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Introduccién

1-INGENIERIA DE TEJIDOS

La Ingenieria de Tejidos es un campo de investigaemergente profundamente
multidisciplinar. También conocida como “Medicin@denerativa”’, concentra y necesita
los conocimientos de diferentes ramas de la Cignoiao son la Biologia, la Quimica, la
Ingenieria y la Medicin .

El objetivo de esta disciplina es obtener tejiddsy que puedan reemplazar
estructuras o funciones perdidas. En esencia, stensin fabricar nuevo tejido vivo
funcional mediante un soporte (natural, sintéticonezclas de ambos). Para ello se
construyen modelos equivalentes a 6rganos o tejielodos que es necesario que las
células se organicen y comporten como si formasate mlel tejido original y conseguir asi
la reconstruccion final deseada.

De manera histérica, esta disciplina entronca asrrdices de la medicina, y en
concreto de la cirugia. Con el avance quirtrgia glesarrollo cientifico, las técnicas de
restauracion de la estructura y/o funcion han ahoando fuerza. En este sentido, son dos
las aproximaciones mas utilizadas en la practicdicaépara el tratamiento de la pérdida
de funcion de los 6rgandss Transplantes y los Injertos

El transplante de un donador a un receptor hadle@aéxitos espectaculares pero
de duracién limitada (higado, corazén, rifidn.Por contra, los autoinjertos evitan
problemas de rechazo, pero no son suficientes oulngérdida de masa del érgano es
excesiva. En estos casos, el desarrollo de maer{sitanio, plastico, fibra de carbono,
etc.) ha permitido el disefio dmplantes y prétesis como soluciones paliativas de la
pérdida de tejido.

El papel de la Ingenieria de Tejidos en este ctmteypone un nuevo paso
adelante en la evolucién de los tratamientos suistit. No se trata tanto de reparar, sino de
regenerar, de estimular mecanismos ya presenté&srda natural en el organismo. Con
este fin se propone estudiar la estructura o fund&fada y tratar de dar una respuesta
clinicamente aplicable, recopilando para ello l@ocimientos disponibles en las
diferentes ramas de la ciencia. Por tanto, se poed&iderar derivada de otras areas del
conocimiento.

Por una parte toma conocimientos de la Biologialdgia celular, molecular y
bioguimica, para intentar aplicarlas en el disef® teéjidos. Estas &reas estan
experimentando avances muy considerables y facilias herramientas para la
comprension de los sistemas biol6gicos complejos.




Introduccién

Una segunda rama de conocimiento proviene de lamiQaji Ingenieria y
Materiales, que aporta los conocimientos necesg@ana disefiar y construir el soporte
sobre el que han de interaccionar y desarrollassedlulas.

Finalmente, un tercer brazo de conocimiento pravidel area de la Terapia
Humana tal como es aplicada por los cirujanos y rfeslicos, que proporciona el
conocimiento practico de los problemas y necesilada hora de la aplicacién real de los
sistemas desarrollados.

La confluencia de estas ciencias inicialmente tmpades es lo que permite
establecer no solo los objetivos a conseguir sm@s importante adn, cuales son las
preguntas a contestar para poder resolver de umaafeficaz el problema existente

planteadd’ .

Definicién delproblema médicc

Sintesis y propuesta de
Ciencia de nuevos materiales
Materiales

Identificacion y estudio de

moléculas bioactivas

Optimizacion in vitro

Biologia Ciencias de propuestas de reparacion
Basica Médicas o
Optimizacion in vivo

de propuestas de reparacion

I Figura 1.1. Interrelacion entre medicina, materiales y biologisésica I

La experiencia alcanzada hasta la fecha indicapgue la fabricacion de nuevos
tejidos sustitutorios es fundamental la confluemtdares elementos basicasia matriz
adecuada, un aporte celular suficiente y la preseia de las sefiales especificas que
permitan la formacion del tejido deseado.

Las matrices a utilizar deben poseer algunas caracteristiea® aefinidas por cada tipo
de tejido a reparar, por lo que la eleccion deleni@t a utilizar para una aplicacion
concreta es critica® ° Su funcion principal es dirigir el crecimiento e células que
formaran el nuevo tejido. Esta matriz debe propomi por tanto un sustrato adecuado

4
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gue permita la adhesién celular, su proliferacitm, realizacion de sus funciones
diferenciadas y en ciertos casos, la migracionaetu™.

En este sentido, resulta fundamental estudiar ypoender el comportamiento
celular en circunstancias normales de la vida, paralar después las condiciones de
regeneracion en el sistema a plantear. Las cir@naisis biol6gicas que permiten a las
células crear o recrear tejidos han de ser teredasuenta para el disefio racional de
modelos de regeneracion.

La experiencia clinica indica que en todos los @06 regenerativos naturales es
fundamental la presencia de sefiales biologicasdaigen, organizan y estimulan este
proceso. Esto motiva que se considere cada vezimpgwtante incorporamoléculas
bioactivasen la matriz a implantar.

El conseguir una liberacion controlada y localizada moléculas activas
proporciona una poderosa herramienta para ayudar rageneracion de tejidos. Esta
incorporacion provoca a su vez requerimientos éslescpara el proceso de fabricacion
del material a implantar, puesto que estas molécpleeden quedar inactivadas por
exposicion a altas temperaturas o a un entornoicoiimostil.

Implante

Bioactivo

I Figura 1.2. Componentes de un implante bioactivo. I
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Finalmente, los materiales sobresimplificados pneskr un factor limitante del
éxito, si no son capaces de alguna manera de sfiramias sefiales requeridas para la
movilizacién de todo el mecanismo restaurador dghmismo.

Por tanto, cada disefio que se estudia, cada coridninde factores, ha de ser
especifico para el sistema a reparar. En estalseertigran nimero de variables a estudiar,
asi como la cantidad de aplicaciones potencial@serhde esta disciplina un gran reto
cientifico con prometedoras expectativas de éxito.

2-TEJIDO OSEO

El hueso es un tejido conectivo especializado gueajnente con el cartilago
forma el sistema esquelético. Tiene tres funcigmiggipales; mecanicgoporta el cuerpo
y es zona de union de la musculatura); protecttgdos 6rganos vitales y la médula 6sea);
y metabdlicalcomo reserva de iones, especialmente calciofgtf)¥ .

El tejido 6seo es el Unico tejido capaz de repararsi mismo de manera completa
por medio de la reactivaciéon de los procesos quneti lugar durante la embriogénesis. De
esta manera, cuando aparece una lesién 6sea, se ponmarcha de inmediato los
mecanismos osteoformadores con la finalidad dauest el tejido 6éseo en el lugar de la
lesién. Habitualmente, la dinamica del hueso exisute para reconstruir los defectos
comunes, no obstante, para pérdidas masivas de tiwsar (accidentes, cirugias
realizadas para la reseccion de cancer 6seo...) @ rfecesario recurrir al aporte de
sustitutivos éseos para obtener la reparacion.

Se denominarsustitutivos 6seosa todos los tejidos o materiales que pueden
emplearse para rellenar defectos del hueso, cobjelivo de obtener la regeneracién y
reparacion del tejido 6seo. De acuerdo con estalermpos reconocer dos tipos
fundamentales de sustitutivos, logertos 6seos que corresponden a fragmentos de hueso
natural implantables, y lobiomateriales, disefiados y manufacturados para mimetizar
algunas de las propiedades intrinsecas el huegmahat

El material preferido para el tratamiento de lesgde hueso es el mismo tejido
0seo0, ya sea proveniente del propio paciente ods#am individuo donante. El autoinjerto
0seo esponjoso es probadamente el mejor procedonipero presenta, sin embargo,
importantes limitaciones como pueden ser la reduc#htidad de tejido éseo disponible y
la potencial morbilidad de los sitios donantes.
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Debido precisamente a las limitaciones descritasmemosos grupos de
investigadores han trabajado arduamente duraras é#itmas décadas en el desarrollo,
formulacion y sintesis de diferentes biomateriatge puedan tener utilidad como
sustitutivos 0seos, evaluandolos mediante estudiogtro e in vivo para definir sus
aplicaciones clinicas potenciales.

2.1- ESTRUCTURA DEL HUESO

El hueso esta compuesto por unatriz 6sea,que representa alrededor de un 98.0
% del volumen, vy células especificas,que representan el 2.0 % restante.
Aproximadamente un 20.0 % de su volumen se en@ieatrstituido por agua y almacena
casi el 99.0 % del calcio del organismo, lo queivade aproximadamente a 1.200 g. El
tejido 6seo es un tejido en continua remodelaciridib a las tensiones mecanicas que
soporta. Las fuerzas que acttan sobre él moditioastantemente su forma, de tal manera
que la presion condiciona su reabsorcion y la éenda lugar a la neoformacion 65ea

El conjunto de 206 huesos del organismo conformesgleleto, que presenta un
peso medio de aproximadamente 9 kg. Desde un pigntista anatémico, en el esqueleto
se pueden distinguir dos tipos de hueso: los hydsn®s (como los huesos craneales, la
escapula, la mandibula, el ilion, etc.) y los hgelswgos (como la tibia, el fémur, el
hamero, etc.).

El hueso largo esta formado por tres partes difémdas (Figura 1): dos extremos
anchos (epifisis), en el medio un tubo mas o maenildsdrico (diafisis) y la zona
intermedia entre estas dos partes (metafisis) guéa eque se encuentra en continuo
desarrollo. La epifisis y la metéfisis se origirarpartir de dos centros de osificacion
independientes y durante el crecimiento estan adparpor una capa de cartilago llamada
cartilago epifisiario o plataforma de crecimiente gealiza el proceso de calcificacion.

El esqueleto del individuo adulto est4 formado lpeeso cortical o compacto que
es el principal responsable de la integridad meeéfd0% del volumen total del hueso) y
por hueso trabecular o esponjoso que es el redpenBandamental de las demandas
metabdlicas (20% del volumen total del hueso).Uglslo cortical constituye la mayor parte
de la diafisis de los huesos largos asi como dgmatte externa de todos los huesos del
cuerpo. Tiene una estructura de laminas o anillmscéntricos alrededor de canales
centrales llamados canales de Havers que se eaticlotigitudinalmente. Los canales
Haversianos estan conectados entre si por otradesattamados canales de Volkmann,
que perforan el periostio. Ambos canales son atitiz por los vasos sanguineos, linfaticos
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y nervios para extenderse por el hueso. Entre dasinhs concéntricas de matriz
mineralizada hay pequefios orificios o lagunas da®lencuentran los osteocitos. Estas
células intercambian nutrientes con el liquido rstteial a través de una serie de
canaliculos por donde se extienden prolongaciorgslaces citoplasméticas. Los
canaliculos estan conectados entre si y, eventotdma los canales de Havers. El canal
Harvesiano junto con las laminas concéntricas quedean, las lagunas, los canaliculos y
los osteocitos recibe el nombre de osteona. Laantes |laminas entre osteonas se llaman
laminas intersticiales.

