o esperit de vi és un alcohol, de férmula CH3CH,0H, que s'ha utilitzat
habitualment en moltes cultures. Es un liquid incolor i inflamable amb un punt d'ebullicié de 78
°C. Es barreja amb aigua en qualsevol proporcié i dona una barreja azeotropica amb un contingut
d'aproximadament el 96% d'etanol. Es pot obtenir a partir de I'equacio 1:

2CO(g) + 4Ha(g) > CHsOH(g) + H,0(g) (Eq. 1)

A part de les seves finalitats culinaries, I'etanol s'utilitza ampliament en molts sectors industrials.
Es un bon dissolvent, pot utilitzar-se com a anticongelant i s'empra com a combustible. També
actua com a dissolvent en solucions polimériques que es preparen per fer electrospinnning [38].

2.6.7 DICLOROMETA

El diclorometa (DCM)—o clorur de metilé—és un compost organic amb la férmula CH,Cl,. Es un
liquid incolor volatil amb una aroma moderadament suau i que és molt usat com solvent. Encara
que no és miscible amb aigua ho és amb molts solvents organics. El DCM és util en molts
processos quimics. S'ha fet servir en pintures i com desgreixant. També en la descafeinacio del
café i del te i per preparar extractes de saboritzants. A més a més, actua com a dissolvent en
solucions polimeriques que es preparen per fer electrospinnning [39].

2.6.8 CLOROFORM

El cloroform (CHCIs) (o triclorometa o triclorur de metil) és un compost organic de formula
quimica CHCls. Es un derivat halogenat del meta, amb el qual comparteix l'estructura
tetraedrica. Pot obtenir-se per cloracid com derivat del meta o de l'alcohol etilic o, més
habitualment en la industria farmacéutica, amb ferro i acid sobre tetraclorur de carboni. A
temperatura ambient, és un liquid volatil, no inflamable, incolor i amb una olor penetrant
caracteristica (de citrics). Es descompon lentament per accié combinada de I'oxigen i la llum
solar, transformant-se en fosgen (COCIy) i clorur d'hidrogen (HCl) segons la seglient equacio 2:

2 CHClz + O, > 2 COCl, + 2 HCI (Eq. 2)

Entre moltes d’aplicacions del cloroform que hi ha una d’elles es que actua com a dissolvent en
solucions polimeériques que es preparen per fer electrospinnning [40].

13



FABRICACIO DE SCAFFOLDS PEL CULTIU CEL-LULAR DE CEL-LULES CANCEROSES PER LA
FORMACIO DE TUMOROIDS.

3. ESTAT DE L’ART
3.1 COST DEL DESENVOLUPAMENT DE NOUS FARMACS

A dia d’avui, el nombre de farmacs que aconsegueixen ser desenvolupats, testejats en assajos
clinics i que sén aprovats sén poc més d'un 5%. El desenvolupament dels nous farmacs
guimioterapeéutics segueix un procediment similar que consisteix en proves precliniques, es
realitzen amb cultius cel-lulars in vitro i en models animals in vivo per determinar la
farmacocinética i I'eficacia toxicologica dels farmacs. Finalment, els compostos amb millors
resultats seran els que es provaran amb pacients [41].

La toxicitat i la falta d’eficacia d’aquests nous farmacs son les principals causes perque no siguin
aprovats. Aixo es degut a que molts dels cultius cel-lulars que es realitzen per estudiar els nous
compostos, es fan a través de cultius en 2D en que les cél-lules es troben en condicions totalment
irreals a la que es troben en el cos huma, com per exemple que tenen accés il-limitat a oxigen i
a nutrients. Per altra banda s’ha comprovat que els cultius en 3D, repliquen molt millor les
condicions en qué es trobaran les cél-lules dintre el cos huma[12]. Les estrategies actuals
estipulen que és molt important poder replicar I'entorn del teixit per tal d’optimitzar la seleccio
preclinica dels compostos per ser testejats en humans.

Durant I'any 2011 a EUA més de 900 compostos contra el cancer estaven en fase de prova i
només 12 van ser aprovats per la FDA. S’estima que es tarda entre 10 15 anys en desenvolupar
un farmac, que pugui ser utilitzat en humans durant aquest temps centenars de farmacs sén
descarts i milions de dolars son gastats sense cap resultat favorable. Si ens fixem la taula 2, veiem
el nombre total de farmacs aprovats per les farmaceutiques més grans d’EUA, la seva inversio
durantels anys 19972011 i el cost que ha costat desenvolupar cada nou farmac. Es pot observar
qgue NovartisAg, és 'empresa que menys diners s’ha gastat per cada farmac aprovat 3.983
milions de dolars, igualment segueix sent una quantitat molt elevada. AstraZeneca, ha estat
I'empresa que més diners ha hagut d’invertir per cada farmac aprovat 11.791 milions de dolars,
una quantitat totalment desorbitada [42].

Company No. of drugs R&D spending per | Total R&D spending

approved drug ($millions) 1997-2011

($millions)

AstraZengca . 5 11,791 58,955 Taula 2. Cost de desenvolupament de
GlaxoSmithkline 10 8,171 81,708 . L
Roche ” 7,804 85,841 nous farmacs de les principals
Pfizer 14 7,727 108,178 empreses dels EUA [42].
Johnson&Johnson |15 5,886 88,285
Merck & Co. Inc 16 4,210 67,360
NovartisAG 21 3,983 83,646

Observant les dades de la taula 2 s’ha de reivindicar la necessitat d’obtenir unes plataformes
que imitin millor I’'entorn fisiopatologic en que es troben les cel-lules tumorals dintre el cos
huma, per tal d’augmentar el nombre nous farmacs aptes per humans i per reduir el cost de
desenvolupament d’aquests nous compostos.
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3.2 ELECTROSPINNNING

Els scaffolds fabricats a partir d’electrospinning és un tipus de cultiu en 3D que en el
desenvolupament de nous farmacs contra el cancer poden ser una eina fonamental ja que poden
formar tumoroids i el seu cost de fabricacié és economic. Per tal d’obtenir els millors scaffolds
possibes perque es formin tumoroids, es poden fer una gran quantitat de modificacions del
procés i muntatge tipic de I'electrospinning.

3.2.1 MIDA DE PORUS

Els scaffolds fabricats a partir de I'electrospinning sén unes bastides que permeten el cultiu en
3D, pero estan lluny de ser perfectes. Un dels problemes d’aquestes estructures son la petita
mida dels seus porus. Els scaffolds convencionals imiten I'estructura fibrosa de I'ECM, pero no
la seva estructura espacial. Sovint quan en aquests scaffolds, les cél-lules hi sén sembrades
creixent com si estiguessin en un cultiu en 2D, ja que les cel-lules no han pogut ser sembrades
en la profunditat de I'scaffold i per tant les cel-lules no poden interaccionar entre elles en el pla
vertical. La infiltracié cel-lular és vital pels cultius en 3D i també per la formacidé de tumoroids.
En I'actualitat hi ha diverses opcions per millor la infiltracié cel-lular que passen per augmentar
la mida dels porus de I'scaffold [43,44].

Combinacio de nano i microfibres

Per tal d’augmentar la mida dels porus una possible solucié és combinar microfibres i nanofibres.
Augmentant la mida de les fibres, augmenta la
porositat de I'scaffold i la conncetivitat entre porus
es veu incrementada. En la figura 10, es pot veure un
esquema de com les fibres interactuen entre elles
per formar aquest scaffold. D’aquesta manera hi
haura una millor penetracid cel-lular en la sembra i
augmentaran les interaccions entre cel-lules dintre
I'scaffold en el pla vertical. Amb aquest métode es
busca potenciar les millors qualitats de cada tipus de
fibra les nano, per afavorir I'adhesié i proliferacié
cel-lular, i les micro per augmentar la mida dels porus
afavorint la capacitat que tenen les cel-lules per
infiltrar-se dintre I'scaffold. Quynh P. Pham et.al va
combinar fibres de 600 nm i 5 um utilitzant el mateix
polimer, PCL, pero canviant diferents parametres de la
solucid i de procés, és a dir, variant la concentracié del polimer i augmentant el voltatge aplicat
i es van obtenir fibres de mides diferents dintre un mateix scaffold. Per dur a terme aquesta
tecnica, s’anaven alternen les solucions perque fossin electrospinnejades per tal d’obtenir un
scaffold amb mides diferents de fibres [45,46].

