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RESUMEN






Las células madre mesenquimales de tejido adiposo (ADSCs) tienen un gran potencial dentro del campo
de la ingenieria de tejidos debido a su facil obtencién, capacidad de diferenciacion a multiples linajes,
propiedades inmunomoduladoras y produccién de factores proangiogénicos y antiapoptdticos.
Asimismo, los materiales ceramicos de fosfato de calcio son ampliamente utilizados como biomateriales
en la ingenieria de tejidos del hueso, debido a su similitud con la fase mineral del tejido éseo. Ademas,
su combinacién con proteinas de matriz extracelular (ECM) o factores osteoinductores (factores de
crecimiento y células endoteliales, etc) puede incrementar la bioactividad del constructo células-
biomaterial. A pesar de ello, pocos trabajos existen en la literatura que evallen la repuesta de células
ADSCs frente a biomateriales cerdmicos de fosfatos de calcio, empleando recubrimientos con proteinas
de ECM y/o el cocultivo de células ADSCs con células endoteliales, como factores claves para el

incremento de la induccion de las células hacia linajes osteogénicos.

En este sentido, el objetivo del presente trabajo ha sido Evaluar la biocompatibilidad y diferenciacion
osteogénica de células madre mesenquimales adultas derivadas de tejido adiposo (ADSCs) frente a
materiales cerdmicos de fosfato de calcio con o sin proteinas de matriz extracelular y células

endoteliales.

Nuestros resultados indican que las células mesenquimales obtenidas de tejido adiposo humano
(hADSCs), expresan marcadores caracteristicos de células progenitoras (CD29, CD44, CD73, CD90 Y
CD105) y se diferencian hacia linajes adipogénico, osteogénico, condrogénico y miogénico.
Particularmente las sefales de diferenciacion osteogénicas de las células hADSCs son muy potentes y
comparables en gran medida con las de otras lineas de osteoblastos ampliamente utilizadas en el campo
de la ingenieria de tejidos tales como las MCT3T3 y hFOB 1.19. Por lo tanto son un excelente modelo

celular para la evaluacién de biomateriales disefiados con la finalidad de favorecer la regeneracion dsea.

El disefio de una metodologia especial para el cultivo celular sobre biomateriales, permitid la
cuantificacion eficiente y reproducible del porcentaje de células que se adhieren especificamente al
material y el seguimiento de su proliferacién. Empleando fibroblastos dérmicos humanos (HDF) se

demostré que el biomaterial ceramico KeraOs' (KO) es biocompatible segun la ISO 10993-5.



El estudio de la respuesta de las células hADSCs frente a diversos biomateriales ceramicos, evidencio
que las células se adhieren, proliferan y se diferencian hacia un fenotipo osteoblastico sobre los
materiales comerciales Bone Ceramic®, Cerasorb® y KeraOs®, aunqgue no sobre Bio-Oss . Cada material
induce una respuesta osteogénica con un perfil particular en la actividad de la enzima fosfatasa alcalina
y la expresion de los genes osteonectina y osteocalcina. Aunque los biomateriales solos desencadenan la
diferenciacidon de las células, la adicién de factores inductores en el medio de cultivo potencia la

respuesta osteogénica.

El recubrimiento del material KeraOs' con fibronectina, coldgeno o la combinacién FN/COL incrementa
significativamente la producciéon de matriz extracelular, la actividad de la enzima fosfatasa alcalina y la
expresion de un mayor nimero de genes asociados a rutas de diferenciaciéon osteogénicas tales como
BMP1, BMP2, Runx2, SMAD1, etc. Sin embargo, respecto a las otras dos proteinas, la fibronectina

induce el mayor aumento en la adhesidn celular y la respuesta osteogénica.

Por otra parte se observé que el cocultivo de células hADSCs con células endoteliales también
incrementa el potencial osteogénico de las células hADSCs. Adicionalmente las células endoteliales
forman estructuras tipo capilares y se expresan marcadores angiogénicos tales como VEGF, VE-cad, a-

SMAy Ang-1.

Finalmente evaluamos el efecto del biomaterial KeraOs combinado con fibronectina y células madre
autdlogas de tejido adiposo sobre la regeneracion de perros Beagles. Similar a lo observado con las
mesenquimales humanas (hADSCs), las caninas se adhieren, proliferan y se diferencian hacia un
fenotipo osteoblastico, evidenciando su utilidad como modelo para el estudio de la regeneracién dsea

tanto in vitro como in vivo.
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1.INTRODUCCION






1.1. Ingenieria de tejidos y los cultivos tridimensionales in vitro

La ingenieria de tejidos es un campo multidisciplinario que aplica principios de la ingenieria y ciencias de
la vida para el desarrollo de sustitutos biolégicos que mantengan, mejoren o restauren un tejido dafiado
o la funcién del 6rgano entero *. Implica el desarrollo y aplicacién de tecnologias biomédicas que
combinan el uso de biomateriales, células y factores de crecimiento con la finalidad de crear un material
de implante bioartificial que induzca la restauracion de la estructura y la funcién del tejido dafiado °.
Esta disciplina cientifica surge como consecuencia de la necesidad de proporcionar equivalentes
funcionales de tejidos nativos que puedan ser implantados. Con el incremento de las expectativas de
vida y el envejecimiento de la poblacidn, esta necesidad continda creciendo afio tras afio. Con fines en la

aplicacidn clinica, la ingenieria de tejidos propone de modo general el siguiente procedimiento:

a) Aislamiento y expansion de células in vitro. Preferiblemente células madre autélogas.

b) Cultivo de las células sobre biomateriales adecuados que actian como matriz de soporte. El empleo
de biomateriales bien solos o en combinacidn con otros factores (por ejemplo proteinas de matriz
extracelular), simula la matriz extracelular del tejido de interés y permiten un control del microambiente
celular. Ademads, en el caso de implantacidn, permiten posicionar las células en la regidon que se
pretende regenerar.

¢) Incorporacidn de factores tréficos u otros tipos celulares que favorezcan la regeneracion y el proceso
de angiogénesis.

d) Implantacion del sustituto bioldgico construido en el paciente con la finalidad de facilitar la

regeneracion del tejido (ver Figura 1).

Figura 1. Imagen representativa
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Tomando en cuenta esta informacion, resulta evidente que el éxito en la aplicacion de estos
procedimientos depende en gran medida de la compresidon de la biologia de las células madre, el
desarrollo de biomateriales adecuados, y la elucidacién respuesta tras la interaccién célula-biomaterial.
En el campo de la ingenieria de tejidos se han desarrollado otras aplicaciones en las cuales se emplean
los cultivos tridimensionales como modelos in vitro para evaluar: a) el comportamiento de células madre

* b) el estudio de procesos fisioldgicos o enfermedades *° c) El

en ambientes tridimensionales
mecanismo de accién o toxicidad de productos farmacéuticos, cosméticos y alimentarios "% d) la
biocompatibilidad y la respuesta de un tipo celular de interés (por ejemplo células madre

mesenquimales adultas) frente nuevos biomateriales ***.

Independientemente de su aplicacién, la construccidon de un cultivo tridimensional in vitro requiere la
previa caracterizacion del entorno microambiental del tejido nativo. De esta manera, se identifican las
principales sefiales in vivo que guian los procesos de proliferacion, diferenciacion y funcionalizacién de
dicho tejido. En un organismo vivo, las células estan rodeadas por otras células y embebidas en una
matriz extracelular (ECM) que define la arquitectura, la sefializacién, y la biomecanica de Ia
microambiente celular. Adicionalmente existe un suministro de nutrientes y metabolitos mediante de
una red de capilares sanguineos. De manera que todos los procesos celulares estan mediados por una
variedad de sefiales moleculares, quimicas, estructurales, mecanicas y eléctricas combinadas en un
contexto espacio-temporal 2. La Figura 2 muestra los principales aspectos que influyen en el

comportamiento celular en funcidn del microambiente.

Three-dimensionality
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Figura 2. Factores microambientales que afectan el comportamiento celular. Obtenido de Yamada y col. 2

La complejidad del contexto de las células en el tejido nativo, no puede mimetizarse en el laboratorio

bajo condiciones de un cultivo celular bidimensional (2D), pues las interacciones célula-célula y célula-
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B Hasta hace algunos afios, ésta fue la mayor

matriz varian significativamente en este contexto
limitacién en el estudio de las respuestas celulares in vitro. En respuesta a esta problemdtica numerosas
técnicas de cultivo tridimensional han sido desarrollados en los Gltimos afios ***°, lo que ha permitido la
creacion de un microambiente celular en el laboratorio mds parecido al que se encuentra en los
organismos vivos. Asimismo, se han publicado numerosas investigaciones realizando comparaciones

sistematicas en la respuesta celular entre cultivos 2D y 3D, credandose inclusive portales especializados

que exponen y resumen toda la informacion descrita en trabajos cientificos publicados *°.

La complejidad de los sistemas de 3D se hace evidente con un nimero de parametros a tener en cuenta.
Los criterios mas importantes son la eleccion del biomaterial, el origen de las células y los métodos de
cultivo aplicados. Dichos parametros varian considerablemente en la practica en funcién al tejido de

estudio.
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1.2. El hueso y la Ingenieria de tejidos del hueso

1.2.1. Estructura del hueso: Células y matriz extracelular dsea

El hueso es un drgano complejo constituido fundamentalmente por tejido éseo, aunque funciona de
manera concertada con otros tejidos tales como el cartilaginoso, adiposo, nervioso y sanguineo. Los
huesos forman parte del sistema esquelético y constituyen el marco estructural del cuerpo. Sus
principales funciones son la proteccién de los érganos internos, la proporciéon de puntos de insercién
para musculos y tendones que participan en el movimiento corporal, y el almacenamiento y
homeostasis de iones tales como calcio y fosforo. Adicionalmente en su interior se encuentra tanto la

médula ésea roja (donde se originan todas las células sanguineas), como la médula 6sea amarilla.

El tejido dseo es un tejido conectivo especializado altamente vascularizado y presenta una ECM
mineralizada que ocupa un mayor volumen que las células residentes. El hueso se forma a partir de una
serie de eventos rigurosamente orquestados por los diferentes tipos celulares que interactian entre siy

con la ECM.

La matriz ésea estd compuesta por una fase inorganica (biominerales) y una organica (biopolimeros). La
fase biomineral o inorganica, estad formada por fosfatos de calcio complejos [Caig (PO4)¢(OH),] similares
a la hidroxiapatita, y en menor medida contiene otros elementos como carbonato (COs), magnesio (Mg),
sodio (Na) y fluoruro (HF). La fase orgdanica o biopolimeros estd constituida de proteinas de matriz
extracelular, siendo la proteina mas abundante el Colageno tipo | (COL). En menor medida se encuentra
acido hialurénico y otras Glucocoproteinas (trombospondinas, condroitinsulfato y queratansulfato),
Glucosaminoglucanos (osteocalcina, osteonectina y osteopontina) y sialoproteinas del hueso (BSP), que
tienen gran relevancia en la constitucién de la matriz y la fijacidn de los iones Ca** para la formacién de

la fase inorganica *’.

La sintesis de la matriz y su alto grado de organizacién es funcion de las células que constituyen el

hueso, las cuales se describen brevemente a continuacion:
. Células Osteoprogenitoras: células madre indiferenciadas de

origen mesenquimal que dan origen a los osteoblastos mediante el

proceso de osteogénesis (ver seccién 1.3 y 1.4).

42



. Osteoblastos: son células originadas a partir de células

osteoprogenitoras. Son responsables de la secrecidn de los componentes

organicos (ver Tabla 1) y de la premineralizacion de la matriz. Ademas de la
secrecién de proteinas de ECM, sintetizan la enzima fosfatasa alcalina (ALP),
y expresan marcadores genéticos tales como factores de transcripcién
(Runx2, Osterix y DIx5) asi como proteinas morfogenéticas del hueso (BMPs), involucradas en los
procesos de diferenciacién celular (ver seccion 1.4). La ECM premineralizada secretada por los
osteoblastos (osteoide), proporciona un microambiente que favorece la mineralizacion, pues altas
concentraciones de estas proteinas, inducen un incremento de la actividad fosfatasa de la enzima ALP,
induciendo un incremento en los niveles de fosfato. Por su parte, la osteocalcina fija iones calcio e

18,19

incrementa la concentracién local de este idn Asi pues, los osteoblastos pueden considerarse las

células responsables de la sintesis de la matriz 6sea y del mantenimiento de su integridad.

Colageno Tipo | (COL)

Colageno tipo V (COL 5)

Osteocalcina (OC)

Osteonectina (ON)

Osteopontina (OP)

Fibronectina (FN)

Proteinas morfogenéticas del hueso (BMPs)
Acido hialurénico

Condroitinsulfato

Queratansulfato

Enzima fosfatasa alcalina (ALP)

Factores de transcripcion (runx 2, DIX5, Osterix, etc)

Tabla 1. Productos osteoblasticos. Principales proteinas, enzimas y factores de crecimiento producidos por los
osteoblastos. Obtenido de Jayakumar y col. 18

° Osteocitos: son células derivadas de los osteoblastos, que quedan

atrapadas en la ECM mineralizada que han secretado. El 90 % de las células

& que constituyen el hueso maduro son osteocitos, y aunque son
metabdlicamente son poco activos, tienen una funcién importante en el

control extracelular de calcio y fosfato. Tienen una elevada relacidn

nucleo/citoplasma y presentan multiples extensiones citoplasmaticas

similares a dendritas que se proyectan a través de los canaliculos, formando una red celular compleja
que conectas a las células adyacentes. Ademas tienen una funcién de mecanosensores y se comunican

. , . 19,2
de forma paracrina con osteoblastos y células progenitoras .
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. Osteoclastos: son células multinucleadas gigantes cuyo origen

@ - deriva de las células hematopoyéticas, especificamente del linaje de
%“ macréfagos. Participan en el proceso de remodelaciéon ésea mediante la
liberacion de hidrolasas acidas y protones que inducen la desmineralizacidon
de la matriz a través del incremento de la solubilidad de los cristales de

apatita y la destruccién de la fase orgdnica.

Para comprender la macroestructura del hueso, se utiliza por lo general el hueso largo como modelo
(por ejemplo el fémur), pues permite la visualizacién éptima de todas las partes de un hueso. Un hueso
largo tiene dos partes: la diafisis y la epifisis. La didfisis es el eje tubular que se extiende entre los
extremos proximal y distal del hueso. La cavidad central localizada en la diafisis, se denomina la cavidad
medular, y es donde se localiza la médula (ver Figura 3A). La cavidad medular, tiene un revestimiento
membranoso denominado endostio y corresponde a la zona donde se produce tanto el crecimiento,
como la reparacion y remodelacién del hueso (con presencia de células osteoprogenitoras vy
osteoblastos). Por otra parte, la superficie exterior del hueso esta delimitada por una membrana fibrosa
llamada el periostio, la cual contiene ademds de células osteoprogenitoras y osteoblastos, vasos
sanguineos, nervios, y vasos linfaticos que nutren al hueso. También se unen a esta zona los tendones y
ligamentos. El periostio, cubre toda la superficie exterior, excepto en la zona de la epifisis que se une a

otros huesos (articulaciones), y que estan cubiertas con cartilago articular.

Existen dos tipos de tejido dseo, el esponjoso y el compacto. La diferencia entre ambos es su
organizacién microestructural. El hueso esponjoso es mas ligero y fragil que el compacto, y se localiza en
las zonas epifisiarias del hueso. Las células estdn organizadas en l[dminas intersticiales que forman una
gran red de trabéculas con numerosas cavidades interconectadas. En algunos huesos, estos espacios

intertrabeculares alojan a la médula ésea roja (ver Figura 3 B).

El tejido 6seo compacto, es el mas denso y fuerte, localizdndose bajo el periostio y en las diafisis de los
huesos largos, donde aporta apoyo y protecciéon. La unidad estructural microscopica del hueso
compacto es la osteona, también denominado sistema de Havers. Cada osteona se compone de ldminas
concéntricas de matriz calcificada llamadas lamelas. En el centro de cada osteona, se localiza el canal
central o canal de Havers que contiene vasos sanguineos, nervios, y vasos linfaticos. Las ramificaciones
de estos vasos y nervios se denominan canales de Volkmann y se extienden hacia el periostio y endostio.
En la frontera de laminillas adyacentes se localizan los osteocitos embebidos en lagunas y que se
comunican entre si mediante sus largas extensiones citoplasmaticas a través de los canales de Volkmann

y finalmente hasta el canal central (ver Figura 3 C).
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Figura 3. Organizacion histologica del hueso. A) Macroestructura del hueso. Esquema representativo de la
anatomia de un hueso largo donde se distingue la diafisis (zona central alargada) y la epifisis (extremos). B)
Estructura del hueso esponjoso. Se representan las trabéculas y la organizacion de los diferentes tipos celulares
(osteocitos, osteblastos y osteoclastos) en placas lamelares. C) Estructura del hueso compacto. Detalle de la
osteona, donde se observan las lamelas concéntricas alrededor del canal central donde se localizan los vasos
sanguineos y el nervio. Ademas de detalla un osteocito dentro de la laguna y los canaliculos. Modificado de
http://classes.midlandstech.edu/carterp/Courses/bio210/chap06/lecturel.html

1.2.2. Remodelacidn, daio y reparacion del tejido 6seo

El hueso tiene una estructura altamente dinamica, en la cual hay un proceso constante de renovacion
del tejido éseo. Dicho proceso se denomina “ciclo de la remodelaciéon ésea”, e implica la resorcién
(degradacion) de tejidos viejos o dafados (funcidon que realizan los osteoclastos) y la formacion de
nuevo tejido dseo (funcidn realizada por los osteoblastos). Es un proceso altamente regulado que
determina la densidad désea y en el que intervienen un conjunto de hormonas, vitaminas y factores de
crecimiento que controlan el equilibrio del proceso. En individuos de edades avanzadas (mayores de 60
afos), los procesos de remodelacion désea tienden a desequilibrarse debido a cambios hormonales y una
reduccién del nimero de células madre osteoprogenitoras (1/10.000 células madre en recién nacidos
decae a 1/2.000.000 cel en edades avanzadas)®’. Por lo tanto ocurre una disminucién de la masa dsea

que conlleva a una mayor fragilidad de los huesos y un incremento del riesgo de fracturas.
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El hueso tiene una elevada capacidad de autoregeneracion tras una fractura, siempre y cuando la
pérdida del tejido 6seo no supere cierto tamafio. Sin embargo, la gravedad de las fracturas es variable y
cuando las roturas superan un tamafio critico, el tiempo de reparacion puede ser muy largo o

simplemente no ocurrir produciéndose las denominadas fracturas no consolidadas.

El proceso de reparacion del hueso, es similar al de cualquier tejido. Se inicia con la formacidén de un
codgulo sanguineo en el lugar de la herida generando una respuesta inflamatoria que implica la
secrecién de moléculas proinflamatorias y la migracién de neutréfilos y macréfagos hacia la zona de la
lesién. A continuacidn los vasos sanguineos (especificamente capilares) y fibroblastos invaden la zona
formando un tejido fibroso, el cual esta constituido por grandes cantidades de Colageno secretado por
los fibroblastos. El tejido fibroso da origen a pequefos nucleos de tejido cartilaginoso, los cuales
proliferan y cubren toda la zona afectada formando un callo fibrocartilaginoso. Paralelamente, las
células madre mesenquimales localizadas en el endostio y periostio son activadas por diversas sefiales e
inician procesos de diferenciacién osteogénica y la formacion de nuevo hueso alrededor del callo. A
continuacién el nuevo tejido dseo invade el callo fibrocartilaginoso y tras la mineralizacion de la matriz
se transforma en un callo dseo (osificacion endocondral). Finalmente y mediante procesos de

22-24

remodelacion dsea, se restablece la estructura y funcion del hueso (ver Figura 4) Las principales

moléculas se senalizacion involucradas en el proceso de reparacién ésea se indican en la Tabla 2.

Neovasculanzation
/orr_:.m-zmg blood clot

Blood vessels
through

Marrow
/ Cortical
bone

Collagen

(days)

Dead cortex

Fibroblast (empty lacuna)

Penosteum Live cortex

Penosteal reactive
woven bone Endosteal reactive

woven bone

Osteocyte

Figura 4. Proceso de reparacion de un hueso fracturado. 1) Formacién del coagulo sanguineo. 2) Invasion de vasos
sanguineos vy fibroblastos, formacion del callo fibrocartilaginoso. 3) Formacién del callo éseo. 4) Remodelacion
Osea.

46



Cytokines (IL-1, IL-6, TNF-a)

Source: macrophages and other inflammatory cells, cells of mesenchymal origin

Chemotactic effect on other inflammatory cells, stimulation of extracellular matrix synthesis, angiogenesis, recruitment of
endogenous fibrogenic cells to the injury site, and at later stages bone resorption

Increased levels from days 1 to 3 and during bone remodelling

Transforming Growth Factor Beta (TGF-B)

Source: degranulating platelets, inflammatory cells, endothelium, extracellular matrix, chondrocytes, osteoblasts
Targeted cells: MSCs, osteoprogenitors cells, osteoblasts, chondrocytes

Potent mitogenic and chemotactic for bone forming cells, chemotactic for macrophages

Expressed from very early stages throughout fracture healing

Platelet-derived Growth Factor PDGF

Source: degranulating platelets, macrophages, monocytes (during the granulation stage) and endothelial cells, osteoblasts (at later
stages)

Targeted cells: mesenchymal and inflammatory cells, osteoblasts

Mitogenic for mesenchymal cells and osteohlasts, chemotactic for inflammatory and mesenchymal cells

Released at very early stages of fracture healing

Bone morphogenetics proteins (BMPs)

Source: osteoprogenitors and mesenchymal cells, osteoblasts, bone extracellular matrix and chondrocytes

Targeted cells: mesenchymal and osteoprogenitor cells, osteoblasts

Differentiation of undifferentiated mesenchymal cells into chondrocytes and osteoblasts and osteoprogenitors into osteoblasts
Various temporal expression patterns

Fibroblast Growth Factor (FGFs)

Source: monocytes, macrophages, mesenchymal cells, osteoblasts, chondrocytes

Targeted cells: mesenchymal and epithelial cells, osteoblasts and chondrocytes

Angiogenic and mitogenic for mesenchymal and epithelial cells, osteablasts, chondrocytes

a-FGF mainly effects chondrocyte proliferation, B-FGF (more potent) involved in chondrocytes maturation and bone resorption
Expressed from the early stages until osteoblasts formation

Insulin Growth Factor (IGFs)

Source: bone matrix, endothelial and mesenchymal cells (in granulation stage) and osteoblastsand non-hyperthrophic
chondrocytes (in bone and cartilage formation)

Targeted cells: MSCs, endothelial cells, osteoblasts, chondrocytes

IGF-I: mesenchymal and osteoprogenitor cells recruitment and proliferation, expressed throughout fracture healing
IGF-11: cell proliferation and protein synthesis during endochondral ossification

Metalloproteinases (MMPs)

Source: the extracellular matrix

Degradation of the cartilage and bone allowing the invasion of blood vessels during the final stages of endochondral ossification
and bone remodelling

VEGFs
Potent stimulators of endothelial cell proliferation
Expressed during endochondral formation and bone formation

Angiopoietin (1 and 2)
Formation of larger vessel structures, development of co-lateral branches from existing vessels
Expressed from the early stages throughout fracture healing

Tabla 2. Principales moléculas de sefializacion involucradas en el proceso de reparacion del hueso. Se indican las
; . . . . el 22
fuentes, células blanco y sus principales funciones. Obtenido de Dimitriou y col.

Debido a la complejidad del tejido 6seo y la relevante funcidon que tiene en el organismo, cualquier
desequilibrio en este drgano tiene un impacto importante sobre el individuo. Cambios hormonales

severos (por ejemplo en la menopausia), enfermedades como la osteoporosis, tumores éseos o pérdidas
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de piezas dseas grandes por traumatismos, pueden superar los mecanismos propios de reparacion y

formacidn de nuevo hueso requiriendo intervenciones quirdrgicas de gran envergadura.

Los desdérdenes musculoesqueléticos son la causa mds comun de dolor severo y discapacidad fisica a
largo plazo en todo el mundo. Afectan de manera significativa el estado psicosocial de individuos que

226 5e ha determinado que este tipo de desérdenes representa

padecen la afeccién y a sus familiares
una carga importante para el sistema sanitario del pais, debido a que el 20 % del presupuesto sanitario
se utiliza en tratamientos de grandes lesiones dseas. En Europa, de 20 a 30 % de los adultos se ven

2728 por ejemplo, la osteoartritis es una de las diez

afectados por enfermedades musculo-esquelético
principales causas de discapacidad en los paises de la UE, mientras que el dolor de espalda es la principal
causa de incapacidad laboral. Asimismo, los trastornos musculoesqueléticos son la causa mas comun de
problemas de salud que limitan el trabajo, encontrandose que el 60 % de las personas solicitan la
jubilacién anticipada por esta causa *>. La sustitucion o regeneracion de grandes cantidades de hueso

sigue siendo hoy dia uno de los principales retos clinicos, y la ingenieria de tejidos emerge como una de

las estrategias mds prometedoras.

1.2.3. Ingenieria de tejidos del hueso

Hasta hace algunos afios, los tratamientos quirlrgicos reconstructivos del tejido dseo se basaban en la
utilizacion de homotrasplantes (injerto procedente de otro organismo de la misma especie) o
xenotrasplantes (injerto procedente de otras especies). Exiten varias limitaciones asociadas a estos
tratamientos tales como el limitado nimero de donantes, el coste y tiempo de ambas cirugias, el dolor
asociado al donante, la limitacion del tamafio de hueso que puede ser obtenido, y la respuesta
inmunoldgica adversa. Esta Ultima representa una probleméatica adicional no deseada que puede
comprometer la salud del paciente. Por otra parte en el caso de los xenotransplantes, ademas de la
reaccién inmunoldgica adversa hay que afiadir el alto riesgo asociado a la transmision de enfermedades
al individuo receptor *>*°. Estas razones explican el hecho de que el porcentaje de éxito de este tipo de

cirugias sea menor al deseado.

La problematica descrita, impulsé la demanda clinica de materiales de origen sintético que no
desencadenen una respuesta inmunitaria y que ademads sean adaptables y manipulables para el uso en
implantes 6seos. En este sentido, se fabrican materiales de base metalica, cerdmicos, poliméricos y

combinaciones de dos o mas tipos. Aunque éstos materiales inducen una reaccién adversa inferior, su
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capacidad de induccion y generacion de nuevo hueso es menor que la producida por los implantes

naturales 332,

Con la finalidad de mejorar el efecto inductor de los materiales, investigadores cuya linea de trabajo
estd centrada en ingenieria de tejidos, han desarrollado estrategias que permiten cultivar células de
mamifero utilizando como matriz ciertos biomateriales sintéticos. El principal objetivos es crear un
material de implante “bioartificial” que induzcan la restauracidon de la estructura y funcién del tejido

dafiado *

®. Particularmente, el uso de células autdlogas para crear el tejido in vitro utilizando el
biomaterial como sustrato, es una solucidon adecuada para evitar el rechazo inmunoldgico al injerto
mencionado en parrafos anteriores (ver Figura 5). A pesar de que éstas técnicas han sido utilizada de

manera exitosa, por ejemplo en injertos de piel **

, €s una estrategia que presenta grandes dificultades
logisticas, practicas, que en muchos casos es invasiva, y que requiere grandes inversiones de dinero.
Otro enfoque, es el uso del biomaterial en conjunto con factores de crecimiento, por ejemplo la
proteina morfogenética dsea 2 (BMP-2), que son capaces de inducir el proceso de osteogénesis en las
células progenitoras residentes. Sin embargo, este tipo de procedimientos se ha asociado con la

formacion de hueso aberrantes *°, neurotoxicidad *°, el desarrollo del cancer *’.

Attachment to hydroxyapatite/
tricalcium phosphate particles

O00C
S0

l

In vivo transplantation
into segmental defect

Figura 5. Ingenieria de tejidos del hueso. Construccion de implante bioartificial biomaterial-células
. , . . . .z . . s . 38
mesenquimales autdlogas in vitro, e implantacién en defecto éseo. Obtenido y modificado de Bianco y col.

Las dificultades técnicas y los problemas descritos, se reflejan en el limitado nimero de ensayos clinicos

en los que se han tratado defectos 6seos empleando biomateriales combinados con células * (ver Tabla
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3). Sin embargo, existen numerosos estudios preclinicos con diversos modelos animales que han

40

producido resultados prometedores En este sentido, los investigadores de este campo siguen

trabajando en la optimizacion del proceso de aislamiento y expansién de las células, el disefio de

nuevos materiales y la optimizacion del proceso de construccion de implantes bioartificiales (material-

células).
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Tabla 3. Resumen de los estudios clinicos realizados en humanos utilizando ingenieria de tejidos. Obtenido de
Chatterjeay col #
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1.2.3.1. Biomateriales en la reconstruccion de tejido 6seo

Los biomateriales se definen como sustitutos bioldgicos que mantienen, mejoran o restauran la funcién
de d6rganos y tejidos dafiados. La demanda clinica de materiales empleados en la regeneracion o
sustitucidn de hueso, se ha incrementado significativamente en la Ultima década. La razén principal se
basa en que, a diferencia de los implantes naturales (homotransplantes y xenotransplantes), los
biomateriales inducen una menor respuesta inmunoldgica adversa, son mas adaptables y manipulables
3132 E| disefio de biomateriales especificos para la regeneracién de hueso esta orientado a la simulacién
de las condiciones microambientales del tejido dseo, con la finalidad de generar una respuesta celular
deseada tanto in vitro como in vivo. En este sentido se afirma que el biomaterial ha de funcionar como
una ECM sintética temporal que soporte la adhesion, proliferacion, diferenciacion y la estructuracion del

nuevo tejido *'. Surgen asi cuatro conceptos que definen las caracteristicas claves que ha de tener un

biomaterial disefiado para la ingenieria de tejidos del hueso:

e Biocompatibilidad: es la capacidad del material para inducir las respuestas celulares y funcionales
deseadas * (ver seccién 1.2.4).

e Osteoinductividad: capacidad del material de inducir la diferenciacién de células progenitoras hacia
linaje osteogénico, en ausencia de factores osteogénicos externos **.

e Osteoconductividad: capacidad del material para funcionar como soporte y guiar la formacién de
nuevo hueso ®.

e Osteointegracion: capacidad del material de integrarse al hueso circundante, al ser implantado en

una herida.

Las cuatro caracteristicas mencionadas, dependen principalmente de las propiedades fisico-quimicas de
los materiales. En funcién de su composicion quimica, se pueden mencionar cuatro grupos de
materiales empleados para la ingenieria de tejidos del hueso: metalicos, ceramicos, poliméricos
(naturales o sintéticos) y compuestos (combinacion de dos o mas tipos). El la Figura 6 se muestran

ejemplos de los biomateriales mas comunes dentro de cada grupo.
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Figura 6. Tipos de biomateriales utilizados en la ingenieria de tejidos del hueso en funcién de su composiciéon
quimica. Obtenido de Neumman y col. *

Los primeros materiales utilizados se desarrollaron en el periodo 1960-1970, y eran de base metalica,
principalmente de titanio. Su principal aplicacién era la sustitucién estructural del hueso sin causar
efectos tdxicos **. Sin embargo, su baja bioactividad y la formacién de tejidos fibrosos que encapsulaban
el implante dificultaban la regeneracién del hueso suponiendo un problema importante **. A partir de
los afios 80, se han venido desarrollando y comercializando materiales ceramicos (fosfatos de calcio,
vidrios cerdmicos, entre otros), poliméricos y compuestos. El uso de estos ha demostrado ser mas

exitoso en la induccién de respuestas bioldgicas apropiadas “**’.

Los materiales ceramicos se consideran uno de los grupos de biomateriales mas prometedores en esta
aplicacion. En general se definen como materiales inorgdnicos que tienen una combinacién de iones
unidos de forma covalente. Se caracterizan por ser bioactivos, reabsorbibles, tienen gran resistencia a la
compresion, baja traccién, alta superficie de tensidn, alto grado de humectacién, resistencia al desgaste,
alta rigidez y resistencia a la oxidacion *. Dichas caracteristicas hacen que sean excelentes candidatos
para su aplicacion como implantes dseos. Numerosos productos ceramicos estan disponibles
comercialmente desde hace algunos afios. La Figura 7 recoge algunos ejemplos. A pesar de ello, se sigue
trabajando en el disefio y creacion de implantes “ideales” que presenten caracteristicas dptimas para la

regeneracion del tejido éseo.
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e Figura 7. Ejemplos de materiales ceramicos comerciales

utilizados como sustitutos 6seos. 1) Curasan AG. 2) Synthes.

" *‘p’ﬂ . : 3) Courtesy of Dentsply Tulsa Dental Specialties. 4) Geistlich.
Sl - = Obtenido de Stevens y col. *
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1.2.3.2. Materiales Ceramicos de fosfato de calcio

Los materiales ceramicos de fosfato de calcio, son los biomateriales mas comunmente utilizados como
sustitutos éseos. Las principales razones son la similitud de su composicidon quimica con la del hueso y
propiedades fundamentales tales como su alta Osteoconductividad, buena biocompatibilidad vy su
elevada capacidad de osteointegracion. Ademas algunos tipos de ceramicas de fosfato calcico pueden
ser osteoinductivas *>*. Estas propiedades dependen en gran medida de las caracteristicas fisicas y

guimicas de estos materiales, por lo que a continuacidn se describen las mds importantes:

1.2.3.2.1. Composicién quimica

Por definicion, los fosfatos de calcio son minerales que contienen calcio (Ca®*), junto con ortofosfatos
(PO,*), metafosfatos o pirofosfatos (P2074') y en ocasiones iones de hidrégeno o hidroxilo®’. Existen
numerosos tipos de ceramicas de fosfatos de calcio en funcidn de su composicidon quimica, aunque solo
ciertos tipos son Utiles para aplicaciones biomédicas. En este sentido, los materiales mas comunes son el
beta fosfato tricélcico (B-TCP), la hidroxiapatita (HA) y fosfato de calcio bifasico (BCP), siendo este ultimo
la combinacién de B-TCP y HA °™.
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1.2.3.2.2. Estructura

La estructura tridimensional del material es una de las principales caracteristicas para mimetizar la ECM

del hueso. Influye directamente sobre las capacidades osteoinductivas y osteoconductivas del material.

A continuacién se describen brevemente los aspectos mas importantes y su impacto en la respuesta

bioldgica:

Tamaiio y forma del material: para aplicaciones in vivo depende directamente del tamafio del
defecto éseo. Sin embargo, en aplicaciones relacionadas con cultivos tridimensionales in vitro (por
ejemplo para evaluar la interaccidn células-biomaterial), el tamafio y forma del material se disefia en
funcién de conveniencia y funcionalidad para facilitar el andlisis sistematico a nivel celular y

molecular *.

Los biomateriales de fosfato calcico estan disponibles en numerosas formas: polvo,
granulados, bloques densos, bloques porosos, formulaciones inyectables, cementos, entre otros (ver

Figura 8).

Figura 8. Biomateriales de fosfato de calcio. Ejemplo de diferentes formas disponibles de materiales ceramicos de

fosfatos de calcio.

Poro-tamaiio del poro: la presencia de poros en los biomateriales son necesarios, porque permiten
la migracidén y proliferacion de los osteoblastos y células mesenquimales, asi como la vascularizacién
y difusion de nutrientes. El tamafio del poro se puede dividir en macro-poros (= 100 pm) vy
microporos (£ 10 um), siendo ambos parametros importantes para la biodegrabilidad vy
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Osteoconductividad del material °*. En la Tabla 4 se indica el efecto bioldgico inducido en funcién del

tamanfio del poro en un biomaterial.
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Tabla 4. Diametro medio de los poros en

Pore sizes of a 3D scaffold A biochemical effect or function biomateriales ceramicos de fosfato de
Interaction with proteins calcio y su efecto bioslggico. Obtenido de
<lpm Sanchez-Salcedo y col.

Responsible for bicactivity

Type of cells attracted

Cellular development
1-20 pm ) . o
Orientation and directionality of cellular

ingrowth

Cellular growth

Bone ingrowth
100-1000 pm &
Predominant function in the mechanical

strength

Implant functionality
>1000 pm Implant shape
Implant esthetics

Porosidad: numerosos estudios han demostrado que una alta porosidad favorece la osteogénesis,
pues se incrementa la superficie del material para la deposicion de ECM, la adhesidn y proliferacién

celular **

. Ademas permite una mayor penetracion de las células circundantes del tejido en el
implante y por lo tanto incrementa su Osteointegracién >°. Es importante destacar que aunque el
aumento de la porosidad y tamafio de poro facilitan el crecimiento del hueso, por el contrario tiene
efectos no deseados al reducir las propiedades mecanicas de la estructura, comprometiendo la

integridad del andamio **.

Interconectividad: determina la geometria del nuevo tejido resultante *°. La conexion espacial del

sistema de poros tiene un efecto decisivo en el crecimiento interno de hueso nuevo, especialmente a

largo plazo **'.

1.2.3.2.3. Propiedades mecanicas

La propiedad mas comun en la caracterizacidon del comportamiento mecanico de los sustitutos dseos es

su resistencia a la compresidon. Aunque también se tienen en cuenta la resistencia a la traccién,

resistencia a la flexién, elasticidad, dureza, entre otros *® . Puesto gue estos materiales estan destinados

a ser utilizados como sustitutos de hueso, es importante tener en cuenta que la resistencia a la

compresion de las gamas de huesos corticales humanos estan entre 90 y 230 MPa (con resistencias a la

traccidon que van desde 90 hasta 190 MPa), mientras que la resistencia a la compresidon de rangos de

hueso esponjoso esta entre 2 y 45 MPa®.
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1.2.3.2.4. Biodegrabilidad

La biodegrabilidad se define como la capacidad de degradacién de todos los componentes que forman
el material en el sistema donde sera implantado. Ademds de ser biodegradable, los productos de
degradacion han de ser eliminados por el cuerpo sin generar problemas inmunogénicos o sistémicos. In
vivo, la degradacion puede conseguirse mediante disolucion quimico-fisica o mediada por células
(enzimética). En el hueso, la poblacién de células responsables son los osteoclastos y los macréfagos 8.
Idealmente la tasa de degradacién ha de ser similar a la de formacién de nuevo hueso, ya que debe
servir inicialmente como molde durante el proceso de regeneracion, pero que con el tiempo ha de
desaparecer, quedando Unicamente el nuevo tejido. Las ceramicas de fosfato de calcio, tienen una tasa
de degradacién lenta (parecida a la del hueso) y la velocidad depende directamente de su composicion
quimica. La biodegradacion del B-TCP es mas lenta que la de la HA; mientras que la del BCP depende de
la relacion HA/TCP. Sus principales productos de degradacion son iones calcio e iones fosfato, los cuales
tienen un papel importante en el proceso de biomineralizacidn del hueso *°. Este es otro de los motivos

por los cuales estos materiales ceramicos son candidatos atractivos como sustitutos dseos.

1.2.3.2.,5. Estimulos bioquimicos para incrementar la biofuncionalidad

La incorporaciéon de sefales bioquimicas a los materiales, tiene como objetivo principal proveer
estimulos especificos para incrementar la adhesion celular, proliferacion, diferenciacién vy
vascularizacién °°. Particularmente se ha demostrado que el incremento en la adhesion celular al
biomaterial se traduce en una regulacién de la actividad transcripcional y la expresiéon génica *.
Independientemente de las caracteristicas fisico-quimicas de las cerdmicas de fosfatos de calcio, se ha
demostrado que su combinacién con factores de crecimiento solubles (por ejemplo BMPs), proteinas
de ECM (por ejemplo Colageno, fibronectina y osteopontina, entre otros) o pequefios fragmentos
peptidicos (por ejemplo Arg-Gly-Asp (RGD)) incrementan la osteogénesis y la formacion de nuevo hueso
29308062 particularmente la modificaciéon de superficies de los materiales ceramicos con proteinas de
ECM tiene un gran interés en la ingenieria de tejidos, ya que permite de una forma relativamente
sencilla incrementar la bioactividad del material. Ademas, los resultados obtenidos por algunos

investigadores sugieren que la ECM aporta sefiales de diferenciacién celular mas potente que un cdctel

de factores inductores solubles *.

La ECM de un tejido estd formada por muchas macromoléculas tales como proteoglicanos, Colagenos,

laminina y fibronectina que a su vez retienen factores de crecimiento que brindan a las células
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circundantes un nicho particular. Las secuencias de muchas proteinas de ECM son reconocidas por
integrinas, lo que desencadena la activaciéon de cascadas de sefializacion que regulan el
comportamiento y diferenciacién celular. Por lo tanto, el recubrimiento de materiales con proteinas de
ECM puede es una estrategia interesante para inducir el comportamiento deseado de las células tanto
in vitro como in vivo. En particular, es una estrategia muy interesante en los materiales cerdmicos de

fosfato de calcio, teniendo en cuenta que su composicién quimica facilita la adhesién de proteinas *’.

1.2.4 Evaluacion de la Biocompatibilidad de materiales

Tal como se menciond en la seccién 1.2.3.1, la biocompatibilidad es la capacidad del material para
inducir las respuestas celulares y funcionales deseadas *. La evaluacién de éste pardmetro tiene gran
relevancia, pues la determinacién de la respuesta celular ante el material permite establecer posibles
efectos adversos e instaurar medidas de seguridad del producto antes de ser comercializado. Esto
finalmente se traduce en la reduccién del riesgo de efectos adversos en el paciente. Los parametros
generales para la evaluacion de la biocompatibilidad han sido establecidos por varias organizaciones a
nivel mundial tales como la “American Society for Testing and Materials” (ASTM), “American Dental
Association” (ADA), “National Institutes of Health” (NIH), “Food and Drug Administration” (FDA), e
“International Organization for Standarization” (ISO) ®. Esta dltima, ha publicado la norma 1SO 10993
“Biological Evaluation of medical devices”, documento constituido por 17 partes donde se describen una
serie de estrategias aceptadas internacionalmente para la evaluacion de biomateriales (ver Tabla 5). Las
pruebas de biocompatilidad deben incluir el estudio de la respuesta biolégica inducidas por el

biomaterial mediante pruebas in vitro e in vivo *.

AT | 1abla 5. Norma 150 10993, Partes

L S MEHEmEE (S que constituyen la 1SO 10993
2 Animil Welfarerequireme s “Biological Evaluation of medical
3 Test for genotoxicity, carcinogenicity, and reproductive toxicity devices”. Obtenido de Bollen y col.
4 Selection of test for interactions with blood 64
5 Test for citotoxicity-In vitro methods
6 Test for local effects after implantation
7] Ethylene oxide sterilization residuals
8 Clinical investigation of medial devices
9 Degradation of materials related to biological testing
10 Test for irritation and sensitization
11 Test for systemic toxicity
12 Sample preparation and reference materials
13 Identification and quantification of defradation products from polymers
14 Identification and quantification of defradation products from ceramics
15 Identification and quantification of defradation products from coated and uncoated
metals and alloys
16 Toxicokinetic study desing for degradation products and leachables
17 Glutaraldehyde and formaldehyde residues in industrially sterillized medical devices
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Particularmente, la realizacién de pruebas de biocompatibilidad in vitro ha adquirido una gran
importancia, ya que ademas de reducir el nimero de animales empleados en las pruebas, se ha
determinado que existe una correlacién importante en la determinacion de la respuesta celular en
cultivos y la posterior respuesta del sistema in vivo, quizds con la Unica excepcién de aquellos procesos
relacionados con mecanismos complejos, generalmente asociados al sistema inmunoldgico. Este hecho
hace que actualmente la determinacion de biocompatibilidad in vitro en el estudio de un biomaterial

tenga un gran valor en la documentacién regulatoria .

Uno de los puntos claves en el estudio de la biocompatibilidad in vitro es la determinacién de la
citotoxicidad directa e indirecta generada por los biomateriales. En este sentido, la norma ISO 10993-5
describe las pruebas que deben realizarse para determinar la respuesta bioldgica. Segun la norma se
han de tomar en cuenta parametros de punto final o “end points” en las categorias de evaluacion de la
morfologia celular, viabilidad celular, proliferacion celular y aspectos del metabolismo celular en
presencia del material y/o sus productos de degradacion. Estos parametros deben ser analizados de
manera cualitativa y cuantitativa. Otros aspectos que menciona la guia y que se han de tener en cuenta

para la evaluaciéon de la biocompatibilidad in vitro son:

e Las condiciones de preparacién de los biomateriales antes de ser sometido a las pruebas.

e Las condiciones de preparacién de los liquidos de extracciéon para las pruebas de citotoxicidad
indirecta.

e El tipo de cultivos celulares a emplear. Es importante destacar que hacen énfasis en la utilizacién de
lineas primarias.

e Las condiciones del medio de cultivo.

e El nimero de réplicas necesarias.

e Los procedimientos normalizados de los ensayos de toxicidad, indicando los controles que deben ser

utilizados.

Tal como se ha mencionado en pdrrafos anteriores, se considera que los materiales cerdmicos de fosfato
de calcio por lo general son biocompatibles. Sin embargo, es importante resaltar que cuando se diseia
un nuevo material, es necesaria la realizacién de todas las pruebas de biocompatibilidad tanto in vitro

como in vivo que dicta la norma I1SO 10993-5 antes de su comercializacién.
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1.3. Células madres mesenquimales adultas: definicidon y papel en la

ingenieria de tejidos

Las células madre mesenquimales (MSCs) son un grupo de células multi-potentes localizadas en érganos
y tejidos adultos, tales como la médula dsea, ligamentos, musculos vy tejido adiposo, entre otros ®. En
los tejidos adultos, las MSCs permanecen en un nicho especifico (ver Figura 9) siendo su principal
funcion la homeostasis del tejido en el que residen v la regeneracién en caso de dafio *. La presencia de
estas células en el tejido conectivo de diversos drganos ha sido demostrada no solo en humanos, sino en

otras especies incluyendo perro, conejo, rata, cerdo y aves, entre otros **72.