Figura 1.3. Esquema morfoldgico de la estructura ésdauieso cortical y hueso trabecular.
Hueso cortical. 2: Hueso trabecular. 3: SistemaHvers 4: Vaso sanguineo. 5: Canal qe
Havers. 6: Canal de Volkmann. 7: Periostio. 8: Ratweiento 6seo. 9: Vasos del periostio.
Osteoclastos. 11: Osteoblastos. 12: Osteor
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A diferencia del hueso compacto, el hueso tralaecub contiene osteonas, sino
que las laminas intersticiales estan dispuestdsrde irregular formando unos tabiques o
placas llamadas trabéculas. Estos tabiques formastructura esponjosa dejando huecos
gue estan llenos de médula ésea roja.

Dentro de las trabéculas estdn los osteocitos @eoeny en sus lagunas con
canaliculos que irradian desde las mismas. Enoceste, los vasos sanguineos penetran
directamente en el hueso esponjoso y permiten tefceimbio de nutrientes con los
osteocitos.

El hueso esponjoso es el principal constituyentaslepifisis de los huesos largos
y del interior de la mayor parte de los huesosqdakin la superficie de las trabéculas se
encuentran dos tipos celulares encargados del mani¢@to del tejido éseo. Por un lado
tenemos los osteoblastos (precursores de los dstogue son las células encargadas de
la sintesis y deposicidén de la matriz ésea y stegos mineralizacion y por otro lado los
osteoclastos que son los encargados de la desinudei las superficies 0seas para la
posterior reposicién de matriz nueva.

Las distintas cargas que actdan sobre los huedossdeeleto se encuentran
relacionadas con las diversas actividades del ithgly tanto compresivas, como de
traccion o de cizalladura. El hueso esponjoso sap@rincipalmente fuerzas de
compresion, en cambio, el hueso cortical debe sapfirerzas de compresion, traccion y
cizalladura. En lineas generales, la fase minezbhdeso le confiere su resistencia a la
compresion y cizalladura, mientras que el coldgengroporciona su resistencia a la
traccion®.

2.2.- CONSTITUYENTES DEL TEJIDO OSEO

2.2.1.-LA MATRIZ OSEA

La matriz 0sea es la responsable de las propiedadercanicas del hueso y se
encuentra mineralizada. Esta matriz esta formadame fase mineral y una fase organica
(un 65% material cristalino inorganico y un 35% mzabrganica) La fase organica esta
formada por fibras de colageno tipo | orientadasirea direccion preferencial (90% de la
proteina total), por proteinas no estructuralesiéeor tamafio (osteocalcina, osteonectina,
fosfoproteinas, sialoproteinas, factores de crecitnj proteinas séricas, etc.), y por
glicosaminoglicanos y lipidos. La fase mineral deténada por iones de fosfato calcico
depositados en forma de cristales de hidroxiapéitg(POy)s(OH),) entre las fibras de
colageno.
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Las fibras de colageno proporcionan flexibilidagkgistencia a la tension mientras que las
sales minerales confieren dureza, rigidez y rasisdea la compresion.

2.2.2- LAS CELULAS OSEAS

En el hueso existen principalmente dos tipos cedsjalos osteoblastos y los
osteoclastos. Existe un tercer tipo celular quévdeate la diferenciacion terminal de los
osteoblastos, llamados osteocitos. Las células@eajue constituyen menos del 2% del
volumen total del hueso, protagonizan el desargobemodelado del esqueleto a través de
la actividad que llevan a cabo.

2.2.2.1 Osteoblastos:

Los osteoblastos son las células responsables d@riaacion é6sea y del
mantenimiento de la arquitectura esquelética. Swidm principal es la sintesis vy
deposicion de las proteinas de la matriz del hjesteoide). Son células cuboidales con
nucleos redondos y citoplasma baséfilo que normatinse encuentran en la superficie
Osea (periostio y endostio) formando una Unica roapa adherentd.os osteoblastos
activos presentan las caracteristicas de una cg@atetora con un prominente complejo de
Golgi y una gran cantidad de cisternas de retiemidoplasmatico rugoso. Son células
polarizadas que presentan el nicleo celular eriposilistal respecto la superficie celular,
poseen regiones especializadas de la membranagtieamodificada para el trafico y la
secrecion vesicular y para establecer unionesasadteoblastos adyacerfes

Estas células contienen grandes cantidades dedsafalcalina, enzima que se
encuentra en su membrana plasmatica y que desempeéiigortante papel en el control
de la mineralizacion 6sea. Estan separadas dettiz iisea mineralizada por una fina capa
de matriz no mineralizada y regulan la diferendiagy actividad de los osteoclastos. De
esta manera, los osteoblastos, juntamente corstesalastos, juegan un papel importante
en el recambio éseo y en la homeostasis del calcio.

Los osteoblastos derivan de células progenitorasrigen mesenquimal (MSC:
Mesenchymal Stem Cells) localizadaslarsuperficie del periostio y en el estroma de la
médula 6sea. Las células mesenquimales progenddviaC presentan un amplio abanico
de posibilidades para la diferenciacion, transfortiaée en mioblastos, fibroblastos,
adipocitos, condrocitos u osteoblastos en funciénlak factores de crecimiento o
diferenciacion que intervengan.

Los osteoblastos son células especializadasnquestan diferenciadas terminalmente
Durante el proceso de formacién dsea los osteollgsieden quedar embebidos en la
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matriz 6sea donde se diferencian hacia un estaditura dando lugar a los osteocitos.
Otro posible destino de las células osteoblasésaonvertirse en células de revestimiento
(células del endosito ‘tiving cells”) las cuales a través de la secrecion de factocedels
parecen desarrollar un importante papel en el agbd&l remodelado 6seo. Por ultimo,
algunos osteoblastos activan su mecanismo apapties de quedarse embebidos en la
matriz 6sed .

2.2.2.2 Osteocitos

Los osteoblastos totalmente diferenciados que queatdoebidos en la matriz 6sea
mineralizada se convierten en osteocitos (aproxamehte entre el 10-20% de los
osteoblastos) que residen en el interior de lasnkag de hueso mineralizado. Tienen
disminuida la secrecion de proteinas de la magtidb a la falta de difusién nutricional
ya que su unica fuente de nutrientes y de interitagdseoso es a través de los canaliculos
que se han ido formando durante la mineralizadiés. osteocitos se comunican con los
osteoblastos y células de revestimiento de la fiojgebsea a través dedp junction’
gue hay entre los canaliculos.

Los osteocitos tienen una morfologia variable ercitin de su edad. Comparten
gran parte de las caracteristicas ultrastructural®s los osteoblastos pero tienen
disminuido el volumen celular y la importancia de brganelos celulares implicados en la
sintesis proteica. El destino final de los ostescies el de ser resorbidos por los
osteoclastos, tras su apoptosis, juntamente caest de elementos que forman la matriz
Osea. Hasta hace algunos afios no se habia codsidgra los osteocitos pudieran ser una
pieza clave del metabolismo 6seo pero en estudimentes se ha descrito la importante
funcion que tienen como mecanosensores y en laaitin local del remodelatfo

2.2.2.3 Osteoclastos

Son células moviles gigantes, ampliamente ramifisadque presentan un
citoplasma acidofilo, varios ndcleos y numerosessomas con enzimas proteoliticas.
Pertenecen a la familia de los monocitos y maco&agderivan de la fusién de células
mononucleadas que, a su vez, provienen de cél@ddesmhematopoyéticas.

Se disponen sobre las superficies 6seas de maisgtadaao en grupos poco
numerosos y su funcion principal es el control aidvdmeostasis del calcio mediante la
reabsorcion del tejido 6seo, luego que este proessniciado por los osteoblastos. Para
ello se desplazan con un movimiento de vaivén,cdweal del cepillo de un carpintero,
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sobre un territorio varias veces superior a la digie de la célula, que se denomina
dominio osteoclastico.

Los osteoclastos degradan la fraccion organicaadedtriz 6sea mediante la
produccion de dos tipos de enzimas lisosomicas;itdsinproteinasas (como la fosfatasa
acida tartrato resistente) que funcionan con pidcagilas colagenasas, que acttuan a pH
neutro. La reabsorcion 6sea se desarrolla en des,farimero se solubiliza el mineral y
luego se digiere la matriz organica, hasta quelrfieate los osteoclastos mueren por
apoptosis. La comunicacion entre los osteoclastas ylemas células 0seas se realiza de
forma indirecta, mediante intermediarios quimidastores paracrinos y factores de union
de la matri2®.

2.3 REPARACION O CONSOLIDACION OSEA

Cuando un hueso es sometido a fuerzas que superasistencia mecéanica se
origina su fractura, desencadenandose tras eff@oebso de consolidacion o reparacion
0sea, que tiene como objetivo restablecer la @éatautisular y las propiedades mecéanicas
originales.

La consolidacién comienza con la estabilizaciéngatda por los callos peridstico
y enddstico, proceso que restablece la continuilgalibs extremos de fractura. Cuando la
fractura se maneja en condiciones de estabilidddnappor medio de la reduccion
anatémica y compresion interfragmentaria no se doeircallo peridstico, denominandose
a este proceso consolidacion primaria.

La siguiente fase corresponde al establecimientarde union Osea entre los
fragmentos fracturados. Si durante este periodéfrdetura carece de condiciones de
estabilidad, se puede generar una pseudoartrgemastridifica, debido a la persistencia de
tejido fibroso. Sin embargo, el proceso tolera equefioc margen de movimiento, que
incluso es capaz de estimular la consolidacion .0Beala fase final del proceso de
reparacion el tejido 6seo neoformado experiment@nfeenos de remodelacion que se
mantienen hasta conseguir la resistencia iniciahaeso lesionado.

Por tanto, la consolidacion 6sea se desarrollaemndtapas secuénciales que se
superponen en el tiempo, que corresponden a las fds inflamacion, reparacion y
remodelacion.
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2.3.1.- FASE DE INFLAMACION

Los traumatismos causantes de las fracturas lesiasacélulas, vasos sanguineos
y matriz del tejido 6seo y también comprometentépsios adyacentes como periostio y
musculos.