Nanofiber

Figura 10. Combinacié de microfribes
i nanofibres [45].
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Electrospinning amb salts

Un altre dels métodes que hi ha per augmentar la mida dels porus sense haver de modificar la
mida de les fibres i d’aquesta manera mantenir 'homogeneitat de totes les fibres de I'scaffold
és fer Us de salts. Es un métode molt utilitzat en electrospinning, per tal de garantir una bona
porositat en I'scaffold i aixi assegurar una bona penetracio per part de les cél-lules en el moment
de la sembra. Per dur a terme aquest procediment és necessiten microparticules de clorur sodi
NaCl, és a dir, salts d’'una mida inferior a 200 um. No hi ha una Unica manera d’introduir aquests
salts dintre I'scaffold, en la figura 11 i 12, s'observa una de les opcions és que a mesura que la
solucié és electrospinnejada alhora es fan passar les salts per un tamis, de tal manera que quan
es formin les fibres les salts aniran precipitant i formaran part de I'estructura interna de I'scaffold
[45, 47).

Salt particle

f

Nanofiber

High voltlg power
supplier

Figura 11. Introduccié de microparticules Figura 12. Introducci6 de
de salt a I'estructura interna de I’scaffold microparticules de salt a I'estructura
[47]. interna de I'scaffold [45].

3.2.3 COMBINACIONS DE MATERIALS

Hi ha una gran varietat de materials que poden ser electrospinnejables, des de polimers sintétics
com PCL fins a materials naturals com el col-lagen que el trobem en I’'ECM. En molts de processos
d’electrospinning es prepara una combinacié de diferents polimers o una combinacié d’un
polimer amb un material natural, per tal de limitar els desavantatges de cada material i potenciar
al maxim els avantatges de cada material.

Combinacié de diferents polimers

La hidrofibicitat dels materials electrospinnejables és un dels factors més importants a per tindre
una bona adhesid cel-lular. Els materials utilitzats no poden ser molt hidrofils, ja que les cél-lules
quedarien totalment enganxades en les fibres, dificultaria la seva proliferacid i interaccions amb
altres cel-lules. Pero tampoc pot ser un material hidrofobic perqueé dificultaria I’adhesio cel-lular
de les cél-lules a les fibres de I'scaffold. La poly(e-caprolactone) (PCL) és un dels polimer més
utilitzats per la fabricacié de scaffolds ja que és un polimer biocompatible, pero és poc hidrofil.
Una de les opcions per millorar la seva hidrofobicitat dels scaffolds fabricats amb PCL, és la
combinacié amb altre polimer com ara poly(N-vinylpyrrolidone)-b-PCL (PVP-b-PCL), un polimer
biocompatible i amfipatic. S’ha estudiat la combinacié d’aquests polimers en diferentes
concentracions des de PCL/PVP-b-PCL (100/0 , w/w) fins a PCL/PVP-b-PCL (70/30 , w/w) per
veure si en combinacié d’un polimer més hidrofil augmentava la viabilitat cel-lular.
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En la figura 13, veiem com augmentant la  PCLPVP-b-PCL
concentracié de PCL/PVP-b-PCL disminueix la seva i)

hidrofobicitat, ja que la gota d’aigua queda més
adherida a la superficie. L’scaffold produit amb la
concentracié de de PCL/PVP-b-PCL (90/10, w/w) va
ser I'scaffold amb més viabilitat cel-lular amb un 20110
diferéncia notable respecte a la resta de
concentracions possibles. En definitiva, es va
comprovar que amb la preséncia de un component
amifpatic que reduia la hidrofobicitat dels scaffolds

After 1 sec After 2 sec

100/0

85/15

de PCL, pero que una major preséncia del polimer 80220
més hidrofil no augmentava la viabilitat cel-lular
dels scaffolds [48]. 70130

Figura 13. Mesura de la hidrofobicitat dels
scaffolds de PCL/PVP-b-PCL [48].

Per tal d’estudiar la tumoregenesis dels melanomes, Yaping Wang et.al va fabricar diferents
scaffolds amb diferents concentracions de PLA i de poly(y-benzyl-L-glutamate) (PBLG). El PLA té
una molt bona biocompatibilitat, pero té dificultats per afavorir la bioactivitat i adhesié cel-lular,
per aquest motiu es va combinar amb PBLG, Els resultats van demostrar que els scaffolds amb
una millor biocompatibilitat eren aquells que contenien una combinacioé dels dos polimers. Amb
la presencia del PBLG, es va reduir la hidrofobicitat dels scaffolds que va passar a tenir un water
contact angle de 79,3 en canvi els scaffolds amb PLA només tenien un 90,8 de water contact
angle, demostrant que reduint la hidrofobictat hi havia una millor biocompatibilitat, adhesié i
proliferacié cel-lular [49].

Combinacié de materials naturals amb polimers

Per tal de millorar la biocompatibilitat dels scaffolds es poden combinar els polimers amb
materials naturals. Quan es fan solucions barrejant aquests dos tipus de materials sempre s’ha
de tenir en compte que els materials naturals aporten una millor biocompatibilitat perd que a la
vegada sén més cars i molt més delicats que els polimers, per aquest motiu els polimers estaran
en una major concentracié que no pas els materials naturals.

En I'enginyeria de teixits s’estan desenvolupant tota mena de scaffolds que siguin capacos de
regenerar més rapidament lesions de la pell, per aquest tipus d’aplicacions es sol combinar un
polimer amb un o més materials naturals. Leila Mohammadzadeh et.al, va fabricar diferents
scaffolds de PCL conjuntament amb Fibroina (SF), membrana d’ou (SESM) i gel d’aloe vera (AV)
per tal de veure si amb la presencia d’aquests materials naturals els scaffolds induien a una
regeneracié més rapida de les lesions de la pell. La fibroina va ser escollida per la seva presencia
en I'ECM, la membrana d’ou perqué és una estructura molt rica en col-lagen i el gel d’aloe vera
per afavorir la proliferacié cel-lular. Es van fabricar tres scaffolds de PCL/SF, PCL/SF/SESM i
PCL/SF/SESM/AV sempre el PCL com a component principal i es va veure que en els tres tipus
de scaffolds ajudaven a regenerar la pell més rapidament, en especial I'scaffold amb
PCL/SF/SESM/AV tenia una proliferacio cel-lular més elevada que la resta [50].
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3.2.4 ALTRES MUNTATGES D’ELECTROSPINNING

Eléctrode auxiliar

Durant el procés d’electrospinning, la for¢a que forma
les fibres a partir de la solucié és la forca —_y
electroestatica que ve donada per un alt voltatge que
és aplicat. Donat que les cargues electroestatiques es
troben durant tot el doll format durant I'ectrospinning,
es pot aplicar un camp eléctric exterior per tal de h:—_‘ 'Z, '
controlar aquest doll. Amb petites variacions del camp

eléctric es pot produir un efecte sobre on es dipositen
les fibres electrospinnejades. Per tal de manipular
aquest camp eléctric i tenir un control sobre el doll de 174 I -

I'elctrospinning, és necessari la preséncia d’un
eléctrode auxiliar. En la figura 14, podem veure un
muntatge d’electrospinning amb la presencia d’un anell
gue actua com a eléctrode auxiliar. Aquest eléctrode va
connectat a la font d’alt voltatge i situat a la punta de
I'agulla per on surt el doll de la dissolucié. De tal
manera, entre aquest anell i el col-lector que esta
connectat al terra es crea un camp electric que fara que
les fibres durant el seu viatge fins al col-lector, no
sobresurtin d’aquest camp i quedin focalitzades en una
regid. D’aquesta manera amb I'efecte d’aquest anell es
pot concentra la zona en que es dipositaran les fibres.
En la figura 15, es pot apreciar que I'anell es posa a la  figyrq 15. Electrode auxiliar situat a la
punta de I'agulla per tal de controlar el raig que sobresurt  ,ynta de I'agulla [24].

de I’agulla des de el principi [24].

Figura 14. Muntatge d’electrospinning amb
I"anell [46].

Puositive high woltage

/

Col-lector rotatiu

L’electrospinning és una técnica que té la capacitat de crear estructures formades per fibres
aleatoriament i també fibres de forma estructurades i alineades. En cultius cel-lulars pot
interessar, que les cél-lules siguin sembrades en scaffolds que tinguin les fibres alineades i
ordenades ja que d’aquesta manera repliquen millor I'entorn en que es troben en el cos huma,
com és el cas de les cel-lules musculars [51].

El muntatge tipic d’electrsopinning hi ha un col-lector fixe
gue esta connectat al terrai alla és on les fibres un es van
dipositant de forma aleatoria per formar I'scaffold, pero
hi ha la possibilitat de canviar aquest col-lector fixe per
un col-lector dinamic en forma de cilindre, com el de la
figura 16. El col-lector rotatiu també va connectat al terra
igual que el col-lector fixe. S’"ha demostrat que es poden
obtenir scaffolds amb fibres alineades, utilitzant un
col-lector dinamic que és un cilindre connectat al terra
[24].