A Soluble growth factors
I ™ - Gradients \\ hd Autocrine
/[J &) Flow (e.g., O,) \ @ Paracrine
* Receptors
N\, Cell-matrix
== Cell-cell
N ; /IJ } fGrowih
ey actor
Extracellular matrix = e P receptors

Figura 9. Esquema ilustrativo del nicho de las células madre mesenquimales. El nicho es el microambiente que

regula la supervivencia, renovacién y diferenciacién de las células madre, lo que incluye factores de crecimiento,
. ; 4, , . . . 4

matriz extracelular, contacto célula-célula y célula-matriz. Obtenido de Discher y col.

Pueden definirse como células indiferenciadas capaces de dividirse asimétricamente generando como
resultado por una parte una célula hija idéntica y por otra parte una célula con la capacidad de
transformarse en una célula comprometida hacia un linaje particular . Pueden autorenovarse durante
varias generaciones sin experimentar senescencia mientras mantienen su capacidad de diferenciarse a
multiples linajes tales como hueso, cartilago, musculo y tejido adiposo " (ver Figura 10). A pesar de que
inicialmente se pensaba que se diferenciaban Unicamente a linajes provenientes del mesodermo (hueso,
cartilago y tejido adiposo), investigaciones posteriores han demostrado que también pueden

7>7® (ver Figura 11). De esta manera las

diferenciarse a células de linajes ectodérmico y endodérmico
células MSCs pueden generar células de las tres capas germinales y por lo tanto podrian ser
consideradas pluripotentes. A pesar de ello al existir algunos resultados controvertidos en el tema, la

pluripotencialidad de estas células sigue siendo hoy dia tema de debate.
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Bajo condiciones in vitro presentan las siguientes caracteristicas:

e Se adhieren al plastico y bajo condiciones de proliferacion (generalmente medio DMEM

1g/Lsuplementado con 10 % FBS) presentan una morfologia tipo fibroblastica.
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e Suinmunofenotipo es positivo (expresion 2 95 %) para los antigenos de superficie CD29, CD44, CD71,
CD73, CD90 (Thy-1), CD105 (endoglina), CD166 (ALCAM), Stro-1 e ICAM-1. Ademdas deben ser
negativos (expresion < 2 %) para los marcadores hematopoyéticos y endoteliales CD11, CD14, CD31,
CD34, CDA5 y HLA-DR

e Capacidad de diferenciarse a diferentes fenotipos, incluyendo el osteobldstico, condrobldstico y

adipogénico, cuando son cultivadas bajo condiciones especificas empleando medios inductores.

Algunas de las caracteristicas de las células MSCs mencionadas anteriormente, pueden variar
ligeramente en funcién del tejido de origen (posiblemente debido a las diferencias en el microambiente
del mismo) y los métodos de aislamiento empleados. Por consiguiente, la “International Society for
Cellular Therapy” en el afio 2006 establecié un conjunto de criterios minimos que deben cumplirse para

la identificacién de las células MSCs 8. Dichos criterios se indican en la Tabla 6.

I Adherence to plastic in standard culture conditions

2 Phenotype  Positive (>95%+)  Negative (2% +)
CD105 CD45
CD73 CD34
CD90 CD14 or CDI11b
CD79% or CD19
HLA-DR

3 In vitro differentiation: osteoblasts, adipocytes, chondroblasts

(demonstrated by staining of i vitro cell culture)

Tabla 6. Criterios minimos establecidos por la “International Society for Cellular Therapy” para la identificacion
de las células mesenquimales (MSCs). Los criterios se basan en: 1) la adhesidén de las células al plastico, 2)
expresidn positiva (= 95 %) de antigenos CD73, CD90 y CD105 y negativa (<2 %) de CD14, CD34, CD45, CD79a y HLA-
DR. 3) Diferenciacion a linajes osteoblastico, adipogénico y condroblastico demostrado mediante tinciones de Rojo
Alizarina, Oil red y Azul Alcian respectivamente. Obtenido de Dominici y col. &

La plasticidad de las células MSCs, su facil obtencién y su gran capacidad inmunomodulatoria, sugiere
. . ors .2 . .y .. 79 .

gue es un tipo celular ideal para su utilizacién en el campo de la ingenieria de tejidos °. En este sentido,

ademas de las caracteristicas generales descritas para las células MSCs, se han de tener en cuenta otros

criterios que también favorezcan su uso en este campo 80,

e El aislamiento debe proporcionar una cantidad abundante de células (millones o billones).
e El procedimiento de aislamiento debe ser poco invasivo y provocar una morbilidad minima del

paciente.
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e  Suimplantacion ha de ser segura independientemente si es un trasplante autdlogo o alogénico.
e Toda la metodologia aplicada ha de ser adaptada para cumplir las normas de buenas practicas de
manufactura.

e Sedebe tener en cuenta toda la normativa aplicable, asi como consideraciones éticas.

La capacidad de satisfacer estos criterios depende en gran medida de la fuente o el tejido de origen de
las células. Tanto la cantidad de material de partida como el nimero de células MSCs presentes se
consideran pardmetros claves. Las primeras células MSCs aisladas, las mas estudiadas y las mas
utilizadas hasta el momento tanto en experimentos in vitro como in vivo en el campo de la ingenieria de

tejidos, son las células mesenquimales de la médula dsea (BM-MSCs) 7%,

Sin embargo, los
procedimientos de aislamiento de estas células son dolorosos, requieren por lo general anestesia
general o espinal y se obtiene un bajo nimero de células después de aplicar el protocolo de aislamiento
(aproximadamente 1 BM-MSCs por cada 10° células estromales). Este Gltimo hecho ademds implica
desde el punto de vista practico, que es necesaria su expansién in vitro para obtener un nimero de
células clinicamente significativo. Este paso ademas de requerir tiempo, es costoso e implica un riesgo

de contaminacion y pérdida de células %. Esta problematica ha impulsado la investigacién en células

MSCs provenientes de otras fuentes.

Particularmente las células mesenquimales procedentes de tejido adiposo (ADSCs) han despertado un
gran interés en los Ultimos anos. Comparado con las células BM-MSCs, las ADSCs son faciles de obtener,
su aislamiento provoca una leve morbilidad en los donantes, el procedimiento es poco invasivo y en un
volumen pequefio de grasa hay un gran nimero de células MSCs (2-8 x 10° cel/300 mL grasa). Ademas,
al igual que las BM-MSCs, proliferan rapidamente en cultivo y mantienen sus caracteristicas de células

668788 Todas estas caracteristicas cumplen

madre mesenquimales tras su expansion y criopreservacion
con los criterios mencionados en parrafos anteriores que se han de tener en cuenta la seleccién de un

tipo celular particular en el campo de la ingenieria de tejidos.
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1.3.1. Células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo (ADSCs)

Las células madre derivadas de tejido adiposo (ADSCs), son una poblacidn de células mesenquimales que

pueden ser aisladas de la fraccion vascular estromal del tejido adiposo #¢%°

. Algunas evidencias sugieren
gue dentro del tejido adiposo blanco, esta poblacién de células tiene una localizaciéon perivascular
donde coexiste con otros tipos celulares tales como adipocitos, pericitos, células hematopoyéticas,

endoteliales y musculares lisas °*°* (ver Figura 12).
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Figura 12. Diferentes tipos celulares que coexisten con las células madre mesenquimales en el tejido adiposo
, . . .7 . s 92
blanco. Las células madre mesenquimales presentan una localizacién peri-vascular. Modificado de Ong y col.

En humanos, los principales depdsitos de tejido adiposo blanco subcutdaneos se localizan en gliteos,
muslos y abdomen (ver Figura 13 A). Estos depdsitos son facilmente accesibles y se extraen en grandes
cantidades mediante un procedimiento minimamente invasivo denominado liposuccion (extraccién de
grasa mediante aspiracién). Con el incremento de la obesidad, miles de liposucciones se realizan al afio
en todo el mundo, y el producto del lipoaspirado finalmente se descarta como residuo médico *°. Esto
sugiere que es un excelente material bioldgico de partida como fuente para la obtencién de células
madre mesenquimales autdlogas. A partir de 1 gramo de lipoaspirado, se pueden obtener entre 0,5 x
10*y 2 x 10° células madres, las variaciones en el nimero de células obtenidas puede variar en funcién

de la edad del donante, la zona de extraccidon del tejido y el método de aislamiento aplicado ®%*.
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Ademas del lipoaspirado, se pueden obtener las células ADSCs a partir de biopsias de secciones de tejido

adiposo, aunque es un procedimiento menos comun en la cirugia plastica y reconstructiva.

El producto de lipoaspirado estd constituido por dos capas claramente definidas. La fase inferior
corresponde a una fase liquida formada principalmente por solucién salina (inyectada durante el
proceso) y eritrocitos; mientras que en la fase superior corresponde principalmente a los adipocitos y las
células del endotelio y estroma circundante **. El protocolo general de aislamiento de las células ADSCs
utiliza la enzima colagenesa para la digestion del tejido adiposo (fase superior del lipoaspirado), seguido
por centrifugaciones para separar la fraccion vascular estromal (donde se localizan las células ADSCs) de
los adipocitos y la fraccién liquida constituida mayoritariamente por tejido sanguineo (ver Figura 13 C).
El primer aislamiento y caracterizacion de las células ADSCs, fue realizada por Zuk y colaboradores en el
afio 2001. Demostraron su capacidad de adhesién al plastico, la expresiéon de un inmunofenotipo
caracteristico de células mesenquimales, y su plasticidad mediante su diferenciacién osteogénica,

adipogénica condrogénica y miogénica empleando medio de cultivo inductores .

P native fat lipoaspirate
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_ pellet
MUSI0S e / l \

B Epidermis Darriis mature progenitors stem
Adipocytes Endothelial Adipose derived
Fibroblasts Progenitor Cells (EPC) stem cells (ADSCs)
Smooth muscle cells Preadipocytes Hematopoietic Stem
Endothelial cells Vascular progenitors CE”‘S (HSC)
Blood cells Hemat?poieﬁc Pericytes N

Cénula Wi WS progenitors ::Ipl);'a-adventlmal

Figura 13. Tejido adiposo, lipoaspirados y células madres derivadas de tejido adiposo. A) principales zonas de
acumulacion de tejido adiposo blanco en humanos. B) Esquema representativo de un corte histoldgico longitudinal
donde se observa la localizacidn subcutanea del tejido adiposo. Ademas se representa una canula empleada en las
cirugias de liposuccidn para obtener los lipoaspirados. C) Representacion de la obtencidon de la fraccidn vascular
estromal (SVF) a partir del tejido adiposo, y los principales tipos celulares que estan presentes en el mismo. Las
células  ADSCs representan  aproximadamente un 10 % de la SVF. Modificado de
http://stemcellassays.com/2013/05/breaking-fat-svf/
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El aislado fresco de la SVF es una mezcla heterogénea de células endoteliales, pericitos y células
musculares lisas, entre otros. Sin embargo, una vez sembrado el producto del aislamiento en una placa
de cultivo bajo condiciones estandar y tras la realizacién de lavados, se obtiene una poblacién celular

bastante homogénea de MSCs .

In vitro, las células ADSCs tienen un fenotipo fibroblastoide y un tiempo de duplicacién celular que varia
entre 2 y 4 dias dependiendo del medio de cultivo celular utilizado y el nimero de pases. Su alta tasa de
actividad proliferativa y la capacidad de diferenciacion a multiples linajes, se mantiene hasta pases
elevados. El inmunofenotipo de las ADSCs recién aisladas o con pases bajos, ha sido comparado con el
de las células a pases elevados (pase = 5). Los resultados indican que si bien hay cierta variedad en la
expresion de marcadores de las células recién aisladas, a partir de pases 2 o 3 las células expresan de
manera uniforme los marcadores caracteristicos de células madre mesenquimales (positivas para CD10,
CD13, CD29, CD 44, CD49e, CD73, CD90, CD105, y CD166; y negativas para CD11b, CD14, CD31, CD45 y
HLA -DR) . Un detalle importante a destacar, es que las células ADSCs tienen una expresion elevada
del marcador CD90 inclusive a pases muy elevados. Este marcador ha sido asociado con células
osteoprogenitoras o con una elevada capacidad de diferenciacidn osteogénica bajo sefiales de induccién

especificas .

Ademas de las caracteristicas mencionadas en parrafos anteriores, las cuales dan una ventaja
importante a las células provenientes del tejido adiposo (ADSCs) respecto a las obtenidas a partir de
otras fuentes. Existen dos caracteristicas adicionales que han despertado gran interés en los ultimos
afios alrededor de las células ADSCs por las implicaciones que tienen en el campo de la ingenieria de
tejidos. Por una parte, al igual que las MSCs provenientes de otras fuentes, no expresan el complejo
mayor de histocompatibilidad de clase Il (MHC-II), ni de moléculas coestimuladoras en la superficie

celular *®

. Esto ha permitido, como han demostrado algunos ensayos in vivo, la realizacion de
trasplantes alogénicos de las células hADSCs con reacciones inmunes minimas en el huésped. Ademas
se consideran Inmunomoduladoras, ya que suprimen la proliferacién de linfocitos alogénicos activados,

101 por

inhiben la produccidn de citoquinas inflamatorias e inducen la de citoquinas antiinflamatorias
otra parte, diversos analisis han revelado que las células ADSCs secretan una variedad importante de
factores solubles proangiogénicos, antiapoptdticos y otras citoquinas. Algunos ejemplos que pueden
citarse son el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento transformante beta
(TGF-B), factor de crecimiento similar a la insulina de tipo 1 (IGF -1), factor de crecimiento de
fibroblastos (bFGF), fa ctor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), interleucina-10 (IL-10) y factor de

102719 " Este hecho es de suma importancia pues sugiere

crecimiento de hepatocitos (HGF), entre otros
que, ademas de diferenciarse a otros tipos celulares, las células hADSCs son capaces de inducir la

formacién de vasos sanguineos mediante la liberacion de factores de crecimiento proangiogénicos y
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regular la respuesta inflamatoria frente a dafos tisulares. Este hecho ha sido demostrado en

experimentos in vitro e in vivo 105-108

Finalmente en la Figura 14 se resumen las caracteristicas o propiedades biolédgicas en las que se basa el

potencial terapéutico de las células hADSCs en el campo de la ingenieria de tejidos.

ADSCs

Facil obtencion Multi-potencialidad

* Adipocitos

+ Condroblastos
* Osteoblastos
* Mioblastos

* Neuronas, etc

* Leve morbilidad del
donante

+ Gran cantidad de células
MSCs en pequefios
volumenes de grasa

Caracteristicas

Minima reaccién inmune Inmuno-moduladoras

(posibilidad de trasplante alogénico)

Secrecion de factores pro-angiogénicos,
anti-apoptodticos y citoquinas

VEGF, IGF, FGF, HGF, IL-10, etc (factores que
incrementan su potencial de regeneracion)

Figura 14. Propiedades bioldgicas de las células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo (ADSCs) y su
potencial en la ingenieria de tejidos.
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1.4. Células madre mesenquimales (MSCs) y osteogénesis

La osteogénesis es el proceso mediante el cual se produce la formacién de nuevo hueso en etapas
prenatales (durante la organogénesis) y postnatales. En humanos, ocurre a lo largo de toda la vida, pues
es un érgano que estad en constante remodelacion; ademas se estimula de manera importante en caso
de fracturas o lesiones dseas. Es un proceso complejo que incluye diversos tipos celulares (MSCs,
osteoblastos, osteocitos y osteoclastos), factores solubles (citoquinas, factores de crecimiento,

hormonas, vitaminas) y la ECM secretadas por dichas células, estimulos mecanicos y la vascularizaciéon®.

growth factors
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VEGF ’1'(;]:\

FGF

bone regeneration, remodelling
and repair

bone morphogenetic protein, cytokine and
growth factor production

mesenchymal
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osteoblasts
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Figura 15. Proceso de regeneracion, remodelacion y reparacion del hueso y factores implicados. Las lesiones,
estimulan la produccion de factores de crecimiento y citoquinas, cuya funcion es estimular a las células
mesenquimales a diferenciarse en células osteoprogenitoras y finalmente osteoblastos. Los osteoblastos, son la
piedra angular de las células formadoras de hueso. Obtenido de Braddock y col. 109

La osteogénesis implica la activacion de un conjunto de mecanismos celulares y moleculares, que
conllevan a la diferenciacion de las células MSCs residentes hacia un linaje osteogénico. En general, el
proceso puede ser subdividido en tres etapas: a) proliferacion, b) sintesis y maduracion de la ECM, y c)

11 . . .y
° Cada una de estas etapas estd caracterizada por la expresion de

mineralizacién (ver Figura 16)
diferentes marcadores osteogénicos, siendo los mas comunes la enzima fosfatasa alcalina (ALP),
Colageno tipo | (COL), osteopontina (OPN), sialoproteina del hueso (BSP), osteocalcina (OC) vy

osteonectina (ON). En general, la expresion de ALP, BSP, ON y COL se consideran marcadores tempranos
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e intermedios de diferenciacién, mientras que la OC se considera un marcador tardio. Por otra parte la

OPN aparece en estadios tempranos y tardios de la diferenciacidon, mas no en los intermedios.

En funcién de la expresién de estos marcadores, se consideran diferentes fenotipos dentro del linaje
osteogénico. Asi, las células madre mesenquimales (MSCs) dan lugar a las células osteoprogenitoras
(presentes en la etapa de proliferacion), preosteoblastos (células que inician la diferenciacidn y sintesis
de ECM), osteoblastos maduros (sintetizan la matriz dsea mineralizada) y finalmente a los osteocitos
gue son células especializadas embebidas en la matriz mineralizada que dan soporte a la estructura ésea

111,112

(ver Figura 16)
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Figura 16. Proceso de diferenciacion osteogénica. Etapas del proceso de diferenciacion de células madre
mesenquimales (MSCs) hacia linaje osteogénico y factores o proteinas caracteristicos de cada fase. Modificado de
Favus y col. 110

Se ha demostrado que existen multiples vias de sefalizacidn que participan en la diferenciacién de
células mesenquimales hacia el linaje osteogénico. En particular, la via que involucra las proteinas
morfogenéticas del hueso (BMPs) tiene un papel fundamental ***. Dichas proteinas, son un subgrupo de
la familia de citoquinas multifuncionales del factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) e inician
la cascada de sefializacion a través de los receptores tipo | y Il de las BMPs (BMPR). La evaluacion del
papel individual de cada uno de los tipos de BMPs es compleja, pues in vivo existe una mezcla de todos
los tipos de BMPs e in vitro se han hecho pocos estudios que utilicen el mismo modelo experimental ***.
A pesar de esto, en funcién de los trabajos publicados, se considera que las BMPs 2, 4 y 7 son
osteogénicas, ya que inducen la formacidn de hueso ectdpico in vivo, y la transformacién de células

114,115

MSCs en osteoblastos . A diferencia de éstas, la BMP-3 es un regulador negativo que inhibe la

. . .z ; . 11
diferenciacion de las células progenitoras a osteoblastos *°.
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La activacidon de los receptores BMPR, conducen a la fosforilacidn de las proteinas Smad 1, 5y 8 (Smad

Reguladores o Smad-R), las cuales forman un complejo con Smad 4 (Smad-Co) que se moviliza al nicleo

117

y estimula la transcripcion de genes diana ~'. La transcripcién de estos genes puede ser bien por la

union directa del complejo Smad-R fosforilado/Smad4 al DNA o a través de su interaccion con

118

coactivadores o factores de transcripcién En las células osteoprogenitoras, la cascada de

sefalizacion de las BMPs da lugar a la expresion de los factores de transcripcién DIx5, Msx2 y Runx-2
(también denominado Cbfal), que durante las fases tempranas de la diferenciacion osteogénica regulan
la proliferacién de las células osteoprogenitoras e inducen su diferenciacién hacia osteoblastos. Estos
factores de transcripcién, son considerados los principales elementos reguladores del proceso de

119

formaciéon del hueso El factor Runx-2 inducido en las células osteoprogenitoras interactua

directamente con las Smad-R (especificamente la Smad 1 y la Smad 5) induciendo la diferenciacion a
células osteoblasticas, mediante la induccion de la expresion de proteinas tales como ALP, COL, OP y OC

(ver Figura 17). Existe otro factor de transcripcidn que tiene un papel clave en la diferenciacion

120

osteoblastica denominado Osterix (Osx) . Su expresidn es inducida por DIx5, Msx2 y Runx-2, siendo

121122 “g expresion

éste Ultimo su principal regulador en la cascada transcripcional de la diferenciacion
se ha detectado en osteoblastos, pero no en células osteoprogenitoras, de manera que se considera un

marcador tardio del proceso osteogénico ** (ver Figura 18).

MSCs ————=) Osteoprogenitors ————) Osteoblast

' -G =,
Co-Smad \b‘/Phosho-R-SmaG c°'5’"ad\b/Phosho-R-Smad

1

Smad complex Smad complex

1

Target

\'
Induces differentiatio
into osteoblasts

Figura 17. Induccion de la diferenciacion osteoblastica de células progenitoras mediante la ruta de sefializacion
de las proteinas morfogenéticas del hueso (BMPs). La activacion de los receptores tipo | y Il de las BMPs (BMPR),
induce la fosforilacion de Smad 1, 5 y 8 (Smad-R), las cuales forman un complejo con la Smad 4 (Smad-Co). Este
complejo es transportado al ndcleo donde induce la expresion de Runx2, DIX5 y Msx2. A su vez Runx 2 interactua
con las R-Smad y otras proteinas e induce la diferenciacién osteoblastica. Obtenido de Miyazono y col. s
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Figura 18. Sefializacion de las BMPs en la diferenciacion
osteogénica. La expresion de las moléculas Runx2, DIx5 y
Msx2 inducida por las BMPs, a su vez induce la expresion de
Osterix (Osx). Estos cuatro factores inducen la transcripcion
de numerosos genes involucrados en la diferenciacion
osteoblastica.

R-Smad/Smad4

Runx2 DIx5 Msx2

Osterix
R-Smad/Smad4

Osteoblast precursors ——» Osteoblasts

Existen una serie de factores que inhiben la ruta de diferenciacion osteogénica a través de las BMPs. Por
ejemplo las proteinas Smad 6 y 7 (Smad inhibitorias o Smad-I), actian como competidores de las Smad-
R por el sitio de unién con Smad 4, lo que trae como consecuencia una inhibicién del proceso de

123

diferenciacion *%. El factor noggin es un inhibidor especifico de la BMP-2 **, mientras que TWIST es una

proteina antiosteogénica, pues se une a Runx-2 inhibiendo su actividad ***.

Por otra parte, se ha descrito otra ruta de diferenciacion osteogénica en la que participan otros
miembros de la familia de las TGF-B no pertenecientes al subgrupo de las BMPs (activina, nodal,
mioestatina y TGF-Bs). La ruta es similar a la descrita previamente para las BMPs, pero en este caso al
activarse los receptores | y Il (ALK-4 y ALK-5), se induce la fosforilacién de los factores Smad 2 y 3, los
cuales se acoplan a Smad 4, el complejo se moviliza al nucleo y estimula la transcripcién de los genes

diana (ver Figura 19) '

De los datos disponibles en la literatura existen resultados claramente contrastados respecto a la accidon
del grupo de factores de la familia TGF-8 no pertenecientes al subgrupo de las BMPs. Se ha demostrado
que in vitro induce la expresién de marcadores tempranos de la diferenciaciéon osteoblastica (Ej. La
enzima ALP) en células MSCs de médula ésea y la linea celular C2C12; pero inhiben la expresidon de
Runx2, OCy la mineralizacion de la ECM en osteoblastos primarios y lineas celulares que se diferencian a

126127 por otra parte se ha descrito que in vivo estimulan la proliferacion y

osteoblastos en cultivo
reclutamiento de precursores osteobldsticos en los lugares de reparacion y, por el contrario, parecen ser
menos necesarios o incluso inhibir, los Ultimos pasos del proceso de diferenciacidn osteogénica. Este
ultimo planteamiento, abre la posibilidad a un cierto sinergismo donde las rutas activadas por el TGF-

estén implicadas en el proceso de proliferacién de las células progenitoras y produccidon de factores
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tempranos de diferenciacién, mientras que las BMPs estarian implicadas en etapas tempranas y tardias

128

del proceso de diferenciacidon ~° (ver Figura 20).

-
p

Activin, Nodal TGFf

Myostatin
i i | |

]

ALK-5

~

ALK<4,7

o

—

PAI1 4 typeICoIIagen*
JunB 4 Smad74 Mix.2 4

!

Figura 19. Induccidn de la ruta de diferenciacion
osteogénica mediante miembros de la familia
TGF-B no pertenecientes al subgrupo de las
BMPs. A diferencia de lo descrito en la ruta de las
BMPs, en este caso se fosforilan las Smad 2y 3,
que a su vez forman el complejo con la Smad 4,
que es transportado al nicleo donde se induce la
transcripcion de proteinas blanco tales como
Colageno tipo | (COL), Smad 7, entre otros.
Obtenido de Miyazawa y col. 125
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Finalmente, cabe mencionar que también ha sido demostrado que otros factores tales como las

proteinas de ECM, el factor de crecimiento fibroblastico 2 (FGF-2) o la hormona paratiroidea (PTH),

también pueden activar diversas rutas de sefalizacidon que conlleva a la expresion y activacidon de Runx-2

) . ., . . .y ;. 12!
y por ende finalmente a la induccidn de la ruta de diferenciacién osteogénica **°.

Dichas rutas pueden
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depender o no de la participacidon de las Smad, y en este sentido se denominan ruta candnica o no

candnica respectivamente. Una visidn general de estas rutas de sefializacién se muestra en la Figura 21.

MECHANICAL
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@
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Osteoblast Target Gene

Figura 21. Vista general de las rutas de sefializacion que pueden afectar la expresion de Runx-2. Ademas de las
proteinas morfogenéticas del hueso (BMPs), otros factores tales como la interaccién de la matriz extracelular
(ECM) con integrinas de membrana, el factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGF-2) y la hormona paratiroides
(PTH) pueden influir en la expresién del factor Runx2 y por ende en la diferenciacidon osteoblastica. Obtenido de
Franceschiy col. 12

La induccidn de la diferenciacidn in vitro de células MSCs hacia osteoblastos, se ha conseguido mediante
la utilizacidn de factores inductores en el medio de cultivo tales como la dexametasona (DMS) y el acido
ascorbico *. Asimismo, se induce o se potencia su diferenciaciéon mediante la adicién de proteinas BMPs

130

osteogénicas (por ejemplo BMP7) ~, o su cultivo en matrices tridimensionales (biomateriales)

disefiadas para la ingenieria de tejidos del hueso ™'.

De modo general, la evaluacién del proceso de diferenciacion de las células MSCs hacia el linaje
ostegénico in vitro independiente si se realiza el cultivo de las células en 2D (plastico) o 3D

(biomateriales) debe incluir:

e Deteccidn de la mineralizacidn de la ECM, mediante tincidn histolégica con rojo de Alizarina o von
Kossa.

e Determinacién de la actividad de la enzima fosfatasa alcalina (ALP), mediante ensayos bioquimicos.

e Andlisis cualitativos y cuantitativos de la expresién de marcadores osteogénicos tales como ALP, ON,

OP, OC, COLy BMPs, entre otros.
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1.5. Células madres mesenquimales (MSCs) y materiales ceramicos

de fosfato de calcio: interaccion célula-biomaterial y osteogénesis.

La interacciéon de las células MSCs con cualquier biomaterial y la construccion de un implante
bioartificial (constructo células-biomaterial) con potencial uso en la ingenieria de tejidos del hueso,

dependen de tres fases criticas:

e Laadhesidn inicial y supervivencia de las células MSCs sobre el material.
e La proliferacidn de las células una vez adheridas al material.

e Ladiferenciacién de las MSCs hacia un linaje osteoblastico.

La rapidez y la fuerza con la que las células puedan adherirse al biomaterial, puede determina el éxito
del establecimiento del cultivo tridimensional independientemente de su aplicaciéon. Una adhesién
temprana significa que un mayor numero de células estdn concentradas en el material y pueden
comenzar antes a hacer spreading. Por otra parte una adhesién lenta o tardia implica que las células
estan un largo periodo de tiempo sin adherirse, lo que puede implicar un decrecimiento de la viabilidad

celular %,

Los principales mediadores de la adhesidn de las células al sustrato son las integrinas, una clase de
receptores transmembrana que forman una unidn fisica directa entre el citoesqueleto y la ECM. La
adhesién mediada por integrinas, es un proceso complejo altamente regulado, que depende de la

interaccidn del receptor con secuencias de aminodacidos que forman parte de proteinas de la ECM % L

a
adhesién mediada por integrinas ademas, estd involucrada en la adhesidn célula-célula y en la induccién
de cascadas de sefializacién intracelular que estan relacionadas con diversos procesos tales como la

proliferacién y diferenciacion celular.

Es conocido, que las integrinas juegan un papel fundamental en el desarrollo, organizacidn,
mantenimiento y reparacion de varios tejidos, permitiendo el anclaje y activacion de sefiales que dirigen
los proceso de supervivencia, migracion, progresion del ciclo celular y expresién de diversos fenotipos.
Adicionalmente, algunas investigaciones sugieren que tanto las sefiales mecanicas inherentes a la union
de integrinas a la ECM como los factores de transcripcion activados mediante las rutas de sefializacion,

son importantes reguladores de la diferenciacion de células MSCs hacia el linaje osteogénico in vitro

133,134
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La adhesidén de las células a los biomateriales también esta mediada por las integrinas. Algunas
evidencias sugieren que las diferentes repuestas de las células MSCs sobre biomateriales, pueden estar
determinadas por la capacidad del material de absorber proteinas de ECM. Esto se debe a que, por lo

135136 En este sentido, las

general, los materiales sintéticos no facilitan por si mismos la adhesién celular
proteinas de ECM presentes en la superficie del material pueden provenir de: a) el medio del cultivo
(especificamente las proteinas contenidas en el suero), b) la modificacidon de la superficie del material
con recubrimientos proteicos (por ejemplo la aplicacion de FN, COL y vibronectina, entre otros), y/o c)

7 También pueden darse uniones entre las células y los

la secrecion de proteinas propias de las células
materiales mediante uniones no especificas a través de fuerzas no covalentes. Sin embargo, nunca

alcanza los efectos producidos por la unién especifica de integrinas a la ECM 2.

La informacién proporcionada hasta el momento, pone de manifiesto que la adhesidn es el primer paso
y el mas critico en la interaccién célula-material y de la calidad de esta fase dependen la proliferacién y
diferenciacidn celular posterior. Ademas nos indica que la adhesidon depende en gran medida de la ECM,
ya que ademads de proveer un soporte estructural, aporta sefiales bioquimicas que modulan la adhesién

y el fenotipo celular mediante las integrinas.

En secciones anteriores hemos explicado las caracteristicas y ventajas del uso de las células madre
mesenquimales de tejidos adultos y materiales cerdmicos de fosfato de calcio en la ingenieria de tejido
del hueso. Son numerosos los trabajos que evallan la interaccion de las MSCs con diferentes tipos de
materiales cerdmicos de calcio con y sin modificaciones de la superficie celular tanto in vitro como in
vivo. Dennis y col., evaluaron la biocompatibilidad y el potencial osteogénico de células madre
mesenquimales de la médula 6sea (BM-MSCs) en una cerdmica de carbonato de calcio no porosa,
demostrando que las células son capaces de adherirse y proliferar, sin embargo, bajo esta condicién la

B8 Toquet y col. ',

produccién de proteinas de ECM asociada al fenotipo osteoblastico es baja
evaluaron el comportamiento in vitro de células BM-MSCs sobre discos porosos de fosfato de calcio
bifasico (BCP) empleando un medio de cultivo con factores inductores de la diferenciacién osteogénica
(dexametasona, glicerol 2 fosfato y acido ascérbico). Sus resultados indican que ademas de adherirse y
proliferar, se observa un incremento significativo de la actividad de la enzima fosfatasa alcalina (ALP) y la
deposicién de proteinas de ECM mineralizadas Unicamente en el medio de cultivo con factores
inductores. Ambos resultados sugieren que la porosidad del material juego un papel importante en el
proceso osteogénico. En este contexto, Kasten y col. *°, examinaron la influencia de la porosidad (25 %,
65 % y 75 %) de material cerdmico de beta fosfato tricalcico (B-TCP) en formato de bloque, sobre la
diferenciacidon osteogénica de células BM-MSCs in vitro e in vivo. Sus resultados in vitro muestran un

incremento significativo de la proteina total nicamente sobre los materiales de B-TCP con porosidades

de 65 % y 75 %; sin embargo la actividad de la enzima (ALP) incrementé significativamente en los tres
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materiales alcanzando niveles similares entre si. Por otra parte, el analisis bioquimico e histolégico de
muestras provenientes de implantes subcutaneos de los constructos células BM-MSCs-Biomateriales (j3-
TCP 25 %, 65 % y 75 %) en ratones, indicd que la actividad ALP y la mineralizacién de la matriz fue
superior al utilizar el material de B-TCP 65 %, respecto a los de 25 % y 75 %. Estos resultados indican que
una mayor porosidad no necesariamente esta asociada a una mayor formacion de hueso, sino que otros
parametros tales como la estructura de la superficie (la cual varia en funcién de la porosidad) también

tiene un papel importante influyendo en la produccién de proteina de ECM por parte de las células.

Ademads de la capacidad de adhesién, proliferacion y de producir una matriz celular mineralizada,
estudios mds recientes demuestran que tras cultivar células MSCs sobre matrices tridimensionales de
fosfato de calcio se induce la expresidon de genes asociados a rutas de diferenciacion osteogénica.

! cultivaron células BM-MSCs sobre un material cerdmico granulado de BCP y

Cordonnier y col.
determinaron que tras 21 dias el biomaterial es capaz de inducir un incremento significativo de los
genes fosfatasa alcalina (ALP), proteina morfogenética del hueso 2 (BMP-2) y sialoproteina del hueso

1.1 cultivaron células BM-MSCs humanas

(BSP), respecto a células cultivadas en plastico. Bernhardt y co
sobre discos de B-TCP con grandes canales interconectados, bajo condiciones de cultivo estatico o
dindmico (perfusion). Sus datos indican que en ambas condiciones las células fueron capaces de
adherirse, proliferar y diferenciarse hacia un fenotipo osteobldstico, mostrando un incremento
significativo en la expresion de marcadores ostegénicos tales como ALP, BSP, osteonectina (ON) y

osteocalcina (OC).

Si bien la porosidad, tamafio de los poros y composicién quimica influyen en la retencién de las células
en el material ceramico, tal como se indicé en parrafos anteriores la adhesion inicial parece depender en
gran medida de la capacidad de absorcidn de la superficie del material. En este contexto, Dennis y col.

13 demostraron que el recubrimiento de la superficie de materiales cerdmicos de hidroxiapatita con

fibronectina o laminina, promueve una mayor adhesién in vitro de células BM-MSCs e incrementa la
velocidad de formacién de hueso in vivo. Zang y col. °, consiguieron demostrar que el tratamiento de la
superficie de materiales ceramicos granulados de BCP con fibronectina recombinante y cadherina 11,
induce un incremento de la actividad de la enzima ALP y la expresion de OC en células BM-MSCs,
respecto al material sin recubrir. Por el contrario Tsai y col. ***, encontraron que el recubrimiento de la
superficie de un material cerdmico con Coldgeno, promueve la proliferacidon celular tardia y la
osteogénesis evidenciando un incremento de la mineralizacién de la ECM, incremento de la actividad de
la enzima ALP y la expresion de Runx2 y OC. Sin embargo, no consiguen observar diferencias

significativas respecto al material solo, cuando aplican recubrimientos con fibronectina, laminina,

gelatina y polylisina.
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Estos datos demuestran que la creacién de un microambiente celular que contenga una fase biomineral
(material ceramico de calcio) y otra polimérica (proteinas de recubrimiento), situacidn que cabe
destacar es similar a la encontrada en el tejido 6seo, puede ser un factor crucial para obtener un
constructo con un elevado potencial osteogénico. En este sentido, la modificacidn de la superficie de los
biomateriales con proteinas de ECM, sigue siendo una de las principales estrategias utilizadas en el

campo de la ingenieria de tejidos del hueso para incrementar la bioactividad del material.

A pesar de que las células madre mesenquimales del tejido adiposo (ADSCs) tienen grandes ventajas
respecto a las de la médula dsea (ver seccidon 1.3.1), existen en la literatura un menor nimero de
referencias bibliograficas acerca de su interaccién con biomateriales. Particularmente, existe una
informacidn limitada respecto a su interaccion con materiales ceramicos de fosfato de calcio. Esto
puede deberse a que su aislamiento, caracterizaciéon y la identificacion de su uso potencial en la
ingenieria de tejidos es mas reciente. A pesar de ello, en los ultimos cuatro afios ha habido un
incremento significativo en el nimero de publicaciones. Hattoriy col.'*, determinaron la diferenciacién
osteogénica de células ADSCs cultivadas sobre discos porosos de B-TCP tras 4 semanas de cultivo con
medio inductor in vitro. Asimismo, observaron que la implantacién ectépica del constructo ADSCs-disco
B-TCP en ratones, induce la formacién de hueso tras 8 semanas. Liu y col. '°, compararon la respuesta in
vitro de células ADSCs sobre materiales ceramicos de akermanita y [B-TCP. Sus resultados indican que
las células ADSCs son capaces de adherirse y proliferar en ambas cerdmicas sin mostrar signos de
citotoxicidad. Ademas, Tras 7 y 10 dias de cultivo empleando un medio de cultivo inductor, detectaron
la expresiéon de los genes osteogénicos Runx2, ALP, OC y COL. Marino y col. '**, demostraron que
biomateriales tridimensionales de B-TCP inducen la diferenciacion in vitro de células ADSCs en ausencia
de factores inductores en el medio de cultivo. Ademads, evidencian que las cultivadas en discos de B-TCP
muestran un incremento significativo de la actividad de la enzima ALP y la secrecidon de OC, respecto a

. ™ apoyan los datos obtenidos por Marino y

las células crecidas en plastico. Los resultados de Ling y co
col. **®, demostrando que in vitro el biomaterial de B-TCP (en ausencia de factores inductores) induce
mineralizaciéon de la ECM vy la sobreexpresién de los marcadores ALP, OC y COL1. Aunque también
demuestran que la presencia de BMP-2 en el medio de cultivo potencia los efectos de diferenciacién
osteogénica. Adicionalmente, tras implantaciones ectdpicas del biomaterial solo y el constructo ADSCs-

biomaterial, demuestran que la presencia de las células incrementa significativamente la formacion de

nuevo hueso en ratones.
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1.6. Células endoteliales como moduladoras de la osteogénesis de

células madre mesenquimales: osteogénesis y vascularizacion in vitro

Hasta el momento hemos mencionado varios factores que se tienen en consideracion en la ingenieria de
tejidos del hueso, con la finalidad de inducir la diferenciacién de células madre mesenquimales hacia un
linaje osteogénico y crear un implante bioartificial que favorezca la reparacidon de un tejido dafado.
Algunos factores que se han mencionado en parrafos anteriores son: el disefio de un material con
caracteristicas fisico-quimicas particulares, el recubrimiento de la superficie de materiales con proteinas
de ECM que favorezcan la adhesién celular y la adicién de factores inductores solubles en el medio de

cultivo.

Hasta hace algunos afios, en la construccidon del implante bioartificial con la finalidad de reparar un
defecto dseo, Unicamente se tomaban en cuenta factores que favorecieran la osteogénesis. Sin
embargo, tras la realizacién de numerosos estudios in vivo se observd que tras implantar el constructo
células-biomaterial, una vascularizaciéon inadecuada conllevd a una limitacion en la difusién de

nutrientes y oxigeno, induciendo la muerte de las células adheridas al biomaterial.

La formacién de una red capilar alrededor del implante, actia como un sistema de transporte para las
hormonas y la eliminaciéon de productos de desecho y sustancias toxicas. Adicionalmente las células
endoteliales presentes en las paredes de los vasos sanguineos, liberan factores angiogénicos tales como
el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), o factores tales como las proteinas morfogenéticas
del hueso (BMPs) %, Ademds, tal como se explico en la seccidn 1.2.2, en los procesos de reparacion del
hueso tras un dafio, la invasion de los vasos sanguineos en la zona de la fractura es fundamental para la

regeneracion y restauracion del tejido.

Tras la implantacion de un constructo células-biomaterial, los vasos sanguineos del huésped
generalmente invaden el constructo y se forman redes vasculares mediante el proceso de angiogénesis
(formacion de nuevos vasos sanguineos a partir de otros ya existentes). Este fendmeno en parte ocurre,
debido a las sefales secretadas por las células implantadas en respuesta a la hipoxia. Sin embargo, esta
invasion vascular espontanea, se limita a varias décimas de micrémetros por dia, lo que significa que el
tiempo necesario para la vascularizacién completa de un implante de varios milimetros es del orden de
semanas “*°. Se han propuesto varias estrategias para mejorar la vascularizacion de los constructos

células-biomaterial. Dichas estrategias incluyen variaciones en el disefio de los biomateriales, la adicidn

de factores angiogénicos, la prevascularizacion in vivo y la prevascularizacidn in vitro.
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La estrategia de prevascularizacion in vitro ha despertado un gran interés en los ultimos afios. Se basa
en la observacién de que las células endoteliales son capaces de formar estructuras o redes vasculares
in vitro cuando son cocultivadas con células formadoras de hueso (MSCs, osteoprogenitoras vy

150,151

osteoblastos) . Tras la implantacidn, estas redes hacen anastomosis con las redes capilares del

huésped y facilitan la vascularizacién completa del constructo y por ende la difusién de oxigeno y

nutrientes **°.

Resulta evidente que el éxito de esta estrategia, depende de la comunicacién celular
entre las células endoteliales y las células formadoras de hueso. Una gran cantidad de datos muestra
que existe una relacién funcional intima entre endotelio vascular del tejido éseo y los osteoblastos, y
gue ésta comunicacion célula-célula podria ser crucial para el desarrollo, remodelacién y reparacion del

hueso ***

. Hallazgos histolégicos indican que los osteoblastos y las células osteoprogenitoras tienen una
localizacién adyacente a los vasos sanguineos en el sitio de formacién de hueso nuevo, lo que indica que

ambos tipos celulares comparten microambiente.

La interaccién entre las células formadoras de hueso y las células endoteliales depende de varios
pardmetros tales como la fuente de las mismas, el estadio de diferenciacion de ambos tipos celulares, el
numero de pases de las células y del tipo sistema de cultivo (2D o 3D). A pesar de ello, y de modo
general los resultados obtenidos por algunos investigadores sugieren que las células endoteliales
inducen la diferenciacién de las células MSCs hacia un fenotipo osteobldstico, por lo que podrian ser
consideradas como un factor mediador de la osteoinduccion. Asimismo, las células madre
mesenquimales inducen la reorganizacién de las células endoteliales y la formacion de estructuras

organizadas tipo redes vasculares.

Xue y col. >3, demostraron que el cocultivo de células endoteliales de vena de corddn umbilical (HUVEC)
con células BM-MSCs sobre plastico, induce un incremento en la expresion de la enzima ALP. Pedersen 'y

col. **

, utilizando el mismo sistema de cultivo, demostraron que bajo condiciones de estimulacién
osteogénica (medio de cultivo con factores inductores), las células HUVEC forman estructuras similares a
capilares sobre la capa de células BM-MSCs. Tras 6 dias de cultivo se establece una red interconectada
que presenta varios limenes, lo que recuerda a un plexus vascular. La formacion de las estructuras, esta
acompafiada de la sobreexpresion de marcadores vasculares tales como el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF), angiopoyetina (Angl), angiopoyetina (Ang2) y el factor de Von Willebrands
(VWF). Adicionalmente, reportan la diferenciacion de las células MSCs que se localizan alrededor de las
redes capilares formadas por las células HUVEC, hacia un fenotipo perivascular o de células murales,
puesto que expresan los marcadores de actina de musculo liso alfa (a-SMA) y la proteina de musculo liso
22 (SM22). Ambos marcadores son positivos en pericitos y células de musculatura lisa, los cuales estan
fuertemente asociados con la maduracidn vascular in vivo y la formacién de un plexus vascular estable

155

(ver Figura 22) ™.
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Figura 22. Formacion y maduracion de vasos tipo capilares. Tras estimulos angiogénicos, las células endoteliales
(EC) migran y forman uniones especializadas que dan origen a estructuras tubulares con un limen central y que
forman grandes redes. Paralelamente, las células madre mesenquimales (MSCs) migran y se localizan alrededor de
las células EC, donde posteriormente se diferencian a pericitos y células musculares expresando el marcador
denominado actina alfa de musculo liso (a-SMA). Adicionalmente, se produce la produccidn de proteinas de matriz
extracelular (ECM) tales como fibronectina, Colageno tipo IV y laminina, que forman la membrana basal de los

vasos sanguineos (BM). Este ultimo proceso es la maduracién o estabilizacion del vaso, que presentando esta

estructura se denomina capilar. Modificado de Jiang y col 15

1.°® al cocultivar células madre mesenquimales

Resultados similares han sido obtenidos por Merfeld y co
de tejido adiposo (ADSCs) con células endoteliales de sangre de vena de corddn umbilial, en un medio
de cultivo libre de factores de crecimiento diferentes a los aportados por el suero. Ademas de detectar
la expresion de a-SMA en las células ADSCs localizadas alrededor de las estructuras vasculares,
detectaron el incremento en la produccidn de proteinas de ECM caracteristicas de la membrana basal
de los vasos sanguineos tales como laminina, Colageno tipo IV y fibronectina. También demostraron que
la formacion de las redes capilares, no depende Unicamente de la comunicacion paracrina mediante

factores solubles liberados al medio de cultivo, sino que se requiere del contacto directo entre ambos

tipos celulares y su interaccion bidireccional.