De esta forma, se establece un hematoma de frapiaras la base del proceso de
consolidacién. La lesion vascular interrumpe elregpsanguineo a los osteocitos y por ello
en los extremos de fractura no se encuentran eélilas. Los mediadores de la
inflamacion liberados por las plaquetas y demasula®l lesionadas provocan
vasodilatacion y la aparicion de un exudado plasmgue lleva al edema agudo.

Entre las células inflamatorias que migran al fa® fractura se encuentran
leucocitos polimorfonucleares, macréfagos vy linfogi En la medida que disminuye la
reaccion inflamatoria, el tejido necrotico y el dado plasméatico son reabsorbidos y los
osteoblastos se encargan de producir una nuevi rsea.

2.3.2.- FASE DE REPARACION

El proceso de consolidacion es estimulado por fastquimiotécticos liberados en
la fase previa y las proteinas de la matriz expgepbr la desorganizacion tisular. La
organizacién del hematoma de fractura proporciamaaporte de fibrina que facilita la
migracién celular, proliferacion y sintesis de nzafisea. En este estado el microambiente
a nivel del foco de fractura es acido por faltairdgacion, pero en la medida que el
proceso avanza el pH se va alcalinizando prognesiiée. Cuando los extremos de
fractura se necrosan son reabsorbidos por los abastos, lo que permite que los vasos
periosticos aporten los brotes vasculares queaimithd reparacion. En este estadio la
fosfatasa alcalina alcanza su nivel de actividakim@, favoreciendo el inicio de la
mineralizacion del callo 0seo.

Las células mesenquimaticas pluripotenciales deb file fractura y del torrente
sanguineo son las responsables de la neoformasédn ba composicion del callo 6seo se
modifica a medida que progresa la consolidacirialdi®rma que las células sustituyen el
codgulo de fibrina por una matriz fibrosa que amicolageno tipo | y lll, proteoglicanos
y glicosaminoglicanos. Posteriormente el tejidaddm se transforma en fibrocartilago,
con un importante contenido de colageno tipo btgwglicanos especificos y proteinas de
union.

Finalmente, se produce la mineralizacion de la imaisea en paralelo a un
aumento de la concentracion de colageno tipo Ifafasa alcalina y proteinas no
colagenas, proceso que concluye con la osificad®ha masa fusiforme del callo que
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envuelve los extremos fracturarios y que contiemetidades crecientes de hueso
inmaduro.

2.3.3.- FASE DE REMODELACION

Corresponde a la ultima fase del proceso de reiparacconsolidacion en la que
se sustituye el hueso inmaduro del callo 6seo pesd laminar. Una vez que se ha
reemplazado todo el hueso neoformado, el procescem@delacién continla con la
reabsorcion de las trabéculas mal orientadas pte da los osteoclastos y su sustitucion
por otras nuevas adaptadas a las lineas de fUgwaado la remodelacion del callo 6seo
concluye completamente, se recuperan las propiedadeanicas originales del hueso
comprometido.

Vascularization

lf‘i)

Migracion 4 semanas
Proliferacion

= -

@'7__..,-’_..

’ Adhesion

REPARACION

INFLAMACION

I Figura 1.4. Fases en la reparacion de una lesioreas
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3.4-INJERTOS OSEOS

El proceso de reparacion 6sea es un proceso qezag@ente se da de manera
natural. Sin embargo, en los casos de fractura grse@, pérdida de hueso, o en aquellos
casos en los que el hueso no se regenera adecudeasechace necesaria la utilizacion de
sustitutos 6seos o injertos.

La incorporacion de los injertos es un procesordioa simultdneo de reabsorcion
de hueso necroético y neoformacion Osea. La intégmade los injertos 0seos se puede
definir como el proceso de interdigitacion y engloiiento del hueso del donante por el
nuevo tejido 6seo que forma el receptor, y tienehas semejanzas con la reparacion o
consolidacion de las fracturas.

Tradicionalmente los defectos O6seos se han tratagtantando tejido 6seo
autdlogo, heterélogo (alogénico o xenogénico), diarge la implantacién de materiales
sustitutos en otros casos:

Autoinjertos. La estrategia mas usada durante afios para swngwoblemas
0seos ha sido el implante de injertos autélogote Beoceso involucra la toma de un
fragmento de hueso del paciente de una zona ruméa para su posterior trasplante en la
zona de la lesion. Las principales caracteristmpas lo convierten en el tratamiento
quirdrgico actual de elecciéon son sus propiedaddsooonductivas, osteoinductivas y
osteogeénicas:

Osteoconductivggporque proveen una matriz en la cual las céloteas pueden

proliferar.

Osteoinductivasporque proveen factores esenciales que induceroléderacion
de células indiferenciadas y su diferenciacion eaidastos (es decir, el cambio de
fenotipo de un estado primitivo a otro tipo de t@duque cumplan funciones
especializadas).

Osteogénicasdado que son un deposito de células que tieneapacidad de
formar hueso nuevo.

Aunque los autoinjertos presentan buenos porcentieexito y evitan problemas
inmunolégicos, en muchos casos no es posible sulebio, ante todo, a la cantidad
limitada de tejido que puede ser tomada y a la itidad en el sitio de extraccion.

Aloinjertos. Los aloinjertos implican la toma y procesamied& hueso de un
cadaver y luego su transplante al paciente. Epte de injerto es acelular y presenta
resultados mucho peores que en el caso de losjgutos, ya que su tasa de incorporacion
es menor debido a la ausencia de células osteoptogs; ademas, puede causar una
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reaccion inmune y existe la posibilidad de tranisidih de agentes patdgenos del donante
al huésped.

Xenoinjertos. Los xenoinjertos consisten en la utilizacion degifentos de hueso
obtenidos de animales de diferente especie. Ssaigncuentra practicamente limitado al
relleno de orificios 6seos, como material inorganicmas que a la consecucién de
estructuras definidas.

Materiales implantables. Existen implantes de materiales que no tienerrigero
en seres vivos, como metales, plasticos y cerdmRarsa considerar un material como
sustitutivo 6seo, este debe ser capaz de proparcmertas funciones caracteristicas que
permitan la regeneracion del tejido. Ademéas de gmapnar unsoporte estructural, el
material a injertar ha de poseer al menos propesiagteoconductivas aportando una
estructura capaz de guiar la neoformacién y apwsidisea. Para ello, el material a
implantar ha de permitir una correcta adhesién,raaign y proliferacion celular. Las
propiedade®steoinductoras que corresponden a la capacidad de promoventiess de
matriz 6sea mineralizada mediante el reclutamieletaélulas osteoformadoras, aunque
deseables, son menos frecuentes. Finalmente, Ip@rdetir una correctasteogénesis
generada con el aporte de tejido 6seo que contagias osteoformadoras vitales.

Los materiales utilizados actualmente presentaiayatesventajas, ya que estan
sujetos a fendmenos de fatiga, fractura, toxicigadesgaste. A diferencia del hueso
natural, no se remodelan con el tiempo. Por ejenyplomplante metélico no crece con el
paciente y no puede cambiar su forma en respuelsts. @argas a las que es sometido.
También es comdn que se presenten problemas desiciten del implante con los tejidos
adyacentes, puesto que no pueden adherirse aetktenth correcta y creandose de esta
manera deficiencias de tipo mecanico.

I Figura 1.5: Materiales metalicos utilizados para tejido 6. I
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3-INGENIERIA DE TEJIDOS OSEOS

Como hemos visto hasta ahora, actualmente es estdanpseo la herramienta
fundamental para sustituir tejido éseo dafiado.nfrio mas adecuado corresponde al
autélogo, aunque esto supone la extraccién de resedente de otra region quirdrgica
para su implantacion y restauracion del capitab gserdido. El 4rea de Ingenieria de
tejidos dseos surge precisamente con la busqueslaasitécnicas para la regeneracion
tisular que permitan sustituir las actuales paatmas eficientés*®

Existen multitud de aproximaciones para la regeri@nadel tejido 6seo, que se
sustentan, principalmente, en la implantacion eareh de la lesion 6sea de alguno de
estos tres pilares: moléculas morfogenéticas, ceatfportadoras y células formadoras del
tejido'®*2

La evaluacién de los compuestos que se proponerispréele un modelo de
regeneracionn vivo. En este sentido se presentan multitud de variablesaluar tales
como tipo de animal a tratar, tamafio del dafio areeptiempo de reparacion esperado,
etc.

En general, se pretende obtener matrices capacavadeener la estabilidad
biomecéanica del hueso y que faciliten la adhegialjferacion y diferenciaciéon celular,
verdadero eje de la regeneracion del tejido éseoofPo lado es fundamental la correcta
integracion del material empleado o su degradagr@dual y predecible, de forma que
permita la formacion del nuevo tejfdo

Las células actuan y responden a los diferentésréscde su entorno (mecanicos,
eléctricos, estructurales o quimicos). En esteid®niios factores de crecimiento
desempefian un papel fundamental ya que regulamnascicelulares tales como la
migracion, la proliferacion o la morfogénesis. Bdiactores juegan un papel importante en
los procesos de remodelado y reparacion 6ésedo poe el uso de estos factores debe ser
tenido en cuenta en el disefio inicial siempre gaepssible.

Por otra parte se tiende hacia el disefio de teydpisadas en cultivos celulares, ya
que aumentan la posibilidad de formar una masa dgji€lot nuevo considerable.
Generalmente se opta por células autélogas, masrasegiesde el punto de vista
inmunolégico. Sin embargo, el problema fundamemiata este tipo de terapias es
encontrar la fuente celular adecuada que no implima nueva area quirGrgit&>

Para el estudio de todos estos componentes régotfamental el desarrollo de
modelosin vitro. Estos modelos permiten entender mejor como fuaciarconstruccion
tisular disefiada para la reparacion , asi coma salé es la distribucion espacio-temporal
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de los diferentes factores que acttan en él y mgjpor tanto, el conocimiento basico del
proceso de osteogénéSiS. Estos estudios han de realizarse Tanto con lesedies
componentes por separado (Material, células y fasf@omo en conjunto.

Tabla 1.1. Recopilacion de los materiales, fac®de crecimiento, cultivos celulares y

modelos animales mas utilizados en los estudioseggneracion de tejido dseo.

Materiales  Factores Cultivos Experimentacion  Modelosin vivo
celulares animal
Metales BMPs Lineas 6seas. Rata 1)Injerto ectépico
Ceramicas IGF Lineas no Oseas. Ratén 2)Injerto 6seo:
Polimeros  TGFf Cultivos Conejo Fractura tibial
FGF primarios. Perro Osteotomia en
VEGF Cabra calota
PDGF Cerdo Osteotomia en
KGF radio
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3.1- MATERIALES.