[~

Figura 16. Col-lector rotatiu [24].
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4. HIPOTESIS | OBJECTIUS

4.1 PREGUNTA DE RECERCA

Es possible fabricar estructures en 3D, com sén els scaffolds fabricats a partir d’electrospinning
que permetin el cultiu cel-lular de cél-lules canceroses per formar tumoroids fent un screening
de materials i de diferents concentracions d’aquests materials?

4.2 HIPOTESIS

Fent un screening de diversos materials i de diferents concentracions d’aquests materials, serem
capacos de fabricar scaffolds mitjancant electrospinnnig que permetran el cultiu cel-lular de
cél-lules canceroses afavorint la formacié de tumoroids.

4.3 OBJECTIUS

4.3.1 OBJECTIU PRINCIPAL

Realitzar un banc de proves amb diversos materials, en diferents concentracions, per tal de
fabricar diversos scaffolds mitjancant electrospinning per determinar quins scaffolds
afavoreixen la preséncia de tumoroids per en un futur fer una recerca més exhaustiva amb sobre
aquests materials.

4.3.2 OBJECTIUS SECUNDARIS

= Fabricacidé de scaffolds lliures d’impureses superficials i de defectes interns com els
beads.

= Fabricaci6 de scaffolds reproduibles, ben caracteritzats, utilitzant els mateixos
parametres de procés i de mida similar.

= Us de dues de metodologies de focalitzacié diferents.

= Determinar si afecta en la presencia de beads I'Us diferents materials, concentracions,
parametres de procés i metodologies de focalitzacid.

= Determinar la mida de les fibres dels scaffolds i de la mida dels seus porus dels scaffolds
lliures de beads.

= Estudiar la circularitat de les cél-lules mitjangant el factor d’elongacio, en els scaffolds
sembrats lliures de beads.
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5.MATERIALS AND METODES

5.1 METODES DE FOCALITZACIO

Durant la realitzacié del TFG, es van provar dos metodes de focalitzacié amb I'objectiu de
comprovar si hi havia diferéncies en la morfologia de les fibres depenen del metode utilitzat. Els
dos métodes de focalitzacié van ser seleccionats amb I'objectiu d’obtenir scaffolds uniformes,
reproduibles i utilitzant el menor volum de solucié possible.

5.1.1 SUPORT DE BASE

El muntatge tipic d’electrospinning com hem vist
anteriorment en la figura 3 les fibres es dipositen al plat
col-lector, que és una lamina de metall conductor
connectada al terra. El primer meéetode de focalitzacid
utilitzat, vam canviar el col-lector de la lamina de metall per
un col-lector en forma circular (figura 17) de 3 cm de
diametre per poder fabricar scaffolds reproduibles del
mateix diametre i també per gastar menys volum de solucié
polimerica. El material del amb qué esta fet el col-lector és
d’acer inoxidable tipus 316, és un acer inoxidable de crom
niquel austenitic que conté molibde. L'Us d’aquest col-lector
ens permetia focalitzar on es dipositaven les fibres i evitar que  Figura 17. Col-lector circular.
les fibres formades es dispersessin.

La figura 18 mostra el primer muntatge que es va fer amb el
nou col-lector, on tenim el nostre col-lector connectat al
terra a través d’un cable i vam enganxar un tros de cinta
aillant per tal d’evitar que les fibres es dipositessin sobre el
cocodril del cable. La cinta aillant no va tindre I'efecte
desitjat i les fibres es van dipositar pel col-lector, pel cocodril
i pel cable. Vam haver de buscar una solucié perque les
fibres es dipositessin només sobre el col-lector.

Des de Targetslab, es van encarregar uns suports de base
per tal d’aillar I'efecte que provocava el cable amb que Figura 18. Primer muntatge amb el
connectavem al terra el nostre col-lector per evitar que les ¢ol-lector.

fibres es dipositessin a llocs no desitjats. Paral-lelament, vaig

dissenyar un parell de prototips de suports de base amb el SolidWorks, que es poden veure a la
figura 19 per poder continuar treballant amb I'elctrospinning.

Figura 19. Prototips de
suports de base
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Els suports tenien un forat per tal de muntar-hi el nostre col-lector i per sota es connectava el
terra através d’un cable al col-lector, d’aquesta manera reduiem I'efecte que provocava el cable
quedant per sota del col-lector i evitavem que les fibres es dipositessin sobre llocs no desitjats.
Amb els dos prototips hi va haver una millora considerable respecte al primer muntatge.

En la figura 20 es pot veure el suport final que va ser utilitzat per fabricar els scaffolds. Aquest
suport també tenia un forat per on muntar el col-lector i poder connectar el cable del terra per
sota, era un suport compacte i de més algcada que els prototips per tal d’obtenir més aillament.

e

Figura 20. Suport de base.

5.1.2 CERCLE DE COURE

L'altre métode de focalitzacié utilitzat durant el TFG, va ser utilitzant un cercle de coure que
actuaria com un eléctrode auxiliar com el cas descrit a I'estat I’art. Aquest metode consisteix en
col-locar un electrode, en aquest cas un cercle de coure per tal de controlar la trajectoria de les
fibres i que es dipositin sobre una area determinada. Respecte a I’altre métode vam treure el
suport de base i vam substituir el nostre col-lector circular per una lamina de metall conductor,
paper d’alumini.

En la figura 21, observem com era el nostre muntatge
d’electrospinning en que tenim una peca de suport que
subjectava el nostre cercle de coure i ens permetia
col-locar-lo al més proper possible de la punta de
I'agulla. A la figura 22, veiem el cercle de coure de 6 cm
de diametre que va ser utilitzat per la fabricacio de
scaffolds que ens permetia obtenir scaffolds
aproximadament de 3’3 cm de diametre.

Figura 22. Cercle de Coure.

5.2 SCANNING ELECTRON MICROSCOPE

Per determinar la presencia de beads en els scaffolds, vam utilitzar el Scanning Electron
Microscope (SEM). EI SEM és un tipus de microscopi electronic capag de produir imatges d’alta
resolucié de la superficie d’una mostra utilitzant les interaccions electrons-mateéria. L'equip
genera un feix d’electrons en lloc de llum per tal de formar la imatge que reflexa les
caracteristiques superficials de la mostra [52]. Per ser visualitzades les mostres se’ls hi va aplicar
un banyat de carboni i en alguns casos un banyat d’or.
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5.3 CONFOCAL LASER SCANNING MICROSCOPE

Per estudiar si les cél-lules un cop sembrades als scaffolds aconseguien formar tumoroids vam
utilitzar el confocal. Un microscopi confocal és un microscopi capa¢c d'obtenir imatges
tridimensionals d'un objecte com, per exemple, d'una cél-lula. Es basa en un principi similar al
d'un microscopi de fluorescéncia, pero s'utilitzen dos diafragmes confocals —és a dir, que té el
mateix focus—, un situat davant de la mostra i I'altre darrere; d'aquesta manera es pot dirigir
la il-luminacié a un Unic punt de la mostra [53].

5.4 IMAGE)

L'imagel va ser el sotfware amb qué es va poder treballar amb les imatges obtingudes a partir
del SEM i el confocal. Gracies aquest software vam poder determinar el diametre de les fibres
de I'scaffold, I'area de porus amb les imatges del SEM i la circularitat de les cél-lules amb les
imatges del confocal.

5.5 FACTOR D’ELONGACIO

El factor d’elongacio és la mesura que farem servir per calcular la morfologia de les cél-lules en
el confocal. Podem veure la seva férmula en I'equacié 3.

Amplada
Factor d'elongaci6 = P Eq. 3

Allargada

Si el resultat d’aquest factor és proper a 1 ens indicara que la cel-lula té una allargada i amplada
molt similars, per tant la cél-lula tindra una morfologia arrodonida el que podria ser indicatiu de
la formacié de tumoroids.

5.6 FABRICACIO SCAFFOLDS PCL

Préviament a la realitzacié del meu TFG en el grup de TargetsLab conjuntament amb el GREP
van estudiar 'efecte de diversos dissolvents en una solucié del 15% de PCL. Es va veure que els
scaffolds amb una major viabilitat cel-lular eren els que s'utilitzaven el dissolvent
Cloroform/Etanol (70:30, v/v). Es va plantejar la hipotesis de que baixant la concentracié de PCL,
el diametre de les fibres disminuiria i que les cél-lules sembrades en I'scaffold tindrien una major
circularitat i haurien més de possibilitats de formar tumoroids.

D’acord amb aquest estudi es van preparar tres solucions de PCL baixant la concentracié del
15%, sén aquestes tres:

e 8% PCL (w,v)->4 g PCL es van dissoldre en 50 mL of Cloroform/Etanol (7:3, v/v).
e 10% PCL (w,v) ->5 g PCL es van dissoldre en 50 mL of Cloroform/Etanol (7:3, v/v).
e 12% PCL (w,v) -> 6 g PCL es van dissoldre en 50 mL of Cloroform/Etanol (7:3, v/v).