La comunicacién de las células mesenquimales y osteoblastos con las células endoteliales es compleja e
involucra: a) la interaccidn directa célula- célula mediante uniones gap que comunica los citoplasmas de
ambos tipos celulares. b) La activacién de vias de sefializacion mediante factores que son liberados al
medio extracelular por ambos tipos celulares. Por ejemplo las células endoteliales secretan BMP-2,
factor de crecimiento de la insulina (IGF), endotelina 1 (ET-1), TGF-B y FGF, entre otros; los cuales tal

como se menciond en la seccidon 1.4, modulan la diferenciacion de células mesenquimales hacia un
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fenotipo osteoblastico. Por su parte, durante este proceso de diferenciacidon osteoblastica, las células
osteoprogenitoras incrementan la expresion de factores tales como las VEGF, BMP-2, BMP-4, BMP-7,
TGF-B y PTH, entre otros; que ademas de regular el proceso de diferenciacién osteogénica, también
influyen en la supervivencia, proliferaciéon y diferenciacién de células endoteliales hacia un fenotipo

148

vascular (ver Figura 23) ™. A pesar de que hay muchos factores implicados en la comunicacién de entre

las células formadoras de hueso (MSCs, osteoprogenitoras y osteoblastos) y las células endoteliales, se
considera que el que tiene mayor relevancia es el VEGF, ya que induce la proliferacién, migracion y

formacién de estructuras similares a capilares *"**%,

+ ECs proliferation

* Progenitor recruitment, cell migration
* endothelial cell differentiation (vWf)
» Capillary-like structures formation

Endothelial Cells

@ YOIOT..

i )

OJ\ ( /\’ A® f"
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'n
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« Osteoblastic differentiation (cbfa1/runx2, ALP, coll-1, OC)

Figura 23. Factores implicados en la comunicacion entre las células formadoras de hueso (MSCs,
osteoprogenitoras y osteoblastos) y las células endoteliales. Algunos de los factores implicados son: Proteinas
morfogenéticas del hueso 2, 4 y 7 (BMP2, 4, 7), factor de crecimiento fibroblastico (FGF), factor de crecimiento
transformante beta (TGF-B), factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF), factor de crecimiento de la insulina
(IGF), endotelina 1 (ET-1), paratohormona (PTH) y vitamina D (vit D). La interaccién de estos factores con ambos
tipos celulares (flechas negras) induce la activacidon de cascadas de sefializacién que activan la expresion de otros
factores o proteinas (flechas amarillas) que regulan funciones celulares tales como la proliferacion, migracién y
diferenciacion celular. Modificado de Grellier y col. 148
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2. OBJETIVOS






Es conocido que las células madre mesenquimales de tejido adiposo (ADSCs) tienen un gran potencial
dentro del campo de la ingenieria de tejidos debido a su facil obtencidn, capacidad de diferenciacion a
multiples linajes, propiedades Inmunomoduladoras y produccién de factores proangiogénicos y
antiapoptéticos. También es conocido que dentro de la ingenieria de tejidos del hueso, los materiales
ceramicos de fosfato de calcio son ampliamente utilizados como biomateriales, debido a su similitud con
la fase mineral del tejido 6seo. Ademas, su combinacién con proteinas de matriz extracelular (ECM) o
factores osteoinductores (por ejemplo factores de crecimiento y células endoteliales, entre otros) puede
incrementar la bioactividad del constructo células-biomaterial. A pesar de ello, pocos trabajos existen
en la literatura que evallen la repuesta (biocompatilidad y diferenciacién ostegénica) de células ADSCs
frente a biomateriales ceramicos de fosfatos de calcio, empleando recubrimientos con proteinas de
ECM y/o el cocultivo de células ADSCs con células endoteliales, como factores claves para el incremento

de la induccién de las células hacia linajes osteogénicos.

Hipétesis

El recubrimiento de materiales ceramicos de fosfato de calcio con proteinas de matriz extracelular
(ECM) claves en el proceso de diferenciacidon osteogénica, tales como el colageno (COL) y la fibronectina
(FN), puede influenciar positivamente la induccion del proceso de diferenciacién osteogénica de células
ADSCs. Asimismo, el cocultivo de células ADSCs con células endoteliales, puede potenciar la
diferenciacidon osteogénica de las células ADSCs y angiogénica de las endoteliales. Posiblemente la
combinacion de estos factores clave, puede contribuir a la creacién de un constructo células-biomaterial

con potencial uso en la reconstruccién de defectos éseos.

Objetivo Principal

Evaluar la biocompatibilidad y analizar el proceso de diferenciacién osteogénica de células madre
mesenquimales adultas derivadas de tejido adiposo (ADSCs) frente a materiales ceramicos de fosfato de

calcio con o sin proteinas de matriz extracelular y células endoteliales.

Para cumplir con este objetivo se definieron los siguientes subobjetivos:

R/

1 Aislar y caracterizar células madre derivadas de tejido adiposo humano (hADSCs) y canino

(cADSCs) mediante su inmunofenotipo y capacidad de diferenciacion a multiples linajes.
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Estudiar la capacidad de diferenciacion osteogénica de células hADSCs y cADSCs en comparacién

con lineas celulares de osteoblastos murinos (MC3T3-E1) y humanos (hFOB 1.19).

Estandarizar la metodologia de trabajo con biomateriales ceramicos y estudiar la toxicidad,
adhesién y proliferacion (biocompatibilidad) del material cerdmico KeraOs® con o sin

recubrimientos empleando fibroblastos dérmicos humanos (HDF).

Comparar la adhesién, proliferacién y diferenciacion osteogénica de células hADSCs frente a los

biomateriales Bio-Oss®, Bone Ceramic®, Cerasorb® y KeraOs®.

Valorar el efecto del recubrimiento del material KeraOs® con fibronectina, coldgeno y una mezcla
de fibronectina/coldgeno sobre la biocompatibilidad y la expresion de diferentes marcadores de

diferenciacidn osteogénica.

Evaluar el efecto del cocultivo de las células hADSCs y endoteliales (HUVEC) sobre la respuesta

osteogénica y angiogénica.

Como un objetivo accesorio, nos planteamos estudiar el efecto del biomaterial KeraOs® combinado con

fibronectina y células madre mesenquimales autdlogas derivadas de tejido adiposo, sobre Ia

regeneracién ésea de perros Beagles. Dicho estudio se realizé en colaboracién con la unidad de cirugia

bucal y maxilofacial de la Universidad de Barcelona y el grupo de investigacion de patologia y

terapéutica odontoldgica y maxilofacial del IDIBELL. Nuestra participacion consistio en el aislamiento de

las células madres derivadas de tejido adiposo canino y su cultivo sobre el material ceramico KeraOs®

para su implantacién en los defectos mandibulares.
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S.MATERIALES Y METODOS






3.1 Reactivos, Materiales y Equipos

3.1.1 Soluciones Tampon

Solucidn

Abreviatura

Composicidn

Tampodn fosfato salino Dulbecco’s 1X

Tampodn fosfato salino Dulbecco’s 1X —
EDTA

Tampdn fosfato salino Dulbecco’s 1X con
calcio y magnesio

Tampodn fosfato (1M)

Tampdn de lisis de eritrocitos

Tampdn FACS

Tampdn de permeabilizacion

Tampdn de bloqueo

Tampodn de lavados

D-PBS

D-PBS/EDTA

D-PBS Ca** Mg**

PB
EBL
TF
TP

B

TL

H,O0, 0.1M NaCl, 2.6 M KCI, 1.4 M
KH,PO,, 8 MM Na,HPO,, pH=7.4

D-PBS, 0.5M EDTA, pH=7.4

D-PBS, 0.5 mM MgCl,.6 H,0, 1.12 mM
CaCl,. 2 H,0, pH=7.4

1 M K;HPO,, 1 M NaH,PO, 2H,0.

H20, 5.7 mM KO,HPO,, 155mM NH,CL,
0.1 mM EDTA, pH 7.2

D-PBS Ca*? Mg”", 400 pg/mL BSA

D-PBS, 20mM Glicina, 0.1 % Tritén X-
100.

D- PBS, 20mM Glicina, 1 % BSA

D- PBS, 20mM Glicina

3.1.2 Medios de Cultivo comerciales

Tabla 7. Soluciones Tampon

Producto Abreviatura Casa comercial Referencia
Medio Eagle modificado por DMEM 1 g/L Lonza BE12-707F
Dulbecco 1 g/L Glucosa
Medio Eagle modificado por DMEM 4 g/L Lonza BE12-917F
Dulbecco 4,5 g/L Glucosa
Medio Ham’s F12 Ham's F12 Lonza BE12-615F
Medio Minimo esencial 199 MEM 199 Gibco 22571-020
Medio Minimo esencial alfa oa MEM Gibco 22571-020
Medio endotelial basal 2 EBM-2 ™ Lonza CC3162
Medio de crecimiento endotelial 2 EGM-2™ Lonza CC3156

(kit)

Tabla 8. Medios de cultivo comerciales
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3.1.3 Suplementos de medios de cultivo

88

Producto Abreviatura Concentracion Casa comercial Referencia
Suero Fetal Bovino FBS 100% Lab Clinic A15-101
Suero de Caballo HS 100% Gibco 16050-122
Penecilina/Estreptomicina P/E 10.000 U/m - 10.000 Lonza DE17602F

pg/mL
Geneticina G418 G418 500 mg/mL Gibco 11811-031
L-Glutamina L-GIn 200 mM Lonza 17905C
HEPES IM Lonza BE17-737
Piruvato sdédico Pyr 100 mM Lonza BE13-115
Suplementode ECGS 3 mg/mL Upstate 02-102
crecimiento endotelial
Heparina Hep 10 mg/mL Sigma H3149
Acido ascérbico 50 mg/mL Sigma A4403
Dexametasona DMS 1 mM Sigma D-4902
Glicerol 2 fosfato Gly 2P 100 mM Sigma G9891
Solucién Insulina-
Transferrina-Selenio- ITS 100X Gibco 51500-056
Etanolamina
Factor de crecimiento TGF-B1 2 mg/mL R&D Systems 240-B
transformante
Hydrocortisona 50 pg/mL Sigma HO0888
1-Isobutil-1-metilxantina IBMX 45 mM Sigma 15879
Indometacina 20 mM Sigma 17378
Insulina 174 uM Sigma 13536
L-Prolina L-Pro M Sigma P5607
Tabla 9. Suplementos de medios de cultivo
3.1.4 Enzimas
Enzima Concentracion Casa comercial Referencia
Tripsina-EDTA 0.5g/L-0.2 g/L Sigma 13924
Tripsina-EDTA Endo 2.5g/L-0.38 g/L Gibco 25200-056
Colagenasa tipo II-S 25 g/mL Sigma C-1764
Tabla 10. Enzimas



3.1.5 Medios de Cultivo celular

Medio de cultivo

Abreviatura

Composicion

Medio proliferativo

Medio proliferativo
MC3T3

Medio osteogénico
MC3T3

Medio hFOB 1.19

Medio endotelial
basal

Medio endotelial

Medio endotelial
basal 2

Medio endotelial de
crecimiento 2

Medio osteogénico

Medio adipogénico

Medio miogénico

Medio condrogénico

PM

PM-MC3T3

OM MC3T3
PM hFOB
1.19

EB

EM

EBM-2

EGM-2

oM

AM

MM

CM

DMEM 1 g/L, 10 % FBS, 100 U/mL P/E, 2 mM L-GIny 10 mM
HEPES

a-MEM, 20 % FBS, 100 U/mL P/E, 2 mM L-GIn

o-MEM, 20 % FBS, 100 U/mL P/E, 2 mM L-Gln, 50 pg/mL acido
ascorbico, 50 pug/mL Kanamicina.

Ham’s F12 y DMEM 4 g/Lsin rojo fenol (proporcién 1:1), 100
U/mLP/E, 2 mM L-GIny 0,2 mg/mL G418

MEM 199, 20 % FBS, 100 U/mL P/E, 2 mM L-GIn, 1mM piruvato
sédico y 10 mM HEPES

MEM 199, 20 % FBS, 100 U/mL P/E, 2 mM L-GIn, 1 mM piruvato
sédico y 10 mM HEPES, 0.1 mg/mL Heparina y 30 ug/mLECGS

EBM-2™ 2 % FBS

EBM-2 ™, 2 % FBS, 0.4 % hFGF-2, 0.1 % VEGF, 0.1 % R3-IGF-1,
0.1% hEGF, 0.04 % hidrocortisona, 0.1 % acido ascorbico, 0.1 %
heparinay 0.1 % gentamicina (GA-100)

DMEM 1 g/L, 10% FBS, 100 U/mL P/E, 2 mM L-GIn, 10 mM
HEPES, 50 ug/mLAc. Ascérbico, 1 uM DMS y 10mM Gly 2P.

DMEM 1 g/L, 10% FBS, 100 U/mL P/E, 2 mM L-GIn, 10 mM
HEPES, 0.5 mM IBMX, 1 uM DMS, 200 uM Indometacina y

10 uM Insulina

DMEM 1 g/L, 10% FBS, 5% HS, 100 U/mL P/E, 0.1 uM DMS y 50
UM Hidrocortisona

DMEM 1 g/L, 170 uM Ac. Ascérbico, 350 uM L-Pro y 0,4% ITS.

Tabla 11. Medios de cultivo celular

3.1.6 Proteinas de Recubrimiento

Nombre Abreviacion Especie Casa comercial Referencia Concentracion
Fibronectina FN Humano BD 356008 1 mg/mL
Colageno tipo |: coL Humano Celljr?t\zs: Co., SWC-COL10 10 mg/mL
Theracol (GMP) Ltd. v
Albumina HAS Humano Sigma A9080 100%
Plasma AB de suero P Humano Sigma H4522 100%
Gelatina tipo A Porcino Sigma G1890 1% (P/V)

Tabla 12. Proteinas empleadas para el recubrimiento de superficies
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3.1.7 Kits

Nombre Componentes Casa comercial Referencia
* PNPP Solution substrate
. e Buffer de lisis 10X
Seg;ﬂzti:t'\;: :l';g"”e « Stop solution AnaSpec/TebuBio 72146
P y « Triton 100X
¢ Alkaline phosphate standard
¢ BCA reagent A
BCA protein Assay Kit e BCAreagent B Pierce 23227
¢ Albumin standard
. ¢ RNeasy MinElute Spin columns
RNeasy M|n|I<EiItute Cleanup « RLT buffer Qiagen 24204
e REP buffer
SuperScriptTM [l First-Strand e 2X RT Reaction Mix .
Synthesis SuperMix ¢ RT Enzyme Mix Invitrogen 11752-50
¢ dNTPs
SyBR®GreenER™ gPCR o Buffer )
SuperMix 2X ¢ DNA polimerasa Invitrogen 11761-500
¢ SyBR Green
e GE: 5X gDNA Elimination Buffer
e BC3: 5X Reverse Transcription
RT? First Strand cDNA kit~ Surer 3 Qiagen C-03/330401

Human Osteogenesis RT?
Profiler™ PCR Array

e P2: Primer and External Control
Mix
e RE3: RT Enzyme Mix 3

* RT* SYBR Green/ROX PCR Master
Mix

¢ Human Osteogenesis RT? Profiler™
PCR Array 96-well Plate

SABioscience/
Qiagen

PAHS-026C-
2

90

Tabla 13. Kits



3.1.8 Otros Reactivos

Producto Abreviatura Concentracion Casa comercial Referencia
Alamar Blue® AB 100 % Invitrogen DAL1100
Reactivo de WST-1 100 % Roche 11644807001
proliferacién WST-1 °
Paraformaldehido PF 4%

Glutaraldehido 25%
Azul de Toluidina 1% (P/V) Fluka 89640
. o 2% (P/V) .
Rojo de Alizarina oH= 5.5 Sigma A-5533
QOilRed O 0.3% (P/V) Sigma 00625
. 1% (P/V) .
Azul Alcian pH= 2.5 Sigma A3157
Falloidina-TRITC 5 mg/mL Sigma P1951

BisBenzimide
trihydrochloride 1mM Sigma 14533
H33342 (Hoescht)

Fluoromount™

Aqueous Mounting Sigma F4680
Medium

Vybrant™ DIL Molecular Probes V-22885
Vybrant™ DIO Molecular Probes V-22886
Trizol Invitrogen 15596-026
Cloroformo > 99.5% Sigma C2432
Etanol Absoluto Panreac 131086
Isopropanol 299.5% Panreac 631090

Tabla 14. Otros reactivos
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3.1.9 Material de cultivo celular

Botellas de cultivo T75, Nunc (Cat # Z707546).
Placas de 12 pocillos, Falcon (Cat # 734-0055)
Placas de 24 pocillos, Falcon (Cat # 734-0020)
Placas de Petri de 35 mm, Falcon (Cat # 353001)
Malla de nylon de 100 um, Falcon (Cat # 352360)

Placas de 12 pocillos Netwell™ Inserts, Corning (Cat # 3480).

3.1.10 Equipos

Microscopio de contraste de fases, Nikon TS100.

Microscopio estereoscépico, Leica MZFL lll. CCiTUB

Microscopio fluorescencia invertido, Leica DMIRB. CCiTUB

Microscopio confocal, Leica SP2. CCiTUB

Microscopio de Barrido, QUANTA 200. CCiTUB

Lector de placas absorbancia y fluorescencia. TECAN Infinity PRO 200.

Termociclador (PCR), Eppendorf.

Termociclador de PCR en tiempo real, Applied Biosystems StepOne™ System.
Termociclador de PCR en tiempo real (arrays), Applied Biosystems StepOnePlus™ System.
Citometro de flujo. BekmanCoulter Cutomics FC500. CCiTUB

Instalaciones de cultivo celular (cabinas de flujo laminar vertical, incubadores de CO,, bafio de 372C,

entre otros).
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3.2 Tipos celulares: caracteristicas y condiciones de mantenimiento
de cultivos sobre plastico

3.2.1 Células madre mesenquimales adultas derivadas de tejido adiposo

humano (hADSCs)

Origen: aislamiento a partir de tejido adiposo humano (ver seccién 3.3.1)

Tipo celular: linea primaria de células progenitoras mesenquimales humanas.

Morfologia: células adherentes con morfologia tipo fibroblastoide.

Medio de cultivo de mantenimiento y proliferacion: medio PM (ver Tabla 11)

Descongelacion: se descongela el criovial en bafio a 372C con agitacidn manual. Rdpidamente se afiade 1
mL de medio PM y se centrifuga durante 5 min a 1.000 rpm. Se elimina el sobrenadante y se resuspende
el sedimento en 2 mL de medio PM. Por ultimo se siembran todas las células en una botella T75 con 10
mL de medio PM y se introducen en el incubador.

Condiciones de Incubacion: 37 °C, 5 % CO, y 90 % humedad.

Cambio de medio: cada 3 a 4 dias

Subcultivo: alcanzada una confluencia maxima del 70%, se lava el cultivo con 5 mL de D- PBS y se des-
adhieren las células utilizando 40 uL/cm® de tripsina/EDTA. A continuacion se afiaden 140 pL/cm? de
medio PM para inactivar la tripsina y se centrifuga la suspensiéon celular durante 5 min a 1.000 rpm. Se
elimina el sobrenadante y se resuspende el sedimento en 2 mL de medio PM. Finalmente se siembran
entre 5.000 y 7.000 cel/cm? en una botella T75 con 10 mL de medio PM vy se introducen en el incubador.
Criopreservacion: 1x10° células en 1 mL de medio de congelacién (90% FBS y 10% DMSO) frio.

Almacenamiento en tanques de nitrégeno liquido.

3.2.2 Células madre mesenquimales adultas derivadas de tejido adiposo canino

(cADSCs)

Origen: aislamiento a partir de paniculo adiposo de perros de raza Beagle (ver seccion 3.3.2)

Tipo celular: linea primaria de células progenitoras mesenquimales caninas.

Morfologia: células adherentes con morfologia tipo fibroblastoide.

Medio de cultivo de mantenimiento y proliferacion: medio PM (ver Tabla 11)

Descongelacion: se descongela el criovial en bafio a 37 2C con agitacion manual. Rapidamente se afiade
1 mL de medio PM y se centrifuga durante 5 min a 1.000 rpm. Se elimina el sobrenadante y se
resuspende el sedimento en 2 mL de medio PM. Finalmente se siembran todas las células en una

botella T75 con 10 mL de medio PM y se introducen en el incubador.
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Condiciones de Incubacion: 37 °C, 5 % CO, y 90 % humedad.

Cambio de medio: cada 3 a 4 dias

Subcultivo: alcanzada una confluencia maxima del 70 %, se lava el cultivo con 5 mL de D- PBS y se des-
adhieren las células utilizando 40 pL/cm” de tripsina/EDTA. A continuacién se afiaden 140 pl/cm’ de
medio PM para inactivar la tripsina y se centrifuga la suspensién celular durante 5 min a 1.000 rpm. Se
elimina el sobrenadante y se resuspende el sedimento en 2 mL de medio PM. A continuacién se
siembran entre 5.000 y 7.000 cel/cm? en una botella T75 con 10 mL de medio PM vy se introducen en el
incubador.

Criopreservacion: 1x10° células en 1 mL de medio de congelacién (90% FBS y 10% DMSO) frio.

Almacenamiento en tanques de nitrégeno liquido.

3.2.3 Linea celular de osteoblastos murinos MC3T3-E1 (MC3T3)

Origen: células procedentes de calvaria embrionaria de ratén adquiridas en Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH. (#ACC210).

Tipo celular: linea celular de osteoblastos murinos.

Morfologia: células adherentes con morfologia tipo fibroblastoide.

Medio de cultivo mantenimiento y proliferacion: medio PM MC3T3 (ver Tabla 11)

Descongelacion: se descongela el criovial en bafio a 37 2C con agitacidn manual. Rdpidamente se afiade
1mL de medio PM MC3T3 y se centrifuga 5 min a 1.000 rpm. Se elimina el sobrenadante y se resuspende
el sedimento en 2 mL de medio de cultivo. Por ultimo se siembran todas las células en una botella T75
con 10 mL de PM MC3T3 y se introducen en incubador.

Condiciones de Incubacion: 37 °C, 5 % CO, y 90 % humedad.

Cambio de medio: cada 2 a 3 dias

Subcultivo: alcanzada una confluencia maxima del 80 %, se lava el cultivo con 5 mL de D- PBS y se des-
adhieren las células utilizando 40 pL/cm’ de tripsina/EDTA. A continuacién se afiade 160 pL/cm’ de
medio PM MC3T3 para inactivar la tripsina y se centrifuga la suspension celular durante 5 min a 1.000
rpm. Se elimina el sobrenadante y se resuspende el sedimento en 2 mL de medio. A continuacidn se
siembran entre 10.000 y 12.000 cel/cm? en una botella T75 con 10 mL de medio PM MC3T3 y se
introducen en el incubador.

Diferenciacion osteogénica: sembrar las células a 10.000 cel/cm’® y mantener a 372C, 5% CO, y 90%
humedad durante 21 dias con medio MC3T3 OM (ver Tabla 11). Realizar cambios de medios cada 3-4
dias.

Conservacién: congelar 1x10° células en 1 mL de medio de congelacidn (90 % FBS y 10 % DMSO) frio.

Almacenamiento en tanques de nitrégeno liquido.
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3.2.4 Linea de osteoblastos embrionarios humanos (hFOB 1.19)

Origen: células procedentes de hueso embrionario humano adquiridas en la ATCC (CRL-11372).

Tipo celular: linea celular de osteoblastos embrionarios inmortalizada con antigeno T SV40.

Morfologia: células adherentes con morfologia tipo fibroblastica.

Medio de cultivo mantenimiento y proliferacion: medio PM hFOB 1.19 (ver Tabla 11).

Descongelacion: se descongela el criovial en bafio a 37 2C con agitacién manual. Rdpidamente se afiade
1mL de medio PM hFOB. 1.19 y se centrifuga 5 min a 1.000 rpm. Se elimina el sobrenadante y se
resuspende el sedimento en 2 mL de medio de cultivo. Por ultimo se siembran todas las células en una
botella T75 con 10 mL de medio PM hFOB. 1.19 y se introducen en incubador.

Condiciones de Incubacion: temperatura de 33.5 2C, 5 % CO, y 90 % humedad.

Cambio de medio: cada 2 a 3 dias.

Subcultivo: alcanzada una confluencia maxima del 80 % confluencia, se lava el cultivo con 5 mL de D- PBS
y se desadhieren las células utilizando 40 pL/cm?® de tripsina/EDTA. A continuacién se afiade 160 pL/cm?
de medio PM hFOB. 1.19 para inactivar la tripsina y se centrifuga la suspensién celular durante 5 min a
1.000 rpm. Se elimina el sobrenadante y se resuspende el sedimento en 2 mL de medio. A continuacidn
se siembran entre 10.000 y 12.000 cel/cm? en una botella T75 con 10 mL de medio PM hFOB. 1.19 y se
introducen en el incubador.

Diferenciacion osteogénica: sembrar las células a 10.000 cel/cm’® y mantener a 39,5 C, 5% CO, y 90%
humedad durante 21 dias con medio hFOB 1.19 PM (ver Tabla 11). Realizar cambios de medios cada 3-4
dias.

Conservacién: congelar 1x10° células en 1 mL de medio de congelacién (90% FBS y 10% DMSO).

Almacenamiento en tanques de nitrégeno liquido.

3.2.5 Fibroblastos dérmicos humanos (HDF)

Origen: células procedentes de piel de fimosis de nifio.

Tipo celular: linea primaria de fibroblastos dérmicos humanos dérmicos.

Morfologia: células adherentes con morfologia tipo fibroblastica.

Medio de cultivo de mantenimiento y proliferacion: medio PM (ver Tabla 11).

Descongelacion: se descongela el criovial en bafio a 37 2C con agitacién manual. Rdpidamente se afiade
1 mL de medio PM y se centrifuga durante 5 min a 1.000 rpm. Se elimina el sobrenadante y se
resuspende el sedimento en 2 mL de medio PM. Por ultimo se siembran todas las células en una botella
T75 con 10 mL de medio PM y se introducen en el incubador.

Condiciones de Incubacion: 37 °C, 5 % CO, y 90 % humedad.

Cambio de medio: cada 3 a 4 dias
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Subcultivo: alcanzada una confluencia maxima del 80 %, se lava el cultivo con 5mL de D- PBS y se des-
adhieren las células utilizando 40 uL/cm2 de tripsina/EDTA. A continuacién se afiaden 160 ;,lL/cm2 de
medio PM para inactivar la tripsina y se centrifuga la suspensién celular durante 5 min a 1.000 rpm. Se
elimina el sobrenadante y se resuspende el sedimento en 2 mL de medio PM. Finalmente se siembran
10.000 cel/cm? en una botella T75 con 10 mL de medio PM vy se introducen en el incubador.

Criopreservacion: 1x10° células en 1 mL de medio de congelacién (90% FBS y 10% DMSO) frio.

Almacenamiento en nitrégeno liquido.

3.2.6 Células endoteliales de vena de cordén umbilical humano (HUVEC)

Origen: aislamiento a partir de vena de corddn umbilical humano.

Tipo celular: cultivo primario de células endoteliales venosas humanas.

Morfologia: células adherentes con morfologia tipo epitelioide.

Medio de cultivo y proliferacion: medio EM (ver Tabla 11).

Acondicionamiento de la botella de cultivo: para que las células HUVEC se adhieran a la botella de cultivo
es necesario realizar un recubrimiento de la superficie con gelatina tipo A. Para ello se afnaden 3 mL de
la solucidn de gelatina al 1 % a una botella T75 incubando durante 2 horas a 37 2C. A continuacién se
hace un lavado con 5 mL de D-PBS, se afiaden 10 mL de medio BM y se incuba la botella durante 20 min
a37°9C, 5% CO, vy 90 % humedad.

Descongelacion: se descongela el criovial en el bafio a 372C con agitacion manual. Rapidamente se
afiade 1 mL de medio BM y se centrifuga la suspensién celular durante 5 min a 1.000 rpm. Se elimina el
sobrenadante y se resuspende el sedimento en 10 mL de medio EM. Por ultimo se elimina el medio BM
de la botella acondicionada y se siembran todas las células provenientes del criovial. Finalmente se
introducen en el incubador.

Incubacion: temperatura de 37 9C, 5 % CO, y 90 % humedad.

Cambio de medio: cada 2 a 3 dias

Subcultivo: alcanzada una confluencia maxima del 80 %, se realizan dos lavados al cultivo con 5 mL de
PBS-EDTA y desadhieren las células utilizando 40 plL/cm’ de tripsina/EDTA endo (ver Tabla 10). A
continuacién se afiaden 140 uL/cm’ de medio BM para inactivar la tripsina y se centrifuga la suspensién
celular durante 5 min a 1.000 rpm. Se elimina el sobrenadante y se resuspende el sedimento en 10 mL
de medio EM. A continuacidon se siembran entre 12.000 y 15.000 cel/cm® en una botella T75
previamente acondicionada.

Criopreservacion: 1x10° células en 1 mL de medio de congelacién (90% FBS y 10% DMSO) frio.

Almacenamiento en nitrégeno liquido.
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3.3 Aislamientos celulares

3.3.1 Células hADSCs

Las células madre mesenquimales humanas han sido obtenidas a partir de fluidos residuales de tejido
adiposo subcutaneo (lipoaspirados) de 4 donantes suministrados por la Clinica Planas de Barcelona (Dr.
Jorge Planas y Dr. Carlos del Cacho). Todas las muestras se han obtenido previo consentimiento

informado para la investigacidn. Las caracteristicas de los donantes se detallan en la Tabla 15.

El aislamiento de las células se ha realizado empleando la metodologia descrita por Zuk y col., ¥ con
algunas modificaciones realizadas previamente por miembros de nuestro grupo de laboratorio, las

cuales permiten incrementar la eficiencia del aislamiento (ver Figura 24).

Las muestras de lipoaspirados han sido suministradas en contenedores estériles Medi-Vac® y antes de
iniciar el proceso se han mantenido en reposo a temperatura ambiente hasta observar la formacion de
dos fases claramente definidas. La inferior corresponde a la fase liquida sanguinolenta y la superior
corresponde al tejido adiposo el cual presenta un color amarillento y consistencia semisélida.

Posteriormente se aplicé el protocolo que se describe a continuacion:

a) Bajo condiciones de esterilidad se transfiere toda la fase adiposa a una botella estéril y se afiade un
volumen de D-PBS para lavar el tejido. Por ejemplo a 300 mL de tejido adiposo se le afladen 300 mL
de D-PBS.

b) El lavado se lleva a cabo pipeteando varias veces la muestra con el D-PBS tras lo cual se deja en
reposo hasta que se separen nuevamente dos fases. Por Ultimo se extrae la fase acuosa-
sanguinolenta, para lo cual se introduce la pipeta hasta el fondo de la botella y se aspira toda la fase
liquida. Estos lavados se repiten varias veces hasta que la fase acuosa tenga un aspecto traslucido.

c) Se disgrega el tejido haciendo una digestidn con 0.16 mg/mL de colagenasa tipo | a 37 2C durante 35
min con agitacion manual cada 5 min. Finalizado el tiempo se neutraliza la actividad enzimdtica con
10 mL DMEM 1 g/Lsuplementado con 10 % de FBS.

d) Se centrifuga la muestra a 1.200 rpm durante 10 min a temperatura ambiente. El sedimento
obtenido (fraccidn vascular estromal) se resuspende con 20 mL de Tampdn de lisis (ver Tabla 7) y se
incuba durante 10 min a temperatura ambiente.

e) Se centrifuga la muestra a 1.200 rpm durante 10 min y el sedimento obtenido se resuspende en 5
mL de medio PM. Seguidamente se filtra la suspension celular a través de una malla de nylon estéril

de 100 um.
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f) A la suspension celular filtrada se le afiaden 5 mL de medio PM vy se realiza un contaje del nimero
de células utilizando una cdmara de Neubauer.

g) Por Ultimo se realiza la siembra en una botella T75 con 12 mL medio PM a una densidad de 1 x 10°
cel/cm? y se incuban a 37 2C, 5% de CO,y 90 % humedad.

h) Tras 24 horas se realiza un lavado con 10 mL D-PBS con la finalidad de eliminar las células no
adheridas y seguidamente se afiaden 10 mL medio PM fresco al cultivo.

i) El mantenimiento de los cultivos, expansiones, congelaciones y descongelaciones se realizan tal

como se describe en la seccion 3.2.1

Donante Sexo Edad Tipo de extraccion Region de extraccion
15 Mujer 20 Filtracion Trocdnter derecho e izquierdo
23 Mujer 29 Filtracion Muslo derecho e izquierdo
30 Mujer 42 Filtracion Flancos
32 Hombre 42 Filtracion Abdomen

Tabla 15. Caracteristicas de los donantes de muestras de lipoaspirados humanos

Lipoaspiate

b A) 300 mL de la fase adiposa |
\ ”
B) 300 mL de D-PBS |

C) Extraer fase acuosa-
sanguinolentay repetir lavados

\ F 3 G) Centrifugar a 1200g durante 10 min |

H) Decantar sobrenadante y resuspender
sedimento con 10 mL de TL

Alslamiento

D) Digestion con 0.16 mg/mL
: Collagensse Digest
colagenasa tipo | (Heated 10 37Ic)

E) 37 °C en agitacion 30 min.

F) Inactivacion colagenasa con
10 mL de DMEM 10% FBS

‘Stromal Vascular Fraction

I 1) Centrifugar a 1200g durante 10 min I

J) Resuspender sedimento
en 3 mL de medio PM

| L) Cuantificacion del N@ de células I

K) Filtrar por una malla de
nylon 100 um

N) 24 horas post-siembra lavar con D-PBS y
cultivar con medio PM

M) Sembrar 1 x 10° cel/cm?con 10 mL de
medio PM. Incubar toda la noche a 37°C, = —_—
5% CO,, 90 % humedad

Figura 24. Aislamiento de células madre de tejido adiposo humano.
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3.3.2 Células cADSCs

Las células madre mesenquimales caninas han sido obtenidas a partir de paniculo adiposo extraido del

area abdominal de 18 perros de raza Beagle mantenidos en el estabulario de Bellvitge de la Universitat

de Barcelona. Para realizar el aislamiento se ha empleado un protocolo similar al descrito para el

aislamiento de células madre de tejido adiposo humano. Sin embargo, debido a la naturaleza sélida de

la muestra canina se realizaron modificaciones importantes en la fase inicial del proceso.

Las muestras de paniculo adiposo con un peso aproximado de 10 gramos han sido suministradas en

contenedores plasticos estériles. Posteriormente se aplicd el protocolo que se describe a continuacion:

a)

b)

d)

f)

Bajo condiciones de esterilidad se transfiere todo el tejido a tubos estériles de 50 mL y se realizan
varios lavados con 25 mL de D-PBS hasta observar la fase acuosa con aspecto traslucido.

Se transfiere el tejido a una cépsula de petri y empleando material quirurgico estéril se secciona el
tejido en pequefios trozos (ver Figura 25)

Se transfiere la muestra seccionada a un tubo estéril de 50 mL y se hacen varios lavados con 25 mL
de D-PBS hasta eliminar la fase sanguinolenta.

Se disgrega el tejido haciendo una digestién con colagenasa tipo | (0.20 mg/mL) a 37 C durante 35
min con agitacion manual cada 5 min. La actividad enzimatica se neutraliza con DMEM 1 g/L
suplementado con 10 % de FBS.

A partir de este punto se continla el proceso tal como se describié en el aislamiento de células
progenitoras de tejido adiposo humano (ver seccién 3.3.1 letras e-i).

El mantenimiento de los cultivos, expansiones, congelaciones y descongelaciones se realizan tal

como se describe en seccion 3.2.2

Figura 25. Panicula adiposa extraida del area abdominal de perros de raza Beagle.
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3.4 Caracterizacion de células hADSCs y cADSCs

Con la finalidad de caracterizar las células aisladas (hADSCs y cADSCs) se han seguido los tres criterios
establecidos por la International Society for Cellular Therapy ’®. a) Capacidad de adherencia de las
células al plastico. b) Expresidn > 95 % de antigenos de superficie CD73, CD90 Y cd105 y expresidn <2 %
de CD14, CD34, CD45 y HLA-DR. c) Capacidad de diferenciacion a multiples linajes como por ejemplo

adipogénico, condrogénico y osteogénico.

3.4.1 Expresion de antigenos de superficie: Citometria de flujo

Es una técnica que permite analizar cuantitativamente el fenotipo celular a través de la deteccién de
antigenos que han sido marcados con anticuerpos que estan unidos a una molécula fluorescente. El
protocolo utilizado para detectar los antigenos de superficie caracteristicos de células madre (ver Tabla

16) se describe a continuacion:

a) Bajo condiciones de esterilidad se tripsinizan los cultivos de hADSCs y cADSCs de pases 1 a 6 y se
resuspenden en tampén TF (ver Tabla 7) a una concentracién de 100.000 cel/mL. Por cada
anticuerpo a detectar se han de marcar al menos 100.000 células.

b) Se centrifuga la suspension celular durante 5 min a 1.000 rpm y se resuspende el sedimento con
tampon TF frio (42C).

c) Se realiza una centrifugacion a 13.200 rpm durante 10 seg, se elimina el sobrenadante y se
resuspende el sedimento en 1 mL de tampdn TF (ver Tabla 7) suplementado con 20 % de FBS. Bajo
esta condicidn se incuba la muestra durante 10 min a temperatura ambiente.

d) Se afiaden 2 pL de anticuerpo y se incuba durante 30 min a temperatura ambiente protegido de la
luz. Es importante destacar que anticuerpos asociados a moléculas fluorescentes diferentes se
utilizaron de manera simultdnea en la misma muestra. Las parejas empleadas fueron: CD105
FITC/CD14 PE; CD34 FITC/CD73 PE; CD90 FITC/ CD45 PE; CD271 PE/ HLADR Il FITC y PE/FITC.

e) Finalmente se realiza la lectura en el citémetro de flujo. Los datos obtenidos corresponden al
porcentaje de células que han sido marcadas por el anticuerpo, menos el valor de su respectivo

control negativo (IgG1 FITC o IgG1 FITC segun el marcaje de cada anticuerpo).
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Marcaje

Antigeno e eERE) Casa comercial Dilucion Referencia

CD105 FITC Serotec 1/25 MCA1557F
CDh14 PE BD Pharmigen 1/25 557742
CD34 FITC BD Pharmigen 1/25 555821
CDh73 PE BD Pharmigen 1/25 550257
CD90 FITC BD Pharmigen 1/25 555595
CD45 PE BD Pharmigen 1/25 557748
HLADR Il FITC BD Pharmigen 1/25 347400
CD271 PE BD Pharmigen 1/25 557196
FITC-mouse IgG1 FITC BD Pharmigen 1/25 555748
PE-mouse I1gG1 PE BD Pharmigen 1/25 555749

Tabla 16. Anticuerpos utilizados para caracterizacion de hADSCs y cADSCs mediante citometria de flujo.
Fluorocromo FITC: Isocianato de fluoresceina. Excitacion: 490nm -Emision: 514nm.
Fluorocromo PE: ficoeritrina. Excitacidon: 480nm - Emision: 578nm.

3.4.2 Diferenciacion a multiples linajes

Para demostrar la capacidad de diferenciacion a multiples linajes, las hADSCs y cADSCs aisladas se

sometieron a condiciones de cultivo particulares para

adipogénica, miogénica y condrogénica. Los protocolos empleados se describen a continuacién:

3.4.2.1 Diferenciacion Osteogénica

inducir su diferenciacién osteogénica,

a) Bajo condiciones de esterilidad se tripsinizan los cultivos de hADSCs y cADSCs, se cuentan las células

en camara de Neubauer y se siembran en placas de 24 pocillos a una densidad de 10.000 cel/cm? con

1 mL/pocillo de medio PM.

b) Las placas sembradas se incuban a 37 2C, 5% CO, y 90 % humedad durante tres horas.

c) Tras verificar la correcta adhesidn de las células en el microscopio de contraste de fases, se elimina el

medio de cultivo y se afiade 1 mL/pocillo de medio OM (ver Tabla 11). Se mantienen los cultivos

realizando cambios de medio cada 2-3 dias.

d) Transcurridos 7, 14 y/o 21 dias, se procede a la verificacion del fenotipo osteogénico mediante las

técnicas de tincién con rojo de Alizarina (ver seccion 3.8.2), deteccidn bioquimica de la produccién de

fosfatasa alcalina (ver seccién 3.11) y deteccidn de marcadores osteogénicos mediante PCR en

tiempo real (ver seccién 3.14).
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3.4.2.2 Diferenciacion Adipogénica

a)

b)

d)

Bajo condiciones de esterilidad se tripsinizan los cultivos de hADSCs y cADSCs, se cuentan las células
en camara de Neubauer y se siembran en placas de 24 pocillos a una densidad de 10.000 cel/cm®
con 1 mL/pocillo de medio PM.

Las placas sembradas se incuban a 37 2C, 5 % CO, y 90 % humedad durante 3 horas.

Tras verificar la correcta adhesion de las células en el microscopio de contraste de fases, se elimina
el medio de cultivo y se afiade 1 mL/pocillo de medio AM (ver Tabla 11).

Se mantienen los cultivos durante 21 dias, realizando cambios de medio cada 3-4 dias.

e) Transcurrido el tiempo indicado se procede a la verificacién del fenotipo adipogénico mediante la

tincidén Oil Red (ver seccién 3.8.3).

3.4.2.3 Diferenciacion Miogénica

b)
c)

d)

Bajo condiciones de esterilidad se tripsinizan los cultivos de hADSCs y cADSCs, se cuentan las células
en camara de Neubauer y se siembran en placas de 24 pocillos a una densidad de 10.000 cel/cm?
con 1 mL/pocillo de medio PM.

Las placas sembradas se incuban a 37 2C, 5 % CO, y 90 % humedad durante tres horas.

Tras verificar la correcta adhesidn de las células en el microscopio de contraste de fases, se elimina
el medio de cultivo y se afiade 1 mL/pocillo de medio MM (ver Tabla 11).

Se mantienen los cultivos durante 30 dias, realizando cambios de medio cada 3-4 dias.

e) Transcurrido el tiempo indicado, se procede a la verificacion del fenotipo miogénico mediante

inmunofluorescencia con los anticuerpos anti MyOD y anti Myosin heavy chain (ver seccién 3.9).

3.4.2.4 Diferenciacion Condrogénica

a)

b)

Bajo condiciones de esterilidad se tripsinizan los cultivos de hADSCs y cADSCs, se cuentan las células
en camara de Neubauer y se resuspenden a una densidad de 200.000 cel/mL en medio CM (ver
Tabla 11).

Se transfiere 1 mL de la suspension celular a un tubo de 15 mL y se centrifuga durante 10 min a
1.500 rpm. Se descarta el sobrenadante, se resuspende el sedimento en 1 mL de medio CM vy se

repite la centrifugacion.
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c) Seintroduce el tubo en el incubador y se mantiene a 37 2C, 5 % CO,y 90 % de humedad durante 24
horas.

d) Transcurrido el tiempo se afiade al medio de cultivo TGF-B (10 ng/mL) y se introduce nuevamente
en el incubador.

e) Se mantiene el cultivo durante 28 dias realizando cambios de medio cada 3-4 dias con medio CM
suplementado con TGF-f.

f) Transcurrido el tiempo indicado se procede a la verificacidon del fenotipo condrogénico mediante la

tincion de Azul Alcian (ver seccidn 3.8.4).

3.5 Cultivo celular sobre biomateriales ceramicos de fosfato de calcio

3.5.1 Biomateriales

En el presente estudio se utilizé un material ceramico de beta fosfato tricalcico (B-TCP) denominado
KeraOs y fabricado por la empresa Keramat, S.L. En las fases iniciales del proyecto, este material se
encontraba en fase de desarrollo y fue suministrado en formato de disco y granulado (ver Figura 26). El
material en formato de granulado, era el producto de mayor interés para su aplicacion médica, y
durante el desarrollo del proyecto se registré como un producto comercial denominado KeraOs®. Por su
parte, el material en formato de disco fue proporcionado para facilitar la estandarizacion de la

metodologia, los estudios de biocompatibilidad y el analisis sistematico a nivel celular y molecular.

B )

-

Figura 26. Imagenes representativas del material KeraOs®. A) formato de disco. B) formato granulado.

Con la finalidad de comparar la respuesta celular sobre los granulados KeraOs®, se utilizaron tres
materiales comerciales con el mismo formato, ampliamente utilizados en la regeneraciéon de tejido 6seo

tal como son Bio—Oss®, Cerasorb®y Bone Ceramic®.
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Las principales caracteristicas de todos los materiales se describen a continuacién:

KeraOs® (Keramat, Spain) *>°

: es un material dseo sintético de B-TCP. Tiene una estructura porosa
que ha sido producida empleando un molde de poliuretano. Presenta un sistema de macroporos
interconectados de un tamafo promedio de 300 um y microporos distribuidos de manera uniforme

%0 En el formato de

con un didmetro medio de 1 um. Ademas presenta una porosidad del 27 %
granulado, el tamafio de los granulos oscila entre 0.85 y 0.90 mm. El material proporcionado en

formato de disco tiene una superficie de 2.8 cm’.

Bio-Oss® (Geistlich, Switzerland) *** : es material de hueso bovino inorgénico en forma de granulado
gue contiene calcio y fésforo en un ratio de 2:1 y posee un sistema tipo malla de macro y micro-
poros interconectados. Dado a su origen natural, la porosidad y tamafio de los cristales es similar al

hueso humano. El tamafio de los granulos oscila entre 0.50 y 0.85 mm.

Bone Ceramic® (Straumann, Switzerland) '*: es un material 6seo de origen sintético en forma de

granulado. Es un fosfato de calcio bifasico (BCP) constituido de 60% hidroxiapatita (HA) y 40 % beta
fosfato tricdlcico (B-TCP). Tiene una porosidad del 90 % y sus macroporos tienen un didmetro de 100-

150 um de diametro(Kauschke, et al., 2006). El tamafio de los granulos oscila entre 0.85 y 0.90 mm.

183, es un material de origen sintético en forma de granulado

Cerasorb® (Curasan, Germany)
constituida por B-TCP puro (pureza > 99 %). Posee un sistema de poros con un tamafo que varia
entre 0.1y 20 um y estan interconectados. Su porosidad es de 35 % £ 5 % y el tamafio de los granulos

oscila entre 0.55 y 0.85 mm.