Los biomateriales que tienen utilidad como sustiuitseos son aquellos que, al ser
implantados, tienen la capacidad de promover l@&me@cion o reparacion 0sea. Se
considera que los biomateriales ideales son aguglie progresivamente son sustituidos
por tejido 6seo neoformado del hueso recéptbrSi es posible se intenta activar estos
materiales con biomoléculas, de forma que la litiéra de estos factores dote al
biomaterial de propiedades osteoinductivas, puldigmovocar la neoformacion 6$&&.

Los materiales mas utilizados son las cerdmicdegdatos de calcio, puesto que este es el
compuesto mineral 6seo mayoritario. Las matrices cdiigeno también son muy
frecuentes, asi como los sulfatos calcicos, elcdpililactico, el acido poliglicolico y
diversos otros biomateriales

En general, las matrices tridimensionales utilieal#n Ingenieria de Tejido Oseo
deben satisfacer ciertos criterios mecanicos, decohipatibilidad, porosidad,
osteocinductividad, osteoinductividad, biodegralitddoil, etc. especificos para la
regeneracion de este tejido.

Tabla 1.2. Materiales en regeneracion ésea.

Material Aplicacion
Polimeros Liberacién controlada, Ingenieria de tejidos.
Metales Placas de osteosintesis, clavos, tornillos, imptan
dentales.
Ceramicas y biovidrios Protesis de cadera, rellenos dseos.

3.1.1.-MATERIALES POLIMERICOS

Los Materiales poliméricos, ampliamente utilizadosclinica, deben su éxito a las
enormes posibilidades que presentan, tanto porateedad de compuestos, como por
ofrecer la posibilidad de fabricarlos de muy distinmaneras, con caracteristicas bien
determinadas, y con la facilidad de conformarlodileras, tejidos, peliculas o bloques.
Tanto en el area de implantes quirdrgicos, comia ele membranas protectoras o en la de
sistemas de dosificacion de farmacos existen ajdicas de este tipo de materiales.
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Estos compuestos pueden ser naturales o sintéticganicos o inorganicos,
biodegradables o no... pero en todo caso han desgratibles con el tejido a regenerar.

3.1.2.-MATERIALES POLIMERICOS NATURALES

En la fabricacion de matrices biomiméticas se feaban compuestos propios de
la matriz extracelular tales como colagenos, pgiteanos, glicosaminoglicanos o
hialuronanos. Todos ellos son compuestos que sendean polimeros naturalesy de
entre ellos los colagenos son los mas estudiadosol&geno tipo | es el componente
principal de la fase orgénica del hueso, por lo @seesponjas de colageno tipo | se
utilizan ampliamente.

El &cido hialurénico es un polisacarido que se enta en el liquido sinovial y en
el cartilago. Se ha estudiado como inductor de rogigthesis y angiogénesis, asi como en
conjunto con colageno. Finalmente, el condroitifatu es también un glicosaminoglicano
de cartilago aplicable en reparacion ésea.

En este grupo también entrarian los polimeros piemées de organismos vivos
pero que no se encuentran en la matriz extracefisea. Entre ellos esta el quitosano,
derivado de la quitina, que es el polisacaridoqpil en el exoesqueleto de los crustaceos
y que se ha utilizado ampliamente en el desardaltos trabajos presentados en esta Tesis
Doctoral como un material adecuado para la regeiderael tejido éseo.

3.1.3.-MATERIALES POLIMERICOS SINTETICOS

Los polimeros sintéticosmas estudiados son los poliésteres y los poliailo&l
por sus capacidad d@odegradacid por el organismo. Precisamente esas caractasstic
son hoy dia su mayor desventaja, puesto que seqaondcidos y alcoholes que aumentan
la respuesta inflamatoria e inhiben la formaciéhndevo tejido. Los acidos polilacticos y
los acidos poliglicélicos se deshacen por hidmldgando como productos &cido lactico y
acido glicdlico respectivamente. A pesar de estosrivenientes se utilizan ampliamente
como suturas y también se estan evaluando parsosarusustitutos 6seos, piel e higado.
La policaprolactona, los polianhidridos y los padifatos son también polimeros sintéticos
biodegradables que se usan en diferentes apliecipara ingenieria de tejidos. El
polietilénglicol (PEG) es otro de los polimerostéiitos estudiados para la fabricacién de
hidrogeles por su alta hidrofilicidad.

Por otro lado, también se han utilizagolimeros sintéticos no degradables
Entre ellos destaca el polimetilmetacrilato (PMM#r su versatilidad, utilizandose para
dentaduras, artroplastias, cranioplastias y comené en proétesis ortopédicas.
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El politetrafluoroetileno (PTFE) se usa ampliameste la regeneracion désea
guiada, actuando como barrera para las poblacioeksares indeseadas. El principio
fundamental de esta técnica radica en que, cuangwosiuce un defecto tisular, este se
coloniza por la poblacion celular del entorno camihética de reproduccién mas elevada.
Con esta técnica al mismo tiempo que se aportaustrato de migracion celular que
permita la regeneracién ésea, se suministra unabnag@ que funciona como barrera
protectora frente al tejido conectivo circundante.

3.1.4.-MATERIALES CERAMICOS

Los estudios relacionados con las ceramicas paapl&acion en el campo de la
medicina comenzaron hace unos 20 afios. Hoy diayania de los sustitutos 6seos de uso
clinico estdn basados en este tipo de materialdapdiferentes caracteristicas de dureza,
degradacion y porosidad que se pueden obtener.

Las primeras cerdmicas que fueron utilizadas eicaapbnes médicas, la alimina
y la zirconia, son dos prototipos de ceramicas ciolas comanertes, razon fundamental
por lo que fueron elegidas para su utilizacionmeplantes. Poseen una elevada estabilidad
in vivo, gran resistencia mecénica, optima biocompataailigh una influencia nula o muy
pequefia en el tejido 6seo aledario.

Las ceramicagporosas inertes proporcionan una buena estabilidad mecénica
debido a su fijacion bioldgica, ya que permitertdéonizacion ésea en el interior de sus
poros. Las mejores representantes de este gruplasaeramicas de carbonato de calcio
(CaCQ) derivadas del coral.

Los fosfatos de calcio son por el contraderamicas bioactivas puesto que
reaccionan quimicamente con los fluidos fisiolégipara producir hueso neoformado. El
fosfato de calcio mas utilizado en la fabricaciénirdplantes es la hidroxiapatita, por ser el
compuesto mas parecido al componente mineral dehlesos y presentar buenas
propiedades como biomaterial, tales como biocoritidad, bioactividad,
osteoconductividad y union directa al hueso. Sibago, sus propiedades mecénicas son
inferiores a las de las cerdmicas bioinertes etiama cinética de degradacion muy lenta.
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3.2-FACTORES DE REPARACION OSEA

Durante el proceso de regeneracion tisular actuderedtes factores de
crecimiento, cada una de ellos en diferentes fdeda reparacion. El conocimiento de la
funcion de los factores de crecimiento en estegamda llevado a intentar incorporar
estas moléculas mediante técnicas variadas erotopuestos utilizados en la Ingenieria
de tejidos 6seos.

La matriz ésea extracelular constituye una impoetareserva de factores de
crecimiento, especialmente los sintetizados pocéidas éseas como IGF, TGFFGF y
PDGF. Los IGF (Insulin Growth Factors) regulan edaimiento celular y determinan la
calcificacién de la matriz ésea. Las TBRIransforming Growth Factd®) cumplen un
importante rol en los procesos de formacion y nailieacion de la matriz 6sea. El FGF
(Fibroblast Growth Factor) estimula la proliferatide células indiferenciadas en proceso
de reparacion Osea y también es capaz de promaveedangiogénesis. Finalmente, el
PDGF (Platelet Derived Growth Factor) estimula lliferacion de fibroblastos y
osteoblastos. Una mencion especial en este apadaddéactores implicados en la
formacion 6sea merecen las BMPs (Bone Morphogerietiteins). De entre todos los
factores que intervienen en este proceso, sonusia lhs que mas interés han despertado,
puesto que inducen la diferenciacion celular hiriatipos osteoblasticos.

El aislamiento de diversos factores bioactivos ypdaibilidad de obtenerlos con
técnicas ingenieria genética ha permitido un delarpromisorio de sustitutivos con
propiedades osteoinductoras.

Tabla 1.3. Factores y procesos implicados en laemgracion dsea

Factores Plaquetarios: Factores especificos de
Factores KGF, TGF$, FGF, VEGF, regeneracion ésea:
implicados PDGF BMPs, IGF, TGHB

Epitelizacion. Formacion de tejido 6seo.

Angiogénesis. Sintesis de Matriz
Procesos de la Migracién y proliferacion extracelular.
regeneracion Celular. Apoptosis y remodelado

G6sea Sintesis de Matriz Oseo.

Extracelular.
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3.3- MODELOS Y CULTIVOS CELULARES

Hoy dia los cultivos celulares son una herramievd#iosa y su uso esta
generalizado como un modelo obligado de estudivigrente a la experimentaci@m
vivo. Su uso ha permitido grandes avances en el coientonde la biologia celular basica
y, entre otras aplicaciones, permite estutliavitro la respuesta del organismo a posibles
tratamientos. Especificamente, permiten estudiar necanismos de respuesta a los
farmacos administrados, asi como caracterizar ynggatr diferentes materiales para su
uso clinico.

Los cultivos celulares han servido para estudiapreceso de diferenciacion
celular 6sea. En este sentido, se han estudiadndoanismos de regulacion implicados en
el proceso, moléculas que intervienen, etc. Deraatgera se han identificado una serie de
marcadores que caracterizan la diferenciacion aehilosteoblastos, como pueden ser la
produccion de fosfatasa alcalina, de osteocalsingesis de colageno, y otf6#.

La fuente de las células usadas en Ingenieria gldo¥edepende de muchos
factores, entre los que hay que tener en cuentadp®rimientos funcionales existentes, la
posibilidad de realizacidn técnica y consideracsioeeondémicas. La capacidad de separar,
cultivar y manipular algunos tipos celulares a naenlimita su posibilidad de aplicacion.
En general, tanto para el estudio en laboratonnacpara la implantacion y regeneracién
de tejido 6seo son dos los tipos de células mdiadths: Osteoblastos y células
osteoprogenitoras. En este ultimo caso, se utiliaato células madre embrionarias como
células madre mesenquimaticas, procedentes de ajigto.