Es van deixar dissoldre les tres solucions amb un agitador magnétic, una mosca, a 70 rpm a 502C
durant 24 hores.

Per les tres solucions es va utilitzar la metodologia de focalitzacié suport de base per fabricar els
scaffolds. Un cop es van obtenir els scaffolds amb aquesta metodologia es van portar al SEM per
tal d’observar si podien ser aptes pel cultiu cel-lular, és a dir, miravem si hi havia la presencia de
beads. A la taula 3, podem veure els parametres de procés utilitzats conjuntament amb el volum
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gastat de solucid i el gruix de I'scaffold mesurat per cada una de les tres solucions. El gruix de
I'scaffold és un parametre molt important ja que sempreha de mesurar entre 300 i 400

micrometres perqué hi hagi una optima difusié de nutrients.

., Voltatge Flow Rate Distancia al Volum Gruix
Solucio (kv) (mL/H) collector gastat (mL) Scaffold
(cm) (rm)
8% 12’5 1 9,5 - -
10% 11 1 10 0,45 300-400
12% 10,75 1 8,5 0,37 300-400

Taula 3. Parametres de procés, volum gastat i gruix d’scaffold per scaffolds de PCL.

Observant el volum gastat de les solucions respecte la concentracidé de cada solucié observem
una relacié que a major concentracid es gastava menys volum, degut a que les fibres tenien una
diametre més gran i amb menys volum gastat tenien el gruix adequat.

A continuacié vam decidir, provar una nova metodologia de focalitzacié utilitzant el cercle de
coure per determinar si influenciava la metodologia de focalitzacié en la presencia de beads en
les fibres dels scaffolds. Només, es va provar el cercle de coure amb la solucié de les tres que es
van veure millors resultats al SEM que va ser la de 12% de PCL. Durant la fabricacié dels scaffolds
de PCL, es va comprovar que el flux de sortida, flow rate, ideal per les tres solucions era de
1mL/h. Tenint en compte que per la solucié del 12% haviem de gastar 0’37 mL per fabricar cada
scaffold estavem aproximadament 22 minuts per fabricar cada scaffold, amb el cercle de coure
vam fer una serie de proves per tal d’augmentar el flow rate per aixi poder fabricar més scaffolds
amb el menor temps possible. A la taula 4, observem els parametres de procés utilitzats
conjuntament amb el volum gastat i el gruix de I'scaffold emparats amb el cercle de coure.

Solucié Voltatge Flow Rate Distanciaal | Volum gastat Gruix
(kV) (mL/H) collector (mL) Scaffold
(cm) (nm)
12% PCL + cercle
de coure 11’3 1 9 0’49 300-400
12% + cercle de
coure + 15 3 11 0’44 300-400
augmentant flow
rate

Taula 4. Parametres de procés, volum gastat i gruix d’scaffold per scaffolds de PCL amb cercle de
coure.

Només es va poder augmentar el rate fins a 3 mL/h mantenint un scaffold resultant amb poques
impureses i sense fibres humides. Una de les diferéncies que hi ha entre les dos metodologies
és el volum gastat, amb el cercle de coure és gasta més quantitat de solucié ja que I'scaffold
resultant té un diametre més gran. Finalment, un cop obtinguts els scaffolds de PCL amb la nova
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metodologia de focalitzacié es van portar al SEM per observar si hi havia o no la presencia de
beads.

Durant la fabricacié dels scaffolds de PCL es va ser molt meticulds per obtenir uns scaffolds amb
molt poques impureses a simple vista, que fossin uniformes i evitant la deposicié de fibres
humides. Tot aix0, es va fer sempre garantint durant el procés d’electrospinning la formacio del
con Taylor per tal d’obtenir els millors scaffolds possibles. Per aquests cinc scaffolds de PCL
fabricats, 8%, 10%, 12%, 12% + cercle de coure i 12%+cercle de coure+augmentant flow rate es
van fer tres repliques de cada un per tal d’assegurar que fossin reproduibles i sempre mantenint
el con de Taylor durant la seva fabricacié. Finalment els scaffolds de PCL que no tenien beads
van ser els considerats aptes per fer-hi un cultiu cel-lular.

5.7 FABRICACIO SCAFFOLDS mPEG-PLA-PLGA

La seglient dissolucié polimerica que vam elaborar per tal de fabricar els scaffolds, va ser una
dissolucio de mPEG-PLA-PLGA, que vam extreure de l'article de I'Yvone Girard “A Three
Dimensional Scaffold for Anticancer Drug Development” [42], conjuntament amb la seva
corresponent patent [54]. EI mPEG-PLA-PLGA és una combinacio de diferents polimers que en
el seu conjunt presenten menys hidrofobicitat que no pas els scaffolds de PCL. El mPEG és el
component hidrofil, el PLA és un component amfipatic, és a dir, té una part hidrofoba i una part
hidrofila i el PLGA és un component hidrofob.

En I'article Yvone Girard “A Three Dimensional Scaffold for Anticancer Drug Development” [42],
elaboraven el mPEG-PLA ells mateixos i van provar diferents concentracions de mPEG:PLA (1:1,
1:2, 1:4i1:10) en el nostre cas no teniem els recursos necessaris per poder sintetitzar el mPEG-
PLA i es va optar per comprar-lo ja feta aquesta a barreja a SigmaAldrich el problema va ser que
SigmaAldrich no ens va poder facilitar quina concentraci6 de mPEG:PLA es va comprar. La
concentracié d’aquests dos polimers és molt important perqué en l'article en questié un dels
resultats que n’extreuen es que no va ser possible electrospinnejar les concentracions 1:1i1:2,
que la concentracié 1:4 es podia electrospinnejar i els scaffolds formaven tumoroids i en canvi
en la concentracié 1:10 també es podia electrospinnjear pero els seus scaffolds no formaven
tumoroids.

A continuacid, es va buscar a l'article i a la patent diferents concentracions entre mPEG-
PLA:PLGA que havien tingut exit formant tumoroids per replicar els scaffolds. El PLA es un
polimer que es troba en forma Li D/L, en 'article i la patent en cap moment especifiquen quina
de les dues formes s’utilitza per I'elaboracio dels scaffols per aquest motiu es va decidir comprar
compostos mPEG:PLA D/L i L. Finalment es van elaborar aquestes solucions:

e U Una solucidé en forma D/L mPEG-PLA 0’5 g + 2 g PLGA (mPEG-PLA:PLGA 1:4, w/w)
dissolt en 8’33 ml de Diclorometa/Cloroform (8:2, v/v).

e Una solucié en forma L mPEG-PLA 0’5 g + 2 g PLGA (mPEG-PLA:PLGA 1:4, w/w) dissolt
en 10 ml de Diclorometa/Cloroform (8:2, v/v).

e Una solucié en forma D/L mPEG-PLA 0’150 g + 2’75 g PLGA (mPEG-PLA:PLGA 1:18, w/w)
dissolt en 10 ml de Diclorometa/Cloroform (8:2, v/v).

S'han modificat els volums respectant les concentracions marcades en l'article/patent, per
tindre més volum de solucid per tal de tenir més marge amb les proves de I'electrospinning.
Tampoc vam poder elaborar solucions amb volums molt grans com és el cas de les solucié de
PCL, ja que els polimers de mPEG-PLA i PLGA sén molt més cars que no pas el PCL. Per aquest
motiu vam haver de descartar una concentracié mPEG-PLA:PLGA (3:1, w/w) dissolt en una
solucié de Diclorometa/Cloroform (8:2, v/v) i tampoc vam tindre suficient material per poder
elaborar la forma L de la concentracid mPEG-PLA:PLGA (1:18, w/w).
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Les solucions abans de ser electrospinnejades necessitaven tres dies, a temperatura ambient i
sense agitacid perque el dissolvent fes el seu efecte. Un cop passats els tres dies, es van
comencgar fer les primeres proves amb aquests compostos.

Tot seguit, un cop fetes les primeres proves vam comencar a fabricar els nostres scaffolds jaamb
el nostre cercle de coure com a metode de focalitzacid. Per cada una de les tres solucions que
teniem vam fabricar dos scaffolds amb parametres de procés diferents i vam fer tres repliques
de cada per poder anar al SEM a buscar beads.

En la taula 5, observem els parametres de procés utilitzats.

Solucié Voltatge (kV) Flow Rate (mL/H) Dlstana?c.::)c ollector
1-D/L- mPEG- 7 5 3
PLA:PLGA (1:4, w/w)
2-D/L- mPEG-
PLA:PLGA (1:4, w/w) 6.4 6 8
1-L- mPEG-PLA:PLGA
(1:4, w/w) 8 1,5 12
2-L.- mPEG-PLA:PLGA
(1:4, w/w) 11,26 5 10
1-D/L- mPEG-
PLA:PLGA (1:18, 10 1,5 15
w/w)
1-D/L- mPEG-
PLA:PLGA (1:18, 12 5 8
w/w)

Taula 5. Parametres de procés per scaffolds mPEG-PLA-PLGA.