Biomaterial Composicion Quimica Abreviacion Formato Tamaiio

KeraOs Fosfato beta tricalcico (B-TCP) KOd Disco 2.8cm’
KeraOs® Fosfato beta tricalcico (B-TCP) KO Granulado 0.85-0.90 mm
Bio-Oss® Hueso bovino BO Granulado 0.50 - 0.85 mm
Bone Ceramic®  Fosfato de calcio bifasico (BCP) BC Granulado 0.50 - 0.85 mm
Cerasorb® Fosfato beta tricalcico (B-TCP) CS Granulado 0.85-0.90 mm

Tabla 17. Biomateriales utilizados en el estudio.
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3.5.2 Cultivo celular sobre biomateriales: acondicionamiento, aplicacion de

recubrimientos y siembra celular.

La siembra y cultivo de las células ha sido adaptado segun el formato de disco o granulados de los

biomateriales. Los protocolos llevados a cabo se describen a continuacion:
3.5.2.1 Discos
Los discos han sido suministrados en bolsas individuales selladas y estériles. Veinticuatro horas antes de

la siembra se transfieren a placas de 24 pocillos (un disco/pocillo) y se colocan tal como se muestran en

la Figura 27.

Pocillo Adyacente
(vacio)

Disco ——

Pocillo g

OOO®
9.00¢,
COOO
QOO0
COOO
OO0

Figura 27. Configuracion de discos de B-TCP (KOd) en placas de 24 pocillos antes de la siembra celular.

Seguidamente se aplica el siguiente procedimiento:

a) Se hacen dos lavados a cada disco con 1 mL/pocillo de D-PBS con la finalidad de eliminar los restos
solubles o sélidos del material.

b) Se elimina todo el liquido residual y se deja la placa abierta al menos una hora dentro de la campana
de flujo laminar para favorecer el secado completo del material.

¢) Seguidamente se continda con alguna de las siguientes opciones:

» Acondicionamiento de discos: se agregan 75 pL/disco de medio PM sin FBS sobre el disco y se
incuba durante 24 horas a 37 °C.

> Aplicacién de recubrimientos:
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Se agregan 75 pl/disco de la solucién de fibronectina (FN) a una concentracion de 5
ng/cm?. Se distribuye la solucion de FN gota a gota por la superficie del disco.

Se incuban las muestras durante 24 horas a 37 °C.

Finalizado el tiempo de incubacion se realiza un lavado con 1 mL/disco de D-PBS y se

elimina todo el liquido residual.

d) Una vez acondicionados o recubiertos, se realiza la siembra de células sobre los discos (ver Figura

28), siguiendo los pasos que se indican a continuacion:
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Cultivos de células HDF, hADSCs, o cADSCs se tripsinizan, se cuentan las células en
camara de Neubauer y se resuspenden en medio PM a las concentraciones indicadas en
la Tabla 18. La densidad inicial de siembra se ha ajustado en funcion del tipo celular y

tiempo de estudio tras realizar experimentos de estandarizacion.

Tipo celular  N2cel/cm®> N2 cel/ disco N2 cel/mL Tiz;‘s;:e
HDF 7.500 20.000 400.000 7 dias
HDF 4.000 10.800 216.000 21 dias

hADSCs 10.000 27.000 540.000 21 dias
cADSCs 4.000 10.800 216.000 21 dias

Tabla 18. Densidad de siembra de células HDF, hADSCs y cADSCs en discos KeraOs (KOd).

Se distribuyen 50 uL de la suspensidn celular gota a gota en la superficie de cada disco y
se incuban las muestras a 37 2C, 5 % CO, y 90 % humedad durante 3 horas para
favorecer la adhesion de las células.

Con una pinza estéril se transfiere cada disco al pocillo adyacente de la placa. Este paso
permite separar la poblacién de células adheridas al disco de aquellas que no se han
adherido y quedan unidas al plastico del pocillo inicial.

Se afiaden 1.5 mL/pocillo de medio PM o OM con 10% de Alamar Blue®® (AB) tanto a
las células adheridas al disco como a las no adheridas para cuantificar la viabilidad
celular y el porcentaje de adhesién (ver seccién 3.7).

Se realizan cambios de medio cada 3 dias durante todo el periodo del experimento.

La respuesta celular se evalla con los siguientes parametros:



- Proliferaciéon celular mediante el ensayo Alamar Blue® (ver seccién 3.7).

- Morfologia celular mediante microscopia estereoscépica, confocal y/o electrénica (ver

seccién 3.10).
- Fenotipo osteogénico mediante la cuantificacién de la tincién Rojo de Alizarina (ver
seccidén 3.8.2), actividad bioquimica de la enzima ALP (ver seccidn 3.11) y expresion de

marcadores genéticos mediante PCR en tiempo real (ver seccién 3.14).
Es importante destacar que paralelamente a la siembra de discos, se sembraron células sobre placas de

plastico de 24 pocillos (controles) empleando la misma densidad celular (cel/cm?) para cada tipo celular

que se indica en la Tabla 18.

Suspension
B
celular ?
: Pocillo
. adyacente
Disco

Incubacién (3h, 37°C, 5% CO,)

Trasferenciadel disco al
pocillo adyacente

Células no
adheridas

Células adheridas
al disco

Células no adheridas Disco con células
al disco adheridas

Figura 28. Representacion grafica del proceso de siembra celular sobre discos de B-TCP y separacion de células
adheridas y no adheridas al disco.
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Los fibroblastos HDF (ver seccion 3.2.5) se han utilizado para la puesta a punto de la metodologia y la
comprobacion de la biocompatibilidad del material, tal como lo establece la ISO 10993-5 (Biological
evaluation of medical devices). En este sentido el procedimiento que se muestra en esta seccion es el
protocolo definitivo que se ha seleccionado una vez que se han probado varias condiciones que afectan
de manera importante el comportamiento de las células (adhesién y proliferacion) al ser cultivadas
sobre el biomaterial. Teniendo en cuenta la importancia del proceso de estandarizacion en este trabajo

a continuacion se indican las condiciones que se han ensayado empleando cultivos celulares de HDF:

A. Densidad inicial de siembra (N2 cel/disco): 12.000 y 20.000 cel/disco
B. Relacion del volumen de acondicionamiento y siembra de discos (uL/uL): 100/50; 75/50 y 75/25.

C. Proteinas de recubrimiento y concentraciones (ver Tabla 19).

Recubrimiento Abreviacion Concentracion
Fibronectina FN 5 pg/cm?y 2 pg/cm?
Colageno tipo | coL 5 pg/cm’y 2 pg/cm?
Fibronectina/Colageno FN/COL Mezcla 1:1
Albimina HSA 1%
Plasma AB P 50y 100%

Tabla 19 . Proteinas y concentraciones probadas para el recubrimiento de discos KeraOs (KOd).

3.5.2.2 Granulados

Los cuatro tipos de materiales (ver tabla Tabla 17) han sido suministrados en frascos de cristal estériles

que contienen un gramo del material en formato de granulado. Veinticuatro horas antes de la siembra

™
I

se transfieren 500 mg de los granulados BO, BC, CS y KO a placas de 12 pocillos (Netwell ™ Inserts,

Corning) que contienen unos insertos constituidos por una malla de poliéster de 100um (ver Figura 29)

Figura 29. Fotografia de granulados Bio-Oss’ (BO),
Bone Ceramic (BC), Cerasorb (CS)y KeraOs (KO) en
placas Netwell™ .
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Seguidamente se aplica el siguiente procedimiento:

a) Se realizan dos lavados con 2 mL/pocillo de D-PBS con la finalidad de eliminar los restos solubles o

solidos del material.

b) Se elimina completamente el liquido residual y se deja la placa abierta al menos una hora dentro de

la campana de flujo laminar para favorecer el secado completo del material.

¢) Seguidamente se continta con alguna de las siguientes opciones:

» Acondicionamiento de discos: se agregan 500 pL/pocillo de medio PM sin FBS en la superficie

del disco y se incuba durante 24 horas a 37 °C.

> Aplicacién de recubrimientos:

Se agregan 500 pL de la solucidn de recubrimiento a las concentraciones indicadas en la
Tabla 20 distribuyéndolas gota a gota por la superficie de los granulados.

Se incuban las muestras durante 24 horas a 37 °C.

Finalizado el tiempo de incubacidn se realiza un lavado con 2 mL/pocillo de D-PBS y se

elimina todo el liquido residual.

Es importante destacar que la aplicacidon de recubrimientos sobre material granulado, se realiz

Unicamente sobre KeraOs® (KO)

Recubrimiento Abreviacion Concentracion
Fibronectina FN 5 ug/cm?’
Colageno tipo | coL 5 pg/cm?

Fibronectina/Colageno

2
(1:1) FN/COL 5 pg/cm

Tabla 20. Proteina de matriz extracelular (ECM) utilizada para el recubrimiento de granulados KeraOs' (KO).

d) Una vez acondicionados o recubiertos, se realiza la siembra de células sobre los granulados (ver

Figura 31 ) siguiendo los pasos que se indican a continuacion:

Cultivos de células HDF, hADSCs o cADSCs se tripsinizan, se cuentan las células en

camara de Neubauer y se resuspenden en medio PM a las concentraciones indicadas en
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la Tabla 21. La densidad inicial de siembra se ajusta en funcién del tipo celular y tiempo

del estudio, tras realizar experimentos de estandarizacion.

Tipo celular Ne cel/cm’ N*—’gcr?l{uslggomg it Ti:g:;: :
HDF 7.500 30.000 60.000 7 dias
HDF 4.000 16.000 32.000 21 dias

hADSCs 10.000 40.000 80.000 21 dias
cADSCs 7.500 30.000 60.000 21 dias

Tabla 21. Densidad de siembra de fibroblastos dérmicos (HDF), células madre de tejido
adiposo humanas (hADSCs) y células madre de tejido adiposo canino (cADSCs) sobre
granulados Bio-Oss (BO), Bone Ceramic (BC), Cerasorb (CS)y KeraOs (KO).

Se distribuyen 500 pL de la suspension celular gota a gota por la superficie de los
granulados (ver detalle en la Figura 30) y se incuban las muestras a 37 C, 5 % de CO, y

90 % humedad durante 3 horas para favorecer la adhesidn de las células.

Suspension
celular

500gm Granulado
Inserto Malla (100 pm)

& pocillo

Figura 30. Representacion esquematica de la siembra celular sobre granulados Bio-Oss (BO),
Bone Ceramic (BC), Cerasorb (CS)y KeraOs (KO) colocados en placas Netwell™.

Tras las 3 horas de incubacidn, se transfiere cada inserto a una nueva placa. Este paso
permite la separacion de la poblacion de células que se han adherido al material
(constructos células-granulado) de las que no, las cuales pasan a través de la malla de

100 pum y quedan unidas al plastico del pocillo inicial.



e Se afiaden 1.5 mL/pocillo de medio PM o OM con 10 % de AB tanto a las células
adheridas al material (constructos células-granulados) como a las no adheridas (las que
han quedado en el pocillo inicial) para cuantificar la viabilidad celular y calcular el
porcentaje de adhesién (ver seccién 3.7).

e Se realizan cambios de medio cada 3 dias durante todo el periodo del experimento.

e Larespuesta celular se evalla con los siguientes parametros:

- Proliferacidn celular mediante el ensayo Alamar Blue® (ver seccion 3.7).

- Morfologia celular mediante microscopia estereoscépica, confocal y/o electrénica (ver
seccién 3.10).

- Fenotipo osteogénico mediante la cuantificacién de la tincién Rojo de Alizarina (ver
seccion 3.8.2), actividad bioquimica de la enzima fosfatasa alcalina (ver seccién 3.11) y

expresion de marcadores genéticos mediante PCR en tiempo real (ver seccién 3.14).

‘Y

Células adheridas al
material granulado

&t

gL Tt iting
Células no adheridas oo
que pasan a través de

la malla

N

Células que han
pasado a través de la

Q -': -!. D
malla y se han Células Células adheridas al
adherido al fondo de @ no material (constructos

la placa adheridas  células-granulado)

Figura 31. Esquema representativo de la siembra y separacion de células adheridas y no adheridas a granulados.
Una porcidn de las células sembradas (puntos rojos) se adhieren al material localizado en la parte superior del
inserto, mientras que las no adheridas pasan a través de la malla y se adhieren al fondo del pocillo (A). Después de
3 horas de incubacién (372C, 5% CO,) las células estan adheridas al material o al fondo del pocillo (B). Los insertos
con los constructos células-granulado son transferidos a pocillos de una nueva placa quedando asi completamente
separadas las células adheridas de las no adheridas al material (C). Finalmente se afiaden 2 mL de medio de cultivo
a ambos pocillos (D).

Paralelamente a la siembra de granulados, se siembran células sobre placas de plastico de 12 pocillos
(controles) empleando la misma densidad celular (cel/cm?) para cada tipo celular que se indica en la
Tabla 21. Por otra parte indicar nuevamente que los fibroblastos HDF se han utilizado para la puesta a
punto de la metodologia y la comprobacion de la biocompatibilidad del material KO, tal como lo

establece la norma ISO 10993-5 (Biological evaluacion of medical devices).
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3.6 Cocultivos de hADSCs y HUVEC

La interaccién in vitro de células hADSCs y HUVEC se ha evaluado cultivando las células en proporcion

6:1 respectivamente, sobre placas de plastico y el biomaterial KeraOs en formato disco (KOd) con y sin

recubrimiento de FN en diferentes medios de cultivo celular (EBM-2, EGM-2, OM) durante 7 dias. El

protocolo que se llevé a cabo se describe a continuacién:

a)

b)

d)

e)

f)

g)

h)

Cultivos de hADSCs se tripsinizan y se marcan con el colorante de membrana Vybrant™ (ver Tabla

14) como se indica a continuacién:

e Seresuspenden las células hADSCs en DMEM 1 g/La una densidad de 1x10° cel/mL.

e Por cada mL de suspension celular se afiaden 5 pL de Vybrant-DIL (marcaje rojo) y se
incuban durante 20 min a 37 °C.

e Se centrifugan durante 5 min a 1.500 rpm. Se elimina el sobrenadante y se resuspende el
sedimento en DMEM 1g/L. Se repite dos veces este paso para eliminar el exceso de

colorante.

Una vez marcadas se siembran a una densidad de 60.000 cel/cm? en placas de plastico de 12 pocillos
con 2 mL/pocillo de medio PM o 50 pL/disco sobre el material KOd previamente acondicionado o
cubierto con FN (5 pg/cm?).

Se incuban las placas durante 3 horas a 37 2C, 5 % CO, y 90 % humedad para favorecer la adhesién
celular.

Tras el tiempo de incubacién se verifica en el microscopio de fluorescencia tanto el marcaje como la
adhesioén de las células hADSCs a las placas de cultivo.

Se tripsinizan cultivos de células HUVEC (seccion 3.2.6) y se marcan con el colorante de membrana
Vybrant-DIO (marcaje verde). El procedimiento es el mismo que el descrito en “a”.

Se elimina el medio de cultivo de las hADSCs adheridas y sobre éstas se siembran las células HUVEC
marcadas a una densidad de 10.000 cel/cm? con 2 mL/pocillo de medio BM en el caso de placas de
12 pocillos, o en 50 pL/disco de medio BM en el caso del biomaterial KOd.

Se incuban las placas durante 2 horas a 37 2C, 5 % CO, y 90 %. Tras el tiempo de incubacién se
eliminan los medos de cultivo y se sustituyen por 2mL/pocillo o 2mL/disco de medios OM, EBM-2 o
EGM-2 (ver Tabla 11).

Se verifica en el microscopio de fluorescencia la presencia de los dos tipos celulares (hADSCs

marcadas en rojo y HUVEC marcadas en verde).
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i) Tras 7 dias de cultivo se hace el aislamiento de RNA (ver seccidn 3.12), para la cuantificacion de la
expresion de genes involucrados en rutas osteogénicas y angiogénicas mediante PCR en tiempo real

(ver Seccidn 3.14) y deteccidén de CD31 y a-SMA por inmunofluorescencia (seccion 3.9).

3.7 Adhesidn y proliferacion: viabilidad celular con Alamar Blue®

Alamar Blue® (AB) es un indicador REDOX disefiado para cuantificar la viabilidad celular a través de la
deteccién de su actividad metabdlica. Al afiadir AB al medio de cultivo, éste entra en las células y es
reducido por varias moléculas involucradas en la cadena de respiracién tales como NADH, NADPH,
citocromos, entre otros. En su forma oxidada es de color azul y no emite fluorescencia, mientras que su
forma reducida es de color rojo y emite fluorescencia con un rango de excitacidon de 530 a 560 nm. La
cantidad de color y emisién de fluorescencia en estado reducido es proporcional al nimero de células

vivas presentes en el cultivo.

La principal ventaja del AB es que no es téxico para las células, lo que permite medir la viabilidad celular
de una misma muestra a lo largo del tiempo y por ende cuantificar la proliferacién celular. La

metodologia utilizada se describe a continuacién:

a) Se aspira el medio de cultivo de discos, granulados, células no adheridas y/o controles; y se afiade
medio PM u OM con 10 % de AB. El volumen que se afiade es de 1 mL/pocillo en placas de 24
pocillos y 2.5 mL/pocillo en placas de 12 pocillos.

b) Seincuban las muestras durante 4 horas a 37 2C, 5% CO, y 90 % humedad.

¢) Transcurrido el tiempo se toma una alicuota de 100 pL del medio de cultivo de cada muestra y se
transfiere a un pocillo de placas de 96 pocillos. Se hacen triplicados de cada muestra.

d) Finalmente se hace la lectura de la placa en fluorimetro utilizando los valores de excitacidon-emision

530-590nm.

El porcentaje de adhesion de células viables a discos o granulados, se ha calculado aplicando la

siguiente formula con los datos de viabilidad obtenidos:

. _ Donde FI CA son valores de fluorescencia de células

9% Adhesién =| — X FI_CA x100 @adheridas al biomateriall(disco o ,granulado) y Fl CNA son
X FI CA + X FICNA valores de fluorescencia de células no adheridas al
\_ J biomaterial.
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La proliferacion se determiné como cambios en los valores de fluorescencia a lo largo del tiempo de
estudio (0, 3, 5, 7, 14 y 21 dias) en células crecidas sobre los biomateriales y sobre plastico (controles).
Es importante destacar que se realizaron curvas estandar y se determind que dentro del rango de
células que se emplea se mantiene una relacidn lineal entre el niumero de células y los valores de

fluorescencia.

3.8 Histoquimica

Para la identificacion de células y determinados compuestos quimicos de interés, en el presente trabajo

se emplearon las tinciones histoquimicas que se describen a continuacion:

3.8.1 Azul de Toluidina

Es un colorante basico con propiedades ortocromaticas (tifie de color azul) o metacromaticas (tifie de
color violeta-purpura) dependiendo del pH y la naturaleza quimica de la muestra. En el presente estudio
esta tincidn se ha utilizado para teiiir las células cultivadas sobre los biomateriales y el procedimiento se

describe a continuacion:

a) Se aspira el medio de cultivo y se realizan dos lavados con 2 mL/muestra de D-PBS Ca** Mg™".

b) Se fijan las muestras con 2 mlL/muestra de paraformaldehido (PF) al 4% durante 10 min a
temperatura ambiente.

¢) Se hacen 4 lavados 2 mL/muestra de D-PBS.

d) Se afiaden 4 mL/muestra de Azul de toluidina al 1 % y se incuban las muestras durante 20 min a
temperatura ambiente.

e) Se realizan varios lavados con 2 mL/muestra de D-PBS (por lo menos 5) hasta eliminar todo el exceso
de colorante.

f) Por ultimo se observan las muestras en el microscopio estereoscdpico.

3.8.2 Rojo de Alizarina

Es una tincion ampliamente utilizada para la deteccién de deposiciones de calcio en tejidos o cultivos
celulares. La reaccién de Alizarina no es especifica del calcio, puesto que también reacciona con el
manganeso, magnesio y bario, entre otros. Sin embargo, estos elementos no estdn en una

concentracién lo suficientemente elevada en los tejidos o cultivos celulares como para ser detectados.
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Durante un proceso de quelacidn, el calcio forma con la Alizarina un complejo cuyo producto final es de
color rojo y refringente. En el presente trabajo esta tincidn se ha utilizado con la finalidad de revelar
fases tempranas de mineralizacion de la matriz extracelular (ECM) en cultivos de células madre
mesenquimales inducidas a diferenciacién osteogénica tanto en pldstico como en biomateriales. EL

procedimiento se detalla a continuacién:

a) Se aspira el medio de cultivo y se realizan dos lavados con 2 mL/muestra de D-PBS Ca** Mg”".

b) Se fijan las muestras con 2 mlL/muestra de paraformaldehido (PF) al 4% durante 10 min a
temperatura ambiente.

c) Se hacen 4 lavados con 2 mL/muestra de D-PBS

d) Se afaden 2 mL/muestra de Rojo de Alizarina al 2% y se incuba durante 20 min a temperatura
ambiente.

e) Se realizan varios lavados con 2 mL/muestra de D-PBS hasta eliminar todo el exceso de colorante.

f) Finalmente se observan las muestras tridimensionales (cultivos sobre discos o granulados) con
microscopio estereoscdpico o con microscopio de contraste de fases en el caso de cultivos sobre

plastico.

3.8.3 Oil Red

Pertenece al grupo de los lisocromos, sustancias capaces de disolverse en los lipidos (acidos grasos,
colesterol, fosfoglicéridos, esfingolipidos o Glucolipidos) y colorearlos de color rojo. En el sentido
estricto los lisocromos no son colorantes, sino sustancias coloreadas solubles en lipidos o en sustancias
no liposolubles (como alcoholes de baja concentracidn) y que no se unen a otras estructuras tisulares.
En el presente estudio se ha utilizado esta tincidon para detectar la formacion de lipidos en el citoplasma
de de células madre mesenquimales inducidas a diferenciacién adipogénica. El procedimiento se indica

a continuacion:

a) Se aspira el medio de cultivo y se realizan dos lavados con 2 mL/muestra de D-PBS Ca** Mg”".

b) Se fijan las muestras con 2 mL/muestra de paraformaldehido (PF) al 4 % durante 10 min a
temperatura ambiente.

c) Se afiade 1 mL/muestra de isopropanol al 60 % y se incuban durante 5 min a temperatura ambiente.

d) Se elimina el isopropanol y se afiaden 500 puL/muestra de Oil Red 0.1 %. Se incuba durante 5 min a
temperatura ambiente.

e) Se hacen varios lavados con agua destilada hasta eliminar por completo el exceso de colorante.

f) Finalmente se observan las muestras en el microscopio.
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3.8.4 Azul Alcian

El Azul Alcian es una sustancia catidnica que se une a grupos acidos formando compuestos salinos a pH
acido. Su color es azul debido a que posee un atomo de cobre en la molécula. Al ser una sustancia bdsica
muestra afinidad por los grupos carboxilos, sulfatos de proteoglicanos y mucopolisacaridos coloreando
el tejido cartilaginoso de color azul- verdoso.

En el presente trabajo esta tincidn sirvié como marcador de diferenciacién en cultivos de células madre

mesenquimales inducidas a diferenciacién condrogénica. El procedimiento se describe a continuacion:

a) Se aspira el medio de cultivo y se realizan dos lavados con 2 mL/muestra de D-PBS Ca** Mg”".

b) Se fijan las muestras con 2 mL/muestra de paraformaldehido (PF) al 4 % durante 10 min a
temperatura ambiente.

c) Se afiaden 2 mlL/muestra de Azul Alcian al 1 % y se incuban durante 2 horas a temperatura
ambiente.

d) Se realizaron varios lavados con agua corriente hasta eliminar el exceso de colorante.

e) Se observa macroscopicamente la muestra y se hace un registro fotografico con camara digital.

f) Una vez tefiidas las muestras se deshidratan en una bateria de alcoholes (Etanol 50 %, 70 %, 80 %,
96 % y 100 %), se incluyen en parafina y se realizan cortes histoldgicos de 7 um con micrétomo.

g) Finalmente se realiza la observacién de cortes histoldgicos en el microscopio directo.

3.9 Inmunofluorescencia

Es una técnica que permite la deteccidon y localizacion de proteinas o moléculas presentes en tejidos y
células, empleando anticuerpos de alta especificidad unidos quimicamente a una sustancia fluorescente
denominada fluorocromo. En el presente estudio se realizd la técnica de inmunofluorescencia indirecta
que hace uso de un anticuerpo primario que reconoce y se une a la molécula diana; y un anticuerpo
secundario que esta unido a un fluorocromo y es el que reconoce al primario. La descripcién de los

anticuerpos utilizados se muestra a continuacion en la Tabla 22.

El protocolo utilizado se describe a continuacidn:

a) Se elimina el medio de cultivo y se realizan dos lavados de la muestra con 2 mL/muestra de D-PBS
Ca**> Mg™".

b) Se afiaden 2 mL de tampdn TF (ver Tabla 7) y se incuban las muestras durante 15 min a temperatura
ambiente.

c) Se retira el tampdn TF y se hacen 3 lavados de 5 min con 2 mL/muestra de tampdn TL (ver Tabla 7).
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d)

Se afladen 2 mL/muestra del tampdn TP (ver Tabla 7) y se incuba la muestra durante 7 min a

temperatura ambiente.

e) Se hacen 3 lavados de 5 min con 2 mL/muestra de tampon TL.
f) Se afiaden 2 mL/muestra de tampdn TB (ver Tabla 7) y se incuba durante 30 min a temperatura
ambiente.
g) Se elimina el tampdn TB y se afiaden 100 pL/muestra del anticuerpo primario (1:200) y se mantiene
durante toda la noche a 4 °C.
h) Se hacen 3 lavados de 5 min con 2 mL/ muestra de tampdn TL.
i) Se afaden 100 plL/muestra del anticuerpo secundario (1:2000) y se incuba durante 1 hora a
temperatura ambiente protegido de la luz.
j) Se hacen 3 lavados de 5 min con 2 mL/muestra de tampdn TL.
k) Con la finalidad de tefiir los nucleos, se afiaden 100 pL/muestra de bisbenzimida (5ug/mL) y se
incuba durante 7 min a temperatura ambiente.
1) Se hacen 3 lavados de 5 minutos cada uno con 2 mL/muestra de tampdn TL y se observan las
muestras por microscopia de fluorescencia.
Antigeno Es?ecie Tipo Casa. Referencia Aplicacién
huésped comercial
MyoD Humano Raton Primario Santa Cruz Sc-32758 Diferenciaciéon miogénica
wzﬂg)h:jr\;éizam Raton Primario Sz?:r::f(i)c MA1-16774 Diferenciacién miogénica
C!uster Of . . . . Cocultivos: marcaje de
differentiation Ratén Primario Santa Cruz SC-81158 ,
31(CD31) humano células HUVEC
Alfa Smooth muscle
actin (a-SMA) Conejo Primario Abcam Ab5694 Cocultivos
humano

Reconocimiento de

Goat anti Mouse

alexa 488 (green)

Secundario Invitrogen A21121 anticuerpos primarios
MyoD, MyHCy CD31

Tabla 22. Anticuerpos empleados para la técnica de inmunofluorescencia.
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3.10 Microscopia

3.10.1 Confocal

La microscopia confocal, permite la obtencién de imagenes tridimensionales de muestras de cierto
grosor que por lo general son marcadas con sondas fluorescentes. Se basa en la realizacién de secciones
Opticas de la muestra al enfocar diferentes planos de la misma mientras se elimina la luz que proviene
de los planos fuera de foco, obteniendo asi una imagen nitida del plano de foco. La integracidn de todas
las secciones épticas permite la reconstruccion de una imagen tridimensional con una alta resolucion.

La observacidon por microscopia confocal de células hADSCs y cADSCs cultivadas sobre biomateriales
(discos y granulados) después de 21 dias de cultivo, se realizd6 mediante la tincién de los filamentos de

actina con Falloidina-TRIC y los nucleos celulares con bisbenzimida tal como se describe a continuacién:

a) Se aspira el medio de cultivo y se realizan dos lavados de los constructos células-biomaterial con 2
mL/muestra de D-PBS.

b) Se afiaden 2 mL/muestra de PF al 4 %y se incuba durante 10 min a temperatura ambiente.

¢) Se hacen 3 lavados con 2 mL/muestra de D-PBS.

d) Se afiade 1 mL/muestra de Falloidina (0.2 M) y se incuba 1 hora a temperatura ambiente protegido
de la luz.

e) Se hacen 3 lavados de 5 min con 2 mL/muestra de tampdn TL.

f) Se afaden 1 mlL/muestra de bisbenzimida (5 pg/mL) y se incuba durante 7 min a temperatura
ambiente protegido de la luz.

g) Se preparan placas de petri de 33 mm con 50 pL de medio de montaje Fluoromount y se trasfieren
los constructos células-biomaterial.

h) Se hace la observacién y registro de imagenes con Microscopio Confocal.

3.10.2 Electrénica de Barrido (SEM)

La microscopia electrénica de barrido se basa en el barrido de una muestra recubierta con una capa fina
de metales pesados por un haz focalizado de electrones que son dispersados de manera diferencial en
funciéon de la morfologia de la muestra y que permiten la generacidon de una imagen bidimensional de la
superficie de la muestra. La preparacion de muestras para SEM de células hADSCs y cADSCs cultivadas

sobre biomateriales (discos y granulados) luego de 21 dias de cultivo se describe a continuacion:
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a)

b)

c)

d)

e)

f)

g)

Se elimina el medio de cultivo y se lavan las muestras con 2 mL/muestra de Tampdn PB 0.1 M.

Se fijan las muestras afiadiendo 2 mL/muestra de PF 4 % y se incuban durante 2 horas a
temperatura ambiente bajo agitacion.

Se elimina la solucion de fijacidn y se hacen 4 lavados con PB 0.1 M durante 10 min a temperatura
ambiente bajo agitacion.

Se afiaden 2 mL/muestra de Osmio al 1% y se incuban durante 1 hora a 42C en agitacién.

Se deshidratan las muestras con una bateria de etanoles 50, 70, 90, 95 y 100 %.

Se transfieren las muestras al servicio microscopia de barrido del CCiTUB, para la realizacidn del
punto critico y recubrimiento de la muestra con elementos conductores oro (Au).

Finalmente se realiza la observacién y registro de imagenes en microscopio electrénico de barrido.

3.11 Deteccion bioquimica de fosfatasa alcalina

La cuantificacion de la enzima fosfatasa alcalina (ALP) en cultivos celulares se ha realizado con el kit

Sensolyte pNPP Alkaline Phosphatase Assay (ver Tabla 10). Es un ensayo colorimétrico que utiliza el

pNPP (p-Nitrofenil phosfato) como sustrato de la fosfatasa alcalina, generandose un producto de color

amarillo que puede ser detectado mediante espectrofotometria. El protocolo utilizado se describe a

continuacion:

a)

b)

f)
g)

h)

Se aspira el medio de cultivo y se lavan las células dos veces con 1 mL/ muestra buffer de lisis 1X.

Se afladen 250 pL/cm? de buffer de lisis con 0.2 % de tritén X-100 y se pipetea numerosas veces para
lisar todas las células adheridas.

Se transfiere la muestra a un tubo eppendorf y se incuba durante 10 min a 42C bajo agitacion para
favorecer la lisis celular.

Se centrifugan las muestras a 2.500 g durante 10 min a 4 2C y se transfiere el sobrenadante a un
nuevo tubo.

En una placa de 96 pocillos se afiaden 50 pL/pocillo del sobrenadante obtenido (muestra) por
triplicado. Seguidamente se afiaden 50 pL/pocillo de “PNPP solution substrate”.

Se coloca la placa en agitacion durante 30 seg y se incuba durante 20 min a 37 oC.

Transcurrido el tiempo se afiaden 50 plL/pozo de la “stop solution” y se coloca la placa durante 1 min
en agitacion.

Finalmente se realiza la lectura de absorbancia a 450 nm en espectrofotémetro.
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Para calcular la concentracién (ng/mL) de la enzima en las muestras extraidas de los cultivos celulares,

se realiza paralelamente una curva patron empleando las concentraciones 0, 3.1, 6.2, 12.5, 25 y 50

ng/mL de “Alkaline phosphate standard”. Adicionalmente se determina la concentracidn de proteina

total de cada muestra a través del ensayo colorimétrico BCA (ver Tabla 10). En este sentido los

resultados fueron expresados como (ng/mL ALP)/mg proteinas totales.

3.12 Aislamiento de RNA

La lisis y extraccién de RNA de los cultivos celulares se realizé mediante el método fenol-cloroformo. En

la fase inicial del proceso de extraccion se ha utilizado el reactivo Trizol® (ver Tabla 11) que es una

solucidon monofasica que contiene fenol y isotiocianato de guanidina. El protocolo empleado se describe

a continuacion:

b)

f)

g)

h)

i)

Se elimina el medio de cultivo y se aflade 1 mL/muestra de Trizol® por cada 10 cm? de superficie de
placa de plastico. El mismo volumen fue afadido por cada disco de B-TCP o por cada 0.5 g de
granulado.

Se homogeniza la solucién por pipeteo para favorecer la lisis celular.

Se trasfieren los lisados a tubos eppendorf y se incuban durante 5 min a temperatura ambiente para
permitir la disociacién completa de los complejos nucleo-protéicos.

Se afaden 0.2 mL de cloroformo por cada mL de Trizol empleado, se agitan vigorosamente las
muestras durante 15 seg y se incuban durante 3 min a temperatura ambiente.

Se centrifugan a 12.000 g durante 15 min a 4 9C, obteniéndose las fases que se indican en la Figura
32.

Se transfiere la fase acuosa a un tubo eppendorf nuevo y se afladen 0.5 mL de isopropanol 100 %
por cada mL de Trizol utilizado.

Se incuban las muestras durante 10 min. y se centrifugan a 12.000g durante 10 min. a temperatura
ambiente.

Se elimina el sobrenadante y se resuspende el sedimento con 1 mL de etanol 75 % por cada mL de
Trizol utilizado. Se mezcla brevemente empleando vortex.

Se centrifugan las muestras a 7.500g durante 5 min, se elimina el sobrenadante y se dejan abiertos
los tubos durante 10 min a temperatura ambiente para favorecer la evaporacién completa del
etanol.

El sedimento obtenido (que corresponde al RNA) se resuspende en 30 uL de agua libre de RNasas

(sin DEPC) y se incuban durante 15 min a 60 C.
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k) Finalmente se determina su concentracidn y ratio empleando placa NanoQuant (TECAN) y lector

Infinity 200 PRO (TECAN).

1]

4]

Fase acuosa: RNA

Fase viscosa: DNA

Fase fenol-cloroformo: proteinas

3.13 Retro-trascripcion

Figura 32. Aislamiento RNA con Trizol

3.13.1 Retro-trascripcion de muestras para PCR en tiempo real

La retro-transcripcién se realizé utilizando el KIT SuperScrtipt™ 1l First-Strand Synthesis SuperMix (ver

Tabla 13) unicamente en aquellas muestras que se han utilizado para la deteccion de marcadores

genéticos mediante PCR en tiempo real. El protocolo se describe a continuacién:

a) Para cada muestra 1 pg de RNA se mezcla con 10 pL de “2X RT reaccion mix” y 2 pL de “RT Enzyme

mix”, en un volumen final de 25 pL.

b) Seintroducen las muestra en el termo-ciclador utilizando el siguiente programa de temperaturas:

L] o 10 min
50 eC ---mmmmmmm- 30 min
37 9C —--mmemmmee 20 min

¢) La calidad de la muestra se verifica empleando el marcador 18S mediante PCR en tiempo real (ver

seccion 3.14).
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3.13.2 Retro-transcripcion de muestras para qPCR-array

La retro-transcripcion se realizé utilizando el Kit RT? First Strand cDNA kit (ver Tabla 13) Gnicamente en
aquellas muestras que se han utilizado para la deteccidon de un perfil de marcadores osteogénicos

mediante gPCR-array. El protocolo se describe a continuacién:

a) Para cada muestra, entre 10 ng y 1 ug de RNA se mezclan con 2 pL de “buffer GE” en un volumen
final de 25 pL. Se agita suavemente la mezcla y se incuba a 429C durante 5 min para favorecer la
eliminacion de DNA gendmico en la muestra.

b) Para cada muestra se preparan 10 pL de la cocktail de retro-transcripcion mezclando los reactivos

gue se indican a continuacidn en tubos de PCR:

BC3 (5X DUFFET 3) e s 4l
P2 (Primer & external control mix) ........cceceeeeeneeene. 1uL
RE3 (RT €nzyme MiX 3) .ccoevvceireeeveeeireee e 2 uL
ABUQ ittt st e e et re e 3uL

¢) Se anaden 10 pL del cocktail de retro-transcripcion a los 10 pL de la mezcla de cDNA obtenidos en
“a” y se agitan suavemente.
d) Seincuban las muestras durante 15 min a 92 9C, y seguidamente durante 5 min a 95 °C.

e) Seafaden 91 pL de agua a cada muestra y se guardan a -202C hasta su posterior uso.

3.14 Reaccidn en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR)

Es una variante de la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) que permite determinar la
cantidad de un gen o secuencia diana que estd presente en una muestra, monitoreando el proceso en
tiempo real. Se basa en la deteccién de fluorescencia producida por una molécula reportera (Ej.
SybrGreen) que se unen al DNA de doble cadena. Dicha fluorescencia, incrementa a medida que se
acumula el producto de la PCR con cada ciclo consecutivo, lo que hace que sea un producto

cuantificable en la fase exponencial de la reaccién.

En el presente estudio se ha utilizado el Kit SyBRGreenER™ gPCR SuperMix 2X (ver Tabla 13). Los
cebadores se muestran en la Tabla 23 y han sido disefiados utilizando el software Primer 3 de la
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plataforma web Basic Local Alignment Search Tool (BLAST®) El protocolo utilizado se describe a

continuacion:
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a) Se preparan diluciones 1:18 (1 puL de cDNA + 17uL de agua) de cada muestra de cDNA.

b) Para cada muestra se preparan 18 pL del siguiente cocktail experimental:

SyBRGreenER™ gPCR SUPErMIX (2X) c.v.vvveueerreeereeeeesseeneeesesssssesnenes 14.40 pL
Primer fordware (40 pMOI/IL)....cciereeceeiee et 0.90 pL
Primer reverse (40 PMOI/UL) oot e 0.90 uL
ABUQ et ettt et ettt st e e s ae et ae s et saeeeanan 1.90 pL

c) Se prepara una mezcla 1:1 del cocktail experimental y el cDNA, y se distribuyen 18 uL de la muestra

en cada tubo de gPCR por duplicado.

d) Una vez distribuidas las muestras, se introducen en termo-ciclador (StepOneTM Real-time PCR,

Applied Biosystems) con el siguiente programa de amplificacion:

Ciclos Temperatura Tiempo
1 95 2C 10 min
95 eC 15 seg
Temperatura de Hibridacion de la pareja de
40 30
cebadores (ver Tabla 23) €8
72°C 45 seg

e) Una vez obtenidos las curvas de amplificacién, se obtienen los valores de umbral de ciclo o
“threshold cycle” (Ct) con el software StepOne™ software V2.1 (Applied Biosistems).

f) Se calcula la expresion relativa del gen (AACt) utilizando como control interno la expresion de B-
Actina (B-Act) tanto para las muestras humanas y caninas; y la de Glutaraldehido 3 fosfato
deshidrogenasa (GADPH) para muestras de ratén. Las formulas utilizadas para cuantificar la

expresion de genes diana se muestran a continuacion:

ACt= Ct (gendiana) - Ct (B-Act) Cteselumbral de ciclo de la secuencia diana

mt es la muestra tratada

c es la muestra sin tratar (control)

Ratio=2 —4act Ratio es la expresion relativa de RNAm del gen diana.

AACt= ACt (mt) — ACt (c)

Ratio= indice de Expresion

Tasa de variacién= indice de expresiéon muestra/ indice de expresién control
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Nombre de la Fragmento | Temperatura
pareja de Secuencia 5---3° amplificado de Especie
cebadores (bp) hibridacion
. Fordware ATCATGTTTGAGACCTCCAA

B-Actina (B-Act) 185 60
Reverse CATCTCTTGCTCGAAGTCCA
Fosfatasa Alcalina Fordware AGTGCTCTGCGCAGGATTGGA
220 60
(ALP) Reverse TGACCGCTCTGGTTCGCGTT
. Fordware GGCCGAAGCAAGTAGCGCCA
Osteocalcina (OC) 169 60
Reverse CTCCTGGTAGCTGCCGGCGG
. Fordware GTGCAGAGGAAACCGAAGAG
Osteonectina (ON) 64 53
Reverse TGTTTGCAGTGGTGGTTCTG
. Fordware | TGAGGAAAAGCAGAATGCTGTGTCC
Osteopontina (OP) 267 59
Reverse GTTGCTGGCAGGTCCGTGGG
Colageno tipo Xl Fordware ACCCACCTTCCGACTTGAATT
123 58
(coL Xn) Reverse TAGGCCCATCTGTTGTAGGG Humano
Actina de musculo Fordware CGGACCTTTGGCTTGGCTT 127 60
liso alfa (a-SMA) Reverse TGGGGTGCGGACAGGAATT
Unidad a5 de la Fordware TGCCGAGTTCACCAAGACTG . o0
integrina (a5) Reverse TGCAATCTGCTCCTGAGTGG
VE-Cadherina Fordware ACCCCCACAGGAAAAGAATC 131 .
(VE-Cad) Reverse GACTTGGCATCCCATTGTCT
Angiopoitina 1 Fordware CGGACCTTTGGCTTGGCTT 138 60
(Ang 1) Reverse TGGGGTGCGGACAGGAATT
Fordware CTGAGGAGTCCAACATCACCA
VEGF 170 60
Reverse TCGTTTTTGCCCCTTTCCCTT
18S Casa comercial Tataabiocenter 120 58
Glutaraldehido 3
Fordware CCATCTTCCAGGAGCGAGAT
fosfato
. 97 53
deshidrogenasa R TTCTCCATGGTGGTGAAGAC
(GADPH) everse
Fosfatasa Alcalina Fordware GCCACCGCCTACTTGTGTGGA 148 60
(ALP) Reverse TGCCCACAGATTTCCCAGCGTC Canino
Bone sia]o-Protein Fordware TTGCTCAGCATTTTGGGAATGG 109 3
5
(BSP) Reverse AACGTGGCCGATACTTAAAGAC
. Fordware GAGGGCAGCGAGGTGGTGAG
Osteocalcina (OC) 104 60
Reverse TCAGCCAGCTCGTCACAGTTGG
. Fordware TGCTCCCCGGGCTGTATT
B-Actina (B-Act) 87 55
Reverse ACATAGGAGTCCTTCTGACCCATT
Fosfatasa Alcalina Fordware GTTGCCAAGCTGGGAAGAACAC 11 8
5
(ALP) Reverse CCCACCCCGCTATTCCAAAC
Murino
Bone sia]o-Protein Fordware ACGGAGGTGGATGGCGGGAA 633 63
(BSP) Reverse CTTCGGGCGGTGGGGTTGTC
. Fordware GAACAGACTCCGGCGCTA
Osteocalcina (OC) 227 51
Reverse AGGGAGGATCAAGTCCCG
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3.15 gPCR-Array

La tecnologia PCR-array (SABioscience/Qiagen) permite la obtencion del perfil de expresion de un panel
de genes relevantes en una ruta bioquimica particular empleando la técnica de PCR en tiempo real.
Cada placa de 96 pocillos contiene 84 genes relevantes en la ruta seleccionada ademds de 5 genes

“housekeeping” y tres controles de calidad RNAy PCR (ver Figura 33).

96-well PCR Array

Y Gr:nl] £enn Gonn 6ann Gy ’G}w’o {Cenn, Gone, Genn Genn
W Gy W ) &V &y Wy W

™ o

ene Gens (Epfm ‘-Ge"{é /
2/ @/ Qv &

Ao o £ |
) (a2 rG.,,"‘u, &

5 Reverse
Housekeeping Genes Transcription
Y Control

Positive PCR
Control

Figura 33. Diseiio general de placa de qPCR-array

En el presente estudio se ha utilizado el kit Human Osteogenesis RT? Profiler™ PCR Array (ver Tabla 13)
para evaluar la expresién los principales genes involucrados en la ruta de diferenciacién osteogénica de
células hADSCs cultivadas sobre granulados KO con y sin recubrimiento de FN y FN/COL, tras 21 dias de
cultivo en los medios PM y OM. En la Figura 34 se recoge la lista de genes constitutivos (housekeeping)
y otros controles presentes en la placa de qPCR-array y en la Figura 35 los genes de la ruta osteogénica

que se evaltua. El protocolo se describe a continuacién:

a) Para cada placa de 96 pocillos de PCR-array se prepara la siguiente mezcla experimental

2X SABioscience RT? gPCR Master MIX.......cccceeeueueen. 1.350 pL
CDNA s e e e et e e 102 pL
Y= U T RS 1.248 uL
b) Se afladen 25 ul/pocillo de la mezcla experimental en la placa y introducen en termo-ciclador

(StepOnePlus™ System) con el siguiente programa de amplificacion:

Ciclos Temperatura Tiempo
1 95 ¢eC 10 min
40 95 eC 15 seg
60 °C 1 min
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c) Una vez obtenidos los datos se realiza el analisis de expresién utilizando el software “RT? PCR Array

Data Analysis v3.5” proporcionado por la casa comercial Qiagen.

Species Symbol Description

Human 18SIRNA Human 18S ribosomal RNA

Human ACTB Actin, beta

Human B2M Beta-2-microglobulin

Human GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
Human GUSB Glucuronidase, beta

Human HPRT1 Hypoxanthine phosphoribosyliransferase 1
Human PPIA Peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A)
Human RPL13A Ribosomal protein L13a

Human EPLPO Ribosomal protein. large, PO

Human TFRC Transferrin receptor (p90, CD71)

Human UBC Ubiguitin C

Figura 34. Genes Housekeeping y controles evaluados en el qPCR-Array

Skeletal Development:

Bone Mineralization: AHSG, AMEN, AMELY, BGLAP, EMAM, MINPP1, STATH, TUFT1.