Cuando se utilizan las células como un componeetendterial implantable, la
masa de tejido a reemplazar es un factor critigesip que determina el nimero de células
gque se necesitan. Se debe evaluar por tanto laidagaécnica de aumentar la escala del
cultivo celularin vitro. Algunas veces, el implante se basa en un crecimige célulag
vivo tras la implantacién, de forma que la expansiorédelasin vitro es menos critica.
Un ejemplo de este tipo lo constituyen los trangpla en médula 6sea, ya que las células
de la médula poseen el potencial de reconstityiidaente el tejido receptor sin
necesidad de una expansiarvitro previa significativa. Sin embargo, en la mayoteae
los casos la expansion del nimero de células pnevie a la implantacién es algo
necesario.

Para seleccionar los materiales adecuados en émemgion de tejido 6seo es
necesario comprender la influencia del materiahglantar en la viabilidad, el crecimiento
y la funcion celular. Las interacciones de las leélucon los materiales se estudian
mediante el uso de técnicas de cultivos celulasesnbrando los tipos celulares
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seleccionados sobre la superficie del mismo. L&sidh celular a una superficie es critica,
ya que precede a cualquier otro fendmeno que teigga, como la extension de la célula
sobre la superficie, la migracion y la diferenaiscicelular. Aunque los experimentios

vitro no reproducen todo el amplio espectro de respestulares observadas tras la
implantacién de biomateriales, el cultivo celulagrmite un nivel de control y de
cuantificaciébn que no se obtieirevivo. Ademas, es necesario estudiar las caracteristicas
fisico-quimicas de la matriz generada, su degradagieso molecular, volumen, tasa de
absorcion de agua y liberacién de factores sildogeta, a fin de entender la respuesta
obtenida en los ensaywsvivo.

Tabla 1.4. Lineas celulares mas utilizadas parastudios 6seos

Modelo Celular Fuente Fenotipo
c2C12 Mdusculo de ratén adulto Mioblastico/ Ostegprutor
ST2 Médula 6sea de ratén adulto Osteoprogenitor
MC3T3-E1 Craneo de feto de raton Osteoprogenitor
C3H10T1/2 Embrion de raton Multipotencial
2T9 Raton transgénico Osteoprogenitor
OCT-1 Ratdn transgénico Tipo osteoblasto
MLO-Y4 Ratdn transgénico Tipo osteaocito
ROS 17/2.8 Osteosarcoma de rata Tipo osteoblasto
FRC Craneo de feto de rata Preosteoblastico
ROB-C26 Craneo de rata neonata Preosteoblastico
MG63 Osteosarcoma Humano Tipo osteoblasto
NHOst Hueso humano Tipo osteoblasto
Cultivo Primario Medula 6sea de Ratoén, rata, Multipotencial
conejo, humano...
Cultivo primario Craneo de ratén, rata... Tipo osteoblasto
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3.4.- MODELOS ANIMALES DE REGENERACION OSEA.

Los modelos animales que se usan en ingenierigjide Hseo son tan diversos
como los materiales y las estrategias de repara€imgeneral, y como en otras areas de la
ciencia, los estudios en animales se inician enetosccomo el raton o la rata, para pasar
después a conejos, cerdos y ovEjds

Por el tipo de tejido a reparar, la mayoria desktsidios se centran en animales de
tamafo mediano y grande, puesto que el area dgdrab mayor y esto facilita la cirugia a
realizar. Ademas, los resultados que se obtienemstos casos son mas facilmente
extrapolables a un posible uso clinico.

En lo que se refiere a los modelos de lesion ddotepusculoesquelético, se
utilizan tanto modelos de lesion criticos (lesioge® no se reparan espontdneamente)
como modelos no criticos (lesiones de curacion régpea). Las localizaciones
anatémicas de estos defectos dependen del obgivestudio. En este sentido, las mas
comunes suelen ser las lesiones y osteotomias e=o Hargo (tibia y radio), en calota
craneal, lesiones lumbares y lesiones en la regiéxilofacial. Ademas, en el caso de
materiales osteinductivos, también se utilizan raslde implantacion ectopica en tejido
muscular, para verificar esta propiedad del mdteria

Existe una cierta controversia a la hora de compaesultados obtenidos en
diferentes modelos animales. Esto se debe a quelgemos casos, compuestos que
parecen funcionar en animales pequefios no lo herc@mimales de mayor tamafio. Para
explicar estos resultados se han esgrimido cuestitales como el tamafio absoluto del
defecto o las diferencias fisiologicas y metabdlieatre especies, por lo que la mejor
opcion es trabajar con diferentes modelos animales.

En todo caso, se considera de gran importancike¢aién correcta del material a
estudio, el tipo de lesion a realizar y el modeiloral elegido.
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4- ANTECEDENTES DEL GRUPO DE INVESTIGACION

El laboratorio de Ingenieria de Tejidos dirigidor @b Profesor José Luis Lopez
Lacomba se encuentra en el Instituto de Estudi@$uBcionales de la Universidad
Complutense de Madrid. Los trabajos que se reakeaoentran en el estudio de nuevos
materiales para su aplicacion en la regeneracidejii® 6seo, asi como en la obtencién
de factores de diferenciacion 6seos con el mismo fi

El estudio de nuevos materiales se inicia consafiti y produccion de estructuras
2D y 3D. En este sentido, las vias de investigas®mencaminan principalmente en tres
grupos de materiales diferentes: El quitosano ydarszados; Ceramicas geTCP e
Hidroxiapatita y Matrices de nanotubos de carbdn.

Los materiales desarrollados se ensayan fantitro comoin vivo. Para ello, el
laboratorio cuenta con instrumental para la recifra de ensayos cualitativos vy
cuantitativos de materiales, cultivos celularegpgegimentacion animal.

En lo que se refiere a estos ultimos, actualmesetetrabaja en diferentes
localizaciones anatémicas para la aplicacion denlateriales estudiados. Estos ensayos se
realizan en los modelos animales mas frecuentes taimo ratones, conejos, perros y
minicerdos.

Puesto que los factores de diferenciacién son ieza glave para la regeneracion
de tejido, gran parte del esfuerzo cientifico delpg se ha centrado en la obtencién y
caracterizacion de estos factores, fundamentalmaitelP-2, rhBMP-4 y rhBMP-7, que
se utilizan para activar los materiales propuestasa ello, se ha dotado al laboratorio del
instrumental necesario para la realizacion de @rssdg biologia molecular y celular.

Como consecuencia de las diferentes lineas detigaei®n iniciadas, se estan
obteniendo numerosos resultados materializadoometnilmuciones a congresos, articulos
cientificos, proyectos de investigacion y colabmnaes con diferentes grupos y empresas.
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5- OBJETIVOS GENERALES DEL TRABAJO

El objetivo fundamental de este trabajo es evdaplicabilidad de los filmes de
quitosano como transportadores de la rhBMP-2 y cosoabrimiento osteoinductivo de
materiales implantables.

Teniendo en cuenta la amplitud de tareas que aleh@djetivo general descrito,
se plantearon objetivos parciales, en funcion dddotores de crecimiento y materiales a
utilizar.

Objetivo 1: Evaluacion de la respuesta celularralBP-2.

Objetivo 2: Formacién de filmes de quitosano/rhBERIP-
2.1. Evaluacion de las caracteristicas de los §lme
2.2. Evaluacion de la respuesta celular al material

Objetivo 3: Aplicacion del recubrimiento desarrdita sobre materiales
implantables.
3.1. Evaluacion del recubrimiento de implantesitdaio
3.2. Evaluacion del recubrimiento de cerdmicassas de
B-TCP.
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1-INTRODUCCION

La habilidad auto reparadora del hueso se atrilmyré@nte mucho tiempo a la
matriz inorganica de éste. Sin embargo, en 1965} Bt al.* describieron la formacion
Osea en tejido muscular a partir de extractos desdudesmineralizado. Este
descubrimiento se realiz6 por casualidad, ya quesperaba ver la formacion de hueso
ectopico a partir de la fraccion inorganica deldwg se decidié implantar la fraccion
organica como control negativo. De este modo, seodEd que la capacidad reparadora
del hueso se debia a sustancias presentes enrastédri, que por primera vez se
denominaron factores morfogenéticos 6seos, y postente proteinas morfogenéticas
Oseas (Bone Morphogenetic Proteins, BMPs). La aigai tabla indica los hitos mas
relevantes en el descubrimiento y uso de estasipast y especialmente BMP 2314,

Tabla 2.1. Hitos en el descubrimiento y uso clinide las BMPs y BMP-2.

Autor Afio Hito

Sennset al. 1889 Uso de hueso decalcificado en defectos ostiticos.
Levanderegt al. 1934-38 Induccion de hueso desde extractos Gatmmho6l).
Sharrard, Collinset al. 1961 Induccion de hueso desde hueso decalcifiddA).
Urist, et al. 1965 Primera definicion de BMP.

Hueso ectdpico desde hueso decalcificado (Acido).

Reddi,et al. 1981 Ensayos de cuantificacion reproducibles d€BM

Rosen, Wozneet al. 1989 Secuenciacién y clonacion de diferentes BMPs.

Israel, Wozneyet al. 1991 Expresion de rhBMP-2 en células CHO (Mamifero).
Johnsonet al. 1992 Uso clinico de BMP purificada de hueso.

Marouka,et al. 1995 Expresion de rhBMP-2 en células sf9 (Insecto).

Ruppert, et al. 1996 Expresion de rhBMP-2 & coli (Bacteria).

Gao, et al. 2006 Expresion de rhBMP-2 en plantas de tabaco.

Urist et aly otros. 1970-88 Patentes de purificacion dededion protéica del hueso.
Genetic Institute 1990-99 Patentes de produccion y uso de difer@&itzs.

Stryker  Corp./Medtronic 2002 Aprobacion de uso clinico (FDA): BMP-7 en dadsade hueso
Sofanor Danek/Wyeth largo. BMP-2 transportada por esponjas de colagenfuson
Europa espinal y fracturas de tibia (INFUSE, InductOs).
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A partir de los extractos proteicos de hueso setifitziron en una primera etapa
15 proteinas BMP. Con la excepcion de BMP-1, todas ellas son citoquinas
multifuncionales que se engloban en la super fardii las TGH- (figura 2.1). Algunas de
ellas han demostrado capacidad osteoinductora (BM3MP-4, BMP-6, BMP-7, BMP-8
y BMP-9) y préacticamente todas participan en difiees procesos del desarrollo,
crecimiento, diferenciacion y apoptosis celtiat®. Dada la importancia de este grupo,
existen multitud de articulos de revision gene?alé%’22 y referidos a rutas de
activacioén/actividad celulﬁef'sly aplicaciones clinicd&°.

La importancia de este grupo de citoquinas en shrdallo se traduce en una alta
conservacion evolutiva. Estas moléculas se siaretimmo precursores de gran tamafio y
la forma madura se libera mediante un proceso ateglisis de la region propeptidica. La
forma final activa de las BMPs es un homodimero gpesenta tres puentes disulfuro en
cada monomero (intracatenarios) y un cuarto pudigiélfuro uniendo ambas cadenas
peptidicas (intercatenario).