Cap de les tres solucions provades es van poder electrospinnejar amb els parametres de la
patent i experimentalment es van haver de trobar els parametres més optims per cada solucio.
La principal diferencia amb les solucions de PCL va ser que amb aquestes compostos
s’electrospinnejaven amb un flow rate molt més elevat. Un cop vam tenir tres répliques
d’aquests sis scaffolds diferents vam anar al SEM per la determinar si hi havia o no beads.

5.8 CULTIU CELULAR

Un cop vam acabar de determinar quins scaffolds de mPEG-PLA-PLGA i PCL tenien presencia de
beads, vam comencar a dissenyar com seria el nostre cultiu cel-lular. Dels 11 scaffolds diferents
que vam fabricar entre els dos compostos, 3 scaffolds estaven completament lliures de beads i
vam decidir que aquests els hi fariem un cultiu cel-lular per tal d’estudiar si es formaven
tumoroids o estrcutures similars. Vam decidir que fariem cultius a 24 h i 72 h, seguidament
aniriem al confocal per veure si s’havien format tumoroids a partir de les cel-lules sembrades.
Dels tres scaffolds sense beads vam fer quatre répliques de cada, dos per 24 h i dos per 72 h.

5.8.1 DESCONGELACIO DE CEL-LULES

El primer pas que vam fer per poder realitzar el cultiu va ser la descongelacié de les cel-lules
tumorals triple negatiu (MDA-MB-231) que voliem sembrar als nostres scaffolds. Abans de
descongelar les cél-lules vam preparar un dissolucié de 20 mL de medi suplementat amb 10%
FBS, que conté factors de creixement, + 1% d’antibiotic per evitar contiminacions. Tot seguit,
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vam abocar aquests 20 ml de dissolucié en una placa de Petri i vam descongelar les cél-lules
mitjancant la descongelacié rapida que consisteix en descongelar el nostre criovial amb cel-lules
agitant-lo en aigua temperada a 372C durant 5 minuts aproximadament. Un cop descongelat el
criovial vam abocar les cel-lules a la placa de Petri i 24 hores després vam haver de realitzar un
canvi de medi per tal d’eliminar I'efecte toxic del crioprotector dimetil sulfoxid (DMSO).
Finalment vam deixar la placa de petri a I'incubador a una temperatura de 37 2C, amb una
combinacio del 95% O, i 5% CO,.

5.8.2 PASSE CEL-LULAR

Un cop descongelades les cel-lules, mentre esperavem acabar de fabricar tots els scaffolds
necessaris pel cultiu cel-lular vam haver de fer diversos passes cel-lulars. Es un procediment
necessari en tecniques de cultiu cel-lular, ja que les cél-lules en la placa de Petri creixent
exponencialment, si hi ha masses cél-lules dintre |la placa aquestes s’estressen i moren. Aquest
procés consisteix en agafar una petita quantitat de cel-lules de la placa de Petri molt concentrada
en cel-lules i passar aquesta petita quantitat de cél-lules en una altra placa de Petri totalment
nova. Aquests son els passos a seguir per fer un passe cel-lular:

1. Observar al microscopi el creixement cel-lular de la placa de Petri per veure si és
necessari un passe cel-lular, normalment es realitzen els passes cel-lulars cada dos dies.
Es molt important aquest primer pas ja que amb el microscopi podem veure si les
cél-lules han petit algun tipus de contaminacioé que bé pot provocar la mort cel-lular o
que les cél-lules no creixin tant rapid com és habitual.

2. Aspirar el medi de la placa de Petri, afegim 3 mL de PBS per tal de netejar les restes de
medi que hi pugui haver i aspirem el PBS.

3. Afegim 3 mL de tripsina, un enzim que la seva funcié és desenganxar les cél-lules de la
placa de Petri perque I'enzim faci efecte hem de deixar la placa de petri durant cinc
minuts a l'incubador a 372C. Passats els cinc minuts, comprovem al microscopi que la
tripsina hagi fet el seu efecte i per tant hem de veure si movem suaument la placa de
petri les cél-lules es desplacen ja que no estan enganxades a la placa.

4. Fem flushing, un procediment que consisteix en pipetejar el doble i una miqueta més de
mil-lilitres de medi en comparacié amb els mil-lilitres de tripsina, és a dir, 7 mL de medi
i anar-lo abocant i pipetejant repetidament per tota la placa de petri per desenganxar
les cél-lules de la placa. Tot seguit es recullen els 10 mL, 7 mL de medi + 3 mL de tripsina
+ totes les cel-lules de la placa de Petri a un falcon.

5. El falcon centrifuguem a 1500 rpm durant 5 minuts, per separar les cel-lules del medi i
de la tripsina. A continuacié, aspirem amb molt de compte el sobrenedant, la tripsina i
el medi i obtenim el pellet, les nostres cel-lules.

6. Afegim 1 mL de medi a les nostres cel-lules i amb la nostra pipeta fem up and down per
tal de barrejar el mil-lilitre de medi amb les cél-lules, quan ens hem assegurat que han
estat ben barrejades, pipetegem un sisena part del mil-lilitre i I'aboquem en una nova
placa de Petri.
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5.8.3 SEMBRA
Un cop ja vam tenir tots els scaffolds fabricats vam fer 1.0mm

la sembra. La sembra és un procediment mitjangant

el qual introduim les cel-lules dintre I'scaffold perqué
proliferin i en el nostre cas per poder estudiar si es
formen o no tumoroids. La sembra és un procediment
en queé els primers passos son els mateixos que els d’'un
passe cel-lular. Fins que obtenim el pellet de cel-lules en
que en la sembra diluim les cél-lulesen2 mLinoen 1 mL
com és el cas del passe cel-lular. Hem d’aconseguir un
recompte cel-lular entre 20 i 50 célules a les cambres de
Neubauer (Figura 22), sind fos aixi haguéssim hagut
d’afegir 1 mL de més. Les cambres de Neubauer és una
guadricula que ens serveix per poder calcular les cel-lules

0.25 mm

og

que tenim en una dissolucid. Consisteix en comptar les
cel-lules que hi ha en els quatre quadrants de cada vertex
de cada cambra de Neubauer. Per poder fer aquest recompte es va fer una dilucié en un
ependorf on pipetegem 80 uL de blau de tripa, colorant que ens servira per poder veure les
cél-lules i 20uL de la solucié amb cél-lules que hem diluit anteriorment. A continuacid, fem up
and down amb la dilucié de 100uL dintre de I'ependorf perqué les cél-lules quedin ben
barrejades, pipetegem 10uL de solucié i els aboquem a la cambra de Neubauer. Amb el
microscopi, comptem les cel-lules que hi ha en els quatre quadrants que formant els vertexs de
la cambraivam contar 45, 43, 27 i 25 cel-lules en cadascun dels quatre vertexs, amb una mitjana
de 37,5 célules per quadricula. Per tal de saber la concentracié de que tenim en la dissolucid
hem de multiplicar la mitjana pel factor de dissolucié que en el nostra cas és 5 i per 10.000 i
obtindrem la concentracid de cél-lules per ml que tenim en la nostra solucid.

Figura 21. Cambra de Neubauer [55].

celules
37,5%5%10.000 = 1,875 * 1067 Eq. 4

TargetsLab va determinar en base a la linia cel-lular utilitzada i el temps de cultiu que per
realitzar la sembra es necessitavem tenir una concentracié de 50.000 cel-lules per cada 75uL de
dissolucié. Com bé hem dit anteriorment la sembra la farem en 12 scaffolds totals pero
suposarem que son 15 scaffolds ja que d’aquesta manera tindrem més volum per si perdem
volum pipetejant les diferents dissolucions. A continuacid, hem calculat quantes cel-lules sén
necessaries pels nostres 15 scaffolds:

50.000 celules * 15 = 750.000 celules Eq. 5

A continuacié hem dividit el nombre total de cél-lules que necessitarem per la concentracid de
cél-lules que tenim, per saber el volum necessari de la dissolucié concentrada amb cél-lules que
necessitarem per tots els scaffolds:

’ mL
Ara sabem que de la nostra dissolucid inicial necessitarem 400uL que contindran 750.000
cél-lules. A continuacié hem calculat el volum total de dissolucié que necessitarem sabent que
sabem que per cada 50.000 célules necessitarem 75 pL de dissolucio i hem restat els microlitres
totals pels microlitres de solucié concentrada amb cél-lules per obtenir quants microlitres de
medi necessitem per complir la condicié 50.000 cél-lules per cada 75 pL.