Carfilage Condensation: BMP1, COL11A1, S0X9.

Ossification: ALPL, AMBEMN, AMELY, BGLAP, CALCR, CDH11, DMP1, DSPP, ENAM, MINPP1, PHEX, RUNXZ, STATH,
TFIP11, TUFT.

Dstecclast Differentiation: BGLAP.

Cther Genes Involved in Skeletal Development: BMP2, EMP2, BMP4, BMP3S, BMPE, COL10A1, COL1241, COL1A1,
COL1AZ, COL2A1, COMP, FGFR1, GDF10, IGF1, IGF2, MS5X1, TWISTI.

Bone Mineral Metabolism:

Calcium lon Binding and Homeostasis: ANXAS, BGLAP, BMP1, CALCR, CDH11, COMFP, DMP1, EGF, MMP2, MMPE, VDR,
Phosphate Transport: COL10A1, COL11A1, COL124A1, COL14A1, COL15A1, COL1A1, COL1A2, COL2A1, COL3A1,
COL4A3, COLSAT.

Cell Growth and Differentiation:

Regulation of the Cell Cyele: EGFR, FGF1, FGF2, FGF3, IGF1R, IGF2, PDGFA, TGFB1, TGFB2, TGFB3, VEGFA, VEGFB.
Cell Proliferation: COL4A3, CSF3, EGF, EGFR, FGF1, FGF2, FGF3, FLT1, IGF1, IGFIR, IGF2, PDGFA, SMAD3, TGFB1,
TGFB2, TGFB3, TGFBR2, VEGFA, VEGFB.

Growth Factors and Receptors: BMP1, BMP2, BMP3, BMP4, BMPS, BMPE, CSF2, CSF3, EGF, EGFR, FGF1, FGF2,
FGF3, FGFR1, FGFR2, FLT1, GDF10, IGF1, IGF1R, IGF2, PDGFA, TGFB1, TGFB2, TGFB3, TGFBR1, TGFBR2, VEGFA,
VEGFB.

Cell Differentiation- TFIP11, TWIST1.

Extracellular Matrix (ECM) Melecules:

Basement Membrane Constituents: COL4A3_

Collagens: COL10A1, COL11A1, COL12A1, COL14A1, COL15A1, COL1A1, COL1AZ2, COL2A1, COL3AT, COL4AZ,
COLSA1.

ECM Protegse Inhibitors: AHSG, COL4A3, SERPINH1.

ECM Proteases: BMP1, CTSK, MMP10, MMP2, MMPE, MMPS, PHEX.

Structural Constituents of Bone: BGLAP, COL1A1, COL1AZ.

Structural Constituents of Tooth Enamel: AMBMN, AMELY, ENAM, STATH, TUFT1.

Cther ECM Molecules: BGN, BMP2, COMP, CSF2, C5F3, DSPP, EGF, FGF1, FGF2, FGF3, FLT1, GDF10, IGF1, IGF2,
PDGFA, VEGFA, VEGFB.

Cell Adhesion Molecules:

Cell-cell Adhesion: COH11, COLT1A1, COL1441, ICAM1, ITGB1, VCAM1.

Cell-matrix Adhesion: [TGA1, ITGAZ, ITGAJ, ITGAM, ITGB1.

Cther Cell Adhesion Molecules: BGLAP, CD38, COL12A1, COL15A1, COL4A3, COLSA1, COMP, FMN1, SCARB1, THF.

Transcription Factors and Regulators: M3X1, NFKB1, RUNX2, SMAD1, SMAD2, SMAD3, SMAD4, SOX9, THF,
TWIST1, VDR.

Figura 35. Genes de la ruta osteogénica evaluados en el qPCR-Array
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3.16 Ensayos de citotoxicidad indirecta con el ensayo WST-1

La citotoxicidad indirecta es la que se produce en las células en ausencia de contacto con el material, es
decir aquella toxicidad que puede ser causada por productos de degradacién. Siguiendo las indicaciones
de la ISO 10993-5 se prepard un extracto severo (disco de 0.4 g con 4.5 mL de agua sometido durante 1
hora a 120 2C) y uno suave (disco de 0.4 g con 4.5 mL de medio de cultivo sometido a 24 horas a 37 2C) y
se ensayO sobre células HDF (ver seccidon 3.2.5). Una vez aplicados los extractos se evalud la
citotoxicidad mediante el ensayo colorimétrico WST-1 (ver Tabla 14). Dicho ensayo se basa en la
reduccion de una sal de tetrazolio por la accidn de reductasas mitocondriales. El producto de la reaccion
es un compuesto soluble (formazan) de color rojo, cuya concentracion se determina mediante
absorbancia a 450 nm. Valores elevados de absorbancia son indicativos de una buena actividad

mitocondrial y viabilidad celular; mientras que valores bajos son indicativos de dafo citotdxico.

EL protocolo que se llevé a cabo se describe a continuacion:

a) Se siembran células HDF en placas de 96 pocillos, con una densidad de siembra de 3.000 cel/pocillo.

b) Tras 24 horas de incubacion a 37 2C, 5 % de CO, y 90 % humedad, se aplican 100 pL/pocillo de
diluciones 1/2, 1/10, 1/100 y 1/1000 de los extractos suaves y severos en medio de cultivo con 0.5
% de FBS. Adicionalmente se aplica SDS 0.2 % como control positivo de citotoxicidad, y medio de
cultivo con 10 % y 0.5 % de FBS como control negativo de citotoxicidad.

¢) Seincuban las muestras durante 24 y 48 horas a 37 2C, 5 % CO, y 90% humedad.

d) Se aspira el medio de cultivo y se afiaden 100 uL/pocillo de medio de cultivo con 10 % de WST-1.

e) Seincuban las muestras durante 4 horas a 37 2C, 5 % CO, y 90 % humedad.

f) Finalmente se hace la lectura de absorbancia a 450 nm en espectrofotémetro.
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3.17 Regeneracion de defectos 6seos creados en mandibula de perros

Beagles

Con la finalidad de evaluar el efecto del material KeraOs® en formato granulado con y sin recubrimiento
de fibronectina (KOFN y KO respectivamente) en conjunto con células madre autdlogas de tejido
adiposo sobre la regeneracion dsea en defectos mandibulares, se desarrollo un experimento in vivo
empleando perros Beagles como modelo animal. El estudio se realizé en colaboracién con la Unidad de
Cirugia bucal y maxilofacial de la Universidad de Barcelona y el Grupo de investigacién de Patologia y

Terapéutica Odontoldgica y Maxilofacial del Instituto de Investigacién Biomédica de Bellvitge (IDIBELL).

Para llevar a cabo el estudio se utilizaron 18 perros adultos de raza Beagle a los que se le crearon
defectos mandibulares estandar. Los animales se repartieron tres grupos denominados A, By C (6 perros

por grupo). El experimento se disefio en cinco fases (ver Figura 36) que se describen a continuacioén:

e  Fase |: se realizd la extraccion bilateral de los premolares de las dos mandibulas inferiores y la
extraccion de una muestra de paniculo adiposo (grasa abdominal) de los 18 perros. Ambos
procedimientos se hicieron en el mismo acto quirdrgico siguiendo la normativa vigente y bajo la
supervisién de personal cualificado para garantizar la adecuada manipulacién de los especimenes. A
partir de las muestras de paniculo adiposo se realizd el aislamiento y caracterizacion de las cADSCs
en la Laboratorio Celltec-UB tal como se describié en la seccion 3.3.2.

e Fase Il: se mantuvieron los animales durante 3 meses para favorecer la cicatrizacién. Se
aplicaron analgésicos y antibidticos durante 1 semana post-cirugia y se retiraron los puntos tras 10
dias.

e  Fase lll: se practicaron 4 perforaciones en los espacios creados en ambas mandibulas durante la
fase | (desdentado), empleando el instrumento quirurgico trefina. El volumen de cada defecto creado

fue de 175 mm?y se aplicaron de manera aleatoria los siguientes tratamientos:

a.- Control : no se coloca ningun tipo de implante
b.- 1,25 g de granulado KO
c.- 1,25 g de granulado recubierto con fibronectina (KO FN)

d.- 1,25 g de KO FN + 500.000 células cADSCs (autdlogas)

Ademas de la cirugia se realizé un seguimiento de la proliferacién celular pre y post- manipulacion

con el método Alamar Blue® (ver seccién 3.7) durante 9 dias. El termino pre-manipulacion
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corresponde a muestras tomadas a partir de los constructos KO FN-cADSCs antes de ser enviadas al
estabulario de Bellvitge para ser utilizadas en la cirugia y que se mantienen siempre en las
condiciones optimas de cultivo de las células cADSCs (372C, 5% CO, y 90% humendad). El termino
post-manipulacién corresponde a muestras tomadas a partir de los constructos KO FN-cADSCs al
culminar la cirugia. Este procedimiento se realiza con la finalidad de verificar que durante el traslado
y el tiempo transcurrido durante la cirugia (entre 4 y 5 horas), las células mantengan su capacidad de

adhesién y proliferacién intacta.

e Fase IV: tras un mes de la colocacidn del implante en el grupo A, dos meses en el grupo B y tres
meses en el grupo C, se abren las 4 perforaciones en una de las mandibulas y se extrae una biopsia
en forma de muestra cilindrica del material generado en el alveolo correspondiente. La técnica
utilizada es la de odontoseccién vertical medial, al objeto de evitar fracturas de tablas dseas. En la
otra mandibula, se coloca un implante de titano en cada una de las 4 localizaciones.

e Fase V: transcurrido los tiempos de adaptacion de los implantes en los tres grupos de animales
(ver Figura 36), se realizd la eutanasia y se extrajeron las muestras donde se aplicardn técnicas

histolégicas y radioldgicas para la estimacion del desarrollo de hueso en la zona.

Finalmente puntualizar que nuestra participacidn en este experimento fue la siguiente:

A.  Aislamiento y congelacidn de las células cADSCs a partir de la panicula adiposa extraida de los
18 perros.

B. Caracterizacién de las células cADSCs a través de citometria de flujo y diferenciaciéon a multiples
linajes. Este procedimiento se realizé con las células madre provenientes de dos perros.

C. Preparacidén de los implantes:

C.1 Descongelacién y amplificacidn de las cADSCs.
C.2 Recubrimiento con fibronectina de los granulados KO.
C.3 Siembra de las células cADSCs de cada perro sobre los granulados KO recubiertos

con FN.

D. Evaluacién de la proliferaciéon celular de las células pre y pos-manipulacién durante 9 dias.
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granulado pre y post- manipulacion

Aislamiento cADSCs

Figura 36. Esquema representativo de los procedimientos realizados en el experimento in vivo de la regeneracién
de defectos 6seos mandibulares en perros de raza Beagle. La informacién ubicada en el interior de los dvalos rojos
corresponde a los procedimientos realizados en el laboratorio Celltec-UB.

3.18 Analisis Estadistico

Con la finalidad de aplicar el andlisis estadistico correspondiente, todos los ensayos se realizaron por
triplicado (n=3) salvo que se especifique lo contrario. Los resultados cuantitativos han sido expresados
como la media * desviacion estandar. Las diferencias entre las medias se han testado mediante analisis
de varianza de dos vias (ANOVA) seguido de la prueba post hoc de Bonferroni, empleando el programa

Graphpad Prism version 6.0.

130



4. RESULTADOS






4.1 Aislamiento y caracterizacion de células mesenquimales de

tejido adiposo humano (hADSCs)

Las células madre mesenquimales de tejido adiposo humano (hADSCs) se aislaron tal como se describe
en la seccion 3.2.1. Los cultivos primarios obtenidos son heterogéneos y tras 24 horas de incubacion se
observan células adheridas y no adheridas al plastico (ver Figura 37 A). Después de un lavado con D-PBS
se eliminan gran parte de las células no adheridas (principalmente eritrocitos) y tras 48 horas de cultivo
la poblacién de células adheridas han hecho spreading presentando una morfologia tipo fibroblastica
(ver Figura 37 B). Tras 72 horas la apariencia del cultivo es mas homogénea lo que indica una seleccién

de la poblacién celular en funcién de su capacidad de adhesidn al plastico (ver Figura 37C).

La viabilidad celular tras realizar un pase y empleando la solucién de Azul Tripdn es del 97 % £ 2 % y no
existen diferencias significativas en funcién del donante. Bajo las condiciones de cultivo indicadas en la
seccion 3.2.1, los cultivos de pases 1 a 4 alcanzan una confluencia del 70 % tras 5 dias de
mantenimiento; sin embargo después del pase 5 la velocidad de proliferacidon disminuye y se observa la

aparicion de células de gran tamafio.

Figura 37. Células madre mesenquimales aisladas a partir de tejido adiposo humano y cultivadas durante 24 (A),
48 (B) y 72 horas (C) con medio proliferativo (PM). Las flechas amarillas muestran células con capacidad de
adhesidn al plastico (hADSCs) mientras que las rojas muestran células que no se han adherido. Barra 100 um

Con la finalidad de caracterizar el inmunofenotipo de las hADSCs aisladas se evalud la expresién de un
conjunto de marcadores de la superficie celular mediante citometria de flujo (ver seccién 3.4.1). En la
Figura 38 se muestra un grafico que representa el porcentaje de expresion promedio de cada marcador
en las células hADSCs aisladas a partir de los 4 donantes. Los resultados indican que la expresidn es
positiva (= 95 %) para los antigenos de superficie CD105, CD73, CD90, CD29 y CD44 asociados a células
progenitoras; mientras que es negativa (< 2 %) para los antigenos CD14, CD34, CD45, CD271 y HLA-DRII
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asociados mayoritariamente a células hematopoyéticas, endoteliales o del sistema inmunoldgico. Es
importante destacar que el patron de marcadores mostrado se mantiene en cultivos celulares entre
pases 1y 6. De especial interés es una elevada expresion (= 95 %) del marcador CD90 el cual ha sido

descrito por otros autores como un marcador de células con capacidad osteo-progenitora °16>¢,

Expresion de antigenos de superficie en células hADSCs =] CD90
99.6 %
120

100
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95,5 96,7 97,3
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, 1,5 h 0,3
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CD105 CD73 (D9 CD29 (D44 (D14 (D34 (CD45 (D271 HLADRII
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Figura 38. Analisis de expresion de marcadores de superficie en células hADSCs mediante citometria de flujo. A)
Las barras del grafico representan los valores promedios del porcentaje de expresion de cada marcador en células
aisladas a partir de 4 donantes. Se puede observar una expresién > 95 % de antigenos CD105, CD73, CD90, CD29 y
CD44; y una expresion < 2 % de CD14, CD34, CD45, CD271 y HLA-DRII. B) Graficos representativos de la expresion
de los marcadores CD90 y CD34 correspondiente a un donante. n=3 P <0.05.

La capacidad progenitora de las células hADSCs se confirmd mediante su diferenciacidon hacia linaje
osteogénico, adipogénico, miogénico y condrogénico empleando los medios inductores descritos en la

Tabla 11.

Bajo condiciones de diferenciacién osteogénica empleando el medio de cultivo OM (ver seccidn 3.4.2.1),
las células hADSCs exhiben un fenotipo cuboidal y forman una ECM calcificada que ha sido revelada
mediante la tincidn de Rojo de Alizarina tras 21 dias de cultivo (ver Figura 39 B). A diferencia de éstas las
células control (mantenidas con medio PM) mantienen un fenotipo alargado tipo fibroblastico y no se

detectd mineralizacién de la matriz con la tincién aplicada (ver Figura 39 A).

Adicionalmente se cuantificod la actividad de la enzima ALP y la expresién de marcadores altamente
involucrados en las rutas de diferenciacidon osteogénica encontrandose diferencias significativas entre
las células tratadas con medio OM vy las células control. Los resultados se detallan mas adelante
comparando los resultados obtenidos para éste tipo celular con otras lineas control (ver Figura 49,

Figura 50 y Tabla 24).
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Figura 39. Tincion Rojo de Alizarina de células hADSCs mantenidas con medio proliferativo (PM) y osteogénico
(OM) tras 21 dias de cultivo. (A) Células control mantenidas con medio PM, (B) Células inducidas a diferenciacion
osteogénica con medio OM. Unicamente las células que han sido inducidas a diferenciacidn osteogénica son
positivas para la tincién de Rojo Alizarina. Barra 100 um.

Bajo condiciones de diferenciacién adipogénica empleando el medio de cultivo AM (ver seccién 3.4.2.2),
las células hADSCs exhiben una diminucidn significativa en la tasa de proliferacién y un incremento del
tamafio celular respecto a las células control (mantenidas con medio PM). A partir de 7 dias en cultivo
se aprecian vesiculas lipidicas en el citoplasma celular que incrementan en nimero y tamafio a lo largo
del tiempo Unicamente en las células tratadas con el medio inductor (ver Figura 40 A y B). La tincidon de
los lipidos intracelulares con Oil Red (ver secciéon 3.8.3) confirmé el fenotipo adipogénico tras 21 dias de

cultivo (ver Figura 40 Cy D).

100 um

Figura 40. Tincion Oil red de células hADSCs mantenidas con medio proliferativo (PM) y adipogénico (AM) tras
21 dias de cultivo. (A y C) Células control mantenidas con medio PM. (B y D) Células inducidas a diferenciacion
adipogénica con medio AM. La presencia de gotas lipidicas intracelulares (flechas) se observa Gnicamente en las
células que han sido inducidas a diferenciacion adipogénica donde la tincion Oil Red es positiva. Barras 100 um (A,
B) y 50 um (C, D).
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Bajo condiciones de diferenciacion miogénica empleando el medio de cultivo MM (ver seccion 3.4.2.3) y
tras 28 dias de cultivo, se observan células multi-nucleadas tipo miotubos aproximadamente en el 60 %
de la placa de cultivo (ver Figura 41). El fenotipo miogénico se confirmé mediante el marcaje
fluorescente (ver seccién 3.9) de las células cultivadas con el medio inductor empleando los anticuerpos
anti MyoD y anti MyHC. Las células control (cultivadas con el medio PM) no sufrieron cambios

morfoldgicos y el marcaje con los anticuerpos fue negativo.

Figura 41. Imagenes de contraste de fases de células hADSCs con medio proliferativo (PM) y miogénico (MM)
tras 28 dias de cultivo. (A) Células control mantenidas con medio PM. (B) Células inducidas a diferenciacidon
miogénica con medio MM. Se resalta una morfologia celular tipo miotubos (évalo). (C y D) Detalle de las células
inducidas a diferenciaciéon miogénica resaltando la presencia multiples nucleos (flechas). Barras 100 um (A y B), 50
pmy 25 um (Cy D respectivamente).

Bajo condiciones de diferenciacion condrogénica empleando el medio de cultivo CM (ver seccidn
3.4.2.4), el sedimento celular adquiere la forma de una esfera compacta (micromasa) tras 24 horas de
cultivo. La tincién positiva de la micromasa con azul Alcian revela la presencia de proteoglicanos
sulfatados (sustancias caracteristicas de tejidos cartilaginosos) en la ECM tras 28 dias de cultivo (ver

Figura 42)

Figura 42. Tincién Azul Alcian de células hADSCs mantenidas con medio proliferativo (PM) y condrogénico (CM)
tras 21 dias de cultivo. (A) Sedimento celular con forma de esfera compacta obtenido tras cultivar las células
hADSCs con medio CM. (B) Corte histoldgico del sedimento celular donde se aprecia una tincién positiva la matriz
extracelular (ECM) con Azul Alcian.
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Los resultados obtenidos indican que las células madre de tejido adiposo humano aisladas, cumplen con
todos los criterios establecidos por la International Society for Cellular Therapy para la identificacién de

células mesenquimales. Dichos criterios se resumen en la Tabla 6.

4.1. Aislamiento y caracterizacion de células mesenquimales de

tejido adiposo canino (cADSCs)

Las células madre mesenquimales de tejido adiposo canino se aislaron tal como se describe en la seccidn
3.3.2. Los cultivos primarios obtenidos son heterogéneos y tras 24 horas de incubacidn se observan
células adheridas y no adheridas al plastico (ver Figura 43 A). Después de un lavado con D-PBS
desaparecen gran parte de las células no adheridas y tras 48 horas se observa la formacion de
numerosos clones en toda la placa de cultivo formados a partir de las células adheridas (ver Figura 43 B).
Tras 72 horas la poblacion de células adheridas hace spreading y presenta una morfologia tipo
fibrobl3stica. La apariencia del cultivo es mas homogénea lo cual indica una seleccidn de la poblaciéon

celular en funciéon de su capacidad de adhesidn al plastico (ver Figura 43 C).

La viabilidad celular tras realizar un pase y empleando la solucién de azul Tripan es de 98 % + 2 % para
las células provenientes de los 18 perros. Bajo las condiciones indicadas en la seccidn 3.3.2 los cultivos
de pases 1 a 6 alcanzan el 70 % de confluencia tras 3 dias de mantenimiento y no se observan células

senescentes.

Figura 43. Células madre mesenquimales aisladas a partir de panicula adiposo canino y cultivadas durante 24
(A), 48 (B) y 72 horas (C) com medio proliferativo (PM). Las flechas amarillas muestran células con capacidad de
adhesidn al plastico (cADSCs) mientras que las rojas muestran células que no se han adherido. Barra 100 um
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Con la finalidad de caracterizar el inmunofenotipo de las cADSCs aisladas se evalud la expresién de un
conjunto de marcadores de la superficie celular mediante citometria de flujo (ver seccién 3.4.1). En la
Figura 38 se muestra un grafico que representa el porcentaje de expresidon promedio de cada marcador
en las células cADSCs aisladas a partir de 2 perros. Los resultados indican que la expresidn es negativa (<
2 %) para todos los antigenos ensayados con excepcion del CD44 donde la expresidn es del 73,3 %. Es
importante destacar que no existen en el mercado anticuerpos especificos para la deteccién de los
mencionados antigenos especificos para perro, por lo que se utilizaron los anticuerpos mencionados en
la Tabla 16 que segun las especificaciones de las casas comerciales solo han sido probados en humanos.

Por lo tanto es probable que los resultados negativos obtenidos sean debido a los anticuerpos utilizados.

Expresion de antigenos de superficie en células cADSCs
80
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Figura 44. Analisis de expresion de marcadores de superficie en células cADSCs mediante citometria de flujo. Las
barras del gréafico representan los valores promedios del porcentaje de expresidon de cada marcador en las cADSCs

aisladas a partir de 2 perros. Se observa una expresién < 2 % de todos los antigenos con excepcién del CD44 que
muestra una expresion del 73,3%. n=3

A pesar del resultado obtenido en la expresién de marcadores de la superficie celular, la capacidad
progenitora de las células cADSCs se confirmé mediante su diferenciacién a linajes especificos
empleando los medios inductores descritos en la Tabla 11. Los resultados obtenidos son similares a los

descritos para las células hADSCs y se describen brevemente a continuacion:

a.- Linaje Osteogénico (ver Figura 45): las células cADSCs cultivadas con medio OM forman una ECM

calcificada que es revelada mediante la tincidon de Rojo de Alizarina tras 21 dias de cultivo.
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Figura 45. Tincidon Rojo de Alizarina de células cADSCs mantenidas con medio proliferativo (PM) y osteogénico
(OM) tras 21 dias de cultivo. (A) Células control mantenidas con medio PM, (B) Células inducidas a diferenciacion
osteogénica con medio OM. Unicamente las células que han sido inducidas a diferenciacién osteogénica son
positivas para la tincién de Rojo Alizarina. Barra 100 um.

b.- Linaje Adipogénico (ver Figura 46): las células cADSCs cultivadas con medio AM presentan lipidos

intracitoplasmaticos que se tifien con el colorante Qil red tras 21 dias de cultivo.

Figura 46. Tincion Oil Red de células cADSCs mantenidas con medio proliferativo (PM) y adipogénico (AM) tras
21 dias de cultivo. (A y C) Células control mantenidas con medio PM. (B y D) Células inducidas a diferenciacion
adipogénica con medio AM. La presencia de gotas lipidicas intracelulares (flechas) se observa tnicamente en las
células que han sido inducidas a diferenciacién adipogénica donde la tincidn Oil Red es positiva. Barras 100 um (A,
B) y 50 um (C, D).

c.- Linaje Miogénico (ver Figura 47): las células cADSCs cultivadas con medio MM cambian de morfologia
observandose células multinucleadas tipo miotubos tras 28 dias de cultivo. A diferencia de las hADSCs

no se observé marcaje fluorescente con los anticuerpos anti MyoD y anti MyHC (antigenos humanos).
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Figura 47. Imagenes de contraste de fases de células cADSCs con medio proliferativo (PM) y miogénico (MM)
tras 28 dias de cultivo. (A) Células control mantenidas con medio PM. (B) Células inducidas a diferenciacion
miogénica con medio MM. Se resalta una morfologia celular tipo miotubos (6valo). Barra 100 um

d.- Linaje Condrogénico (ver Figura 48): el sedimento celular toma la forma de micromasa tras 24 horas
de cultivo. La tincidn positiva de la micromasa con Azul Alcian revela la presencia de proteoglicanos

sulfatados (sustancias caracteristicas de tejidos cartilaginosos) en la ECM tras 28 dias de cultivo.

Figura 48. Tincidn Azul Alcian de células cADSCs mantenidas con medio proliferativo (PM) y condrogénico (CM)
tras 21 dias de cultivo. (A) Sedimento celular con forma de esfera compacta obtenido tras cultivar las células
hADSCs con medio CM. (B) Corte histoldgico del sedimento celular donde se aprecia una tincion positiva de la
matriz extracelular (ECM) con Azul Alcian.
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4.2. Comparacion de la capacidad de diferenciacion osteogénica de

células hADSCs y cADSCs con las lineas MC3T3 y hFOB 1.19.

La capacidad de diferenciacién osteogénica de células hADSCs y cADSCs se compard con una linea
celular de osteoblastos murinos (MC3T3) y otra linea inmortalizada de osteoblastos embrionarios
humanos (hFOB 1.19). Ambas lineas han sido ampliamente utilizadas como modelo de células
osteoprogenitoras en el estudio de mecanismos moleculares involucrados en los procesos de
diferenciacidn osteogénica y en la evaluacidn de la respuesta celular frente a biomateriales creados con

la finalidad de facilitar la regeneracién de tejido dseo """’

Las condiciones de diferenciacion de las células MC3T3 y hFOB 1.19 se indican en las secciones 3.2.3 y
3.2.4 respectivamente; mientras que las de las células hADSCs y cADSCs se detallan en la seccién 3.4.2.1.
La respuesta celular a la induccidn hacia linaje osteogénico se evalud en términos de mineralizacidon de
la ECM, actividad de la enzima fosfatasa alcalina (ALP) y expresién de genes involucrados en rutas de

diferenciacidn osteogénica tras 14 y 21 dias de cultivo.

Bajo condiciones de induccion hacia linaje osteogénico, los cultivos celulares de hFOB 1.19, hADSCs y
cADSCs forman una ECM calcificada revelada mediante la tincién de Rojo de Alizarina tras 14 dias de
cultivo (ver Figura 49 A). La mayor area de mineralizacion se detecté en los cultivos de células cADSCs.
Los cultivos mantenidos bajo condiciones de proliferacidn de los cuatro tipos celulares y las MC3T3 bajo
condiciones de diferenciacidn no mostraron indicios de mineralizacion de la matriz en el periodo
indicado. Tras 21 dias de cultivo (ver Figura 49 B) los 4 tipos celulares mantenidos bajo condiciones de
diferenciacidon forman una matriz mineralizada, siendo el marcaje con rojo de Alizarina mds intenso en
las células hADSCS y cADSCs respecto a las MC3T3 y hFOB 1.19. Sin embargo, es importante destacar
gue en éstas Ultimas también se detecta una leve mineralizacidn de la matriz en los cultivos mantenidos

bajo condiciones de proliferacién.

Por otra parte se cuantificd la actividad de la enzima ALP (ver Figura 50), la cual estd implicada en el
proceso de mineralizacion de la ECM. Los resultados indican que en los cuatro tipos celulares las
condiciones de diferenciacion inducen un incremento significativo de la actividad ALP respecto a las
células cultivadas bajo condiciones proliferativas tras 14 y 21 dias de cultivo. Las células MC3T3 y hFOB
1.19 presentan una actividad superior respecto a las células hADSCs y cADSCs a dia 14. Sin embargo en
las células MC3T3 los valores disminuyen drasticamente a dia 21, mientras que en los otros tipos
celulares aumentan. Asimismo es importante destacar que los maximos valores de actividad ALP son

alcanzados por las células hFOB 1.19 y hADSCs cultivadas con medio OM a dia 21.
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Figura 49. Tincion de Rojo Alizarina sobre células MC3T3, hFOB. 1.19, hADSCs y cADSCs mantenidas bajo
condiciones de proliferaciéon (PM) o induccién a linaje osteogénico (OM). Tras 14 dias de cultivo (A) las células
hFOB 1.19, hADSCs y cADSCs mantenidas con medio PM forman una matriz calcificada, encontrandose la maxima
intensidad de tincidn en las cADSCs. Tras 21 dias (B) todas las lineas mantenidas con medio OM, forman matriz
mineralizada, aunque la maxima intensidad de coloracion se aprecia en las células hADSCs y cADSCs.

Por ultimo se cuantific6 mediante PCR en tiempo real (ver seccidon 3.14) la expresion de mRNA de
fosfatasa alcalina (ALP), osteonectina (ON) y osteocalcina (OC) que son tres genes involucrados en el
proceso de osteogénesis. En todos los casos la expresién fue significativamente superior en las células

cultivadas bajo condiciones de diferenciacién tanto a dia 14 como a dia 21.

Los valores del indice de expresidn relativo de las células tras 14 y 21 dias varian significativamente en
funcién del tipo celular. Por ejemplo las células MC3T3 tras 14 dias de cultivo con medio OM tienen un
indice de expresidn del gen ALP de 239,38 + 45,2 mientras que las células hADSCs con el mismo medio
de cultivo tienen un indice de expresion de 9,32 + 1,2. Tomando en cuenta esta variabilidad en la Tabla
24 se muestran los valores expresados como la tasa de variacion de la expresiéon de cada linea celular
cultivada bajo condiciones osteogénicas respecto a la expresidon de las células cultivadas bajo

condiciones de proliferacidn. A dia 21 los valores indican un incremento significativo de la expresion
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respecto a dia 14 para las células hFOB 1.19, hADSCs y cADSCs; mientras que hay una disminucion en la
expresidn de las MC3T3. Las mdaximas tasas de incremento en la expresidn para los tres marcadores son

alcanzados por las células hFOB 1.19 y hADSCs.

Actividad ALP en células MC3T3, hFOB 1.19 hADSCs y cADSCs
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Figura 50. Representacion grafica de la actividad de la enzima ALP en células MC3T3, hFOB. 1.19, hADSCs y
cADSCs mantenidas bajo condiciones de proliferacion (PM) o induccion a linaje osteogénico (OM). En los cuatro
tipos celulares las condiciones de induccion osteogénica producen un incremento significativo de la actividad ALP
respecto a las células cultivadas bajo condiciones proliferativas tras 14 y 21 dias de cultivo (¥ P < 0.05).
Comparando todas las condiciones a dia 14, los maximos valores de actividad se registran en las células MC3T3 y
hFOB 1.19 (A P< 0.05). Comparando todas las condiciones a dia 21, los maximos valores se registran en las células
hFOB 1.19 y hADSCs (O P< 0.05) cultivadas en condiciones osteogénicas.

Tiempo (dias) Tipo celular Expresién de marcadores (tasa de variacién)
ALP ON ocC
MC3T3 2,3+0,3 0,8+0,0 1,9+0,5
14 hFOB 1.19 40+0,8 13+0,2 3,2+0,7
hADSCs 39+0,7 2,7+0,3 2,7+0,2
cADSCs 1,5+0,1 48+14 2,5%10,6
MC3T3 4,4+0,2 2,4+0,8 1,5+0,8
21 hFOB 1.19 74+08 10,1+1,9 43+1,0
hADSCs 82+0,3 16,2+3,7 49+0,4
cADSCs 65+0,6 7,5%t1,6 3,6%0,3

Tabla 24. Tasa de variacion de la expresion de células MC3T3, hFOB 1.19, hADSCs y cADSCs cultivadas bajo
condiciones de diferenciacion osteogénica (OM) respecto a las cultivadas bajo condiciones de proliferacion
(PM). En las células A hFOB 1.19, hADSCs y cADSCs hay un incremento significativo de la expresion a dia 21
respecto a dia 14. Las maximas tasas de incremento en la expresion para los tres marcadores son alcanzados por
las células hFOB 1.19 y hADSCs.
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4.3. Estandarizacion y Biocompatibilidad del biomaterial KeraOs®

Tal como se menciond en la seccién 3.5.1, el material KeraOs® de la empresa Keramat estaba en
desarrollo cuando el trabajo experimental de esta tesis se inicié. De manera que era necesario realizar
todas las pruebas de biocompatibilidad establecidas por la norma ISO 10993-5. En este sentido, la
empresa Keramat proporciond inicialmente el material en formato de disco para facilitar todos los
estudios de estandarizacién de la metodologia y la biocompatibilidad in vitro. Posteriormente facilitaron
el material en formato granulado, con lo cual se adaptd la metodologia de trabajo y se realizaron los
estudios de biocompatibilidad de forma comparativa con otros materiales comerciales disponibles en el

mercado.

La estandarizacidon de la metodologia para la evaluacidon de la respuesta de células cultivadas sobre
biomateriales y el estudio de biocompatibilidad, se ha realizado empleando la linea primaria de
fibroblastos humanos HDF (ver seccidn 3.2.5). La respuesta celular se evalué en términos de adhesion,
proliferacién y morfologia de las células cultivadas sobre discos KeraOs® (KOd). Posteriormente de
forma comparativa se evalud la respuesta celular (empleando los mismos parametros) sobre granulados
KeraOs® (KO), Bio-Oss® (BO), Bone Ceramic® (BC) y Cerasorb®. La siembra y cultivo celular sobre los
biomateriales se realizé tal como se describe en las secciones 3.5.2.1 y 3.5.2.2 para discos y granulados
respectivamente con las variaciones indicadas al final de cada seccion durante el proceso de

estandarizacion.

4.4.1 Discos KeraOs®

A. Densidad inicial de siembra (N2 cel/disco) y determinacidn del porcentaje de adhesion de células

al disco.

Empleando un volumen de acondicionamiento de los discos KOd fijo (50 uL/disco), se realizé la siembra
de células HDF con dos densidades iniciales diferentes: 12.000 y 20.000 cel/disco ambas en un volumen
final de siembra de 50 L. Tras 3 horas de adhesion se separan las células adheridas de las no adheridas
al disco tal como se describié en materiales y métodos (ver Figura 28) y se cuantifico la viabilidad celular
mediante el método AB (ver seccidn 3.7). Los datos obtenidos (ver Figura 51) muestran que con la
siembra de 12.000 cel/disco no existen diferencias significativas entre los valores de fluorescencia de
células adheridas al disco, no adheridas y el blanco. Por el contrario al realizar la siembra de 20.000

cel/disco la variacion en los valores de fluorescencia es significativa, lo que permite calcular el
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porcentaje de células adheridas al disco mediante la formula descrita en la seccion 3.7. Bajo estas

condiciones el porcentaje de adhesion fue del 63 % + 2,3.

Fluorescencia Densidad de siembra y adhesion de células HDF sobre KOd
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Figura 51. Efecto de la densidad de siembra en la cuantificacion del porcentaje de adhesion de células HDF
sobre discos KeraOs (KOd). Cuantificacion de células adheridas y no adheridas a discos KOd empleando las
densidades de siembra de 12.000 y 20.000 cel/disco. En la tabla se indican los valores netos de fluorescencia
obtenidos mediante el método AB. El grafico muestra los valores de fluorescencia (restando el blanco) de las
células adheridas y no adheridas a discos KOd. Solo se observan diferencias significativas entre las células
adheridas y no adheridas al disco, cuando la densidad inicial de siembra es de 20.000 cel/disco (* P< 0.05).

B. Relacién del volumen de acondicionamiento y siembra de discos (uL/uL): 100/50; 75/50 y 75/25

Empleando una densidad fija de células (20.000 cel/disco) se evalud el efecto de la variacién de la
relacion de los volumenes de acondicionamiento y siembra celular sobre el porcentaje de adhesion de
las células al disco (ver Figura 52). Los resultados indican que el mayor porcentaje de adhesién (85 % *
5) se encuentra al aplicar la relacion 75/25, mientras que el menor se encuentra al utilizar la relacion
100/50. La razdn principal es que al aplicar volimenes mas grandes el disco se satura y al sembrar las

células parte de la suspension celular no queda retenida en el disco.

A pesar de que el mayor porcentaje de adhesidon se encontré6 empleando los volumenes de
acondicionamiento y siembra de 75/25 respectivamente; para los siguientes estudios se decidi6 utilizar
la relacién 75/50 ya que permite una mejor distribucion de las células en disco y el cultivo podia ser
mantenido al menos por una semana sin mostrar sefiales de muerte o de disminucién del nimero de

células.
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Volumen de siembra y adhesion de células HDF sobre KOd
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Figura 52. Efecto del volumen de acondicionamiento y siembra en el porcentaje de adhesiéon de células HDF
sobre discos KeraOs (KOd). Se calcul6 el porcentaje de células adheridas y no adheridas a discos KOd empleando
una densidad fija de células (20.000 cel/disco). Las relaciones volumen de acondicionamiento y siembra celular
ensayadas han sido 100/50, 75/50 y 75/25 respectivamente. Mientras mas pequefio es el volumen de
acondicionamiento y siembra, mayor es el porcentaje de células que se adhieren al disco. Las relaciones 75/50 y
75/25 incrementan significativamente el porcentaje de adhesion respecto a la relacion 100/50 (* P < 0.05).

C. Proliferacion de células HDF sobre discos KOd

Una vez seleccionados los pardmetros dptimos de volumen de acondicionamiento (75 pL), densidad
celular (20.000cel/disco) y volumen de siembra (50 pL), se evalud la proliferacién de células HDFN sobre
KOd mediante el método AB (ver seccién 3.7) durante 7 dias. Como control se sembraron células HDFN
sobre plastico (placas de 24 pocillos) a la misma densidad. Los resultados indican que en ambas
superficies el nimero de células incrementa en el tiempo, es decir proliferan. Sin embargo sobre KOd el
crecimiento es mas lento mostrando una tasa de proliferacion relativa del 56 %. Esto indica que la tasa

de proliferacién celular se reduce un 44 % respecto al control (ver Figura 53).
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Proliferacion de células HDF sobre plastico y KOd
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Figura 53. Proliferacion de células HDF sobre discos KeraOs (KOd) y plastico. Con el método Alamar Blue® (AB), se
cuantifico la viabilidad celular midiendo la fluorescencia a los dias 0, 3, 5 y 7 de cultivo. Empleando una curva
estandar (datos no mostrados) se trasformaron los datos de fluorescencia en N2 de células. La tasa de proliferacion
de las células crecidas sobre KOd es un 44% inferior respecto a las células crecidas en plastico.

D. Citotoxicidad indirecta

Los ensayos de citotoxicidad indirecta con extractos suaves y severos de discos KOd se realizaron tal
como se describe en la seccién 3.16. Los resultados obtenidos (ver Figura 54) indican que ambos
extractos (suave y severo) a diluciones 1/2, 1/10, 1/100 y 1/1000 no inducen toxicidad sobre las células.
Los valores de absorbancia obtenidos mediante el método WST-1 de todos los tratamientos no
muestran diferencias significativas respecto al control (células HDF mantenidas con medio de cultivo)

tras 24 y 72 horas de cultivo.
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Figura 54. Citotoxidad indirecta de extractos de discos KeraOs (KOd) sobre células HDF. (A) Extractos suaves, (B)
extractos severos. Los datos fueron obtenidos mediante el método WST-1. Cnt= control negativo de toxicidad Ext=
extracto SDS= dodecilsulfato sédico (control positivo de citotoxicidad). No existen diferencias significativas entre el
control y la aplicacién de extractos en las diferentes concentraciones (P> 0.05).

E. Recubrimientos con proteinas de matriz extracelular: adhesion, proliferacion y morfologia celular.

Para culminar el estudio de estandarizacién y evaluacién de la biocompatibilidad de los discos KOd, se
realizé el recubrimiento de la superficie de los discos con coldgeno, fibronectina, albimina y plasma (ver
Tabla 19) tal como se describe en la seccion 3.5.2.1. La idea fundamental del recubrimiento es la de
mejorar la adhesion de las células al biomaterial. Se evalué la adhesion, proliferacién y morfologia

celular empleando como control las células crecidas sobre discos KOd sin recubrimiento.

El porcentaje de adhesion de células HDF (ver Figura 55) incrementé un 10 % + 2.5 % sobre discos KOd
recubiertos con fibronectina (KOd FN), mientras que el resto de recubrimientos no indujeron cambios
significativos respecto al control. La evaluacion de la proliferacién celular con AB a dias 3, 5y 7 (ver
Figura 56) muestra un incremento del nimero de células a lo largo del tiempo de estudio.
Particularmente a dia 7 el numero de células es superior en los discos recubiertos con FN, P50% y
P100%; mientras que los recubiertos con COL y HSA no muestran diferencias significativas respecto al
control. Adicionalmente es importante destacar que Unicamente la FN produce un incremento de la
proliferacién respecto al control en todas las fases temporales del estudio. Las imagenes obtenidas
mediante microscopia estereoscépica (ver Figura 57) y electrénica de barrido (ver Figura 58) tras 7 dias
de cultivo confirman los datos de proliferacién. El mayor nimero de células es visualizado en los discos
recubiertos con FN donde una gran red de células y ECM cubren casi por completo la superficie del
disco. Adicionalmente es importante destacar que en todas las muestras (KOd con y sin recubrimientos)
las células estan completamente adheridas y extendidas sobre material tanto en la zona de poros como

en las crestas. En imagenes a altos aumentos por microscopia electrdnica (ver Figura 58 columna C) se
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aprecia en detalle las células adheridas al material con largas extensiones citoplasmaticas tipo

filopodios.
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Figura 55. Efecto del recubrimiento de discos KeraOs (KOd) con colageno (KOd COL), fibronectina (KOd FN),
albimina (KOd HSA) y plasma (KOd P50 % y KOd 100 %) sobre el porcentaje de adhesion de células HDF. La FN
induce un incremento significativo del porcentaje de células que se adhieren al disco (* P< 0.05). Por el contrario
los otros recubrimientos no muestran diferencias significativas respecto al disco sin recubrimiento (KOd). Los
datos se obtuvieron mediante la técnica AB.
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Figura 56. Efecto del recubrimiento de discos KeraOs (KOd) con colageno (KOd COL), fibronectina (KOd FN),
albumina (KOd HSA) y plasma (KOd P50% y KOd 100%) sobre la proliferacion células HDF. Todos los
recubrimientos con excepcion del COL y el HSA inducen un incremento significativo del nimero de células tras 7
dias respecto a los discos sin recubrimiento (* P< 0.05). La FN es el Unico recubrimiento que induce un incremento
significativo de la proliferacién en todas las fases del estudio respecto disco sin recubrimiento (A P< 0.05).
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KOd COL

KOd HSA

Figura 57. Imagenes de microscopia estereoscopica de células HDF sobre discos KeraOs sin recubrimiento (KOd)
y recubiertos con colageno (KOd COL), fibronectina (KOd FN), albimina (KOd HSA) y plasma (KOd P50% y KOd
100%) tras 7 dias de cultivo. Tincion Azul de toluidina. Panel A: Barra 100um Panel B: Barra 50um
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Figura 58. Imagenes de microscopia electrénica de barrido de células HDF sobre discos KeraOs sin recubrimiento
(KOd) y recubiertos con colageno (KOd COL), fibronectina (KOd FN), albimina (KOd HSA) y plasma (KOd P50% y
KOd 100%) tras 7 dias de cultivo. Células (flechas), biomaterial KOd (asteriscos). Barras: A) 1mm B) 400 um c)
30um
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Los resultados obtenidos indican que la estandarizacion de pardmetros metodolégicos tales como
volumen de acondicionamiento, densidad celular y volumen de siembra han sido claves para: a)
cuantificar y diferenciar entre el nimero de células adheridas y no adheridas al disco b) favorecer una
distribucion homogénea de las células durante el proceso de siembra c) suprimir el fenémeno de
muerte celular en el cultivo a tiempos finales, debido a un exceso en el numero de células adheridas

inicialmente al disco.

Por otra parte los datos evidencian que los discos KOd son biocompatibles segin la norma ISO 10993-5.
Las células HDF son capaces de adherirse y proliferar sobre el material. Ademas los extractos suaves y
severos no inducen citotoxicidad. El recubrimiento de la superficie del disco con FN induce un
incremento significativo del porcentaje de adhesion y la proliferacion celular. Su efecto es superior que
el del resto de los recubrimientos probados, por lo que fue seleccionado para la realizacién de

posteriores estudios.

4.4.2 Estudio comparativo de la biocompatibilidad de los biomateriales

granulados KeraOs® (KO), Bio-Oss® (BO), Bone Ceramic® (BC) y Cerasorb® (CS).

Para realizar el estudio comparativo de la biocompatibilidad de los materiales en formato de granulado
(BO, BC, CS y KO), se extrapolaron los datos estandarizados en discos KOd. No fue necesario realizar
ajustes adicionales en la densidad celular y proporcion de volimenes de acondicionamiento y siembra.