A finales de los afios ochenta las BMPs se aiskammnsecuenciaron, con lo que se
abrid la puerta a su expresion mediante técnicabMA recombinante en diversos
organismos modefo®**. De esta manera, no solo se han podido obteres psiteinas
de forma masiva, si no que se ha podido estudiangrorizadamente el mecanismo de
accion y la respuesta celular de cada una de ellas.

—E Figura 2.1. Familia TGF#S. Esta
familia de proteinas engloba lo

GDF-% .
I B factores denominados TGF-

p— BMP, GDF e Inhibinas.
Inhibin-beta C
Inhibin-beta B

M Inhibin-beta A

E GDF-11 (BMP-11)
GDF-8

BMP-7 (osteogenic protein 1)
BMP-& (osteogenic protein 2))
BMP-4
BMP-2
GDF-5
— GDF-3
N GDF-2 (BMP-9)
BMP-10
GDF-1
Nodal
Inhibin-alpha
MIS
I Lefty-A
L efty-B
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1.1.- BMP-2

La BMP-2 es la proteina que presenta mayor capadciddanducir la regeneracion
O6sea y de formar hueso ectopico en vertebradodoadwunque su vida media en el
organismo es muy corta. Su uso se considera deigea@s en el campo de la ingenieria
de tejidos, donde estudios clinicos recientes hemodtrado que, cuando es liberada
adecuadamente, resulta eficaz en la regeneracitgjide 6sed’ . La importancia de esta
molécula se ve reflejada en la gran cantidad deudos cientificos relacionados con la ella
que se publican anualmente (Figura 2.2.).
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I Figura 2.2. Nimero de publicaciones relacionadasncBMP-2 por afio. I

La BMP-2 desencadena una respuesta celular akunireceptores de superficie.
De esta manera incide en multiples procesos cekilamaltera la expresion génica. Estos
cambios estén relacionados con procesos de désamabrionario o de diferenciacion a
tejidos mesenquimales, mayoritariamente tejido .6§av la tabla 2.2 se recopilan la
funcion, procesos celulares, procesos de difereidciay procesos de desarrollo con los
que se relaciona la BMP-2 (GOTree).

En mdltiples estudios vitro se ha demostrado que la BMP-2 induce o aumenta
los parametros osteoblasticos de células multip@bss, tanto en cultivos primarios como

39



Respuesta celular a la rhBMP-2

en lineas celulares establecidas. Dentro de esio&mptros se incluye la actividad
fosfatasa alcalina (FA), asociada al inicio de #dcificacion y marcador temprano de
diferenciacion Osea. La linea celular mioblasti@CC2 es una de las mas utilizadas en
estudios de diferenciacién con BMP-2 por la auseimicial de la actividad FA, detectable
tras su cultivo con BMP-2 activad™® .

La BMP-2 humana, como otras proteinas de este grbposido clonada y
actualmente se puede obtener de manera recombini@izando diferentes métodos de
expresion (rhBMP-2). Precisamente, gran parte dddajo realizado en el laboratorio
durante los dltimos afios ha estado relacionado l@oproduccion y purificacion de
rhBMP-2 bioldgicamente activa mediante su expresitscherichia coli

Tabla 2.2. Términos con los que se relaciona la BMP

BMP-2 Términos ontoldgicos

Funcion cytokine activity
growth factor activity

Procesos celulares cell-cell signalling
regulation of transcription
organ morphogenesis
growth
negative regulation of cell proliferation
negative regulation of progression through celleyc

inflammatory response

Tejido Oseo bone mineralization
osteoblast differentiation
positive regulation of ossification
positive regulation of osteoblast differentiation
cartilage development

odontogenesis (sensu Vertebrata)

Otros tejidos cardiac cell differentiation
mesenquimaticos positive regulation of astrocyte differentiation
Desarrollo embrionario embryonic development

cell fate commitment

epithelial to mesenchymal transition
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La estructura de la BMP-2 humana corresponde apuoi@ina homodimérica
formada por dos subunidades (monémeros). Estaipaotiene un lugar de glicosilacion
en cada monémefd**. No obstante, para que la proteina presente sudact no precisa
de esta glicosilacién, como indican los estudi@dizados con la proteina recombinante
(rhBMP-2) clonada y expresada en Escherichid toli

Cada una de las subunidades de la forma madura B®IIP-2 esta formada por
114 aminoacidos que presentan un peso moleculaB déDa y un punto isoeléctrico de
7,98 * La estructura terciaria, descrita por Scheuflecoy. > mediante estudios
cristalograficos, esta formada por un nudo cistiles, laming? antiparalelas separadas, la
segunda de las cuales adopta una conformacionstwrestwisted”, y una-hélice “four-
turn” (a3) practicamente perpendicular a las hé’fasEsta topografia de plegamiento se
asemeja a una mano dondexkhélice mimetiza la mufieca, el centro del nudoidéna
simula la palma y las lamingisede doble hebra los de(fSS(Figura 2.3).

El nudo cistina esta constituido por seis residdescisteina, que se unen para
formar tres puentes disulfuro intracatenarios. Caronsecuencia de las uniones entre
Cys43/Cys111 y Cys47/Cys113 se forma un anillotnages de éste pasa el tercer puente
disulfuro (Cysl4/Cys7§? . Esta estructura es similar a la encontrada embries de la
superfamilia del TG, lo que ha hecho que algunos autores la denonen&structura
basica de TGF/BMP*' .

La union de los monomeros de la BMP-2 se realizalentemente mediante la
formacion de un puente disulfuro entre la Cys7&alia subunidad. Las dos subunidades
se asocian de forma antiparalela cara a cara, dagdo a una estructura con un peso
molecular de 26 KDa altamente est&bie.

Scheufler y col® han descrito la presencia de dos cavidades estiactira
cristalina del dimero de la BMP-2 que se correspontbn dos centros hidrofébicos no
presentes en los mondémeros, y en cuya composistan awvolucrados residuos de ambas
subunidadeé® (Figura 2.3). La cavidad |, situada en el lado exay presenta un exceso
de carga positiva debido a la presencia de resicwosadena basica (Arg9, Lys11, Lys15,
Lys73, Lys76) asi como a las cinco cargas positiextremo amino terminal de ambos
monomeros. Precisamente, este extremo se ha desonito lugar de unién a heparina,
presente en la matriz extraceldfar Por otro lado la cavidad Il, es decir, el ladoaavo,
tiene un predominio de cargas negativas debide eddenas acidas de GIlu83 y Asp105 y
el extremo carboxilo, que se ha descrito como Isibi® area de interaccion con los
receptores transmembrana de tipo serina-treoniimaspl
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Ademas de estas cavidades, y como consecuenci idéetaccion del bolsillo
hidrofébico de cada mondmero con el extremo C-tesinde la hélicen3 de la otra
subunidad, se forman dos cavidades simétricass Estsn un potencial negativo exterior
y en el fondo albergan residuos aminoacidos hithios (Trp28, Trp31, lle62, Leu66,
Tyrl03, Metl106). Esta region se podria correspoaden epitopo de interaccion con los

receptores.
Wrist Nss
| _
il N BT > B2y
~—1 (\ P Finger 1
(pa)— o5+ (g
CHOs= | Finger 2

I =l caviry

Figura 2.3. Estructura de la BMP-2La figura superior muestra la estructura secundadiel
monomero. El circulo rojo resalta la estructura i@ especifica de la BMP-2. Lo
cuadrados verdes indican la posicion de lamifiesdsentes en la BMP-2 y especificas de jas
TGF-4. El cuadrado naranja indica la posicion de la lamais especifica de BMP-7. Las figur
inferiores muestran la estructura terciaria del @irm de BMP-2 y las cavidades de la proteifa
dimérica.
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En lo referente a la ruta de sefalizacion celldasrBMPs desarrollan su actividad
biolégica mediante su unién a receptores de larBaigecelular (receptores serin-treonin-
quinasas). Existen dos receptores conocidos, BMPBMPR-II. La unién de la BMP-2
se da inicialmente al BMPR-II y después al BMPRinque la union a cada uno de los
receptores no es muy fuerte, al unirse a los désrs& un complejo heteromérico estable.
De esta manera, el receptor tipo Il fosforila @egor tipo I, que a su vez desencadena la
fosforilacion de las proteinas Smad.

La ruta de sefalizacion intracelular Smad se cemsida “via candnica” de
respuesta celular que regula la expresién tramgoripl en respuesta a BMP-2 (Figura 2.4)
17 Las Smad de dividen en reguladas por recepteBniRds, Ej. Smadl, Smad5,
Smad8), mediadoras (Co-Smads, Ej. Smad4) e inhdsd@-Smads, Ej. Smad6, Smad7).
Una vez que el BMPR-I fosforila las R-Smad, éstasedzan en el citoplasma con una
Co-Smad. El complejo se transloca al nucleo y fumeicomo factor transcripcional,
iniciando la expresion de genes de respuesta temprala BMP-2. Las I-Smad son
reguladores negativos de todo este proceso, imgbitanto la fosforilacion inicial de las
R-Smad como su posterior dimerizacion.

Por otro lado, se ha descrito la activacion desatngas de sefializacién intracelular
como las MAPK en respuesta a BMP-2. Es por ello glieconocimiento del
funcionamiento global en respuesta a BMP-2 se dersitodavia limitado, con posibles
interacciones entre diferentes rutas de sefalizacttacelular ain no descritas.

sefalizacion celular de la BMP-2.

BMPs
) { ‘ Figura 2.4. Esquema de la ruta de

Cytoplasm

Smad1 or 5 ;

Smadé or 7

Target gene
nucleus
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2- OBJETIVOS DE ESTE CAPITULO

Este apartado agrupa los experimentos realizadasl@aonsecucion del primer
objetivo parcial indicado en los objetivos genesalel trabajo:

Objetivo 1: Evaluacion de la respuesta celularralBMP-2

Para la realizacién del objetivo global planteagiprocedié a acometer los siguientes

objetivos parciales:

1- Respuesta de las células C2C12 a la rhBMP-2:
1.1 Determinacion de la dosis de rhBMP-2 pararuditrespuesta celular.
1.2 Evaluacion de la respuesta celular a la rhE2VvIP
1.3 Determinacién de los cambios de expresidicgdamn respuesta a rhBMP-2.