15 * 75ul. = 1125 pl totals Eq.7
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1125 ul totals — 400 ulL de solucié amb célules Eq.8
= 725 uL de medi

Tot seguit, en un ependorf hem abocat els 400uL de solucié concentrada amb cél-lules i els 725
puL de medi, seguidament hem fet up and down perque les cel-lules quedessin barrejades per
tota la dissolucié. Finalment, hem pipetejat i hem abocat 75 L en forma de cargol repartint la
solucid per tot I’scaffold per cada un dels 12 scaffolds que teniem i per acabar hem guardat els
scaffolds sembrats en I'incubador.

5.8.4 TINCIO

Abans d’anar a veure les cél-lules per estudiar si s’havien format tumoroids en les fibres dels
scaffolds. Vam haver de seguir un protocol de tincid per tal de poder veure les cél-lules
correctament. Per tal de poder seguir el protocol de tincié préeviament es van haver de preparar
tres solucions, una de Blocking Buffer, Triton X-100 i Paraformaldehyde.

Preparacio Blocking Buffer
Preparem una solucidé al 3% BSA en PBS (50 ml finals).

1. Afegir 1.5 g de bsa en 50 mL de PBS.
2. Filtrar la solucié amb un filtre 0.22 pum.
3. Guardar-ho a 42C d’un dia per I'altre.

Preparacio Triton X-100
Tenim Triton X-100 pur al laboratori.

1. Preparem una solucié 0.2% Triton X-100 amb PBS amb agitacié (100uL en 50 ml).
2. Filtrem la solucié amb un filtre de 0.22 um.
3. Esguarda a temperatura ambient durant 2 setmanes.

Preparacié Paraformaldehyde

Tenim Paraformaldeheydepur al laboratori. El necessitem al 4% pero primer el preparem al 8%
per, quan el necessitem, diluir-ho 1:2.

1. Per 50 mL finals, afegir 35 mL de PBS en un vas de precipitats a la campana de gasos.
2. Amb un agitador magnetic, escalfar-ho 55-602C. Vigilant que no bulli.

3. Afegir 4 g de PFA. La pols no es dissoldra rapidament. A poc a poc, augmentar el pH
afegint NaOH gota a gota fins que la solucid es torni transparent.

Una vegada dissolt el PFA, la solucié s’ha de refredar i filtrar amb el filtre de 0’22 um.
Tornar ajustar el pH fins a 6.9, amb volums petits de HCI.

Ajustar el volumde la solucid final a 50 ml amb PBS.

Es pot guardar a la nevera fins a un mes des de la seva preparacio.

Nouwuvas
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Protocol de Tincié

Un cop els scaffolds ja havien passat el seu temps d’incubacié de 24 hores i 72 hores
respectivament es duia a terme el protocol de tincio.

Abans de comencar, descongelar les aliquotes de 8% paraformaldeheyde i temperar-ho al bany
a 379C. També temperar el blocking buffer (nevera). 2

1. S’aspira el medi dels pous dels scaffolds i es fan 2 rentats amb PBS de 5 minuts.

2. Després de I'Gltim rentat, es fixa amb 4% paraformaldehyde durant 20 minuts a
temperatura ambient.

3. Rentar amb PBS.

4. Es permeabilitzen les cél-lules amb 0,2% Triton X-100 durant 10 minuts a temperatura
ambient.

5. Per evitar unions no especifiques, s’afageix blocking buffer durant 20 minuts a
temperatura ambient.

6. Es tenyeix l'actina del citoesquelet amb rhodamine-phalloidin (1:200), en blocking
buffer durant 20 minuts i mantenir a les fosques cobrint els caffolds amb paper
d’alumini.

7. Estenyeix el nucli amb dapi (1/1000) en blocking buffer durant 10 minuts mantenint els
scaffolds a les fosques.

8. Guardar els scaffolds cobres amb paper d’alumini per mantenir-los a les fosques a la
nevera.
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6.RESULTATS

6.1 SCRENNING DE SCAFFOLDS DE PCL

Les tres solucions de PCL van poder ser electrospinnejades independentment del metode de
focalitzacid utilitzat. Quatre dels cinc scaffolds fabricats amb PCL, els vam poder portar analitzar
al SEM, només hi va haver un cas que no vam poder que va ser amb la solucié del 8%. Amb la
solucio de 8% de PCL, la vam poder electrospinnejar sense cap mena de problema, pero alhora
d’extreure I'scaffold del nostre col-lector gran part del material quedava adherit i obteniem un
scaffold molt poc uniforme, com es mostra en la figura 24.

Figura 24. Scaffolds 8% PCL.

Vam decidir recobrir el nostre col-lector amb una lamina de metall conductor, es pot veure el
muntatge en la figura 25. El que preteniem era estudiar si les fibres es dipositessin sobre la
lamina de metall conductor seria més facil desenganxar I'scaffold. Malauradament, aquesta
estrategia tampoc va funcionar i vam decidir no enviar al SEM els scaffolds de 8% de PCL ja que
obteniem uns scaffolds resultants molt poc uniformes degut a la gran perdua de material que
guedava adherit al col-lector.

Figura 25. Muntatge per Scaffolds
8% PCL.
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Per la resta de scaffolds de PCL si que els vam poder visualitzar al SEM (Figura 27).

Figura 27. Scanning Electronic Microscopy (SEM) imatges A) 10% PCL, B) 12% PCL, C) 12% PCL +
cercle de coure, D) 12% PCL + cercle de coure +augmentant el flow rate scaffolds (Magnification:
x1000 Scale bar: 30 pm).

L’scaffold de la solucié de 10% de PCL podem veure que presenta nombrosos beads en les fibres
del seu scaffold, en canvi podem apreciar que I’scaffold de 12% de PCL hi ha molt menys beads
respecte a la solucié de 10%. A més a més, en |'scaffold de 12% de PCL podem apreciar una
especie de pedretes dipositades sobre I’encreuament de diverses fibres. En la figura de 12% PCL
+ cercle de coure, en qué canviem el metode de focalitzacid és I'Unic d’aquests quatre scaffolds
analitzats en qué no observem la preséncia de beads, tampoc podem apreciar la presencia de
pedretes que s’han format en I'scaffold anterior. Finalment I’'scaffold de 12% de PCL+ cercle de
coure+ augmentant el flow rate observem la presencia d’un enorme bead. En definitiva, I’Unic
scaffold que podem considerar Iliure de beads i per tant apte pel nostre objectiu del treball és
I'scaffold de 12% de PCL + cercle de coure.

6.2 SCREENING DE SCAFFOLDS DE mPEG-PLA-PLA

Una de les principals diferencies respecte les solucions de PCL es que totes tres solucions que es
van preparar de mPEG-PLA-PLA eren molt menys viscoses que les solucions preparades amb
PCL. Vam comencar a fer les primeres proves amb la solucié D/L de concentracié mPEG-
PLA:PLGA (1:4, w/w), vam replicar els parametres de procés que hi havia en la patent a 14 kV i
2 mL/h pero no vam poder ni aconseguir que la solucid fos electrospinnejada. A continuacié
vam provar moltes combinacions de parametres de procés fins que al final vam poder
aconseguir que la solucié fos electrospinnejada, perd no aconseguiem mantenir el forma del con
de Taylor i s"anava formant un gota tal com es pot apreciar en la figura 28.
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Figura 28. Formacio de gotes a la punta de I'agulla durant el procés d’electrospinning.

Vam continuar buscant els parametres de procés ideals per mantenir el con de Taylor, pero no
els vam poder trobar perque finalment sempre es formava la gota i aquesta precipitava causant
imperfeccions en els scaffolds. Com que el nostre objectiu principal del TFG era saber si amb
diferents compostos podiem fabricar scaffolds que induissin la presencia de tumoroids, vam
decidir continuar endavant amb aquests scaffolds. Per reduir les seves impureses el que feiem
era cada cop que la gota estava a punt de precipitar I'eixugavem i aixi fins que formés un altre
cop la gota.

Les tres solucions elaborades amb mPEG-PLA-PLGA van ser electrospinnejades, amb els
problemes esmentats anteriorment i els scaffolds van poder ser analitzats pel SEM (Figura 29).
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Figura 29. Scanning Electronic Microscopy (SEM) imatges A) 1-D/L-mPEG-PLA:PLGA (1:4, w/w), B) 2-D/L-
mPEG-PLA:PLGA (1:4, w/w), C) 1-L-mPEG-PLA:PLGA (1:4, w/w), D)2-L-mPEG-PLA:PLGA (1:4, w/w),
E) 1-D/L-mPEG-PLA:PLGA (1:18, w/w), F) scaffolds (Magnification: x1000 Scale bar: 30 um).