En este sentido la siembra de granulados se llevd a cabo tal como se describe en la seccidn 3.5.2.2.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 59. Tras 3 horas de adhesion se separaban las células
adheridas de las no adheridas a los granulados (ver Figura 31) y se cuantificaba la viabilidad celular
mediante el método AB (ver seccidn 3.7). Los porcentajes de adhesién calculados indican que no existen
diferencias significativas entre los granulados BC, CS y KO (ver Figura 59 cuadro) en los cuales alrededor
de un 56 % de las células se adhieren al material. Por el contrario la adhesidon celular es
significativamente inferior sobre el granulado BO (41 % + 1,6 %). Las células adheridas proliferan sobre
los cuatro tipos de granulado durante el tiempo de estudio. Sin embargo, sobre BO el crecimiento es
significativamente mas lento. A tiempo final el nimero de células sobre BC, CS y KO duplica al numero
de células cuantificadas sobre BO. Estos datos fueron ratificados mediante microscopia electrdnica de
barrido donde se aprecié una cantidad importante de células adheridas a la superficie de los granulados
BC, CS y KO con morfologia tipo fibroblastica similar a lo observado en los discos KOd. Por el contrario

sobre BO se apreciaron pocas células y su morfologia era mas redondeada (ver Figura 60).
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Los datos obtenidos evidencian que las células HDF con capaces de adherirse y proliferar sobre los

granulados BO, BC, CSy KO, por lo tanto son biocompatibles.
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Figura 59. Porcentaje de adhesidn y proliferacion de células HDF sobre granulados Bio-Oss® (BO), Bone Ceramic®
(BC), Cerasorb® (CS) y KeraOs® (KO). En la tabla se indican los porcentajes de adhesion celular. El grafico
representa la proliferacion de las células tras 0, 3, 5 y 7 dias. Tanto la adhesién como la proliferacion son similares
para los granulados BC, CS y KO no encontrandose diferencias significativas entre si (P 2 0.05). La adhesion y

proliferacion tras 5 y 7 dias de cultivo, son significativamente superiores sobre estos tres materiales respecto a BO
(* P<0.05).

600 um

Figura 60. Imagenes de microscopia electronica de barrido de células HDF sobre granulados tras 21 dias de
cultivo. (A) Bio-Oss® (BO), (B) Bone Ceramic® (BC), (C) Cerasorb® (CS), (D) KeraOs® (KO). Un nimero importante de
células (flecha) con morfologia tipo fibroblasto se aprecia en los materiales (asterisco) CS, BC y KO. Por el contrario
sobre BO se aprecian pocas células y su morfologia es redondeada. Barra 600 um.
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4.5 Respuesta de células hADSCs frente a biomateriales

Con la finalidad de estudiar la respuesta de células madre de origen mesenquimal adulto frente a
biomateriales de fosfatos de calcio disefiados para mejorar la regeneracién dsea, se evalud la respuesta
celular en términos de adhesién, proliferacidon y diferenciacién osteogénica en las células hADSCs
cultivadas sobre discos KeraOs® sin recubrimiento (KOd) y con recubrimiento de fibronectina (KOd FN).
Posteriormente se estudié comparativamente la respuesta celular sobre granulados Bio-Oss® (BO), Bone
Ceramic® (BC), Cerasorb® (CS) y KeraOs® (KO). Finalmente se realizd el recubrimiento del material KO
con las proteinas fibronectina (FN), colageno (COL) y la combinacién (FN/COL) (ver Tabla 20) y se evalué

su efecto en la respuesta celular. Los resultados obtenidos se describen a continuacién:

4.5.1 Discos KeraOs con y sin recubrimiento de Fibronectina

La siembra y cultivo celular de las células hADSCs sobre discos KOd se realizé tal como se describe en la
seccién 3.5.2.1 empleando los medios de cultivo PM y OM. Tomando en cuenta que el recubrimiento
con FN incrementé significativamente la biocompatibilidad de los discos empleando la linea celular HDF
(ver seccidon 4.4.1 E) y la importancia que tiene esta proteina de ECM en la adhesién celular, en este
apartado se ha evaluado su efecto en la respuesta de células ADSCs cultivados sobre el mencionado

material.

La adhesiéon y proliferacién celular se han evaluado mediante el método AB (ver seccion 3.7). Los
resultados indican que un 58 % de las células hADSCs se adhieren a los discos KOd (ver Tabla 25). Este
porcentaje aumenta al 63 % cuando los discos estan recubiertos con fibronectina (KOd FN), es decir el

recubrimiento induce un incremento significativo de 7 % £ 2 % en la adhesidn de las células al material.

Adhesion (%)

KOd 56+1,5
KOd FN 63+24 *

Tabla 25. Porcentaje de adhesion de células hADSCs sobre discos KeraOs sin recubrimiento (KOd) y con
recubrimiento de fibronectina (KOd FN). El recubrimiento con FN incrementa significativamente el porcentaje de
adhesién celular (* P <0.05).
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El nimero de células adheridas a los discos KOd y KOd FN incrementé significativamente durante el
tiempo de estudio con ambos medios de cultivo (PM y OM), sin embargo la proliferacién es menor con
el medio de cultivo OM a dias 14 y 21 (ver Figura 61). El recubrimiento con FN no indujo cambios
significativos en la proliferacidon de las células hADSCs, mientras que en los fibroblastos si aumento este
pardmetro tras 7 dias de cultivo (ver Figura 53). Este comportamiento también fue encontrado en las
células crecidas sobre plastico. Los resultados obtenidos mediante el método AB han sido confirmados
por microscopia electrénica de barrido (Figura 62) donde se aprecia claramente un incremento de la
poblacién de células en la superficie de los discos KOd y KOd FN con medios PM y OM a los dias 7, 14 y
21. La morfologia de las células es tipo fibroblastica independientemente de los medios utilizados y a
tiempo final forman una gran red que cubre por completo la superficie de los materiales. Dicha red

celular es mas homogénea en los discos recubiertos con FN.
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Figura 61. Proliferacion de células hADSCs sobre discos KeraOs sin recubrimiento (KOd) y con recubrimiento de
fibronectina (KOd FN) con medios de cultivo proliferativo (PM) y osteogénico (OM) tras 0, 7, 14 y 21 dias. La
proliferacién celular sobre discos KO y KOd FN a dias 14 y 21 es significativamente superior con el medio PM
respecto al medio PM (* P < 0.05). El recubrimiento con FN no induce cambios significativos en la proliferacion (P >
0.05).

Adicionalmente los cultivos se observaron por microscopia confocal con la finalidad de verificar la
distribucidn de las células en la superficie del material y obtener imdgenes tridimensionales de calidad.
Los filamentos de actina de las células se tifieron con Falloidina-TRIC y los nucleos con bisbenzimida tal
como se indicé en la seccion 3.10.1. La Figura 63 muestra tres imagenes representativas obtenidas a
partir de la muestra hADSCs-KOd PM tras 21 dias de cultivo. Las células se distribuyen homogéneamente
en la superficie del disco (Figura 63 A), ocupando tanto las crestas como zonas porosas. El grosor del
biomaterial impide obtener la topografia completa del mismo empleando objetivos de bajo aumento,
este hecho se observa claramente en la Figura 63 B donde la topografia del material es obtenida por

reflexion. Las zonas negras corresponden a los poros de mayor profundidad y en algunos casos se
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observan las células formando estructuras similares a puentes que atraviesan de un extremo al otro.
Una imagen a mayor aumento de un macroporo (ver Figura 63 C) evidencia que en estas zonas del

material también hay células adheridas.

Figura 62. Imagenes de microscopia electronica de células hADSCs sobre discos KeraOs sin recubrimiento (KOd) y
con recubrimiento de fibronectina (KOd FN) en medios de cultivo proliferativo (PM) y osteogénico (OM) tras 7,
14 y 21 dias. En todos los casos se aprecia un incremento significativo del numero de células en el tiempo. La
morfologia de las células es alargada (tipo fibroblastica) y a tiempo final se aprecia una gran red celular que cubre
la superficie del material. En el material recubierto con FN la red celular es mas homogénea respecto a la
encontrada en los discos sin recubrimiento. Células (flechas), material (asterisco). Barra= 200um
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Figura 63. Imagenes de microscopia confocal de células hADSCs sobre discos KeraOs sin recubrimiento (KOd) tras
21 dias de cultivo. (A) tincién de los filamentos de actina con Falloidina-TRIC (rojo) y los nucleos celulares con
bisbenzimida (azul). Las zonas oscuras corresponden a los macroporos del disco. (B) Células marcadas con
Fallodina-TRITC (verde) y topografia de la superficie del biomaterial (rojo). (C) Detalle de células marcadas con
Falloidina-TRIC (rojo) y bisbenzimida (azul) adheridas a un macroporo del disco (gris). Barras 150 um (Ay B) y 25
um (C).

Con el fin de elucidar la capacidad del disco KOd de inducir la diferenciacion osteogénica de las células
hADSCs, se cuantifico la actividad de la enzima fosfatasa alcalina (ALP) y la expresién de los genes
fosfatasa alcalina (ALP), osteocalcina (OC) y osteonectina (ON) mediante PCR en tiempo real tal como se

describe en las secciones 3.11 y 3.14 respectivamente.

Los datos obtenidos tras la cuantificacion de la actividad de la enzima ALP (ver Figura 64) indican que los
valores incrementan en funcién del tiempo estudio. Tanto el medio OM como el recubrimiento de
discos FN inducen un incremento significativo de los valores de actividad. Ademas en células hADSCs
cultivadas sobre los discos KOd y KOd FN con el medio de cultivo PM se registran valores elevados de
ALP, es decir que el biomaterial induce un incremento en la actividad de la enzima en ausencia de
factores inductores en el medio de cultivo. En este sentido, se calculd la tasa de variacidn de los valores
de actividad en células crecidas sobre discos KOd y KOd FM con ambos medios de cultivo respecto los
valores en células crecidas en plastico empleando las mismas condiciones de medios de cultivo y
recubrimiento (ver Figura 65). En todos los casos existe un incremento de la actividad de las células
crecidas sobre los biomateriales respecto a las crecidas sobre pldstico. Sin embargo dicho aumento es
mayor en las células crecidas sobre KO y KOd FN con el medio PM (12 y 9 veces mas respectivamente).
Este hecho se debe a que las células crecidas sobre plastico en ausencia de los factores inductores del
medio de cultivo no se diferencian, tal como se demostré en resultados previos obtenidos en el

presente estudio (ver Figura 50 y Tabla 24).
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Figura 64. Actividad fosfatasa Alcalina (ALP) de células hADSCs sobre discos KeraOs sin recubrimiento (KOd) y
con recubrimiento de fibronectina (KOd FN) con medios de cultivo proliferativo (PM) y osteogénico (OM) tras 0,
7, 14 y 21 dias. Los valores de actividad incrementan en funcién del tiempo y son significativamente superiores
cuando se utiliza el medio OM respecto al medio PM (* P < 0.05). Sin embargo, con medio PM también se registran
valores de actividad. El recubrimiento de los discos con FN incrementa significativamente los valores de actividad
de la enzima ALP en ambos medios de cultivo respecto al disco sin recubrir (A p < 0.05)
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Figura 65. Tasa de variacion de la actividad ALP en células hADSCs cultivadas sobre discos KeraOs sin
recubrimiento (KOd) y con recubrimiento de fibronectina (KOd FN) en medios de cultivo proliferativo (PM) y
osteogénico (OM), respecto a células cultivadas en pldastico con y sin recubrimiento de FN (controles). El
biomaterial induce un incremento significativo (P < 0.05) de la actividad ALP independientemente de la presencia o
ausencia de factores inductores en el medio de cultivo (medios OM y PM respectivamente). Un analisis
comparativo de todos los tratamientos muestra que la maxima tasa de incremento de la actividad se encuentra en
la muestra KOd PM (* P <0.05), seguido por KOd FN PM (* P < 0.05).
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Finalmente la evaluacién de la expresion de genes involucrados en el proceso de diferenciacion
osteogénica indicé que los discos KOd y KOd FN inducen un incremento significativo en la expresiéon de
los genes ALP, ON y OC respecto a células hADSCs cultivadas en plastico tras 7, 14 y 21 dias (ver Figura
66). Los maximos valores de expresion para los tres genes ALP y OC se cuantificaron en las células
crecidas sobre KOd FN en medio OM a dia 21, mientras que la maxima expresién de ON se encontré
bajo la misma condicién pero a dia 14. Es importante destacar que el recubrimiento con FN potencia la
respuesta llegando inclusive a inducir valores de expresion similares (o inclusive mayores) entre las

células cultivadas en discos KOd OM y KOd FN PM.
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Figura 66. Expresion relativa de los genes fosfatasa alcalina (A), osteonectina (B) y osteocalcina (C) en células
hADSCs cultivadas con medios proliferativo (PM) y osteogénico (OM) sobre discos KeraOs sin recubrimiento
(KOd) y con recubrimiento de fibronectina (KOd FN). Los datos se obtuvieron mediante PCR en tiempo real y
como control se utilizaron las células cultivadas en plastico. Los genes ALP, ON y OC se sobreexpresan en las células
hADSCs cultivadas sobre los discos KO respecto a las células cultivadas sobre plastico incluso en ausencia de
factores inductores en el medio de cultivo (medio PM). Sin embargo, cuando los factores estan presentes, es decir
cuando se cultivan las células con el medio OM, la expresidon es significativamente superior (* P < 0.05). El
recubrimiento con FN potencia las expresion de los tres genes independientemente del medio de cultivo utilizado
respecto al disco sin recubrimiento (B> P < 0.05). Un andlisis comparativo de todos los tratamiento indica que los
maximos valores de expresion para los genes ALP y OC se encuentran en las células cultivadas sobre discos KO con
recubrimiento de FN y medio OM (KOd FN OM) tras 21 dias. El maximo valor del gen ON se encuentra en el mismo
tratamiento (KOd FN OM) pero a dia 14 (OP < 0.05).
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4.5.2 Granulados

Para evaluar y comparar la respuesta de las células hADSCs cultivadas sobre granulados BO, BC, CS y KO
(ver Tabla 17), se realizé la siembra y cultivo celular tal como se describe en la seccién 3.5.2.2 empleando

los medios de cultivo PM y OM.

La adhesion y proliferacién de las células hADSCs sobre los cuatro tipos de granulado se han evaluado
mediante el método AB (ver seccion 3.7) a dias 0, 7, 14 y 21. Los resultados indican (ver Tabla 26) que
los mayores porcentajes de adhesidn celular se cuantifican sobre los granulados BC y KO (67% y 66%
respectivamente) pero no existen diferencias significativas entre si. Ademas sobre el granulado CS la
adhesién es un 8% inferior respecto a BC y KO (P< 0.05), mientras que sobre BO la adhesidn es menor
qgue en los otros materiales. La poblacién de células adheridas aumenta significativamente en el tiempo
sobre los granulados BC, CS y KO con ambos medios de cultivo (ver Figura 67). Sin embargo la
proliferacién es superior con el medio PM a dias 14 y 21 respecto al medio OM. En contraste sobre el

material BO proliferan pocas células durante el tiempo de estudio en comparacién con BC, CS y KO.

El estudio morfolégico de las células hADSCs cultivadas sobre los granulados mediante microscopia
electrénica de barrido (ver Figura 68) muestra una gran red de células formando una capa en la
superficie de los granulados BC y KO. Particularmente las células crecidas sobre KO con medio de cultivo
OM presentan una morfologia similar a la de osteoblastos; mientras que sobre KO con medio PM y en
los granulados CS y BC la morfologia se mantiene alargada o tipo fibroblastica. Por el contrario sobre BO
se apreciaron pocas células y su morfologia era mas redondeada. Acorde con los datos de proliferacion

obtenidos, se observa un menor nimero de células sobre el granulado CS respecto a BC y KO.

Adhesion (%)

BO 45+1,35

BC 67+2,68 xA
() 62 +1,26 *
KO 66+ 2,07 * A

Tabla 26. Porcentaje de adhesion de células hADSCs sobre granulados Bio-Oss® (BO), Bone Ceramic® (BC),
Cerasorb® (CS) y KeraOs® (KO). Los porcentajes de adhesion son significativamente superiores en los granulados
BC, CS y KO, respeto a BO (* P < 0.05). Comparando todos los tratamientos entre si, los maximos porcentajes de
adhesidén se encontraron sobre BC y KO ( A p< 0.05), aunque no se encontraron diferencias significativas entre
ambos.
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Proliferacién de células hADSCs sobre granulados
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Figura 67. Proliferacion de células hADSCs sobre granulados Bio-Oss® (BO), Bone Ceramic® (BC), Cerasorb® (CS) y
KeraOs® (KO) con medio de cultivo proliferativo (PM) y osteogénico (OM). El nimero de células se incrementa
durante el tiempo de estudio sobre los granulados BC, CS y KO, aunque es inferior sobre CS independientemente
del medio de cultivo utilizado. Tras 14 y 21 el nimero de células es superior con el medio PM respeto al medio OM
(* P <0.05). En comparacién con el resto de los materiales sobre BO las células proliferan poco.

Figura 68. Imagenes de microscopia electrénica de barrido de células hADSCs sobre granulados Bio-Oss® (BO),
Bone Ceramic® (BC), Cerasorb® (CS) y KeraOs® (KO) con medios de cultivo proliferativo (PM) y osteogénico (OM)
tras 21 dias. (A) BO PM (B) BO OM (C) BC PM (D) BC OM (E) CS PM (F) CS OM (G) KO PM (H) KO OM. Una gran
cantidad de células con una morfologia tipo fibroblastica estan adheridas a los granulados BC, CS y KO; sin
embargo sobre KO con medio OM la morfologia de las células es similar a la de los osteoblastos. Por el contrario
sobre BO hay pocas células y presentan una forma redondeada. Células (flecha), Material (asterisco). Barra 200
pm.
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Con el fin de elucidar la capacidad de los granulados de inducir la diferenciacion osteogénica de las
células hADSCs, se cuantificé la actividad de la enzima ALP y la expresidn de los genes fosfatasa alcalina
(ALP), osteocalcina (OC) y osteonectina (ON) mediante PCR en tiempo real tal como se describe en las
secciones 3.11 y 3.14 respectivamente. Es importante destacar que las cantidades de proteina y RNA
obtenidas a partir de las células cultivadas sobre BO no han sido suficientes para realizar los
mencionados ensayos, por lo que se muestran Unicamente los resultados sobre los granulados BC, CS y

KO.

Los datos obtenidos indican que se detecta actividad de la enzima ALP en las células hADSCs crecidas
sobre los granulados BC, CS y BO con medio PM y OM (ver Figura 69). A dia 21 el medio OM induce un
incremento en la actividad respecto al medio PM, sin embargo en general los valores son mds bajos o no
presentan diferencias significativas respecto a dia 14. Asimismo es importante destacar que los valores

maximos de actividad son alcanzados en las células crecidas sobre el granulado KO con medio OM.

Actividad ALP en células hADSCs sobre granulados
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HBC PM @BC OM * ok

T 12 ®CSPM OCSOM *
2 * %k
£ EKOPM BKOOM
% 10 *
£ s " *
=
E &
E
o
= 4
I% 2
<<

0

14 21
Tiempo (dias)

Figura 69. Actividad fosfatasa Alcalina (ALP) en células hADSCs cultivadas sobre granulados Bio-Oss® (BO), Bone
Ceramic® (BC), Cerasorb® (CS) y KeraOs® (KO) tras 14 y 21 dias con medios de cultivo proliferativo (PM) y
osteogénico (OM). Los maximos valores de actividad ALP se registran sobre el granulado KO con medio OM (KO
OM) tanto a dia 14 como a dia 21 (** P <0.05). A dia 21 la actividad ALP de las hADSCs crecidas sobre los tres tipos
de granulados con medio OM es superior respecto a las cultivadas con medio PM (* P < 0.05).

El andlisis de expresién de los genes ALP, ON y OC muestra que cada tipo de granulado induce un patrén
de expresidn genético particular en las células hADSCs (ver Figura 70). Los genes ALP y OC se

sobreexpresan en las células crecidas sobre los tres tipos de materiales con medio PM y OM teniendo
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los picos maximos de expresion a dia 14. En contraste sobre CS la expresion de ALP es menor respecto a
BC y KO, aunque incrementa significativamente a dia 21. Asimismo este material induce una expresién

muy baja de OC respecto a los otros dos materiales.

Por otra parte los tres tipos de granulados inducen la sobreexpresiéon de ON cuantificandose un
incremento significativo de la expresién a dia 21 respecto a dia 14. Los maximos valores de expresién de
éste gen son inducidos por el granulado KO con ambos medios de cultivo. Otro dato importante a
destacar, es que el material KO induce una sobreexpresién de los genes ALP, OC y ON que siempre es
igual o superior a la de los materiales CS y BC en ausencia de factores inductores en el medio de cultivo,

es decir con el medio PM.
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Figura 70. Expresion relativa de los genes fosfatasa alcalina (A), osteonectina (B) y osteocalcina (C) en células
hADSCs cultivadas durante 21 dias sobre granulados Bio-Oss® (BO), Bone Ceramic® (BC), Cerasorb® (CS) y
KeraOs® (KO) con medio proliferativo (PM) y osteogénico (OM). Los datos se obtuvieron mediante PCR en tiempo
real. El patréon de expresion varia en funcion del material y medio de cultivo utilizado. Comparando todos los
tratamientos entre si, los maximos valores de expresion de los genes fosfatasa alcalina (ALP) y osteocalcina (OC),
se encuentran en los granulados KO y BC con medio OM (KO OM y BC OM respectivamente) (*P < 0.05). Sin
embargo, una expresidn significativa (B> P < 0.05) también se encuentra en ambos granulados con medio PM (KO
PM y BC PM). Por otra parte, los tres tipos de material inducen la sobreexpresion del gen osteonectina (ON) siendo
siempre mayor a dia 21 respecto a dia 14 (O P < 0.05). comparando todos los tratamientos, el maximo valor de
expresion de este marcador se encuentra en KO OM; aunque una expresion significativa también se encuentra en
KopPm (B> P< 0.05).
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Los resultados obtenidos muestran que las células hADSCs son capaces de adherirse, proliferar y
diferenciarse hacia linaje osteogénico sobre granulados BC, CS y KO. Por el contrario sobre BO tanto la
adhesidén como la proliferacidn celular es baja. Los datos de actividad de la enzima ALP y de expresidn
indican que los granulados BC, CS y KO inducen en mayor o menor grado la diferenciacién de las hADSCs
hacia linaje osteogénico incluso en ausencia de factores inductores en el medio de cultivo. Sin embargo

la presencia de dichos factores en el medio potencia la respuesta.

Recubrimiento de Granulados KeraOs® con Fibronectina, colageno y la mezcla

Fibronectina/colageno.

Por otra parte, se evalud el efecto del recubrimiento con FN, COL y FN/COL sobre la adhesidn,

proliferacién y diferenciacién osteoblastica de las hADSCs sobre el granulado KO.

La adhesion y proliferacion celular se ha evaluado mediante el método AB (ver secciéon 3.7). Los
resultados indican que el recubrimiento de los granulados KO con FN y FN/COL incrementan la adhesién
en un 7% * 2%, mientras que el recubrimiento con COL no induce cambios significativos en este
parametro (ver Tabla 27). El nimero de células adheridas sobre los granulados recubiertos con FN, COL
y FN/COL incrementé significativamente durante el tiempo de estudio con ambos medios de cultivo (PM

y OM), sin presentar diferencias significativas respecto a los granulados sin recubrimiento.

Adhesion (%)
KO 66 +2,1
KO coL 60+2,0
KO FN 73+ 23%
KO FN/COL 72425 *

Tabla 27. Porcentaje de adhesion de células hADSCs sobre granulados KeraOs_ sin recubrimiento (KO) vy
recubiertos con fibronectina (KO FN), colageno (KO COL) y combinacién de fibronectina y colageno (KO FN/COL).
El recubrimiento con FN y la combinacion FN/COL incrementa significativamente el porcentaje de adhesion celular
respecto a KO (*P <0.05).

Las imagenes de microscopia estereoscépica de las células tefiidas con azul de Toluidina y las imagenes
microscopia electrénica de barrido tras 21 dias de cultivo ratifican estos resultados de proliferacion
obtenidos mediante AB (ver Figura 71 y Figura 72). La aplicacion de la tincidn Rojo de Alizarina sobre las

células cultivadas sobre los granulados con medios PM y OM presentan extensas zonas de
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mineralizaciéon de la ECM. La maxima intensidad en la coloracién se encuentra en los granulados
recubiertos con FN y FN/COL con ambos medios de cultivo (KO FN PM, KO FN OM, KO FN/COL PM, KO
FN/COL), mientras que la menos intensa de muestra en el granulado sin recubrimiento y con medio PM

(KO PM).

KO FN PM KO FN OM

200 pm
—

KO FN/COL PM KO FN/COL PM

Figura 71. Imagenes de microscopia estereoscopica de células hADSCs sobre granulados KeraOs™ sin
recubrimiento (KO) y recubiertos con fibronectina (KO FN), colageno (KO COL) y combinacion de fibronectina y
colageno (KO FN/COL) con medio proliferativo (PM) y osteogénico (OM) tras 21 dias de cultivo. (A) Tincién Azul
de toluidina. Se observan células adheridas a los granulados con o sin recubrimientos. Barra: 40um. (B) Tincion
Rojo de Alizarina. Las zonas de mineralizacion de la matriz (color rojo) son claramente detectables apreciandose la
menor intensidad de coloracion sobre KO PM y la mayor intensidad sobre KO FN y KO FN/COL con ambos medios
de cultivo. Barra: 200pum.
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KO OM KO FN PM KO FN OM
A
B
KO COL PM KO COL OM
A
B

Figura 72. Imagenes de microscopia electronica de barrido de células hADSCs sobre granulados KeraOs sin
recubrimiento (KO) y recubiertos con fibronectina (KO FN), colageno (KO COL) y combinacion de fibronectina y
colageno (KO FN/COL) con medio proliferativo (PM) y osteogénico (OM) tras 21 dias de cultivo. Células (flecha);
Material (asterisco). A) Barra 300 um A) Barra 100 pm.

Con el fin de elucidar la capacidad de los recubrimientos de inducir la diferenciacién osteogénica de las
células hADSCs, ademas de la tincidén con rojo de Alizarina se cuantifico la actividad de la enzima ALP
(ver seccién 3.11) y se evalud un perfil genético de expresion mediante gPCR-array (ver seccion 3.15).
Como control se utilizaron las células hADSCs cultivadas sobre el granulado KO con medio PM, de

manera que todos los resultados obtenidos han sido expresados de forma relativa a este control.

Los datos obtenidos tras la cuantificacidn de la actividad de la enzima ALP (ver

Figura 73) indican que el recubrimiento de granulados KO con las proteinas FN, COL y FN/COL inducen
un incremento en la actividad, aunque es superior sobre FN y FN/COL sin mostrar diferencias
significativas entre si. Las tasas de incremento son similares empleando ambos medios de cultivo en

todos los recubrimientos.
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Efecto del recubrimiento de KO sobre la actividad ALP de células
hADSCs
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Figura 73. Tasa de variacion de la actividad ALP en células hADSCs sobre granulados KeraOs' sin recubrimiento
(KO) y recubiertos con fibronectina (KO FN), colageno (KO COL) y combinacion de fibronectina y colageno (KO
FN/COL) con medio proliferativo (PM) y osteogénico (OM) tras 21 dias de cultivo. Todos los recubrimientos
inducen un incremento significativo de la actividad ALP respecto al disco sin recubrir (P < 0.05). Sin embargo, el
efecto es mayor con FN y FN/COL independientemente del medio utilizado (* P <0.05).

En la Figura 74 se muestra un grafico que representa la magnitud de expresion de los 84 genes
evaluados mediante gPCR-array tras 21 dias de cultivo de las células hADSCs sobre granulados KO con y
sin recubrimientos de FN, COL y FN/COL con medios de cultivo PM y OM. El color rojo representa
sobreexpresion, el verde subexpresion y la intensidad indica la magnitud del valor. En general el medio
OM induce la expresidon de un mayor numero de genes y con mayor intensidad que el medio PM
independientemente del tipo de recubrimiento. El patron de expresién genético de las células que han
sido cultivadas sobre KO con recubrimientos de FN y FN/COL en medio PM es muy similar al patron de
expresion del material sin recubrimiento en medio OM. Por el contrario, en el patrén de expresion de las
células que han sido cultivadas sobre KO con recubrimiento de COL en medio PM, se observa un nimero
importante de genes sub-expresados o no presentan cambios significativos respecto al control. Ademds
es destacable que tanto el nimero de genes sobre-expresados como la magnitud de expresidon son
superiores en las células cultivadas sobre KO recubierto con FN y en medio OM (54/84 genes sobre-
expresados). En la Tabla 28 se muestran los valores numéricos correspondientes al indice de expresidn.
Las letras rojas indican sobre-expresion, las azules sub-expresién y las negras que no existen cambios
significativos respecto al control. Un analisis general nos indica que tanto el numero de genes sobre-
expresados como la intensidad de la expresién son superiores cuando se utiliza el recubrimiento con FN.

Existen casos relevantes en los que el gen se sobre-expresa o se reprime mds con los otros
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recubrimientos. Por ejemplo la expresion de fosfatasa alcalina (ALPL) es mayor en las células cultivadas
sobre granulados KO recubiertos con COL y la del COL12A1 es superior tanto en los granulados

recubiertos con COL como con la combinacién FN/COL.

KO FN PM KO COL PM KO FN/COL PM
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Figura 74. Representacion grafica de la magnitud de la expresion de los genes evaluados en el qPCR- Array de
las células hADSCs sobre granulados KeraOs® sin recubrimiento (KO) y recubiertos con fibronectina (KO FN),
colageno (KO COL) y combinacién de fibronectina y colageno (KO FN/COL) con medio proliferativo (PM) y
osteogénico (OM) tras 21 dias de cultivo. El analisis de la expresién se realizd respecto al material sin
recubrimiento en medio PM (KO PM). Rojo: sobreexpresion Verde: sub-expresion.
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Gen Ko om KO FN PM KO FN OM KO COL PM Ko coLom KO FN/COLPM | KO FN/COL OM
AHSG 2.59 1.92 5.35 -1.68 2.02 2.36 2.10
ALPL 8.10 5.15 34.49 3.46 54.28 8.01 29.18
AMBN 5.87 7.70 30.60 1.98 8.61 8.76 21.73
AMELY 2.07 -1.80 6.27 -2.50 2.13 5.46 20.62
ANXAS -1.40 -1.23 1.42 -7.63 1.68 -1.47 1.01
BGLAP 5.31 9.16 53.36 -2.81 3.42 3.12 23.58
BGN 3.29 5.36 14.34 1.59 3.75 4.56 6.98
BMP1 4.56 3.13 23.01 1.52 2.26 6.48 35.39
BMP2 4.20 2.37 19.00 2.10 4.29 1.94 5.35
BMP3 -1.77 -6.05 -2.75 -3.03 -1.35 -5.50 -4.31
BMPA 11.74 8.46 50.99 2.94 4,80 7.70 35.14
BMPS -1.57 -1.06 7.81 -2.58 1.83 -1.65 1.26
BMPB 3.38 4.87 29.71 -1.26 8.13 7.80 47.13
CALCR 2.37 6.04 3.34 4,13 43.16 20.89 21.30
cD36 -2.53 -1.78 1.13 -4.09 -1.19 -4,22 -2.59
CDH11 7.48 7.00 2.98 1.74 3.29 3.36 3.09
cOoL10A1 2.60 3.55 1.94 1.17 3.90 2.31 1.42
COL11A1 25.91 19.92 29.42 26.37 20.04 21.50 24.95
COL12A1 6.84 6.25 42.36 38.11 234.71 207.84 252.26
COL14A1 1.88 1.03 4.51 -85.66 -9.75 -25.63 -21.55
COL15A1 4,39 3.72 7.28 -47.99 -3.21 -8.09 -6.15
coL1Al 10.52 4.54 19.70 2.40 8.16 6.43 14.74
coLiaz 8.39 8.50 13.37 5.15 14.58 4.84 6.76
coLza1 5.56 2.07 8.78 2.03 3.67 -1.08 1.19
coL3Al 3.19 1.93 1.44 -2.24 1.44 1.68 2.00
COL4A3 2.14 1.33 2.05 -1.47 3.33 1.02 1.28
coLsA1 1.96 1.22 2.57 -10.24 1.02 -1.37 1.16
comp 6.19 6.08 7.89 -1.84 9.92 4.43 11.64
CSF2 4.74 2.51 2.79 -4.10 2.09 1.58 3.38
CSF3 5.00 2.95 2.29 -6.03 1.48 -1.91 1.15
CTSK 3.58 -2.12 3.52 -3.25 3.45 1.79 3.24
DMP1 3.83 1.35 4.03 -5.72 6.14 1.06 3.27
DSPP 3.59 4.78 6.85 -2.26 2.33 6.07 3.32
EGF 2.04 -1.41 -1.99 -5.51 -2.55 -2.10 1.21
EGFR 3.93 1.28 3.72 2.07 5.03 3.39 3.48
ENAM 9.76 5.31 62.92 -8.24 1.07 4.10 30.38
FGF1 -2.64 -3.34 -1.21 -6.15 -3.05 -3.14 -2.59
FGF2 1.14 -1.37 1.37 -3.85 -1.12 -1.84 -2.05
FGF3 4.19 2.17 3.10 -1.79 2.53 1.54 5.77
FGFR1 2.80 2.80 4.72 1.59 3.59 3.05 4.30
FGFR2 1.97 2.21 1.91 1.78 4.87 4.25 3.76
FLT1 -2.04 -1.54 1.89 -3.07 1.16 -1.61 1.12
FN1 1.13 2.72 25.60 1.70 4.88 12.58 24.67
GDF10 2.64 4.27 18.13 -2.05 2.74 3.49 16.07
ICAM1 1.39 -1.28 5.79 1.55 1.79 -1.08 1.19
IGF1 1.80 2.14 2.02 -2.06 2.92 -3.72 -7.21
IGF1R -2.01 -1.35 1.09 -1.03 1.05 -2.05 -1.14
IGF2 2.19 1.96 3.36 -2.17 11.44 14.02 30.67
ITGAL 1.48 2.81 10.07 -8.16 1.56 2.51 8.08
ITGA2 2.26 13.30 32.35 4.58 20.33 6.99 7.63
ITGA3 1.58 -2.03 2.25 -5.26 -1.561 -2.31 -1.34
ITGAM 2.92 -1.99 4.49 -1.49 1.77 1.83 1.52
ITGB1 1.25 10.19 23.61 2.76 8.52 16.09 15.64
MINPP1 -1.21 -1.35 -1.05 -14.78 -3.11 -1.58 -1.26
MMP10 2.29 -1.97 -1.10 -4.31 -1.47 -1.29 1.24
MMP2 1.82 -1.20 2.66 -25.50 -1.85 -3.05 -2.21
MMP8 -1.18 -1.96 -3.74 -34.81 -95.82 -15.55 -13.26
MMP9 3.43 2.09 3.52 -9.39 -1.56 -4.62 -3.18
MSX1 2.54 -1.09 14.88 2.13 6.30 1.91 9.95
NFKB1 1.08 -1.07 1.75 -10.18 1.45 -1.56 1.67
PDGFA -1.28 -1.05 1.71 -7.69 1.05 -76.87 -2.41
PHEX 1.75 -1.01 1.30 -2.14 -1.37 -1.39 1.90
RUNX2 3.46 1.69 16.30 1.07 3.68 4.51 12.88
SCARB1 2.00 2.27 3.15 -2.79 3.82 3.74 7.20
SERPINH1 1.37 1.04 1.48 1.04 2.70 1.07 1.70
SMADL 2.23 1.40 5.95 -1.09 2.36 1.73 2.92
SMAD2 -1.39 -1.08 1.95 -2.84 1.21 -1.01 -1.01
SMAD3 1.07 1.23 2.92 -1.29 1.18 1.23 2.80
SMAD4 -1.04 1.09 1.68 -16.90 1.24 -1.43 1.22
S0X9 -1.05 -1.40 1.92 -1.51 1.96 2.41 4.35
STATH -1.38 -1.62 1.53 -23.75 1.74 -1.95 -1.44
TFIP11 1.23 1.07 1.59 -15.04 1.16 -1.33 1.46
TGFB1 7.39 1.56 9.25 3.14 8.11 2.33 7.04
TGFB2 8.40 1.68 3.31 1.23 2.05 4.04 5.00
TGFB3 1.36 -1.48 5.56 -1.50 2.25 -1.15 1.89
TGFBR1 2.98 1.53 12.44 -1.40 4.31 1.67 2.90
TGFBR2 1.65 1.04 6.62 1.73 1.61 1.30 4.93
TNF 1.07 -2.11 1.07 -12.55 1.61 -1.08 1.25
TUFTL 1.12 -1.45 1.81 -5.66 3.07 1.39 2.21
TWIST1 -1.67 -3.91 -1.47 -3.09 -1.77 -4.32 -1.93
VCAML -2.33 -5.76 -1.54 -4.49 -1.23 -1.98 -1.85
VDR 1.05 1.54 1.70 -12.06 1.47 -1.23 1.87
VEGFA -12.40 -4.58 -1.74 -78.56 -5.84 -4.67 -3.26
VEGFB -1.97 -4.79 -1.94 -9.19 -2.28 -4.11 -2.19

Tabla 28. indice de expresién de los genes evaluados en el qPCR- Array de las células hADSCs sobre granulados
KeraOs sin recubrimiento (KO) y recubiertos con fibronectina (KO FN), colageno (KO COL) y combinacion de
fibronectina y colageno (KO FN/COL) con medio proliferativo (PM) y osteogénico (OM) tras 21 dias de cultivo. El
anadlisis de la expresidn se realizd respecto al material sin recubrimiento en medio PM (KO PM). Rojo: sobre-
expresion; Azul: sub-expresidn; Negro: no hay cambios significativos.
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A pesar de estas variaciones, considerando que la FN es el inductor mas potente cuando se utilizan
ambos medios de cultivo, se han seleccionado algunos genes altamente involucrados en el proceso de
diferenciacion osteogénico y se representaron graficamente (ver Figura 75). Se pone en evidencia como
moléculas de senalizacion y proteinas tales como BMP1, BMP2, BMP4, Runx2, SMAD1, ALPL, BGLAB y
COL12A1 estan sobre-expresadas de manera significativa respecto al control, mientras que otras como
BMP3 and TWIST descritas como inhibidores del proceso de diferenciacién se encuentran sub-
expresadas. Ademas se evidencia una vez mds que la FN en ausencia de factores inductores en el medio
de cultivo (KO FN PM) no solo incrementa el efecto de induccién que ya tiene el granulado KO sobre las
hADSCs, sino que los valores de expresion alcanzados en gran parte de los genes evaluados son similares

a los encontrados sobre el granulado KO con medio OM.

Finalmente se cuantificd la expresién de los ALPL, BGLAB (OC) y COL12A1 mediante PCR en tiempo real
para comprobar los datos provenientes de array (ver Figura 76). Las tendencias obtenidas son iguales y
las magnitudes de expresidn similares para todos los casos. Ademas se cuantificd la expresiéon de otros
tres marcadores de diferenciacién osteogénica como son la ostenectina (ON), la osteopontina (OP) y la
subunidad a5 de la integrina, los cuales alcanzaron valores maximos de expresion sobre los granulados

KO recubiertos con FN y FN/COL con ambos medios de cultivo.
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Figura 75. indice de expresion de una seleccién de genes evaluados mediante qPCR- Array de células hADSCs
sobre granulados KeraOs' sin recubrimiento (KO) y recubiertos con fibronectina (KO FN), colageno (KO COL) y
combinacidn de fibronectina y colageno (KO FN/COL) con medio proliferativo (PM) y osteogénico (OM) tras 21
dias de cultivo. El analisis de la expresidn se realizd respecto al material sin recubrimiento en medio PM (KO PM).
El recubrimiento con FN potencia la expresion de todos los genes.
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Figura 76. Expresion relativa de los genes fosfatasa alcalina (A), osteocalcina (B), coldgeno 12A1 (C),
Osteonectina (D), Osteopontina (E) e Integrina o5 (F) en células hADSCs sobre granulados KeraOs® sin
recubrimiento (KO) y recubiertos con Fibronectina (KO FN), colageno (KO COL) y combinacion de Fibronectina y
Colageno (KO FN/COL) con medio proliferativo (PM) y osteogénico (OM) tras 21 dias de cultivo. El anélisis de la
expresion se realizd respecto al material sin recubrimiento en medio PM (KO PM). Los datos obtenidos mediante
PCR en tiempo real ratifican los resultados obtenidos mediante el gPCR-array. Los maximos valores de expresion
para cada gen segun el medio PM y OM se identifican con el * (P <0.05).
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4.6 Cocultivo de células mesenquimales derivadas de tejido adiposo

humano y células endoteliales de cordén umbilical humano

Los resultados obtenidos hasta el momento sobre KO indican que es un material en el cual las células
hADSCs se adquieren, proliferan y muestran caracteristicas de diferenciacidon hacia linaje osteogénico
inclusive en medios de cultivo que no tienen factores inductores. Estas caracteristicas sugieren que es
un material apropiado para su utilizacion en la reparacidn de defectos dseos y que en combinacién con
el recubrimiento de FN y las células hADSCs pueden ser una estrategia interesante para su utilizacién en
la ingenieria de tejidos del hueso. Sin embargo, los drganos y tejidos se componen de mds de un tipo de
células y la interaccién entre ellas es un factor crucial en la funcién bioldgica. Particularmente en la
reparacion del tejido éseo, donde la angiogénesis tiene un papel fundamental, se ha descrito que existe
una fuerte interaccién entre las células madre mesenquimales de la médula ésea, las células

148172 - Ademds, tal como se comentd en la seccién 1.6,

osteoprogenitoras y las células endoteliales
numerosos trabajos sugieren que las células endoteliales pueden considerarse como un factor
osteoinductor. En este sentido, se han realizado cocultivos de células hADSCs y células endoteliales de
vena de cordén umbilical (HUVEC) como modelo experimental in vitro para evaluar la respuesta

angiogénica y osteogénica sobre los discos de KOd.

El establecimiento de los cocultivos se realizé tal como se indica en la seccidn 3.6. Ambos tipos celulares
se marcaron con los colorantes lipofilicos Vybrant™ DIL y DIO, ya que permiten hacer el seguimiento del
comportamiento del cocultivo durante 7 dias de cultivo. En la Figura 77 se muestran imdagenes
representativas de las células hADSCs y HUVEC creciendo en cocultivo con medio de cultivo de células
endotelial basal 2 (EBM-2) y endotelial de crecimiento 2 (EGM-2) durante 7 dias sobre plastico. En
ambos medios tras 1y 3 dias de cultivo, se observa una reorganizacion de las células HUVEC (marcadas
en rojo) formando estructuras similares a capilares, sugiriendo la formacién de uniones especializadas.
El nUmero de estructuras tipo capilares incrementa con el tiempo pasando de estar concentradas en la
zona central de la placa de cultivo a distribuirse aproximadamente en el 60 % de la placa. A dia 7, el
inmunomarcaje del antigeno CD31 revela la formaciéon de una gran red que recuerdan a redes
vasculares (ver Figura 78). La formacion de las redes vasculares generadas por las células HUVEC esta
acompafiada de una migracién de las células hADSCs en proximidad directa a las estructuras tipo
capilares, observandose una elevada densidad celular alrededor de los capilares y una reduccién de la

densidad celular en el espacio existente entre los capilares.

Adicionalmente se evalué mediante fluorescencia, la expresién de actina alfa de musculo liso (a-SMA),

ya que se considera un marcador de células musculares lisos o pericitos involucrado en los procesos de
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estabilizacion y maduracion de capilares (ver seccidon 1.6). Una imagen representativa de las células
cultivadas con medio EGM-2 muestra la deteccidén de la a-SMA en las células hADSCs ubicadas en las
zonas cercanas a las estructuras capilares formadas por las células HUVEC (ver Figura 79). Asimismo es
importante destacar que el mencionado marcador no se detecta en cuando se cultivan Unicamente las

células hADSCs con los medios PM y EBM-2.

Figura 77.Imagenes de microscopia de fluorescencia de cocultivos de células hADSCs-HUVEC con medios de
cultivo endotelial basal (EBM-2) y endotelial de crecimiento (EGM-2) durante 7 dias. El marcaje de las células se
realizé con los colorantes Vybrant. Rojo: células HUVEC Verde: células hADSCs. Se observa la formacién de
estructuras tipo capilares (flechas) en ambos medios de cultivo. Es importante resaltar que el medio EBM-2
contiene Unicamente los factores aportados por el suero fetal bovino (FBS); mientras que el medio EGM-2
contiene ademas del FBS, otros factores tales como hFGF-2, VEGF, R3-IGF-1, hEGF, hidrocortisona, acido ascorbico
y heparina (ver Tabla 11 ). Barra 200 um
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Figura 78. Imagenes de inmunofluorescencia de cocultivos de células hADSCs-HUVEC con medio endotelial basal
(EBM-2) y endotelial de crecimiento (EGM-2) tras 7 dias de cultivo. Inmunomarcaje con anti CD31 (verde), células
hADSCs marcadas con Vybrant (rojo), nucleos tefiidos con bisbenzimida (azul). Las células HUVEC forman
estructuras tipo redes vasculares (reveladas con el marcaje del antigeno CD31; flecha blanca) y las células hADSCs
migran y se acumulan alrededor de dichas estructuras (flecha amarilla). Ademas se observa una reduccién de la
densidad celular en el espacio existente entre los tubulos (asterisco). Barra 200 um

Figura 79. Imagenes de inmunofluorescencia de cocultivos de células hADSCs-HUVEC con medio endotelial de
crecimiento (EGM-2) tras 7 dias de cultivo. Inmunomarcaje con anti CD31 (verde) y anti a-SMA (rojo). Tincidn de
nucleos con bisbenzimida (azul). (A) barra 50 um (B) barra 25 um. Se observa un detalle de las estructuras tipo
capilares formadas por las células HUVEC.
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Las células hADSCs y HUVEC creciendo en condiciones de monocultivo con los medios EGM-2, EBM-2 y
PM se utilizaron como controles (ver Figura 80). Las células hADSCs crecen en los tres medios de cultivo
y no presentan cambios morfoldgicos importantes en ningln caso. Las células HUVEC uUnicamente
sobreviven en el medio EGM-2. Ademds se sometieron las células individuales al ensayo de
tubulogénesis en matrigel. Unicamente las células HUVEC con los medios de cultivo EBM-2 forman

estructuras tipo capilares tras 24 horas de cultivo (ver Figura 81).