2- Respuesta de células de diferentes cultivos pranaria rhBMP-2:
2.1 Evaluacion de la respuesta de células delmédaa de conejo a la rhBMP-2.
2.2 Evaluacion de la respuesta de células delmédaa humana a la rhBMP-2.
2.3 Evaluacion de la respuesta de células mamne@éneas a la rhBMP-2.
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3.- MATERIALES Y METODOS
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3.- MATERIALES Y METODOS:

3.1- rhBMP-2

Antes y durante el desarrollo de esta tesis, ghae trabajo ha optimizado el
proceso de obtencion, purificacion y plegamientdadehBMP-2. Los protocolos de este
proceso estan siendo utilizados actualmente pemigresa Noricum S.L., por lo que se
incluye solo un resumen de los métodos empleades@oceso.

OBTENCION DE rhBMP-2.

La secuencia de ADN codifidante de la forma madigala proteina BMP-2
humana se obtuvo mediante amplificacion por PCRréirpde una libreria genémica de
placenta humana.

Para la conservacion y propagacion de la secuessta, se ligo al plasmido
pBluescript, vector especifico para obtener un gnamero de copias, y se inserté en la
cepa DH&% deE. coli, que posee una gran capacidad replicativa.

Para la expresion de la proteina, se insertod laeseta en el vector plasmidico
pT7.7, que es especifico para clonar y expresdeipas, bajo el control de un promotor
que precisa de la RNA polimerasa del fago T7. Eetsstruccion se insertd en la cepa
BL21 deE. coli que expresa la RNA polimerasa del fago T7 meeiamt promotor
inducible por IPTG.
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Figura 2.5. (A) Representacion del mapa de restriccion deolastruccion pT7.7/BMP-2. La
flechas indican los extremos del inserto BMP-2 gheg Ndel y EcoRV). (B) Secuenda
nucleotidica codificante de la BMP-2 y la corresgimmte secuencia aminoacidica.
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PURIFICACION Y PLEGAMIENTO CORRECTO DE rhBMP-2

Para la purificacién y plegamiento de la proteigallevaron a cabo diferentes
procesos y cromatografias. Inicialmente se purificalos cuerpos de inclusién de la
rhBMP-2, procedentes de su expresion en E. coliliange cromatografia de baja presion
de intercambio catidnico (Sulfopropil-Sefarosa &Harosa)). Para ello, los cuerpos de
inclusion se solubilizaron (Urea 6 M, EDTA 2 mM,isFHCI 50 mM, pH 8,0), se
centrifugaron (15000 r.p.m., 20 minutos) y se cangaen la columna. La elucion de la
fraccion dimérica de la rhBMP-2 se realiz6 medianten fase maovil igual a la de
solubilizacién pero con NaCl (0,4 M). Posteriorneentara la obtencién de la rhBMP-2
activa, ésta se desnaturalizd y se realiz6 su pliego correctoin vitro, siguiendo
protocolos previamente descritos. Tras un procesdigfiltracion (Urea 6 M, EDTA 2
mM ,Tris-HCI 50 mM, pH 8,0) y concentracion, seq#dio a purificar la rhBMP-2 activa
mediante cromatografia de baja presion de afinptadheparina (Heparina inmovilizada
en ceramica Hydrogel M HyperD, SIGMA) (Heparin Samse, AMERSHAM
BIOSCIENCES). Para ello, se carg6 la muestra yliggdda fraccion correspondiente al
dimero activo de rhBMP-2, mediante la adicion d€Nen la fase mévil. Durante todo en
proceso, se analizé el grado de pureza de las rasgsbtéicas mediante geles de SDS-
PAGE al 15%.

31 KDa —p

21 KDa—p

L =
14 KDa —» - . .
e

Figura 2.6. Analisis de las diferentes fases debpeso de produccién de rhBMP-2 median
geles SDS-PAGHDe izquierda a derecha: Patron de pesos moleculaegrpos de inclusio
extraidos de E. coli, Fraccion dimérica purificager columna de intercambio catiénic

desnaturalizacién, Plegamiento in Vitro y proteamiva purificada por columna de afinidad
heparina
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3.2.-LINEA CELULAR C2C12.

La linea celular mioblastica C2C12 (ATCC, Manas&égjinia) se mantuvo en
cultivo en frascos de 25énde superficie, con medio DMEM enriquecido (10%sdero
fetal bovino, 100U/mL de penicilina y 100pg/mL defato de estreptomicina).

Propagacion celularEste proceso se realizdé en condiciones estérilda 824
dias, cuando las células cubrian un 80-90% deplericie (80-90% de confluencia). Para
ello, se elimind el medio de cultivo, se lavaros ¢glulas con PBS, se utilizé tripsina para
despegar las células de la superficie de cultiaoa Fhactivar la tripsina, se afiadié medio
DMEM enriguecido y se midié el nimero de célulasenlilas mediante una camara de
Neubauer mejorada. En cada propagacion, la comogrinicial de células fue de 2500
células por cide superficie de cultivo.

3.3-ENSAYOS CELULARES

Los ensayos celulares se llevaron a cabo pordaigidi, en células con menos de 10
pases y en placas de cultivo celular de 48 poditmsning Costar).

Para realizar los ensayos celulares sobre filmeguit®sano, estos filmes se
formaron directamente sobre la superficie de lasgd de cultivo celular de 48 pocillos.
En cada ensayo celular se realizaron los siguieeisoles: pocillos vacios, pocillos con
filmes y sin células y células sembradas sobrdlpsdin filme.

Las células se cultivaron durante 4 dias antesglerisayos, a una densidad inicial
de 10000 cel/cfn

3.3.1.-ACTIVIDAD FOSFATASA ALCALINA.

La enzima fosfatasa alcalina es un indicador tempde la diferenciacion ésea.
La actividad de esta enzima se determind y cuadtife manera colorimétrica, empleando
un sustrato que, tras la accion de la enzima, darla un producto de intenso color
amarillo. Para la realizacion del ensayo, se elinehmedio de cultivo y se lavaron los
pocillos con PBS, para eliminar los posibles rest®groteinas del suero fetal bovino. Se
afadieron 100uL de buffer de lisis a cada pocilias(pH 6,8 50mM, Triton X-1000 1%,
MgCl, 2mM) y se realizaron 3 ciclos de congelacion-degetacion. Se separaron 10uL
del lisado celular y se le afiadieron 100uL de buftstrato (50uL de p-nitrofenilfosfato y
50uL de buffer 2-amino-2-metil-1-propanol). Despdésuna incubacién de 15 minutos a
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37°C la reaccion se pard con 100puL de NaOH 0,5M ynglio la Aso en el lector de
placas (Biotek FL-600).

3.3.2.-CONTENIDO TOTAL DE PROTEINAS
El contenido total de proteinas en cada ensayoesermind por el método

MicroBradford (BioRad). Este ensayo se basa enfil@dad del colorante azul de
Coomassie G250 por las proteinas, y se utiliza paeatificar la proliferacion celular.
Para la realizacion de los ensayos, se obtuviégadds celulares de la misma manera que
en el ensayo de actividad de fosfatasa alcalinenggearon 10uL de lisado celular, 60uL
de reactivo Bradford y 230uL deé,0 destilada. Se incubd durante 15 minutos y se
determind la Aqg en el lector de placas (Biotek FL-600). Para dfieat la cantidad de
proteina de las muestras se realizaron blancosséstra y rectas patron con cantidades

de proteina conocidas (Figura 2.7).
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Figura 2.7. Recta patrén correspondiente al ensal@proteinas totalegMicroBradford)
empleando la proteina IgG como patrén.

3.3.3.-MEDICION DE CALCEINA INTRACELULAR

La calceina AM es un compuesto fluorogeno hidraf@bgue atraviesa la
membrana plasmatica de las células de forma pabima. vez en el citoplasma, las
esterasas intracelulares hidrolizan la calceina é&mdo lugar a un derivado fluorescente
(calceina libre). Al ser hidrofilico, el derivado puede atravesar libremente la membrana
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plasmética y queda atrapado en el interior dedhdas. Para realizar los ensayos, se retiro
el medio de cultivo de las placas de 48 pocillaeyafiadié 100 pL de reactivo (2uM de
calceina AM en PBS). Las placas se incubaron emridscl durante una hora y
posteriormente se realizaron las medidas de fluenesa (Excitacion a 490 nm y emision
a 530nm).

3.3.4.-ACTIVIDAD MITOCONDRIAL (MTT).

En el ensayo de MTT se emplea el reactivo Bromer8-(4,5-Dimetiltiazol -2- il)
-2,5 -difeniltetrazolio (MTT) (3- (4,5- Dimethyltazol -2- yl) -2,5- diphenyltetrazolium
bromide, a tetrazole) que es reducido a cristategodmazan en la mitocondria de las
células vivas, por lo que es un ensayo que evalaatlvidad mitocondrial y, por lo tanto,
esta directamente relacionado con el nimero delaséhiables. Para realizar estos
ensayos, se afiadio el reactivo a cada pocillo (Aél@olumen de medio de cultivo) y se
incub6é durante 2h y 30 minutos en una camara déveuh 37°C y 5% de CO
Posteriormente, se afadio igual volumen de solud&solubilizacién (compuesta por un
89.12% de isopropanol, 0.88% de acido clorhidric8586 y un 10% de Tritdn X-100)
para disolver los cristales de formazan. Finalmesgemidié la absorbancia a 590nm y
630nm en el lector de placas (Biotek FL-600).

3.3.5.-CUANTIFICACION DE DNA (HOESCHT).

Este ensayo se basa en la afinidad de un readtivoe$cente al DNA. Para el
ensayo, se elimind el medio de cultivo, se lavdosrpocillos con PBS, se afiadié 100 pL
de agua destilada por pocillo y se procedié a d&s Icelular, mediante 3 ciclos de
congelacion/descongelacion. Se preparo el rea@bvq@L de reactivo en 10mL de tampdn
TNE, CASA COMERCIAL) y se afiadio 100 pL de estausmwn a cada pocillo.
Finalmente, se realizaron las medidas de fluoresadixcitacion a 346 nm y emisién a
460 nm).

3.3.6.-DETECCION DE LA ACTIVIDAD FOSFATASA ALCALINA
MEDIANTE TINCION CELULAR.

Se retiré el medio de cultivo celular y se fijarfas células con formalina. Se
prepar6 la solucién con el sustrato de la enziBan(4de agua destilada, 2 mL de naftol
AS_MX fosfato alcalina y una capsula de “Fast BRR" (Sigma)), y se afiadio sobre las
células (ImL/crf). La reaccion se incub6 durante 30 minutos a 3P#8teriormente, los
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pocillos se lavaron con agua y los nucleos celslaeetifieron con hematoxilina de Mayer
(2 minutos). Finalmente, las muestras se aclaraponagua destilada y se procedi6 a su
estudio por microscopia Optica. La actividad entitadse observa como una coloracion
citoplasmética azul intensa.