Els dos scaffolds de D/L-mPEG-PLA:PLGA (1:4, w/w) fabricats amb parametres de procés
diferents veiem que presenten beads, en les imatges del SEM. L'scaffold 1-L mPEG-PLA:PLGA
(1:4, w/w) observem que presenta beads, d’altra banda canviant els parametres de procés
I'scaffold 2-L-mPEG-PLA:PLGA (1:4, w/w) veiem que no presenta beads. Amb els scaffolds D/L-
mMPEG-PLA:PLGA (1:18, w/w) hi ha un resultat similar, I'scaffold 1-D/L-mPEG-PLA:PLGA (1:18,
w/w) si que presenta beads. No obstant I'scaffold 2- D/L-mPEG-PLA:PLGA (1:18, w/w) fabricat
amb parametres de procés diferents no hi ha beads. Dels sis scaffolds de mPEG-PLA/PLGA
fabricats només dos vam considerar que eren aptes pel cultiu cel-lular ja que no presentaven
beads que eren els scaffolds 2-L-mPEG-PLA:PLGA (1:4, w/w) i 2-D/L-mPEG-PLA:PLGA (1:18,
w/w).

Amb els tres scaffolds seleccionats aptes pel cultiu cel-lular vam fer un estudi del diametre de
les seves fibres i mida dels porus de I'scaffold, podem veure els resultats en la taula 6.

Solucié Diametre de | Area de porus (um?)
fibres (um) Taula 6. Diametre de
12% PCL + cercle de coure | 1,7+0,48 143+33,08 ‘;‘bres ' ml'ja de porus
2-L-mPEG-PLA:PLGA (1:4, | 3,15+0,46 | 460,78+ 200,08 e scaffolds
seleccionats aptes pel
w/w) :
cultiu cel-lular.
2-D/L-mPEG-PLA:PLGA 2,9740,35 421,40+167,94
(1:18, w/w)

Es pot observar que els scaffolds mPEG-PLA-PLGA tenen un diametre de fibres molt més gran
que els scaffolds PCL, conseqlientment la mida dels porus també és molt més gran que no pas
els scaffolds fabricats amb PCL. També observem que les fibres de PCL presenten una variabilitat
més gran, en canvi les fibres dels scaffolds de mPEG-PLA-PLGA tenen menys variabilitat ja que
les seves fibres sén molt més uniformes. Qualitativament amb les imatges del SEM també
podem veure asimple vista que les imatges de mPEG-PLA-PLGA de la figura 26 tenen fibres més
uniformes que no pas les imatges de PCL figura 25. Un cop analitzades el diametre de fibres i la
mida dels porus de les fibres dels scaffolds, hem anat al confocal per estudiar si s’han format
tumoroids després de 24 i 72 hores després de la sembra de les cel-lules.
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6.3 ESTUDI DE LES CEL-LULES EN EL CONFOCAL

A continuacié podem observar en la figura 30 les fotos obtingudes a partir del confocal per
estudiar si en els scaffolds s’"havien format tumoroids.
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Figura 30. Imatges del CONFOCAL per I'estudi de formacié de tumoroids a
24 hores A) 12% PCL + cercle de coure, B) 12% PCL + cercle de coure,
C) 2-L-mPEG-PLA:PLGA (1:4, w/w), D)2-L-mPEG-PLA:PLGA (1:4, w/w), E) 2-
D/L-mPEG-PLA:PLGA (1:18, w/w), F) 2-D/L-mPEG-PLA:PLGA (1:18, w/w),
scaffolds (Magnification: x1000 Scale bar: 30 um).

Les imatges del confocal podem distingir el citoplasma de les cél-lules pel color vermell degut
I’efecte de la rhodamine-phalloidin i el nucli de les cel-lules de color blau degut a I'efecte del
dapi. En les figures 30 A) i 30 B) observem que les cél-lules sembrades en els scaffolds de PCL
tenen una forma arrodonida respecte a les cel-lules sembrades en els scaffolds 2-L-mPEG-
PLA/PLGA (1:4, w/w), que podem observar que el seu citoplasma tenyit de color vermell és molt
més allargat que no pas els scaffolds de PCL. D’altra banda, els scaffolds 2-D/L-mPEG-PLA/PLGA
(1:18, w/w) els citoplasmes de les cél-lules sembrades tenen una forma arrodonida. A més a
més, presenten una caracteristica Unica respecte a la resta de scaffolds que a simple vista podem
observar hi ha moltes cel-lules concentrades en una area molt concreta el que podria indicar la
formacié de tumoroids, degut a la seva morfologia i que les cel-lules estan molt aprop unes de
les altres afavorint les interaccions entre elles. A 24 hores encara es massa aviat per extreure
conclusions sobre quins scaffolds poden haver format tumoroids, pero ja ens poden donar
alguns indicis. Si ens fixem en la figura 31 veurem les cel-lules sembrades a 72 hores.
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Figura 27. Imatges del CONFOCAL per I'estudi de formacié de tumoroids a 72 hores A) 12% PCL +
cercle de coure, B) 12% PCL + cercle de coure, C) 2-L-mPEG-PLA:PLGA (1:4, w/w), D)2-L-mPEG-
PLA:PLGA (1:4, w/w), E) 2-D/L-mPEG-PLA:PLGA (1:18, w/w), F) 2-D/L-mPEG-PLA:PLGA (1:18, w/w),
scaffolds (Magnification: x1000 Scale bar: 30 um).

Les figures 27 E) i F) representen dels scaffolds de 2-D/L-mPEG-PLA/PLGA (1:18, w/w), sembla
ser que presenten tumoroids, o estructures similars. Observem que els conjunts de cel-lules
s’agrupen en una mateixa zona interaccionant entre elles i tenen una morfologia molt
arrodonida. Si ens fixem en la resta d’imatges podem veure que en cap de les imatges veiem
tantes cel-lules concentrades en una mateixa zona ni que aquestes hagin format les estructures
que veiem en la figura E i F. En la resta de figures podem observar que les cél-lules estan
dispersades, no s’agrupen i que tenen una morfologia allargada tipica d’un cultiu en 2D.
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A continuacid, hem analitzat quantitativament la morfologia de les cel-lules calculant el factor
d’elongacié. Veiem els resultats a la taula 7.

Solucié Nucli Citoplasma
24 hores 72 hores 24 hores 72 hores
12% PCL +cercle 0,82 10,08 0,87+0,05 0,69+0,1 0,53+0,13
de coure
1-L-mPEG- 0,84+40,1 0,8710,09 0,6610,11 0,5610,14
PLA/PLGA (1:4,
w/w)
2-D/L-mPEG- 0,9340,07 0,86+0,07 0,81+0,1 0,84+0,03
PLA/PLGA
(1:18, w/w)

Taula 7. Factors d'elongacid del nucli i del citoplasma.

Per interpretar els resultats de la taula 7, hem de saber que el que realment és important el
factor d’elongacio del citoplasma que ens indica la morfologia que presenta les cel-lules. Si ens
fixem en els resultats del nucli, els 3 scaffolds presenten un factor d’elongacié forca elevat en
comparacié amb el factor d’elongacié del citoplasma i en els3 scaffolds tenen un factor
d’elongacié al nucli similar. Observant els resultats del factor d’elongacid del citoplasma veiem
qgue van en concordanga amb els les imatges obtingudes a partir del confocal, I'scaffold en que
les seves cel-lules presenten un major factor d’elongacié és 2-D/L-mPEG-PLA/PLGA (1:18, w/w),
I’scaffold que hem vist que s’han format els tumoroids. D’altra banda, els altres dos scaffolds
també van en concordanga amb els resultats del confocal ja que veiem que la seva mesura no
és propera a 1.
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7.DISCUSSIO

En resposta a la pregunta de recerca, “Es possible fabricar estructures en 3D, com sén els
scaffolds fabricats a partir d’electrospinning que permetin el cultiu cel-lular de cel-lules
canceroses per formar tumoroids fent un screening de materials i de diferents concentracions
d’aquests materials? ”, podem dir que si que ha estat possible fabricar scaffolds que en un cultiu
amb ceél-lules canceroses que sembla ser que formen tumoroids. Dels 11 tipus de scaffolds
fabricats només en 3 scaffolds vam poder obtenir uns scaffolds lliures de beads. S’ha pogut
formar tumoroids un dels scaffolds fabricats a partir mPEG-PLA/PLGA, amb la forma D/L i amb
la concentracid mPEG-PLA/PLGA (1:18, w/w).