Finalmente, para evaluar la especificidad del proceso observado, se cocultivaron las células HUVEC con
fibroblastos humanos HDF. Tal como muestra la Figura 82 pocas células HUVEC sobreviven tras 7 dias de
cultivo. Esto indica que el fendmeno de la formaciéon de estructuras tipo capilares observados en cultivo,

depende de la presencia de las células hADSCs.

Figura 80. Imagenes de microscopia de fluorescencia de células HUVEC y hADSCs marcadas con colorantes
Vybrant creciendo en monocultivo sobre plastico tras 7 dias de cultivo. (A) células HUVEC con medio endotelial
basal (EBM-2),( B) células hADSCS en medio proliferativo (PM), (C) células hADSCS en medio EBM-2, (D) células
hADSCS en medio endotelial de crecimiento (EGM-2). En ningln caso se observan cambios morfolédgicos
significativos. Barra 200 um

Figura 81. Imagenes de microscopia de contraste de fases de células HUVEC y hADSCs sembradas sobre matrigel
tras 24 horas de cultivo. (A) células HUVEC con medio endotelial basal (EBM-2), (B) células hADSCS en medio
proliferativo (PM), (C) células hADSCS en medio EBM-2, (D) células hADSCS en medio endotelial de crecimiento
(EGM-2). Unicamente las células HUVEC forman estructuras capilares. Barra 200 pm
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Figura 82. Imagen representativa de cocultivos de células HDF-HUVEC con medio de cultivo endotelial de
crecimiento (EGM-2) tras 7 dias de cultivo. El marcaje de las células se realizé con los colorantes Vybrant. Rojo:
células HDF Verde: HUVEC. Se observan pocas células HUVEC en el cultivo.

La evaluacién de la expresion de genes asociados a rutas de diferenciacion osteogénicas y angiogénicas
en cocultivos de células hADSCs y HUVEC sobre pldstico con y sin recubrimiento de FN se realizo tal
como se indica en la secciéon 3.14. Tras 7 dias de cultivo con los medios OM, EBM-2 y EGM-2 se
cuantificaron los marcadores ALP, ON, OC, VEGF, VE-Cad, a-SMA y Ang-1 de las células en cocultivo

respecto a las células hADSCs en monocultivo (ver Figura 83).

El medio OM induce los mayores niveles de expresién de los genes osteogénicos respecto a los medios
EBM-2 y EGM-2, pero la expresidn de los angiogénicos es muy baja. Esto es coherente con los resultados
obtenidos mediante microscopia de fluorescencia, donde empleando el medio OM, se observa una
reorganizacién de las células HUVEC pero en ningun caso la formacion de estructuras tipo capilares (ver
Figura 84). Por otra parte el medio EGM-2, el cual contiene factores requeridos para el mantenimiento y
proliferacion de células endoteliales (ver tabla Tabla 11), es el que induce el mayor aumento de los
marcadores angiogénicos, pero ademas induce la expresidn de niveles importantes de ALP, OC y ON. Sin
embargo, el resultado mas interesante es que el cocultivo de las células hADSCs con HUVEC, en un
medio basal endotelial EBM-2 que Unicamente contiene los factores aportados por el suero fetal bovino
(FBS), también se cuantifica la sobreexpresion de todos los genes evaluados. Es decir que las HUVEC
incrementan el potencial osteogénico de las células hADSCs y que a su vez la condicidon de cocultivo

favorece la formacion de estructuras tipo micro-capilares en las células HUVEC.
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Figura 83. Expresion relativa de genes osteogénicos (A) y angiogénicos (B) en cocultivos de células hADSCs-
ial basal (EBM-2) y
endotelial de crecimiento (EGM-2) tras 7 dias. Los datos se obtuvieron mediante PCR en tiempo real. El andlisis de
recubrir con medio
resién de los genes
P < 0.05). Por otra
parte los maximos valores de los genes Ang-1, a-SMA, VE-Cad y VEGF se encontraron en el plastico recubierto con

HUVEC cultivadas sobre plastico con medios proliferativo (PM), osteogénico (OM), endotel
la expresidn se realizod respecto a las células hADSCs en monocultivo mantenidas en plastico sin
PM. Un analisis comparativo de todas las condiciones indicé que los maximos valores de exp

ALP, ON y OC se encontraron en pldstico recubierto con FN y medio osteogénico (FN OM) (*

FN y medio EGM-2 (FN EGM-2) (* P <0.05).
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Figura 84. Imagen de microscopia de fluorescencia de cocultivos de células hADSCs-HUVEC con medio
osteogénico (OM) tras 7 dias de cultivo. El marcaje de las células se realizd con los colorantes Vybrant. Verde:
células HUVEC. Se observa una agrupacién y reorganizacién de las células HUVEC, aunque no la formacién de
estructura tipo microcapilares.

Tomando en cuenta que los resultados obtenidos sobre plastico nos indican que el cocultivo de las
células hADSCs con células HUVEC favorece tanto la osteogénesis como la formacién de estructuras tipo
capilares, se procedid a la realizacion de cocultivos sobre el material cerdmico KeraOs con y sin

recubrimiento de Fibronectina (KOd y KOd FN).

Imagenes representativas de células hADSCs en cocultivo con células HUVEC sobre el material KOd y
KOD FM empleando los medios de cultivo OM, EBM-2 y EGM-2 se muestran en la Figura 85. Tras 7 dias
de cultivo con medios EBM-2 y EGM-2, las células HUVEC forman estructuras tipo capilares similares a
las descritas en los cocultivos sobre plastico. Sin embargo, no se forman las estructuras tipo redes
vasculares observadas a dia 7 sobre plastico. En el medio OM hay pocas células HUVEC sobre el disco;
aunque al recubrir el material con FN se llegan inclusive a formar algunas estructuras tipo capilares en
las zonas mas superficiales del material. La mayor densidad de estructuras tipo capilares se observa en
los cultivos mantenidos con medio EGM-2 y en todos los casos el recubrimiento con FN induce un

incremento en la formacion de dichas estructuras.

La cuantificacion los marcadores ALP, ON, OC, VEGF, VE-Cad, a-SMA y Ang-1 de las células en cocultivo
respecto a las células hADSCs en monocultivo cultivadas sobre el disco KOd se muestran en la Figura 86.
La tendencia de los datos de expresion obtenidos son similares a las descritas para los cocultivos sobre
plastico, sin embargo las magnitudes de los indices de expresion son significativamente inferiores. El
Unico marcador angiogénico que incrementa significativamente en el cultivo sobre el material
recubierto con FN en medio OM respecto al material sin recubrir es el VEGF. Este hecho evidencia la
importancia de este factor en la formacién de las estructuras tubulares en las HUVEC que crecen en

cocultivo con las hADSCs en esta condicion.
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Otro dato interesante es que sobre el biomaterial, los medios OM y EGM-2 inducen una expresiéon
similar de los genes ALP, ON y OC, sin mostrar diferencias significativas entre si. Por el contrario la
expresién de los genes VEGF, VE-Cad, Ang-1 y a-SMA se sobreexpresan significativamente en el medio
EGM-2 y poco en el OM. Al igual que sobre plastico, el cocultivo de las células hADSCs con HUVEC en el
medio EBM-2, induce sobreexpresién de todos los genes evaluados, tanto los angiogénicos como los
osteogénicos. El recubrimiento de los discos con FN incrementa significativamente la formacién de
estructuras capilares y la expresién de los genes osteogénicos y angiogénicos evaluados, respecto al

disco sin recubrir.

Estos resultados sugieren que los discos KOd no solo son biocompatibles con las células hADSCs sino que
proveen un microambiente adecuado para la adhesidn, interacciéon y diferenciacion de dos tipos
celulares (hADSCs y HUVEC). Este proceso se favorece significativamente al aplicar un recubrimiento de

la superficie del disco con FN.
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Figura 85. Imagenes de microscopia confocal de cocultivos de células hADSCs-HUVEC sobre granulados KeraOs
sin recubrimiento (KO) y con recubrimiento de fibronectina (KO FN). Se mantuvieron los cultivos con medio
osteogénico (OM), endotelial basal (EBM-2) y endotelial de crecimiento (EGM-2) durante 7 dias. El marcaje de las
células se realizd con los colorantes Vybrant. Rojo: células hADSCs Verde: células HUVEC. Se observa la formacion
de estructuras tipo capilares (flechas) en todas las condiciones, con excepcidn de las células crecidas sobre el
material sin recubrimiento en medio OM (KOd OM). Tanto el recubrimiento con FN como el medio EGM-2
incrementan significativamente la formacion de las mencionadas estructuras.
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Figura 86. Expresion relativa de genes osteogénicos (A) y angiogénicos (B) de cocultivos de células hADSCs-
HUVEC sobre granulados KeraOs sin recubrimiento (KO) y con recubrimiento de fibronectina (KO FN). Se
mantuvieron los cultivos con medio osteogénico (OM), endotelial basal (EBM-2) y endotelial de crecimiento
(EGM-2) durante 7 dias. Los datos se obtuvieron mediante PCR en tiempo real. El andlisis de la expresidn se realizd
respecto a las células hADSCs en monocultivo sobre el disco KO con medio PM. Un analisis comparativo de todas
las condiciones, indica que los maximos valores de expresidn de los genes fosfatasa alcalina (ALP), osteonectina
(ON) y osteocalcina (OC) se induce en los medios OM y EGM-2 (*P < 0.05), sin embargo no hay diferencias
significativas entre si. Por el contrario la mdaxima expresion de los genes Ang-1 y VE-Cad se induce en
exclusivamente en el medio EGM-2 (*P < 0.05), mientras que los genes a-SMA y VEGF se inducen tanto en el EGM-
2 como en el EBM-2 (*P < 0.05). El Unico marcador angiogénico que incrementa significativamente sobre el
material recubierto con FN respecto al material sin recubrir empleando el medio OM, es el VEGF (B> P < 0.05). El
medio EBM-2 (que no contiene factores de crecimiento adicionales a los aportados por el FBS), induce
sobreexpresidn de todos los marcadores osteogénicos y angiogénicos. Ademas el recubrimiento con FN potencia la
expresion para los genes ALP, ON, OC y VEGF en el medio EBM-2, respecto al material sin recubrir (O P <0.05).
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4.7 Regeneracion 0sea en perros Beagle

Tal como se describid en la seccidn 3.17 de materiales y métodos, se realizd un experimento in vivo en
perros Beagles con la finalidad de evaluar el efecto del biomaterial granulado KO, el recubrimiento con
FN y la implantacion de células cADSCs autdlogas adheridas al material, en la regeneracién ésea maxilar.

En este contexto la contribucion de nuestro laboratorio en este proyecto fue la siguiente:

A. Aislamiento y caracterizacion de células mesenquimales de tejido adiposo canino (cADSCs) de 18

perros Beagles. Los resultados de este apartado han sido descritos previamente en la seccion 4.1.

B. Realizacién de pruebas de biocompatilibidad y diferenciacién osteogénica con células cADSCs de un

perro piloto empleando el biomaterial KOd y KOd FN.

La siembra y cultivo celular de las células hADSCs sobre discos KOd se realizé tal como se describe en la
seccion 3.5.2.1 empleando los medios de cultivo PM y OM. Los resultados obtenidos mediante la técnica
AB indican que un 53 % + 2,2 % de las células cADSCs se adhieren a los discos KOd y que la FN induce un
incremento significativo de 5 % + 2 % en la adhesién de las células al material. El nUmero de células
adheridas a los discos KOd y KOd FN incremento significativamente durante el tiempo de estudio. No se
encontraron diferencias significativas entre las células crecidas con medio OM y PM (ver Figura 87).

Asimismo el recubrimiento con FN no indujo cambios significativos en la proliferacidn.
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Figura 87. Adhesion y proliferacion de células cADSCs sobre discos KeraOs (KOd) con medio proliferativo (PM) y
osteogénico (OM) tras 0, 7, 14 y 21 dias de cultivo. Un 53% de las células sembradas se adhieren al disco y
proliferan en el tiempo en ambos medios de cultivo (medios PM y OM). No existen diferencias significativas en el
numero de células a dia 21 (P = 0.05).
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Imagenes representativas de microscopia estereoscépica (Figura 88 Al y A2) y microscopia electrdnica
de barrido (Figura 88 B, C y D) evidencian la poblacién de células que cubren casi por completo la
superficie de los discos KOd con medios PM y OM tras 21 dias de cultivo. Particularmente en las células
crecidas con medio OM se observa la formacidn de estructuras tipo nédulos en algunas zonas del disco.
Un detalle de las células permite diferenciar una morfologia alargada tipo fibroblastica en las células
mantenidas con el medio PM y una morfologia tipo osteobldstica en las células mantenidas con medio
OM. Al aplicar el recubrimiento con FN tanto en plastico como en el disco KOd (KOd FN) hay un

incremento en la formacidn de las estructuras nodulares en ambos medios de cultivo (Figura 88).

Ademas de adherirse y proliferar, las células cADSCs se diferencian hacia linaje osteogénico cuando se
cultivan sobre el material KOd. Los valores de actividad ALP y el indice de expresion de los marcadores
ALP, ON y OC aumentan respecto a las células cultivadas sobre plastico (ver Figura 90 y Figura 91). Al
igual que en las células madre mesenquimales humanas (hADSCs), en las aisladas de tejido adiposo
caninas (cADSCs) el recubrimiento con FN potencia la respuesta inducida por el material cuantificandose
los maximos valores de actividad ALP y los maximos valores de expresién de los marcadores

osteogénicos en la condicién del disco recubierto con FN en medio osteogénico (KOd FN OM).

Tomando en cuenta el tamafio de los defectos dseos creados en la mandibula de los perros, se utilizo el

material en formato de granulado. Se repitieron las pruebas de adhesién y proliferacion celular

obteniendo datos muy similares a los descritos anteriormente.
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Figura 88. Células cADSCs sobre discos KeraOs (KOd) con medio proliferativo (PM) y osteogénico (OM) tras 21
dias de cultivo. A1, A2) Imagenes de microscopia estereoscopica. Tincidn azul de toluidina, Aumento 4X. En el
medio OM se observan estructuras tipo ndédulos en algunas zonas del disco. Barra 100um. Imagenes de
microscopia electrénica de Barrido. B1, B2) Barra 4 mm. C1, C2) Barra 1mm. D1, D2) Barra 30 um. La morfologia
de las células cultivadas con el medio PM tipo fibroblastica (D1), mientras que las cultivadas con medio OM (D2) la
morfologia es similar a la de osteoblastos. Células (flechas), material (asterisco).
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Figura 89. Células cADSCs cultivadas sobre plastico y discos KeraOs (KOd) con y sin recubrimiento de
fibronectina (FN) en medio proliferativo (PM) y osteogénico (OM) tras 21 de cultivo. A1, A2) Imdgenes de
microscopia de contrate de fases de células crecidas sobre plastico recubierto con FN. Barra 100 um. B1, B2)
Imagenes de microscopia estereoscopica de células crecidas sobre discos KOd y KO FN. Barra 150 um. Tanto en
plastico como en el disco se observan estructuras tipo nddulos (flechas) que se distribuyen por toda la superficie.
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Figura 90. Actividad de la enzima fosfatasa alcalina (ALP) en células cADSCs cultivadas sobre discos KeraOs (KOd)
con y sin recubrimiento de fibronectina (KOd FN) en medio proliferativo (PM) y osteogénico (OM) tras 21 de
cultivo. Los valores de actividad son significativamente superiores cuando se utiliza el medio OM respecto al medio
de cultivo PM (* P £ 0.05). Sin embargo, con medio PM también se registran valores de actividad. El recubrimiento
de los discos con FN incrementa significativamente los valores de actividad de la ALP respecto al disco sin recubrir
en ambos medios de cultivo (B> P <0.05).
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Expresion de ALP, ON y OC en células cADSCs sobre discos KOd
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Figura 91. Expresion relativa de los genes fosfatasa alcalina (ALP), osteonectina (ON) y osteocalcina (OC) en
células cADSCs cultivadas sobre discos KeraOs (KOd) con y sin recubrimiento de fibronectina (KOd FN) en medio
proliferativo (PM) y osteogénico (OM) tras 21 de cultivo. Un andlisis comparativo de todos los tratamientos indica que los
maximos valores de expresion de los marcadores osteogénicos ALP, ON y OC se encuentran en la condicién del disco recubierto
con FN en medio osteogénico (KOd FN OM) (*P < 0.05).

C. Recubrimiento de granulados KO con FN y siembra de células cADSCs autélogas para su posterior

implantacién en los defectos dseos mandibulares creados en cada perro.

El recubrimiento y siembra de los granulados KO se realizé tal como se describe en la seccién 3.5.2.2. El
numero de células sembradas por cada 1,25 g de granulado (cantidad de material necesario para cubrir
toda la perforacién mandibular) fue de 500.000 células cADSCs. El seguimiento de la proliferacion
celular pre y post- manipulacion tal como se describié en la secidn 3.17. Este procedimiento se realizd
con la finalidad de verificar que durante el traslado y el tiempo transcurrido durante la cirugia (entre 4 y
5 horas), las células no tuvieran efectos negativos en su capacidad de proliferacidon por no mantenerse
en las condiciones optimas (372C, 5% CO, y 90% humedad). En la Figura 92A se muestran imagenes
representativas de la implantacién de los granulados KO FN con células cADSCs en los defectos éseos de
la mandibula de perros Beagles. Los resultados obtenidos mediante el método AB indican que tanto las
células pre-manipuladas como las post-manipuladas proliferan en el tiempo de estudio y no muestran
diferencias significativas entre si (ver Figura 92B). Los datos graficados corresponden al promedio de los
valores obtenidos en los 18 perros evaluados. Estos resultados han sido +confirmados mediante
microscopia esteroscopica tras 9 dias de cultivo (ver Figura 92C) donde pueden observarse las células

adheridas al material.
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Proliferacion de células cADSCs sobre granulados KO B
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Figura 92. Experimento de implantacion de granulados KeraOs recubiertos con fibronectina (KOFN) con y sin
células madre autdlogas de tejido adiposo en defectos 6seos mandibulares de perros Beagles. (A) Imagenes
representativas de la implantacién de células cADSCs autélogas adheridas a granulados KeraOs recubiertos con
fibronectina (KO FN) en los defectos éseos mandibulares de perros Beagles. (B) Proliferacion de células cADSCs pre
y post-manipulacién tras 1, 6 y 9 dias de cultivo. Los datos se obtuvieron mediante el método Alamar Blue®. (C)
Imdagenes de microscopia estereoscopica de células cADSCs sobre granulados KOd FN pre-manipulacién (C1y C2) y
post-manipulacion (D1 y D2). Tincién azul de Toluidina. Barra 50 um (C1 y D1) y Barra 100 um (C2 y D2). No existen
diferencias significativas en la proliferacidn de las células pre-manipuladas y post-manipuladas (P = 0.05).
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5. DISCUSION






La sustitucidon o regeneracion de grandes cantidades de tejido dseo, sigue siendo hoy dia uno de los
principales retos clinico-quirurgicos, siendo la ingenieria de tejidos del hueso una de las estrategias mas
prometedoras. La combinacidn de células, biomateriales y factores inductores del proceso osteogénico,
son factores claves para la creacidon de un constructo células-biomaterial con potencial uso en la
reconstruccién de defectos dseos. A pesar de que en la Ultima década se han disefiado numerosos
materiales sintéticos con la finalidad de regenerar tejido éseo, en ningln caso superan la capacidad
regenerativa de los implantes naturales. Por lo tanto, se sigue investigando en la combinacion de
materiales sintéticos con elementos quimicos y bioldgicos que incrementen la bioactividad del material

y potencien la respuesta regenerativa.

Las células madre mesenquimales de tejido adiposo (ADSCs) tienen un gran potencial en la ingenieria de
tejidos debido a su facil obtencién, capacidad de diferenciacion a multiples linajes, propiedades
Inmunomoduladoras y produccidon de factores proangiogénicos y antiapoptdticos. Asimismo, los
materiales ceramicos son ampliamente utilizados como biomateriales, debido a su similitud con la fase
mineral del tejido 6seo. Ademds, su combinacién con proteinas de ECM o factores osteoinductores
pueden incrementar la bioactividad del constructo células-biomaterial. A pesar de ello, pocos trabajos
existen en la literatura que evallen la repuesta de células ADSCs sobre materiales cerdmicos de fosfatos
de calcio. En este sentido, el objetivo principal de ésta tesis ha sido evaluar la biocompatibilidad y
diferenciacién osteogénica de células madre mesenquimales adultas derivadas de tejido adiposo
(ADSCs) frente a materiales ceramicos de fosfato de calcio y determinar el efecto del recubrimiento de
la superficie del material con proteinas de ECM sobre la diferenciacion osteogénica. Adicionalmente

evaluamos el potencial osteogénico y angiogénico de las células hADSCs en cocultivo con células HUVEC.

5.1 Aislamiento y caracterizacion de células madre derivadas de tejido adiposo humano

(hADSCs) y canino (cADSCs)

En primer lugar se realizé el aislamiento de células madre de tejido adiposo humano a partir de tejido
adiposo subcutaneo (lipoaspirados) de cuatro donantes. La poblacién de células obtenidas presentd
capacidad de adhesién al plastico, una expresidon positiva (> 95 %) de los antigenos de superficie
asociados con células progenitoras CD105, CD73, CD90, CD29 y CD44; y una expresion negativa (< 2 %)
de los antigenos asociados a células del linaje hematopoyético CD14, CD34, CD45, CD271 y HLA-DRII.
Ademads se demostréd su capacidad de diferenciarse a diversos linajes, tales como el adipogénico,
osteogénico, miogénico y condrogénico (ver seccidn 4.1). Los resultados indican que las células aisladas

son células madre mesenquimales, pues cumplen con todos los criterios establecidos por la
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International Society for Cellular Therapy para la identificacion de un tipo celular como célula
progenitora (ver Tabla 6) 2.

Resultados similares han sido descritos previamente por otros autores. Zuk y col. ¥, han sido los
primeros en aislar y caracterizar las células madre adultas derivadas de lipoaspirados de tejido adiposo
sub-cutaneo humano. Demostraron que las células hADSCs tienen caracteristicas similares a las células
madre mesenquimales provenientes de médula ésea (BM-MSCs) y que mediante la utilizaciéon de
medios de cultivo con factores especificos (factores de crecimiento o agentes quimicos), se induce la
diferenciacidn de las células hacia diversos linajes. Estos resultados han sido confirmados por De Ugarte
y col. ¥, quienes compararon las células hADSCs y BM-MSCs provenientes del mismo paciente y
demostraron que no existen diferencias significativas en la cinética de crecimiento, senescencia celular y
la capacidad de diferenciacion a multiples linajes. Asimismo, destacan que el tejido adiposo es una
fuente abundante y prometedora de células madre mesenquimales (MSCs) y que su posible utilidad
clinica se ve reforzada por su facil cultivo con medios no selectivos, rapida expansion en cultivo y la

capacidad de diferenciacion a multiples linajes in vitro.

A partir de estos tres trabajos, varios articulos han sido publicados referentes a la caracterizacion
inmuno-fenotipica de las células hADSCs, su potencialidad in vitro, su uso en modelos animales para
evaluar la regeneracién de diversos tejidos y en algunos casos su aplicacién clinica. Dichas células, han
pasado a convertirse en una de las poblaciones de células madre adultas mds populares en los campos
de la ingenieria de tejidos y la medicina regenerativa.

I. 17, realizaron una evaluacién exhaustiva de la expresion de antigenos de superficie en

Gronthos y co
las células hADSCs con la finalidad de identificar un patron unico o especifico para este tipo celular.
Subsiguientes articulos publicados por otros investigadores, evidencian pequefias diferencias en el perfil
de expresién encontrado por los diferentes grupos de investigacion **°”*7° (ver Tabla 29). Sin
embargo, coinciden en que las hADSCs son positivas para los antigenos de superficie CD13, CD90, CD44

y CD105; y negativos para CD14, CD31, CD45, CD144 y HLA-DR. Los resultados obtenidos en la presente

tesis coinciden con estos datos (ver seccién 4.1).

Quizas uno de los marcadores mds controversiales es el CD34. Hasta hace algunos afios se consideraba
un marcador que debia tener una expresion negativa en células madre mesenquimales, debido a que es
un marcador de células progenitoras del linaje hematopoyético. Sin embargo, algunos autores han
descrito que su expresion es positiva en células hADSCs y debe ser considerado una caracteristica
particular de éstas células, asociando su expresidon a su localizacién perivascular en el tejido adiposo

173177179 "Nuestros resultados difieren de ésta Ultima teoria, pero coinciden con lo descrito inicialmente
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por Zuk y col. 8%

del marcador CD34 es negativa (< 2 %).

, ya que en el andlisis mediante citometria de flujo de las células hADSCs la expresién

Author and Year

Expression profile

Positive expression

Negative expression

Gronthos y col. 2001 73

CD90, CD10, CD13, CD29, CD34, CD44,
CD49d, CD49e, CD54, CD55, CD59,
CD105, CD146, CD166, HLA-ABC

CD11a, CD11b, CD11c, CD31,
CDA45, CD50, CD56, CD62e,
HLA-DR

Zuk y col. 2001 *°

CD13, CD29, CD44, CD49d, CD71,

CD14,CD16, CD31,CD34, CD45,

Zuk y col. 2002 *

CD90, CD105, STRO-1, SH3

CD56, CD62e, CD104, CD106, SMA

Katz y col. 2005 74

CD29, CD49b, CD49d, CD49%e, CD51,
CD61, CD90, CD138, CD140a

CD11a, CD11b, CD11c, CD18,

CD41a, CD49f, CD62L, CD62P,

CD106, CD117, CD133, HLA-DR,
ABCG2

Mitchell y col. 2006 *®

CD13, CD29, CD34, CD44, CD49a,
CD63, CD73, CD90, CD146, CD166

CD31, CD144

Yoshimura y col. 2006 7

CD34, CD90

CD31, CD45, CD105, CD146

Oedayrajsingh-Varmay col.
2007 7

CD34, CD54, CD90, CD105, CD117,
HLA-ABC, HLA-DR

CD31, CD45, CD106, CD146,
CD166

Zannettino y col. 2008 16

CD44, CD90, CD105, CD106,
CD146, CD166, STRO-1, 3G5

CD14, CD31, CD45

Traktuev y col. 2008 */

CD10, CD13, CD34, CD90, CD140a,
CD140b, SMA

CD31, CD45, CD144

Zimmerlin y col. 2010 178

CD34, CDS0

CD31, CD146, SMA

Liny col. 2008 *”°

CD34

CD31, CD140b, SMA

Proposed phenotype of
ADSCs(common between two
or more studies)

CD13, CD29, CD105, CD44,
CD49d,CD54, CD90, CD140a, STRO-1

CD11a, CD11b, CD11c, CD14,CD31,
CD45, CD106, CD144, HLA-DR

Controversial markers in
ADSCs

CD34, CD140b, CD146, CD166, SMA

Stromal cell markers
Hematopoietic markers

Pericyte markers

CD29, CD44, CD73, CD90, CD105, CD166

CD31, CD34, CD45, ABCG2
CD146, Stro-1, 3G5

Tabla 29. Perfil de expresion de antigenos de superficie de las células madre de tejido adiposo humano (hADSCs)
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obtenidos por varios grupos de investigacion. Obtenido de Zuk .

Debido a la importancia que tiene la diferenciacion osteogénica de las células hADSCs en esta tesis, es

importante destacar, la elevada expresion del marcador CD90 en las células hADSCs, inclusive a pases
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muy elevados. Este marcador ha sido asociado previamente con células osteoprogenitoras y/o células
gue tienen una elevada capacidad de diferenciacion osteogénica bajo sefiales de induccién especificas
98,99

El potencial de diferenciacidon de las células hADSCs aisladas, se demostré mediante su capacidad de
diferenciarse hacia tres linajes mesodérmicos (osteogénico, adipogénico y condrogénico) y un linaje

endodérmico (miogénico).

EL mantenimiento de las células hADSCs con el medio de cultivo OM, el cual contiene factores
inductores tales como dexametasona (DMS), glicerol 2 fosfato (Gly 2P) y acido ascérbico, indujo la
mineralizacién de la ECM de las células (ver Figura 39). Este fenédmeno, unido al incremento en la
actividad de la enzima ALP y la expresién de los genes ALP, ON, OC, demuestra la capacidad de
diferenciacidon osteogénica de las células hADSCs aisladas. El papel de estos factores y la capacidad de

diferenciacidn osteogénica se discute en parrafos posteriores.

El potencial de diferenciacion adipogénico, se demostré con la formacidon de gotas lipidicas intra-
citoplasmaticas tras 21 dias de cultivo con el medio AM, el cual contenia los factores inductores IBMX,
DMS, indometacina e insulina (ver Figura 40). La formacidn de lipidos y la deteccidén de genes asociados
a rutas de diferenciacién adipogénica se ha descrito previamente por otros autores, empleando medios

1817184 por otra parte, el

de cultivo con factores inductores a los utilizados en el presente trabajo
potencial condrogénico se demostrd tras detectar la presencia de proteoglicanos mediante la tincion de
Azul Alcian (ver Figura 42), después de cultivar las células concentradas en un pellet y con un medio que
contenia los factores inductores acido ascorbico, ITS y TGF-B1. Estos resultados apoyan los obtenidos
previamente por Zuk y col. **, Danisovic y col. ®® y Awad y col. ¢, quienes ademas reportan un

incremento en la expresion de genes relacionados con el desarrollo de tejido cartilaginoso.

Finalmente, se demostro el potencial de diferenciacion de las células hADSCs hacia musculo esquelético,
empleando el medio de cultivo MM que contiene DMS e hidrocortisona (ver Figura 41). La presencia de
células multinucleadas similares a miotubos, la expresién de la proteina MyoD (una proteina clave en el
desarrollo del musculo esquelético), y la proteina MyHC (uno de los principales componentes del

[ 86,95

aparato contractil del musculo estriado), son datos similares a los descritos por Zuk y co , ¥ Mizuno

1
y col. *¥.

Ademas del aislamiento de células madre de tejido adiposo humano (hADSCs), se realizé el aislamiento
de células madre de tejido adiposo canino (cADSCs) a partir de 18 perros Beagles (ver seccion 4.1).
Dichas células serian empleadas posteriormente en estudios in vivo relacionados con la regeneracién de

defectos 6seos mandibulares empleando células autélogas en perros Beagles.
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Los estudios de caracterizacion de la poblacion de células cADSCs mediante citometria flujo, revelaron
que la expresién es negativa (< 2 %) para todos los antigenos ensayados con excepcién del CD44 (ver
Figura 44). Nosotros sugerimos que este resultado negativo se debe a los anticuerpos utilizados, puesto
gue no existe en el mercado anticuerpos para la deteccion del perfil de antigenos seleccionado que

hayan sido probados en perro.

Si bien no pudimos demostrar que las células cADSCs aisladas tienen un perfil de células progenitoras
mediante citometria de flujo al no disponer de anticuerpos contra las formas caninas de los marcadores
CD evaluados, si se demostré su capacidad de diferenciarse hacia multiples linajes tales como
osteogénico (ver Figura 45), adipogénico (ver Figura 46), miogénico (ver Figura 47) y condrogénico
(Figura 48). En todos los casos, los resultados son muy similares a los descritos para las células hADSCs.
Estudios previos han descrito el aislamiento y caracterizacién de células madre mesenquimales a partir

72188 particularmente, el

de adiposo de animales tales como rata, ratén, conejo, cerdo y perro
aislamiento de células cADSCs de tejido sub-cutaneo canino fue descrito por primera vez por Neupane y
col. *®. Las describe como una poblacién de células similar a fibroblastos, que pueden ser mantenidas
en cultivo durante largos periodos de tiempo con una baja tasa de senescencia y que expresan los
marcadores OCT4, NANOG y SOX2 asociados con células madre. Segun sus resultados, las células cADSCs
tienen una proliferacién mas lenta que las células hADSCs y muestran dificultades en diferenciarse hacia

los linajes osteogénico y adipogénico en ausencia de un recubrimiento de la superficie del plastico con

18 0

laminina **°. Por el contrario, Vieira y col. **°, reportan la diferenciacion osteogénica, adipogénica y
condrogénica de las células cADSCs, empleando medios de cultivo que contienen factores inductores
especificos de cada linaje sin requerir ningun tipo de recubrimiento de la placa de cultivo. Nuestros
resultados coinciden con los descritos por Viera y col. **° respecto a las condiciones y la capacidad de
diferenciacion a diversos linajes de las células cADSCs. Asimismo, difieren en parte con lo encontrado
por Neupane y col. *®, ya que en nuestro caso la tasa de proliferacion de las células cADSCs es superior a
la encontrada en las células hADSCs. Teniendo en cuenta que las células cADSCs son faciles de aislar,
tienen una elevada velocidad de proliferacidn en cultivo y bajo condiciones de induccion se diferencian a
multiples linajes, podemos deducir que son un buen modelo para estudios de interaccion células-

biomaterial.
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5.2 Capacidad de diferenciacion osteogénica de células hADSCs y cADSCs

Antes de evaluar la respuesta de las hADSCs y cADSCs frente a materiales cerdmicos disefiados con la
finalidad de reparar tejido éseo, consideramos importante evaluar la capacidad de diferenciacion
osteogénica de ambos tipos celulares y compararla con la de dos modelos celulares (MCT3T3 y hFOB
1.19) ampliamente utilizados para evaluar biocompatibilidad y Osteoinductividad de diversos

biomateriales 7",

La diferenciacidn osteogénica in vitro de células madre mesenquimales (MSCs), requiere de la presencia
de tres componentes basicos: 1) la presencia de colageno tipo | como principal proteinas en la matriz
mineralizada del tejido dseo, 2) la disponibilidad de fosfato y 3) la ausencia de inhibidores de la
mineralizacion **'. En esta tesis, la diferenciacién osteogénica de las células hADSCs y cADSCs se indujo
mediante su cultivo en un medio que contenia los factores inductores DMS, acido Ascérbico y Gly 2P
(medio OM). Tanto el acido ascdrbico como DMS, inducen sobreexpresion de colageno en diferentes
tipos celulares, por lo que representan los factores inductores de la produccién de esta proteina .
Por su parte, el Gly-2P es la fuente de fosfato requerido también para la mineralizacion de la matriz **°.

Pese a que estos factores quimicos son suficientes para la induccion de la diferenciacién osteogénica,

otros componentes tales como factores de crecimiento o citoquinas también son utilizados con este fin.

Las condiciones de diferenciacién in vitro hacia el linaje osteogénico de las lineas MC3T3 y hFOB. 1.19
son muy diferentes a las descritas previamente para las células hADSCs y cADSCs. En el caso de la linea
de osteoblastos murinos MC3T3, las células tienen un perfil preosteoblastico y Unicamente la presencia
de acido ascdrbico en el medio de cultivo induce su diferenciacién hacia un fenotipo de osteoblasto
maduro. Por otra parte, los osteoblastos embrionarios humanos (hFOB. 1.19), son una linea
inmortalizada que expresa un antigeno sensible a la temperatura (SV40 T). De esta forma las células
muestran altas tasas de proliferacion a una temperatura de 33.5 2C, mientras que a temperaturas
restrictivas de 39 2C la tasa de proliferacion disminuye y se induce su diferenciacién hacia un fenotipo de

fibroblasto maduro.

En la seccion 4.2 se muestran de forma comparativa los resultados obtenidos tras induccién de la
diferenciacidon osteogénica de las células hADSCs, cADSCs, MCT3T3 y hFOB 1.19. A dia 14, las células
hADSCs, cADSCs y hFOB 1.19 sometidas acondiciones de diferenciacidon osteogénica, ya exhiben una
matriz mineralizada revelada mediante la tincion Rojo de Alizarina (ver Figura 49). Ademas la actividad
de la enzima ALP es superior respecto a las células cultivadas bajo condiciones de proliferacién (ver
Figura 50 ). A pesar de que en las células MC3T3 no exhibieron una matriz mineralizada, la actividad de

la enzima ALP es muy elevada, presentando valores similares a los cuantificados en la linea hFOB 1.19 y
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significativamente mayores a los encontrados en las células hADSCs y cADSCs. Tomando en cuenta que
la enzima ALP esta involucrada directamente en el proceso de calcificacion de la ECM durante fases

tempranas de la diferenciacién osteogénica **"*%

, este resultado no es el esperado. Sin embargo,
previamente se ha reportado, que en algunos tipos celulares el incremento de la actividad ALP no

siempre es proporcional a los niveles de mineralizacién detectados **°.

A dia 21, los cuatro tipos celulares mantenidos bajo condiciones de diferenciacién, exhiben
mineralizaciéon de la ECM. La actividad de la enzima ALP y la expresion de los genes osteogénicos ALP,
ON y OC son significativamente superiores respecto a dia 14 en las células hADSCs, cADSCs y hFOB 1.19
(ver Figura 49, Figura 50 y Tabla 24). Por el contrario en las MC3T3 disminuyd drasticamente la actividad
de la enzima ALP, aunque la expresion de los genes ALP, ON y OC es ligeramente superior o no muestra
diferencias significativas. Comparando todos los tratamientos, los maximos valores de actividad se

cuantificaron en las células hADSCs y hFOB 1.19.

Es importante destacar que en la Tabla 24, se indican los datos de expresion de los marcadores ALP, ON
y OC como una tasa de variacion de la expresidon genética entre las células cultivadas bajo condiciones
de diferenciacién respecto a las cultivadas en condiciones de diferenciacién. Esto se realizd para
comparar mas facilmente los datos, pues los valores basales de expresion varian significativamente en
funcién de los tipos celulares, encontrandose los niveles mas elevados en las lineas MC3T3 y hFOB 1.19.
Ademas de las diferencias inherentes al tipo celular, esto puede ser debido a que estas dos lineas de por
si ya tienen un fenotipo preosteobldstico; mientras que las hADSCs y cADSCs tienen un fenotipo inicial
que es de células madre progenitoras y requieren diferenciarse primero a preosteoblastos vy

posteriormente a osteoblastos, tal como se indicé en la seccién 1.4 (ver Figura 16).

Nuestros resultados sugieren que tanto las células hADSCs como las cADSCs, exhiben sefiales claras de
diferenciacidn osteogénica in vitro, incluyendo mineralizacién de la ECM, actividad de la enzima ALP y la
expresion de genes involucrados en las rutas de diferenciacién osteogénicas tales como ALP, ON y OC.
Estos resultados coinciden con los reportados previamente por otros autores e indican el alto potencial

osteogénico éstas células ¥°>20020

. Adicionalmente estos datos son comparativos con los encontrados
en lineas ampliamente utilizadas para la evaluacidon de biomateriales en el campo de la ingenieria de
tejidos del hueso como las MC3T3 y hFOB 1.19. Esto implica las células ADSCs ademds de ser un tipo
celular con gran potencial en el campo de la ingenieria de tejidos del hueso, también es util como

modelo celular en la evaluacion de biomateriales.
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5.3 Biocompatibilidad del biomaterial KeraOs®

Las evaluacidén de ventajas y posibles efectos adversos de un nuevo material como KeraOs® (KO),
requiere la realizaciéon de una serie de ensayos biocompatibilidad in vitro empleando una linea celular
conocida (por ejemplo fibroblastos), tal como lo establece la norma 1SO 10993-5 ®. Si bien esta norma
establece los parametros generales para la valoracién de la compatibilidad y citotoxicidad, los
protocolos y técnicas utilizadas con este propdsito dependen de cada investigador.

Técnicas ampliamente utilizadas en la evaluacidon de la respuesta celular en modelos 2D, han sido
aplicadas para la evaluacidn de la biocompatibilidad de materiales 3D. Algunos ejemplos que pueden
citarse son el test MTT 22 test WST-1® 2*?% |3 liberacién de lactato deshidrogenasa 29,207

206208209 o] ansayo de Alamar Blue®® 22! y e| ensayo de proliferacion

Incorporacion de BrdU
CyQUANT **2. Sj bien estas técnicas han sido ampliamente utilizadas, algunos autores reportan que la
ausencia de un protocolo sistematico de técnicas adaptadas a la aplicacion de matrices 3D, en muchos
casos genera la obtencién de resultados que no son coherentes *°. Este hecho sumado al elevado precio
de la produccién de matrices 3D cuando estan en fase de prueba, limita en gran medida la aplicacién de
diversas técnicas que permitan obtener informacién clara, precisa y que aporte una medida veraz y
reproducible de la repuesta celular como modo de evaluacién de la biocompatibilidad de uno o mas
materiales. Asi pues la estandarizacién y selecciéon de técnicas es un aspecto esencial, especialmente

cuando se realiza la mencionada evaluacion a nivel industrial, ya que en este ambito el ahorro de

material, dinero y tiempo juega un papel crucial.

En el presente trabajo, hemos disefiado dos nuevas metodologias para el trabajo con biomateriales en
formato de disco y granulado (ver secciones 3.5.2.1 y 3.5.2.2). Estas metodologias junto con la técnica
Alamar Blue®® (AB), permite una cuantificacion eficiente y altamente reproducible del porcentaje de
células que se adhieren al material y el seguimiento de la proliferacién a lo largo del tiempo. La principal
ventaja de estas metodologias, es que a diferencia de lo reportado en otros trabajos >>****!*, desde el
inicio se separan las células adheridas de las no adheridas al material, evitando asi la sobre-estimacion
del nimero de células presentes en el material debido a la cuantificacion de células no adheridas al

material y que quedan adheridas al plastico del pocillo en la placa de cultivo.

Tras ensayar diferentes condiciones, se establecieron los parametros dptimos de densidad celular de
siembra (ver Figura 51) y de la relacidn del volumen de acondicionamiento/ volumen de siembra (ver
Figura 52), con lo que se consiguid la estandarizacién de la metodologia del cultivo celular sobre discos
KOd, la adaptaciéon del método al trabajo sobre granulados y finalmente la evaluacion de la

biocompatibilidad del material KO en ambos formatos.
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La biocompatibilidad, es la capacidad que tiene el material de inducir las respuestas celulares y
funcionales deseadas “*. Uno de los principales criterios de la biocompatibilidad, es que el contacto
directo e indirecto con el material no debe ser tdxico para las células. En este sentido, en el presente
trabajo evaluamos la citotoxicidad directa e indirecta del material KOd empleando como modelo celular
fibroblastos dérmicos humanos (HDF). Nuestros resultados mostraron, que las células son capaces de
adherirse y proliferar sobre el biomaterial KOd, aunque su tasa de proliferacién es inferior a la
cuantificada sobre plastico (ver Figura 53). Este fendmeno, se ha reportado previamente, asocidndose a
una mayor dificultad en los procesos de adhesidn y spreading celular a causa de las caracteristicas de la

| 2. En ningln caso, el mencionado fenémeno implica toxicidad celular.

superficie porosa del materia
Asimismo, la aplicacién de productos de degradacién del material (extractos suaves y severos) no induce

toxicidad en las células (ver Figura 54).

Considerando que el material KO estaba en desarrollo y por ende no teniamos referencias bibliograficas
previas, se compard la respuesta de las células HDF sobre el granulado KO respecto a la de los
materiales comerciales Bio-Oss® (BO), Bone Ceramic® (BC) y Cerasorb® (CS) empleando la misma
metodologia de trabajo. Nuestros datos indicaron que la respuesta de los fibroblastos sobre los tres
materiales ceramicos de origen sintético (BC, CS y KO) es similar, mientras que sobre el material de
origen natural BO tanto la adhesién como la proliferacién es inferior respecto a los otros tres materiales
(ver Figura 59 y Figura 60). Nuestros resultados, coinciden con los reportados por Tamai y col. **,
guienes demuestran que fibroblastos murinos, son capaces de adherirse y proliferar sobre materiales
ceramicos de fosfato de calcio de diferente naturaleza tales como B-TCP, HA y HA/B-TCP. Asimismo,

. 22, quienes evaltan la respuesta de fibroblastos humanos y de

apoyan los obtenidos por Kauschke y co
ratén sobre dos materiales granulados (NanoBone® y BC), demostrando que ambos tipos celulares se
adhieren y proliferan sobre los dos materiales sin cuantificar diferencias significativas entre si. Ademas
tras 28 dias de cultivo observan una gran red celular cubriendo la superficie del material. Chouteau y
col. , también reportan que fibroblastos y osteoblastos son capaces de proliferar y colonizar las

crestas y poros de la superficie de un material de fosfato calcico en formato de disco.

Basados en nuestros resultados y los datos publicados por otros autores, podemos afirmar que el

material KO es biocompatible.

Ademas de los estudios de toxicidad, la evaluacidn de la biocompatibilidad de materiales disefiados para
la regeneracién de tejido dseo, involucra el estudio de la respuesta celular en funcién de la adhesién,
proliferacién y diferenciacion osteogénica empleando lineas primarias de osteoblastos (por ejemplo las

hFOB 1.10 o las MC3T3) o células madre mesenquimales.
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5.4 Respuesta de células hADSCs frente a materiales ceramicos

En este estudio, se evalud la biocompatibilidad y diferenciacion osteogénica de células hADSCs sobre los
materiales Bio-Oss® (BO), Bone Ceramic® (BC), Cerasorb® (CS) y KeraOs® (KOd y KO) utilizando medios
de cultivo proliferativo (PM) y osteogénico (OM). Nuestros resultados revelaron que la adhesién celular,
proliferacién y diferenciacidon osteogénica varia de acuerdo al biomaterial utilizado, observandose un

perfil de expresion genético especifico inducido por cada tipo de material.

Es conocido, que el microambiente tridimensional proporcionado por los biomateriales, induce una
respuesta celular in vitro que difiere de la generada en ambientes bidimensionales. Particularmente en
las células hADSCs, ha sido descrito que los ambientes tridimensionales inducen una variacién del
patrén de expresion de genes asociados a rutas de diferenciacién osteogénica y angiogénica .
Propiedades fisico-quimica de los materiales tales como composicidén, topografia, porosidad e
interconectividad proveen un ambiente 3D para la colonizacidn y organizacion de las células, teniendo

esto un papel critico en la respuesta celular **°

. En este contexto, se ha descrito que los materiales
deben ser biodegradables, osteo-inductivos, osteoconductivos y promover la adhesién, proliferacién y

diferenciacion celular .