7.2 LIMITACIONS

Tot i haver aconseguit I'objectiu principal del nostre treball de final grau que era la fabricacié
d’scaffolds mitjangcant electrospinning fent un screening de materials hi ha diverses limitacions
presents dintre el treball. La primera de les limitacions és que aquest TFG és un estudi preliminar
i que cal repetir els experiments per tal de verificar les teves observacions. Necessitariem repetir
la fabricacié dels scaffolds 2-D/L-mPEG-PLA:PLGA (1:18, w/w) per poder verificar que
afavoreixen a la formacio de tumoroids. D’altra banda, també ens hem de fixar en els resultats
qgue no han estat satisfactoris que també seria necessari realitzar més experiments per tal de
descartar que els scaffolds no poden formar tumoroids, sobretot en el cas de les solucions de
MPEG-PLA/PLGA que son els presenten uns resultats més prometedors.

Una altra de les limitacions, la trobem en les proves de cultiu realitzades és necessari ampliar la
sembra a scaffolds de 6 dies. D’aquesta manera podrem observar el comportament de les
cél-lules per tal de veure com les cel-lules es comporten en un periode de temps més prolongat,
aixi podriem veure si en els scaffolds de 2-D/L-mPEG-PLA:PLGA (1:18, w/w) i continua havent-hi
la preséncia de tumoroids i/o si s’han format més tumoroids en I’scaffold. Finalment, una dels
limitacions més grans que han presentat tots els scaffolds fabricats a partit de mPEG-PLA-PLGA,
son els defectes en la seva superficie ja que en el procés de fabricacié no era possible mantenir
el con de Taylor estable ja que finalment sempre les gotes de la solucié polimérica acabaven
precipitant. Es essencial reduir al maxim possible els defectes superficials de I’scaffold, si volem
que finalment aquests scaffolds puguin ser productes comercials pel descobriment de nous
farmacs contra el cancer.

7.3 CONTRIBUCIONS ALS OBJECTIUS DE DESENVOLUPAMENT SOSTENIBLE
(ODS) DE LES NACIONS UNIDES

Els Objectius de Desenvolupament Sostenible (ODS), també coneguts com a Objectius Globals,
van ser adoptats per les Nacions Unides el 2015 com una crida universal a I'accid per acabar amb
la pobresa, protegir el planeta i garantir que per a 2030 totes les persones gaudeixin de pau i
prosperitat. Aquest treball final de grau esta directament relacionat amb I'objectiu 3 Salut i
Benestar. L'objectiu d'aquest treball ha sigut fer un screening de materials per fabricar scaffolds
per un futur poder continuar la investigacié amb els materials més prometedors. No obstant,
I'objectiu final i el problema que intenta resoldre aquest treball final de grau és obtenir
plataformes de cultiu cel-lular en 3D que permetin el desenvolupament de nous farmacs contra
el cancer. Els scaffolds sén una molt bona eina per ser les plataformes de cultiu cel-lular en 3D,
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ja que sén economics i sén capacos de reproduir respostes molt versemblants referents a
I'efecte dels farmacs sobre els tumors.
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8.CONCLUSIONS

Aquest treball de final de grau el seu objectiu principal era fer un screening de diversos materials
per determinar si es formaven tumoroids, per en un futur TargetsLab pogués aprofundir-hi.
Finalment, si que s’han pogut fabricar scaffolds que formaven tumoroids amb la solucid
polimérica de mPEG-PLA/PLGA, perdo com anteriorment s’ha comentat en les limitacions és
necessari fer més repliques per demostrar aquests resultats positius son veridics.

Durant la realitzacio d’aquest TFG hem pogut assolir gran part dels objectius plantejats a l'inici
del treball, pero també és cert que no els hem complert tots. Hem aconseguit fabricar scaffolds
de PCL lliure de defectes superficials, pero en canvi ens ha estat impossible aconseguir scaffolds
de mPEG-PLA/PLGA sense defectes degut al ja esmentat problema que ens era impossible
mantenir el con de Taylor durant el procés d’electrospinning. D’altra banda si que hem pogut
aconseguir scaffolds reproduibles, utilitzant els mateixos parametres de procés i d’'una mida
similar entre ells, també hem aconseguit fer Us de dos metodologies de focalitzacid diferents.
Podem concloure que la preséncia de beads potser degut a molts de factors, pero que un dels
més determinants son els parametres de procés ja que hem vist amb els scaffolds de mPEG-
PLA/PLGA que tenint la mateixa forma L o D/L i la mateixa concentracié pero canviant els
parametres de procés influenciava en la preséncia de beads. També hem vist que depenen de la
metodologia de focalitzacié emparada en els scaffolds de PCL influenciava en la presencia de
beads. Finalment, una de les conclusions més rellevants que podem extreure és que per
formacié de tumoroids els scaffolds de mPEG-PLA/PLGA semblen ser una millor solucié que els
de PCL, degut a la seva poca hidrofobicitat.

8.1 FUTURE WORK

De les conlusions en que podem extreure d’aquest treball, és que una futura recerca s’ha de
basar en la fabricacio de scaffolds de mPEG-PLA-PLGA. S’ha de continuar fent proves amb mPEG-
PLA/PLGA, acabant de provar totes les concentracions i formes proposades de I'article de Yvone
Girard “A Three Dimensional Scaffold for Anticancer Drug Development” [42]. Encara hi ha molt
marge de millora amb els scaffolds de mPEG-PLA-PLGA, perque va ser de les primeres vegades
que va tenir el grup de recerca TargetsLab de treballar amb aquests polimers.

Una de les principals linies de treball seria com aconseguir fabricar els scaffolds de mPEG-
PLA/PLGA sense la presencia de defectes superficials perqué no es pot mantenir la forma del
con de Taylor. Una possible solucidé podria ser fer un muntatge amb I'electrospinning en
horitzontal i no en vertical, d’'aquesta manera les gotes de solucié que caiguessin no es
dipositarien sobre les fibres de I'scaffold i provocarien els defectes superficials.
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ANNEX A PLANIFICACIO

Aquest annex proporciona l'informacié de les tasques desenvolupades durant la realitzacié
d’aquest TFG. He realitzat una estimacioé dels dies que he estat dedicant a fer cada d’una de les
tasques principals d’aquest TFG, podem veure en la figura 28 la data de comengcament,
d’acabament i la durada de les tasques que he anat realitzant durant el desenvolupament del
TFG.

# Activity Start End Day

1 Recerca 24-febr-22 10-marg-22
2 Fabricacié Scaffolds PCL 17-marg-22 11-jul-22
3 Scaffolds 8% 25-abr-22 12-maig-22
4 Scaffolds 10 % 17-marg-22 11-abr-22
5 Scaffolds 12 % 8-abr-22 11-jul-22
6 Nou métode de focalitzacid 19-maig-22 18-jul-22 “
7 SEM 16-maig-22 5-jul-22
8 | Fabricacié Scaffolds mPEG-PLA-PLGA 9-juny-22 19-jul-22
9 D/L-mPEG-PLA:PLGA (1:4) 9-juny-22 22-juny-22
10 L-mPEG-PLA:PLGA (1:4) 16-juny-22 19-jul-22
11 D/L-mPEG-PLA:PLGA (1:18) 21-juny-22 18-jul-22
12 Cultiu Cel-lular 5-jul-22 25-jul-22
13 CONFOCAL 21-jul-22 26-jul-22
14 Escriptura de memria 18-jul-22 29-ag-22
15 Revisié de memdria 209-ag-22 5-set-22

Figura 29. Tasques Desenvolupades

La figura 29 és una estimacié de la durada bastant precisa del temps que m’ha comportat
desenvolupar cada tasca. Primer de tot vaig comencar amb una tasca de recerca per informar-
me de tot el que era necessari per saber pel desenvolupament correcte del TFG. A continuacio
vam comencar vam comencar amb la fabricacid dels scaffolds de PCL, després a mesura que vam
obtenir els primers scaffolds de PCL vam anar al SEM per comprovar si tenien beads o no.
Simultaniament, vam introduir un nou metode de focalitzacid, vam comencgar a fabricar
scaffolds de mPEG-PLA-PLGA a mesura que anavem portant analitzar les mostres al SEM. Durant
el mes de juliol vam comencar les técniques de cultiu i durant la setmana del 18 de juliol vam
fer la sembra un cop fabricats tots els scaffolds necessaris. Seguidament vam analitzar les
mostres al confocal. A partir de mitjans de juliol vam comencgar la redaccié de la memoria del
TFG que va acabar I'ultima setmana d’agost per tenir temps de fer una revisié extensiva fins a la
seva entrega.

En la figura 29 podem veure el diagrama de Gantt de les tasques desenvolupades. Si ens fixem
durant les primeres setmanes del desenvolupament del projecte el ritme per realitzar cada tasca
era molt més lent, ja que encara era periode de classes. Perd un cop acabat el periode lectiu vaig
poder dedicar molt més de temps en el projecte sent capac de realitzar diverses tasques a la
setmana.
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Figura 29. Diagrama de Gantt
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