En primer lugar, nosotros evaluamos la respuesta de las células hADSCs frente al material KO en formato
de disco, el cual fue suministrado por la empresa Keramat para facilitar los estudios iniciales de
estandarizacién de la metodologia y evaluacion de la respuesta celular (ver seccién 4.5.1).
Adicionalmente, evaluamos el efecto del recubrimiento del disco KOd con fibronectina, sin embargo,
este punto serd discutido mas adelante (ver seccién 5.5). Las células hADSCs fueron capaces de
adherirse y proliferar sobre el biomaterial KO en ambos medios de cultivo PM y OM, aunque en este
ultimo la proliferacién fue mas lenta, lo cual puede estar relacionado al proceso de diferenciacion.
Adicionalmente, el material indujo un incremento en la actividad de la enzima fosfatasa alcalina (ALP) y
la expresidn de marcadores caracteristicos de las rutas de diferenciacién osteogénica tales como la ALP,

la ostenectina (ON) y la osteocalcina (OC), respecto a las células cultivadas en plastico.

Es importante destacar que, aunque la actividad de la enzima ALP y la expresiéon de los marcadores
genéticos son superiores en el medio de cultivo OM, el biomaterial es capaz de inducir la diferenciacidn
osteogénica de las células en el medio PM, es decir en un medio libre de factores adicionales a los
aportados por el FBS. Este fendmeno también fue descrito por Liu y col. *°, quienes comparaban la
respuesta in vitro de células hADSCs cultivadas sobre discos de akermanite y B-TCP. En su trabajo,
cuantifican un ligero incremento de la expresién de los genes Runx-2, ALP, OC y COL1 al emplear el

. s . . 1 . . .7
medio PM tras 10 dias de cultivo. Por su parte Marino y col. **®, tras evaluar la diferenciacién
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osteogénica de células hADSCs sobre discos de B-TCP, concluyen que el biomaterial de B-TCP solo es
capaz de inducir la diferenciacion de las células hacia un fenotipo osteobldstico, aunque reportan que la
expresién de proteinas tales como la ALP, OC y OP tienen un retraso cuando las células se cultivan en el
medio PM respecto al medio OM. Resultados similares se han descrito tras evaluar la interaccidon de
7 . 141,218 .
células BM-MSCs con discos de HA y BCP . Aunque poco se conoce como los materiales de fosfato
de calcio inducen la diferenciacion osteogénica de células mesenquimales, algunos autores han
reportado que los iones Ca*" y P inorgénico liberados por el material favorecen la diferenciacién vy

mineralizacién de la matriz de osteoblastos, mediante la activacién del receptor sensor de calcio 219-221

Tal como se ha mencionado previamente, el material KO fue suministrado en los formatos de disco y
granulado. La biocompatibilidad y diferenciaciéon osteogénica de las células hADSCs fue valorada en
ambos materiales y existen algunas diferencias en la respuesta celular frente a ambos. Por ejemplo, el
porcentaje de adhesion al disco fue de 56 %, mientras que sobre el granulado fue del 66 %. Dichas
diferencias, se atribuyen principalmente a la variacion en la forma y topografia de ambos materiales, a
pesar de que su composicidn quimica es la misma. Sin embargo, en el presente trabajo no estamos
interesados en comparar las respuestas frente diferentes formatos de un mismo material, ya que el
formato disco fue suministrado para facilitar la manipulacién y el trabajo de estandarizacién, valoracion

de la biocompatibilidad con fibroblastos y la evaluacién de la respuesta de las células hADSCs.

Una vez valorada la respuesta de las células hADSCs sobre los discos KOd, se procedid a la evaluacién y
comparacién de la respuesta de éstas células sobre los granulados BO, BC, CS y KO. En este punto, es
importante recordar la naturaleza quimica de los granulados evaluados para comprender la discusion y

la comparacidn de nuestros resultados con la de otros autores:

BO ——  material de origen natural derivado de hueso bovino deproteinizado
BC ——» material sintético de Hidroxiapatita (HA)

CSyKO—  materiales sintéticos de fosfato tricalcico (B-TCP)

Nuestros resultados indicaron que las células hADSCs se adhieren y proliferan sobre los granulados BC,
CS y KO en los medios de cultivo proliferativo (PM) y osteogénico (OM), aunque en este ultimo la
proliferacién fue mas lenta, lo que puede estar asociado con el proceso de diferenciacién. Es de
destacar, los mayores porcentajes de adhesidn y de células metabdlicamente activas tras 21 dias de
cultivo se encontraron en los granulados KO y BC. Por el contrario, sobre el granulado BO el porcentaje
de adhesion fue muy bajo y las células no proliferan a lo largo del tiempo de estudio (ver Figura 67). Este
resultado difiere en parte con el obtenido empleando los fibroblastos HDF (ver Figura 59), puesto que

en ese caso a pesar de un bajo porcentaje de adhesion, las células proliferaron, aunque con una tasa
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menor a la registrada sobre el resto de los materiales. Datos similares a los obtenidos con las células
hADSCs en presente trabajo, han sido publicados previamente por Handschel y col. **2, encontrando
gue los niveles de proliferacién de células madre mesenquimales embrionarias son bajos sobre el
material BO, respecto a los cuantificados sobre otros materiales cerdmicos y poliméricos. En otro
estudio, Riechert y col. *?>, empleando una linea celular de osteoblastos humanos cultivados sobre
diferentes biomateriales, determinaron que el numero de células presentes en los materiales en orden
decreciente es el siguiente: Bioresorb® (B-TCP), NanoBone® (SiO, + HA), BC, CS, BONIT®matrix (SiO, + HA
+ B-TCP), BO. Estos datos coinciden con los obtenidos en el presente trabajo, donde tras 21 dias de
cultivo, el mayor numero de células metabdlicamente activas fue encontrado en KO y BC, seguido por CS

y finalmente BO (ver Figura 67 y Figura 68).

Paradodjicamente, varios trabajos muestran las aplicaciones clinicas del material BO como material de
implante en defectos periodontales tales como la elevaciéon del seno maxilar, cresta alveolar y
reparacion del esqueleto maxilo-facial. De hecho, este material de origen natural, es considerado uno de
los materiales de referencia en los procedimientos que involucran la implantacién de injertos dseos

223-228

sintéticos Estudios in vitro muestran, que células madre derivadas de sangre periférica y la linea

de osteoblastos MG-63, son capaces de expresar marcadores de diferenciacidon osteogénica sobre BO

229,230

Como era de esperar, debido a las diferencias fisico-quimicas de los biomateriales analizados, cada
material indujo un patrén especifico de expresion de genes asociados a procesos de diferenciacion
osteogénica en las células hADSCs. Datos similares han sido publicados por otros autores en
experimentos con células pre-diferenciadas de sangre de cordén umbilical humano cultivadas sobre los
biomateriales CS, Cerasorb M® (nueva generacion del material CS), RESORBA® (material de colageno) e

2! Interesantes trabajos han demostrado que las

ICBM (matriz 6sea bovina con colageno insoluble)
proteinas osteogénicas secretadas por células mesenquimales cultivadas en ambientes tridimensionales,
tales como OC y BSP-1, se unen a los biomateriales y modulan la respuesta de las células 2. Esta unidn
o absorcion selectiva de proteinas, depende en gran medida de la naturaleza quimica y la superficie de
los materiales %, lo cual podria explicar en parte la diferencia en los perfiles de respuesta de las células

hADSCs sobre los biomateriales evaluados.

Los datos obtenidos revelan, que los mayores porcentajes de adhesién y de células metabdlicamente
activas a tiempo final se encuentran en los granulados KO y BC (ver Tabla 26, Figura 67 y Figura 68).
Ademas, estos dos materiales inducen patrones similares de expresién de los marcadores ALP y OC
(Figura 70 A y C). Por otra parte, los mayores niveles de actividad ALP y de expresién génica de ON, son

inducidos por el material KO tras 14 y 21 dias de cultivo (ver Figura 69 y Figura 70 B). Este conjunto de
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resultados sugieren, que la mejor biocompatibilidad e induccién del proceso de diferenciacion

osteogénico fue conseguido en KO, seguido por BC y finalmente CS.

Dada la similitud en la composicidon quimica, tamafio y porosidad de los materiales KO y CS; era de
esperar que la respuesta de las células hADSCs fuera parecida en ambos materiales. Sin embargo,
nuestros datos muestran diferencias significativas en la adhesién, proliferacién y expresion de
marcadores osteogénicos. Estas diferencias en la respuesta celular pueden explicarse en parte debido a

caracteristicas especificas de los materiales tales como micro-estructura, textura, superficie, forma,

224,233

entre otros . De hecho, el aspecto morfoldgico de ambos materiales al ser observados mediante

microscopia electrdnica de barrido, es muy diferente (Figura 68 F y H).

Como la célula “siente” las propiedades estructurales del material dependera en gran medida de la
macro y micro-estructura de dicho material. Por ejemplo, cuando el tamafno del poro excede en gran
medida el tamafo de la célula, el sustrato es plano o ligeramente curvado, por lo tanto las células se
adhieren a éste sustrato de una manera similar al cuando lo hacen en superficies 2D (plastico) ***. Asi,
los mecanismos de mecano-transduccién y el grado de diferenciacion puede ser similar en ambos
sustratos. Por el contrario, cuando los poros son mas pequeiios que la célula, estas realmente se
encuentran en un ambiente 3D donde las zonas de adhesion son diferenciales. En este sentido, la
estructura intrinseca del material creada por los poros, genera patrones de curvatura especificas en las
células que se adhieren al material en distintas dimensiones. Asi, se crean patrones de tensién
especificas sobre el citoesqueleto celular que finalmente se traducen en la activaciéon de cascadas de

235-237 (ver Figura 93). Por lo tanto,

sefializacion que dan origen a procesos de diferenciacién
independientemente de que la composicién quimica de los materiales KO y CS sea similar, la respuesta
celular puede variar en funcién de las interacciones fisicas, las cuales estan condicionadas por el patrén

estructural del material.
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Biomaterial Structure Cell Binding

Small Pores

Figura 93. Estructura de los biomateriales y su influencia sobre adhesion celular, spreading y fuerzas de tensién.

Modificado de Reilly y col.”® y Stevens y col. 2

Otro punto fundamental a tener en cuenta, es la adhesién de las células al biomaterial induce la sintesis
de proteinas tales como el coldgeno, fibronectina, laminina, elastina, entre otras; generando asi su
propia ECM. Estas proteinas de matriz, modifican y determinan las nuevas interacciones células-matriz y
célula-célula, lo que introduce una variable adicional a la interaccién inicial de las células con el
biomaterial y que son determinantes en la induccidn del proceso de diferenciacion en células madre

mesenquimales 2

. Es decir, que el destino de las células mesenquimales esta determinado dentro de
los primeros dias de la interaccion célula-material mediante el proceso de adhesién, y con el tiempo la
produccién de ECM puede ser una variable critica en la modulaciéon y direccion del proceso de

diferenciacion **°

. Esta informacion sugiere, que la similitud en la adhesién y produccién de ECM, han
podido ser factores claves en la induccion de respuestas celulares parecidas entre los granulados KO y

BC, a pesar de tener composiciones quimicas diferentes.

De acuerdo a nuestros resultados y la informacién encontrada en la literatura, las células hADSCs son
capaces de adherirse y proliferar sobre los granulados BC, CS y KO, aunque no sobre BO. Asimismo, son
capaces de inducir la diferenciacion osteogénica de las células inclusive en ausencia de factores
inductores especificos en el medio de cultivo. Sin embargo, la respuesta osteogénica es incrementada
en presencia de factores estimuladores tales como dexametasona, glicerol 2-fosfato y acido ascérbico.
Estos datos soportan la nocidn de que el ambiente tridimensional y los factores solubles juegan un papel
fundamental en la creacidn de un microambiente bioquimico y mecanico que puede conducir la

diferenciacion de células mesenquimales hacia un tipo celular especifico *.
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A pesar de que se han publicado algunos estudios in vitro e in vivo que utilizan los biomateriales BC, CS 'y
BO; nuevos estudios empleando células hADSCs combinadas con materiales ceramicos de fosfato de
calcio, seran necesarios para entender el proceso de osteogénesis en éstas células y comparar su
respuesta y utilidad en el campo de la ingenieria de tejidos. Ademads resultara interesante, seguir
realizando pruebas con el granulado KO, el cual ha resultado ser un biomaterial con alta

biocompatibilidad y capacidad de induccién de respuesta osteogénica en las células hADSCs.

5.5 Efecto del recubrimiento de la superficie del material KeraOs® sobre la biocompatibilidad

y diferenciacidn osteogénica de células hADSCs.

La adhesion inicial de las células al biomaterial, es una de las fases criticas en la creacion de un
constructo células- biomaterial con potencial uso en la ingenieria de tejidos del hueso. En este campo de
trabajo, la busqueda de estrategias para incrementar la adhesidon de células al material es uno de los
principales retos, siendo el recubrimiento de superficies con proteinas de matriz extracelular (ECM) una
de las posibles alternativas. La principal razén, es que las células dependientes de anclaje no solo se
unen a sustratos fisicos tales como el plastico o un biomaterial, sino también a proteinas. Procesos
celulares tales como spreading, proliferacion y la activacién de rutas de diferenciacion, estan

240241 En este

influenciadas por la adhesién de las células a las proteinas de ECM mediante integrinas
sentido, la ECM no solo provee un soporte estructural para las células, sino que también modula la

fisiologia y el fenotipo mediante sefiales bioquimicas (ver Figura 94).

Figura 94.Procesos celulares que pueden ser influenciados por la
matriz extracelular (ECM). Obtenido de Hidalgo-Bastidas y
Cartmell .

Adhesion

Differentiation

\{/

Phenotype Migration

Proliferation Apoptosis

Aungue la modificacién de la superficie de materiales con proteinas de EMC se ha demostrado para
mejorar la adhesion, la respuesta celular depende en gran medida de la composicién fisico-quimica del

. . . . 242-2 .. . ,
biomaterial y el tipo celular utilizado ***7*°. De manera que, la selecciéon del tipo de proteina y la
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concentracién aplicada para la realizacion del recubrimiento, varia en funcién del material y tipo celular
de interés. En este sentido, hemos evaluado inicialmente el efecto del recubrimiento del material KOd
con fibronectina (FN), colageno (COL), albumina (HSA)y plasma AB (P), sobre la adhesién y proliferacién
de fibroblastos (HDF). Nuestros resultados mostraron, que el Unico recubrimiento que incrementé
significativamente tanto la adhesidon como la proliferacién fue la FN (ver Figura 55). Teniendo en cuenta
este resultado, seleccionamos esta proteina y posteriormente evaluamos la respuesta de las células
hADSCs. Los datos indicaron, que el recubrimiento con FN también incrementaba el porcentaje de

adhesion estas células al disco, aunque no influyen en la proliferacién celular (ver Tabla 25 y Figura 61).

La FN y el COL, son dos de las proteinas de ECM mas utilizadas para la modificacién de superficies,
debido a que estan presentes en cantidades elevadas en diversos tejidos. El incremento de la adhesién
celular en superficies de distinta naturaleza recubiertas con FN ha sido demostrada en varios tipos

277230 En una revision bibliografica Hidalgo-Bastidas y Cartmell ® mencionan, que en la

celulares
mayoria de los estudios de adhesién donde se compara la respuesta de células madre mesenquimales
(MSCs) frente a diferentes tipos de recubrimientos, la FN es la que induce la mayor adhesién, lo que se
atribuye a que esta proteina es reconocida al menos por 20 tipos diferentes de integrinas (ver Figura
95). La mayoria de los estudios citados en esta revisidn, han sido realizados con células mesenquimales

provenientes de la médula 6sea (BM-MSCs) >2°+%%2,

Laminin Collagen IV Fibronectin

Vitronectin Collagen I

Figura 95. Afinidad de las células madre mesenquimales (MSCs) por las proteinas de matriz extracelular (ECM).
La direccion de la flecha indica los mejores resultados de adhesién, cuando las superficies son modificadas con
esas proteinas. Obtenido de Hidalgo-Bastidas y Cartmell 62,

En otro trabajo Liy col. ®, encontraron que el recubrimiento de biomateriales de fosfato de calcio
bifasico (HA/B-TCP) con FN y COL, induce un incremento en la adhesion y proliferacién de células
hADSCs respecto al disco sin recubrir, sin embargo, no reportan diferencias significativas en la respuesta
celular inducida por ambos recubrimientos. Estos datos difieren de los encontrados en el presente
trabajo, donde claramente la FN o la combinacién de FN/COL, incrementan la adhesion tanto en discos

KOd (ver Tabla 25) como en granulados KO (ver Tabla 27); mientras que el COL no muestra diferencias
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significativas respecto al disco sin recubrir. Asimismo, en ninglin caso los recubrimientos inducen

diferencias significativas sobre la proliferacién de células hADSCs.

Ademas de influencia de los recubrimientos de la superficie del granulado KO con FN, COLYy la
combinacion FN/COL sobre la adhesion y proliferacidn, se realizd la evaluacidn de la respuesta
osteogénica de las células hADSCs. Respecto al material sin recubrir, los tres tipos de recubrimiento
indujeron un incremento en la produccidn de ECM calcificada (ver Figura 71), en la actividad de la

enzima ALP (ver

Figura 73) y la sobreexpresién de una conjunto importante de genes involucrados en las rutas de
diferenciacidon osteogénicas que fueron cuantificados mediante qPCR-array (ver Figura 74 y Tabla 28).
Sin embargo, la respuesta de diferenciacion mas potente fue inducida por el recubrimiento con FN. Este
dato resulta curioso y relevante, dado que algunos autores han descrito que, a diferencia del COL **>*°,
la FN es una proteina que induce una elevada adhesién en células MSCs, pero que tiene una influencia

minima en el proceso de induccién de diferenciacién osteogénica *>*°%*’.

»2 demostraron que el recubrimiento de superficies con

A diferencia de estos autores, Martino y col.
FN o con fragmentos recombinantes de la proteina (FN 1110-10), inducen la expresidon de genes tales
como ALP, RUNX-2, BSP y OC en las células BM-MSCs. Ademas sugieren que la integrina a5B1 (receptor
de reconocimiento en la superficie celular especifico de la FN) tiene un papel fundamental en el proceso

de diferenciacién. En esta misma direccién, Hamidouche y col. >

mediante un analisis transcriptémico
demostraron que las células BM-MSCs bajo condiciones de diferenciacién osteogénica, sobreexpresan la
subunidad a5 de la integrina y que su inhibicion mediante un shRNA disminuye considerablemente la
expresion de marcadores osteogénicos. Adicionalmente realizan un andlisis molecular, determinando
que la sobreexpresion de la subunidad a5 incrementa significativamente el potencial osteogénico de
éstas células, mediante la activacion de rutas de sefializacion tales como ERK1/2-MAPk y PI3K. Si bien,
en el presente trabajo no estudiamos los mecanismos moleculares de induccién y diferenciacién
osteogénica, demostramos que la subunidad a5 de la integrina estd sobreexpresada en las células
hADSCs cultivadas sobre los granulados KO y que los maximos valores de expresidn son inducidos sobre
el material recubierto con FN (ver Figura 76). Todos los datos descritos, unidos a los publicados por

otros autores 9,137,252,258-261

, sugieren que existe una correlacion entre los mecanismos de adhesién y
diferenciacion osteogénica en células madre hADSCs. Asimismo, que la integrina a5B81 podria ser una
de las moléculas involucradas el incremento de la respuesta osteogénica de las células hADSCs sobre el
material recubierto con FN, respecto al material solo o recubierto con COL. Resultados similares
también fueron descritos por Moursi y col. ®, demostrando que la FN regula la diferenciacién

osteogénica de osteoblastos embrionarios de rata.
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La cuantificaciéon y andlisis de la expresiéon genética mediante qPCR-array de las células hADSCs
cultivadas sobre los granulados KO recubiertos con FN, COL y la combinacion FN/COL, evidencio la
sobreexpresidon de numerosos genes tales como BMP1, BMP2, BMP4, Runx2, SMAD1, ALP, OC (BGLAB) y
COL1A1, respecto al material sin recubrir (ver Figura 74 y Tabla 28). Dichos genes codifican la expresién
de moléculas de sefializacién y proteinas que han sido previamente descritas como marcadores y/o
inductores del proceso de diferenciacidn osteogénico en células MSCs y osteoblastos tanto in vitro como
in vivo ©6123234255,2627268 " particylarmente, las moléculas morfogenéticas del hueso (BMPs) 1, 2, 4y 7
estimulan y activan los factores de transcripcion Runx-2 y Osterix, que a su vez inducen la transcripcién
de genes expresados en fases tempranas (ALP, COL, ON, BSP) y tardias (OCN, OP) de la diferenciacién

118,269

osteoblastica Un ejemplo de la capacidad inductora de las BMPs se evidencia en un reciente

. 7°, demostrando que la incubacién durante 15 minutos con BMP-2

trabajo publicado por Overman y co
de células hADSCs crecidas sobre granulados de B-TCP (similar a KO) y BCP, es capaz de incrementar la
expresion de los genes ALP, RUNX-2, COL y OC. Asimismo, Park y col. >, demostraron previamente que
el cultivo de células BM-MSCs sobre microesferas de un biomaterial de acido poli-lactico que incorpora
BMP-2 y el fragmento de unidn Arg-Gly-Asp (RGD; sitio de reconocimiento de las integrinas a ciertas
proteinas de ECM), induce la diferenciacion de las células hacia linaje osteoblastico. Es de destacar que
en este Ultimo trabajo, los datos demuestran que este fragmento RGD (presente en la FN y el COL) es
capaz de inducir una respuesta osteogénica, superior a la del material sin RGD y similar a la inducida por
la proteina BMP-2 al ser afiadida al medio de cultivo. Sin embargo, en conjunto (RGD + BMP-2)
potencian el efecto. Este resultado, es comparable con el obtenido en el presente trabajo donde el
recubrimiento del material KO recubierto con FN o COL en ausencia de factores inductores en el medio
de cultivo (medio PM), incrementa el efecto de induccidon que ya tiene el granulado KO sobre las
hADSCs, alcanzando valores de expresidon similares a los encontrados sobre el granulado KO con medio
OM. Sin embargo, en conjunto (recubrimiento con FN, COL o FN/COL + medio OM) potencian el efecto

de diferenciacion.

Por otra parte, en el presente trabajo los datos del array arrojaron que inhibidores del proceso de

diferenciacidn osteogénica mediante la ruta de BMPs tales como BMP3 y TWIST estan sub-expresados.

Tal como se menciond en la seccién 1.4, ademas de la ruta de las BMPs, otras rutas asociadas al TGF-3
han sido involucradas en la proliferacion de células progenitoras y produccién de factores tempranos de
la diferenciacién . En el gqPCR-array, se evalué la expresién de TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3 y sus
receptores; sin embargo, Unicamente las células cultivadas con el medio OM incrementaron
significativamente la expresion de estos tres factores. Ademads, ninguno de los tres recubrimientos tuvo

un efecto adicional al inducido por el medio de cultivo en esta ruta. Este resultado puede sugerir que
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tras 21 dias de cultivo, la principal ruta de diferenciacion activada por los recubrimientos es la de las
BMPs, ya que también detectamos un incremento en la mineralizacion de la matriz, la actividad ALP y
expresidon genética de marcadores osteogénicos, cuando las células han sido mantenidas en medio PM

con recubrimiento respecto al disco sin recubrir.

Finalmente, destacar que uno de los genes con mayor indice de expresidon del conjunto de genes
evaluados en el array, fue el colageno tipo Xl (COL12A1). Los tres recubrimientos, inducen un
incremento significativo respecto al granulado KO sin recubrir en ambos medios de cultivo (PM y OM).
Aunque no es considerado un marcador de diferenciacidon osteogénica y su funcién no esta bien
definida, se han demostrado altos niveles de expresion de mRNA de esta proteina en el periostium (sitio

22 ademds, en un estudio reciente Iza y col. *3, demostraron que

de formacién activa de hueso)
ratones “knock-out” para COL12A1 (COL12A1 -/-), exhiben anormalidades en el esqueleto respecto a
ratones control, tales como disminucion del tamafio del fémur, reduccion de la densidad dsea,
desorganizacion de la estructura del tejido, alteracion de la relacidn osteoblastos/osteocitos y
disminucién de la estructura polarizada de las células. Asimismo a nivel in vitro demuestran, que los
osteoblastos provenientes del raton COL12A1 -/-, no exhiben diferencias significativas en la expresién de
marcadores tempranos de la diferenciaciéon tales como Runx-2 o COL, pero si una disminucion
significativa de marcadores tardios tales como OC y OPN, una alteracién de la comunicacion célula-
célula a través de uniones GAP, y una variacién en la composicién y organizacién de la ECM. Sus
resultados sugieren una implicacién directa del COL12A1 en el proceso de diferenciacidon osteogénica,

por lo que resulta interesante que el recubrimiento con COL, FN y la combinacién FN/COL induzcan un

incremento importante en la expresion de esta proteina.

En resumen, nuestros resultados sugieren que el recubrimiento con FN del biomaterial KO, no solo
incrementa el porcentaje de adhesién celular, sino que induce una potente respuesta de diferenciacién
osteogénica en células hADSCs, siendo inclusive superior a la inducida por el recubrimiento con COL.
Una mayor produccidon de matriz mineralizada, incremento de la actividad de la enzima ALP y la
expresion de un mayor numero de genes asociados a rutas de diferenciacidn osteogénica de células

hADSCs asi lo demuestran.
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5.6 Cocultivo de células hADSCs y HUVEC: diferenciacion osteogénica y formacion de

estructuras capilares

El mantenimiento, restauracién y formacidon de nuevo hueso, requiere la comunicacion entre los vasos
sanguineos y células formadoras de hueso (MSCs y osteoblastos). La osteogénesis, es un proceso
complejo que estd influenciado por condiciones fisioldgicas, interacciones célula-célula, formacién de

una ECM especializada y la formacién e invasién de vasos sanguineos 2274276

. Tras la implantacién de un
constructo células-biomaterial, la induccion de la vascularizacidon es necesaria para la supervivencia de
las células osteogénicas localizadas en el centro del biomaterial, donde la llegada de componentes
esenciales tales como el oxigeno vy factores de crecimiento, entre otros, es muy limitada ””. Ademads la
formacién de una red capilar alrededor del implante, permite la liberacidon de un conjunto de factores
proangiogénicos y proosteogénicos por parte de las células endoteliales, que influyen directamente en

18 En este sentido, resultaria evidente gue la adicidn de

los procesos de osteogénesis y angiogénesis
células vasculares, podria proporcionar ventajas adicionales para la induccion de osteogénesis, respecto

al cultivo de osteoblastos o células MSCs solas sobre un biomaterial.

Hemos evaluado la interaccién de células madre mesenquimales derivadas de tejidos adiposo (hADSCs)
con células endoteliales de cordén umbilical humano (HUVEC) y su influencia en los procesos de
induccion de osteogénesis y angiogénesis in vitro. Tras 7 dias del cocultivo de células hADSCs y células
HUVEC sobre plastico, se formd una red de estructuras tipo capilares (ver Figura 77). El marcaje con el
anticuerpo CD31 reveld, que dicha red esta formada Unicamente por células endoteliales (ver Figura 78).
Adicionalmente, un elevado porcentaje de células hADSCs migran, localizdndose alrededor de las
mencionadas estructuras y expresando el marcador actina de musculo liso alfa (a-SMA), el cual es
caracteristico de células musculares lisas o pericitos (ver Figura 79) *’°. Esto sugiere, que las células
hADSCs pueden estar actuando como estabilizadoras de las estructuras capilares formadas por las
células HUVEC, pues expresan un fenotipo perivascular o de células murales. Resultados similares han
sido descritos por otros autores empleando células MSCs y endoteliales aisladas de diversas fuentes
177279282 particularmente Merfeld-Clauss y col. **°, demostraron que ademds de expresar el marcador a-
SMA, las células hADSCs que migran y se localizan alrededor de las redes vasculares muestran un
aumento en la produccion de proteinas de ECM caracteristicas de la membrana basal de los vasos
sanguineos tales como colageno tipo IV, laminina y fibronectina. En su trabajo, también reportan que,
aunque los factores solubles liberados por las células hADSCs tienen un papel importante (efecto
paracrino), la formacién de redes vasculares estables depende en gran medida del contacto directo de
ambos tipos celulares y su interaccién bidireccional. Si bien en el presente trabajo no demostramos este

fendmeno mediante el cocultivo en dispositivos transwell (donde no hay contacto directo entre las
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células) o aplicando medios condicionados de células hADSCs sobre células HUVEC; si demostramos el
fendmeno de formacion de capilares depende de la presencia de las células hADSCs, ya que el cocultivo

de células HUVEC con fibroblastos no induce el fendmeno descrito (Figura 82).

Al evaluar marcadores involucrados en procesos de diferenciacién osteogénica y angiogénica,
obtuvimos diferentes patrones en funcién del medio de cultivo utilizado. El cocultivo de células hADSCs
con células HUVEC mantenido con medio osteogénico (medio OM), incrementd significativamente los
marcadores ALP, ON y OC, respecto a la condicién de monocultivo de células hADSCs (ver Figura 83). Es
decir que las células HUVEC, incrementan el potencial osteogénico de las células hADSCs. Sin embargo,
la expresiéon de marcadores angiogénicos en los cocultivos mantenidos con el medio OM fue muy baja,
lo que se corresponde con una ausencia de formacién de estructuras capilares al emplear este medio de

cultivo (ver Figura 84). Nuestros resultados difieren de los obtenidos por Pedersen y col. ***

, quienes
reportaron que la utilizacidon de condiciones de estimulacidon osteogénica (medio OM) en cocultivos de
células BM-MSCs con HUVEC, incrementa el crecimiento y maduracion de redes microcapilares; y la
sobreexpresion de marcadores endoteliales tales como angiopoietina 1 (Ang-1), angiopoietina 2 (Ang-2)

y el factor de Von Willebrand (VWF).

La capacidad de las células HUVEC de incrementar el potencial osteogénico de las células hADSCs,
también quedd evidenciado en nuestros resultados, al encontrar que el cocultivo de estos dos tipos
celulares en un medio libre de factores osteogénicos y angiogénicos adicionales a los aportados por el
FBS (medio EBM-2); cuantificamos una sobreexpresién de los marcadores de osteogénesis ALP, ON y OC.
Datos similares han sido reportados por Wang y col. **, quienes empleando los mismos tipos celulares,
reportaron un incremento en la expresiéon de ALP, Runx2, ON y OC, respecto a las células ADSCs
cultivadas en condicién de monocultivo. Asimismo, demostraron que las células HUVEC secretan BMP-2
al medio de cultivo, relacionando la presencia de este factor con el incremento de la osteogénesis en la
condicién de cocultivo. Xue y col. **3, reportaron una respuesta similar al cocultivar células BM-MSCs
con células HUVEC, encontrando un incremento significativo en la expresion de ALP. Mientras que
v

Kaigler y col. *®*, determinaron que células endoteliales de la microvasculatura dérmica humana

(HDMECs), incrementan el potencial osteogénico de células BM-MSCs tanto in vitro como in vivo.

Los cocultivos mantenidos con medio EBM-2, también sobreexpresan los marcadores angiogénicos
VEGF, VE-Cad, a-SMA y Ang-1 (ver Figura 83), lo que se corresponde con la formacién de redes capilares
observadas mediante microscopia de fluorescencia. Esto sugiere que las células hADSCs, también tienen
un papel en la induccidn de diferenciacidn de las células HUVEC hacia un fenotipo vascular, lo cual ha

sido atribuido previamente a la liberacidn de citoquinas y factores proangiogénicos (por ejemplo VEGF)
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158,285

por parte de las células mesenquimales . La funcidn del VEGF y sus receptores en la angiogénesis y

formacién de vasos ha sido ampliamente investigado 2, y se considera un factor necesario para la

287,288

formacidén de redes vasculares . Las células hADSCs producen cantidades elevadas de este factor

104285291 15 que puede contribuir significativamente tanto a la osteogénesis como a la formacién de

292

estructuras capilares in vitro ~°. Por otra parte la Ang-1, ha sido descrita como un mediador de la

maduracién vascular, teniendo un papel importante en el reclutamiento de células peri-vasculares y el

293294 Algunos autores sostienen que la formacién

mantenimiento de las interacciones célula-matriz
inicial de estructuras vasculares es inducida por VEGF promoviendo la migracién, proliferacién y el brote
de las células endoteliales, mientras que la Ang-1 contribuye a la formacién de un vaso funcional 2>,
Por otra parte, la VE-Cad es una proteina de adhesién transmembrana caracteristica de las células
endoteliales. Es responsable de la unién célula-célula y estd implicada en la permeabilidad de los vasos
sanguineos. El bloqueo con anticuerpos anti VE-Cad inhibe la formacidn de estructuras capilares in vitro

27 de manera que la sobreexpresién de este marcador es un dato importante dentro de nuestros

resultados.

Al evaluar la respuesta celular de los cocultivos mantenidos con un medio que contiene numerosos
factores requeridos para el cultivo y proliferacion de células endoteliales tales como VEGF, IGF,
heparina, entre otros (medio EGM-2, ver tabla Tabla 11), se obtuvo una respuesta osteogénica similar a
la inducida por el medio basal EBM-2, pero una respuesta angiogénica mas potente. La magnitud de
expresiéon de los marcadores VEGF, VE-Cad, a-SMA y Ang-1, fue significativamente superior en el medio
EGM-2 respecto a la obtenida al emplear los medios OM y EBM-2 (ver Figura 83), lo cual era de esperar

conocida la capacidad de induccién angiogénica de estos factores ***>%,

El recubrimiento del plastico con FN, ademads de incrementar el potencial osteogénico de las células
hADSCs crecidas en cocultivo con las HUVEC con los tres medios de cultivo (OM, EBM-2 y EGM-2), indujo
un incremento significativo en la magnitud de expresion de los marcadores angiogénicos en los medios
EBM-2 y EGM-2, respecto al plastico sin recubrir. Es decir, que la FN potencia el efecto osteogénico y

angiogénico de las células y los medios de cultivo empleados.

En la dltima década han sido numerosos los trabajos publicados, en los que se evallua la respuesta
osteogénica y/o angiogénica de células MSCs u osteoblastos en cocultivo con células endoteliales sobre

1- .
3017399 Sin embargo, muy

matrices tridimensionales de distinta naturaleza, tanto in vitro como in vivo
pocos se han centrado en evaluar dichas respuestas sobre biomateriales de fosfato cdlcico
(particularmente los de B-TCP). En el presente trabajo, se evalud la respuesta de cocultivos de hADSCs

con HUVEC sobre el biomaterial KOd (discos), obteniéndose un comportamiento similar al descrito
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previamente sobre plastico. Se observd la formacion estructuras tipo capilares en los cocultivos
mantenidos con los medios EBM-2 y EGM-2, y un incremento en la expresién de genes osteogénicos y
angiogénicos respecto a las células crecidas en condiciones de monocultivo sobre el biomaterial (ver
Figura 85 y Figura 86). El recubrimiento con FN, incrementé la cantidad de estructuras capilares
formadas, asi como la magnitud de expresién de todos los genes evaluados. A diferencia de lo
observado en plastico, en los cocultivos sobre el biomaterial con medio OM, se detecté la formacién de
algunos capilares. Ademas, el recubrimiento con FN, incrementd significativamente la formacién de
dichos capilares y la expresidn del gen VEGF-2, lo que evidencia la importancia de este factor. Ungery
col. >, cocultivaron osteoblastos con células endoteliales de micro-vasculatura dérmica (HDMEC) sobre
materiales porosos de B-TCP. Al evaluar la respuesta morfoldgica tras 28 dias de cultivo, reportaron la
formacién de estructuras tipo capilares similares a las encontradas en nuestro trabajo. En un trabajo

. 3! evaluaron la respuesta osteogénica y angiogénica de

reciente bajo, este mismo contexto, Kangy co
células BM-MSCs y HUVEC en monocultivo y cocultivo sobre discos de B-TCP, empleando un método de
cultivo similar al utilizado en nuestro trabajo. En concordancia con nuestros resultados, reportan que el
cocultivo de células BM-MSCs con HUVEC induce un incremento de la expresiéon de los genes
osteogénicos tales como ALP, ON, OC, BSP y Runx 2, la formacién de estructuras tipo capilares y un

incremento del marcador angiogénico DC31 respecto las células en condicién de monocultivo.

En nuestros resultados reportamos que el cocultivo de células hADSCs con HUVEC sobre biomaterial
KOd, si bien se forman estructuras tipo capilares, no se llega a formar una red capilar tal como la
observada sobre pléstico. Unicamente sobre el disco recubierto con FN y con los medios EBM-2 y EGM-
2, se observd la formacion de pequefias estructuras circulares formando un lumen central (ver Figura
85). La capacidad de las células HUVEC para formar estas estructuras tipo redes vasculares con un lumen
central puede depender las propiedades de la ECM, ya que se ha demostrado que las mismas afectan la
capacidad de migracion de este tipo celular. En este sentido, podemos sugerir que el recubrimiento del
material con FN ademas de favorecer la diferenciacién osteogénica de las células hADSCs, también
favorece la migracion y formaciéon de estructuras capilares de las HUVEC. Cooper y Sefton *
encontraron que el recubrimiento con FN de un material basado en colageno, incrementé
significativamente la supervivencia células HUVEC y formacién de vasos sanguineos in vivo. Por otra

32 reportaron que la matriz descelularizada derivada de células HUVEC sobre un

parte Kang y col.
biomaterial de B-TCP, incrementa la diferenciacion osteogénica de células BM-MSCs. Es de destacar que

una de las principales proteinas constituyentes de la ECM secretada por las HUVEC es la FN.

Nuestros datos sugieren que las células HUVEC incrementan el potencial osteogénico de las células

hADSCs tanto en plastico como en el biomaterial KeraOs (KOd). Asimismo las células hADSCs, soportan e
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inducen la formacién de estructuras tipo capilares por parte de las células HUVEC. Ademas, el
recubrimiento de la superficie con FN favorece ambos procesos. Por lo tanto, el cocultivo de estos dos
tipos celulares sobre un biomaterial de B-TCP recubierto con FN, puede resultar una estrategia
interesante para la creacidn de un constructo células-biomaterial con fines en la reparacién de dafios
dseos en la ingenieria de tejidos. Asimismo, es un modelo de cultivo tridimensional que puede resultar
muy util en la evaluacién de la interaccidn de multiples tipos celulares involucrados en los procesos de
reparacion ésea, pues el biomaterial KOd provee un microambiente adecuado para la adhesidn,

proliferacién y diferenciacién celular.

5.7 Efecto del biomaterial KO combinado FN y células madre mesenquimales autélogas

derivadas de tejido adiposo canino (cADSCs), sobre la regeneracion dsea en perros Beagle

Una de las principales aplicaciones de la ingenieria de tejidos, es la reconstruccién de huesos craneo y
maxilofaciales. El modelo canino (particularmente los perros Beagles), es uno de los modelos animales
mas utilizados en la evaluacién de la biocompatibilidad y capacidad regenerativa de biomateriales o

constructos células-biomaterial in vivo ***.

Los resultados obtenidos hasta el momento a nivel in vitro, sugirieron que el material cerdmico KeraOs®
en formato de disco y granulado (KOd y KO), es biocompatible e induce la diferenciacién osteoblastica
de células hADSCs. Ademas el recubrimiento del biomaterial con FN, potencia la respuesta osteogénica
de las mencionadas células. En este sentido, nos resulté interesante evaluar la respuesta in vivo sobre la
regeneracidon de defectos 6seos mandibulares en perros Beagles, empleando un constructo células-
biomaterial que combina el material granulado KO recubierto con FN y células madre autdlogas

derivadas de tejido adiposo canino.

Tal como discutimos previamente (ver secciones 5.1 y 5.2), demostramos que las células cADSCs aisladas
tienen la capacidad de diferenciarse a multiples linajes, y particularmente tienen un alto potencial
osteogénico cuando son cultivadas en pldstico y mantenidas con un medio de cultivo osteoinductor
(medio OM). Al evaluar la respuesta de las células cADSCs sobre discos y granulados KO, obtuvimos
resultados muy similares a los encontrados con las células hADSCs. Las células son capaces de adherirse,
proliferar (ver Figura 87 y Figura 88), y diferenciarse sobre el material hacia un fenotipo osteoblastico,
mostrando una elevada actividad de la enzima ALP (ver Figura 90) y la sobre-expresando marcadores
ALP, ON y OC (Figura 91). El recubrimiento con FN, ademds de incrementar la adhesién, la actividad ALP

y la sobreexpresién de los genes evaluados, indujo cambios morfoldgicos importantes en las células
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cADSCs, formandose estructuras tipo nddulos que se distribuyen por toda la superficie (ver Figura 89).
Resultados similares han sido reportados previamente con células madre derivadas de la médula dsea

canina > y células madre embrionarias *°.

Conocidos estos resultados, se procedié realizar el experimento in vivo. Para llevar a cabo el estudio se
utilizaron 18 perros adultos de raza Beagle, a los que se le crearon 4 defectos 6seos mandibulares que
fueron rellenados de manera aleatoria con alguno de los siguientes tratamientos: a) ningun tipo de
implante (control), b) el granulado KO, c) el material KO recubierto con FN (KOFN), d) el granulado KOFN
con células cADSCs autdlogas. Nuestro principal trabajo fue el recubrimiento del material, la creacidn
del constructo células-biomaterial (cADSCs-KO) y el seguimiento de las células a lo largo de todo el
procedimiento para verificar la correcta adhesion, su viabilidad y proliferaciéon. En todos los casos la

creacion del implante fue exitosa y la manipulacién del constructo no afecto la viabilidad celular.

Hasta el momento no se ha culminado el procesamiento y analisis radioldgico e histoldgico de las
muestras provenientes de las mandibulas de los perros tratados. De manera que no podemos aun sacar
conclusiones en este sentido. Algunos datos preliminares sugieren que el recubrimiento con FN
incrementa significativamente la regeneracién del tejido 6seo respecto al material sin recubrir. Sin
embargo, es necesario el analisis completo de las muestras y la verificacién del papel de las células

cADSCs en el proceso de regeneracion.

A pesar de no tener aun estos resultados, es importante destacar que otros autores han evaluado el

efecto de células cADSCs autdlogas y alogénicas sembradas sobre biomateriales de diversa naturaleza
en la reconstruccién de defectos craneo y maxilofaciales en perros Beagles. Los resultados son diversos
y muy variables en funciéon del biomaterial utilizado, aunque en la mayoria de los casos se ha

demostrado que las células cADSCs tienen un alto potencial regenerativo 732,
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6. CONCLUSIONES






Los resultados obtenidos en el presente trabajo han permito alcanzar las siguientes conclusiones:

e Las células madre mesenquimales obtenidas de tejido adiposo humano (hADSCs), expresan
marcadores caracteristicos de células progenitoras y se diferencian hacia linajes osteogénico,

adipogénico, condrogénico y miogénico.

e Las células mesenquimales humanas son utiles como modelo celular en la evaluacién de
biomateriales, ya que exhiben sefiales de diferenciacidon osteogénica in vitro similares a la de otras lineas

(MC3T3 y hFOB 1.19) ampliamente utilizadas en el campo de ingenieria de tejidos.

e Las metodologias disefiadas para el cultivo celular sobre biomateriales, permiten una cuantificacién
eficiente y reproducible del porcentaje de células que se adhieren especificamente al material, asi como

el seguimiento de su proliferacion.

e El biomaterial KeraOs® es biocompatible segun los pardmetros definidos en la 1ISO 10993-5. El
material, no induce toxicidad sobre fibroblastos dérmicos humanos. De las proteinas de recubrimiento

evaluadas, solo la fibronectina incrementé el porcentaje de adhesion de los fibroblastos.

e Las células hADSCs se adhieren, proliferan y se diferencian hacia un fenotipo osteobldstico sobre los
granulados Bone Ceramic®, Cerasorb® y KeraOs®, aunque no sobre Bio-Oss®. Cada material induce una
respuesta osteogénica que muestra un perfil particular en la actividad de la enzima ALP y la expresién de
los genes ALP, ON y OC. Dichas respuesta es maxima en presencia de dexametasona, glicerol 2 fosfato y
acido ascorbico en el medio de cultivo, pero incluso en ausencia de estos factores también los

materiales son capaces de inducir una respuesta significativa.

e El recubrimiento con fibronectina incrementa el porcentaje de adhesién de células hADSCs sobre el
biomaterial KeraOs® e induce una respuesta de diferenciacidn osteogénica muy superior a la inducida
por colageno. Respecto al material sin recubrir, ambas proteinas aumentan la produccidon de matriz
mineralizada, la actividad de la enzima ALP y la expresidn de un mayor nimero de genes asociados a
rutas de diferenciacién osteogénica tales como BMP1, BMP2, BMP4, BMP6, Runx2, SMAD1, ALP, COL

Xll, COL1, entre otros.

e  El cocultivo de células hADSCs y endoteliales tanto en plastico como en el biomaterial KeraOs®,
incrementa el potencial osteogénico de las células hADSCs. En condiciones de cocultivo, las células
endoteliales forman estructuras tipo capilar y expresan marcadores angiogénicos tales como VEGF, VE-

Cad, a-SMA y Ang-1.
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e Las células madre mesenquimales derivadas de tejido adiposo canino (cADSCs) se adhieren,
proliferan y se diferencian en cultivo hacia un fenotipo osteoblastico evidenciando la utilidad de estas
células como modelo para el estudio de regeneracion désea in vitro e in vivo. Al igual que para las células
mesenquimales humanas, el recubrimiento del material KeraOs® con y sin FN favorece los procesos de

adhesién y diferenciacion de este tipo celular.
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