3.3.7.-ESTUDIO DE LA MIGRACION CELULAR

Para estudiar este proceso celular, se dejaroardeccultivos hasta confluencia.
Mediante una punta, Se realizaron hendiduras denXengrosor en la monocapa celular y
se midié la velocidad de colonizacion celular dgpaxio libre formado. Para ello, se
tomaron fotografias a diferentes lapsos de tiempo.

3.3.8.-ESTUDIO DE LA ADHESION CELULAR

Para realizar este estudio, se siguid el protoatdo propagacion celular
anteriormente descrito. La adhesion celular a leyehtes substratos de crecimiento se
cuantific6 midiendo el tiempo de actuacion necespdra que la tripsina despegue las
células del substrato. Para ello, se afiadio tapsaibre las células en cultivo y se tomaron
fotografias a diferentes lapsos de tiempo.

3.3.9. ESTUDIO DE APOPTOSIS Y CICLO CELULAR

Inicialmente se sembraron células en placas damt se siguié el protocolo de
propagacion celular anteriormente descrito. A loglids de cultivo, las células se
tripsinizaron, se recolectaron y se centrifugarénrinutos a 1000 rpm. El sobrenadante
de descarto, el pellet celular se resuspendiérah tle medio PBS-etanol 70% (medio de
fijacion celular) y las muestras se guardaron a 4°C

Para el marcaje y contaje celular, se afiadié6 3lennedio PBS, se centrifugé 10
minutos a 3000 rpm y se descarto el sobrenadahpellEt celular se resuspendié en 1 mL
de PBS y se afiadié 50 pg de RNAasa. 30 minutosidespe cogieron 450 UL de muestra
y se afiadio 50 puL de una disolucion de yoduro deigio a 1 mg/mL. El tamafo, la
complejidad y el DNA de las muestras se midi6 en aildmetro de flujo (BD,
FACSscalibur) y los datos se trataron con el progr&VinMDI 2.9.
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3.3.10.- ESTUDIO DE MIGRACION DE CELULAS ENDOTELIES

Para este estudio también se siguié el protocato pdopagacion celular
anteriormente descrito. Tras cuatro dias de cuti@rolar, el medio de cultivo se recolecto,
se filtro por 0,22 umy se guardo a 4°C (medioud&vo condicionado).

Para el cultivo de explantes de aorta se prepageies de colageno tipo | de cola
de ratén (BD, collagen type |, 8,3 mg/mL). Para,efle prepar6é a 4°C una mezcla de
colageno tipo 1 a 1,5 mg/mL. Se mezclaron el membadicionado o medio DMEM
completo (7,2 mL) con NaHG{1 mL de un stock a 35mg/mL) y colageno tipo | (1§).

Se afiadi6 80 pL de esta mezcla en pocillos d€ $ce incubaron en cabinas de cultivo
celular a 37°C.

Para la obtencion de explantes de aorta, seisacooifi ratones Balc, se extrajo la
aorta y se cortaron trozos de 1 mm x 1mm de tana@fioximado. Estos explantes se
colocaron sobre los geles de colageno y se afadinea otros 80 pL de la mezcla de
colageno. 10 minutos después, se afadié 300uL d@&@mde cultivo en cada pocillo
(completo o condicionado) y se cultivo a 37°C y&4CQ.
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3.4-ESTUDIOS DE EXPRESION GENICA

3.4.1.-EXTRACCION DE RNA

La extraccidn de RNA se realizd con un kit comérgiasiguiendo el protocolo
proporcionado por el fabricante (RNeasy Kit, Qiggdranto la concentracion del RNA
como la ausencia de contaminacion proteinica seerrdetaron de manera
espectrofotométrica (Concentracion, Ags Pureza, AbgdAbs, entre 1.8 y 2)
(NanoDrp, ND-1000 Spectrophotometer) y la integtiddel RNA se test6 mediante
electroforesis (RNA 6000 NanoChips, Agilent 2100dialyzer).

[FUlg 7
RMA Area; 17338
500+ Rh& Concentration: 1,660 gyl
rRMA Ratio [28s | 18s]: 1.8
500+
400+
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|
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Figura 2.8. Chequeo de la integridad del RNMediante electroforesis (RNA 60
NanoChips, Agilent 2100 Bioanalyzer). En la imagenla derecha se observan claramerfte
las bandas ribosomales 28S y 18S. La grafica r@mtesla intensidad de estas bandas yfla
pureza de la muestra.
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3.4.2.-PROCESAMIENTO DE LOS ARRAYS

Los estudios de transcripcion global se realizauifizando la plataforma
"GeneChip® Affymetrix" y los arrays "Mouse Genom@042.0". Este array contiene
45.000 "probeset” de ratén que representan a ma9.000 transcritos y variantes. Las
secuencias para estos "probeset” han sido seledeisrde las bases de datos GenBank®,
dbEST and RefSeq.

En el procesamiento de cada muestra bioldgicaa®mu® microgramos de RNA
total para la sintesis de cDNA de doble cadenaydasal kit “One-cycle cDNA Synthesis
Kit” (Affymetrix, Santa Clara, CA) y siguiendo ld@sstrucciones del fabricante. El cDNA
de doble cadena se us6 como molde para su traciéorim vitro con el “GeneChip IVT
Labelling Kit” (Affymetrix), obteniéndose cRNA bimilado. La distribucion de tamafios
del cRNA se analizé con el equipo "Agilent Bioaraly2100", y este cRNA se cuantifico
y se fragmenté mediante hidrolisis inducida por alest Se usaron 15 pg de cRNA
biotinilado y fragmentado para su hibridacion emays de raton GeneChip® MOE 430 2.0
durante 16h y 45 °C, siguiendo el manual “Gene G&hipression Analysis Technical
Manual" (Affymetrix). Tras la hibridacion, los ays se lavaron y se tifieron con
estreptavidina-ficoeritrina, incluyendo un paso dmplificacion de sefial mediante
anticuerpos anti-estreptavidina biotinilados. Leemsidad de fluorescencia de cada array
se obtuvo con un escaner "GeneChip® Scanner 303’ datos crudos fueron extraidos
como archivos .CEL con el software "GeneChip OpgratSoftware (GCOS 1.2,
Affymetrix)".

La calidad de los experimentos se verificO medidataspeccion visual de los
arrays hibridados y la revision de pardmetros cemaido y fondo del experimento, el
porcentaje de sefiales "present’, y las sefiales pam&roles de genes "spike" y
"housekeeping".

3.4.3.-ANALISIS DE LOS DATOS DE MICROARRAYS OBTENIDS
Los datos de archivos .CEL fueron normalizados sumeédos para cada "probeset"
mediante el software "Robust Multiarray Average @N/fg . Los ratios de expresion
génica entre distintas condiciones se calcularomocel cociente entre las medias de datos
para "probesets" individuales de las condicionese&ndio. Los genes con expresion
diferencial estadisticamente significativa se deitaron mediante una estimacion
Bayesiana de la varianza entre sefales, usandogrbma estadistico "Cyber-SP" en el
sitio web http://visitor.ics.uci.edu/genex/cybert/.
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En comparaciones entre experimentos siempre se toondo referencia el
tratamiento control. Se seleccionaron para anglssseriores aquellos genes con cambios
de expresior 2 0< -2 y valores de p < 0.01. Posteriormente se hi@daorreccion para
hipétesis mdltiples usando el método "false dispovete” (FDR) de Benjamini y
Hochberg en cada grupo, seleccionandose como isaiibs aquellos genes con FBR
0.01.

Los genes seleccionados se clasificaron en distiggapos funcionales usando la
herramienta "WebGestalt toolkit" (http://bioinfondaerbilt.edu/webgesta?t‘).

3.4.4.-SINTESIS DE CDNA Y RT-PCR CUANTITATIVA

Mediante PCR cuantitativa se analizaron cambiosxgeesion en algunos genes
seleccionados, partiendo de los mismos RNAs usad@xperimentos de microarrays. La
primera cadena de cDNA se sintetiz6 desde 1 pgNa ®tal, usando el kit "High
Capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems)" yelbadores al azar, y siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Los andlisis de BG&htitativa se realizaron en un
volumen de reaccién final de 20 microlitros, encpk "MicroAmp Optical 96-well
reaction plate". Para estas reacciones se us6 ‘@ldagMan® Fast Universal PCR Master
Mix” (Applied Biosystems) y sondas LNA de la col@mt “Universal ProbeLibrary”
(Roche Applied Science), o el kit “Power SYBR GreR@R Master Mix“(Applied
Biosystems). Los cebadores y las sondas fueroifiaties en el “UniversalProbelLibrary
Assay Design Center” (https://www.roche-applieceacie.com/sis/rtpcr/ upl/adc.jsp). Los
cebadores directo y reverso fueron suministrados Ipogen Life Science y las
concentraciones finales de cebadores y sondas ensalo fueron 200 nM y 100 nM,
respectivamente. La PCR cuantitativa fué realizadan equipo "7900HT Fast Real Time
PCR System" (Applied Biosystems) con un paso deataslizacion a 95°C durante 20 s
seguido de 40 ciclos PCR con desnaturalizacion &aC9%lurante 1 s vy
apareamiento/extension a 60°C durante 20 s. Tadosrsayos PCR para un gen concreto
se hicieron al mismo tiempo y por duplicado. Logetés de expresion de los genes en
estudio fueron normalizados respecto a los nivééebeta-Actina. Todos los cebadores y
sondas usados se describen en la Tabla 2.3.
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I Tabla 2.3. Listado de cebadores utilizados paradasayos de PCR cuantitativa.

Gen/Simbolo Cebador directo Cebador reverso Sonda UPL
Fibromodulin (Fmod) agtcctgccgacactagacc agtcctgccgacactagacc 6
: . 1
;I'Srz;?aclmg CENSETPIA [EE0T cgactgcagatcaggttcc ggggataacctggtgaggtc 35
BMP and activin membrane-
S . ctit tictt cttal ettt

bound inhibitor (Bambi) cactiteccagogtictiy gctiacagagageacagly 24

MAD homolog 6 (Smad 6) ctcaacaaccacagatagcaatg cctggggtggtgtctctg 59

Cadherin 15 (Cdh15) ggacatgtatggacatcagtgag gcgtatccacacagcacatc 81

Procollagen typel alpha2 (Collad) gccccaggttctetctica aaccatgggcaagaaggaa 90

Inhibitor of DNA binding 3 (Ide3) | ggcctgaagagctagcacac gtcagggtggggacagagt 61

Myogenin (MyogD) tatccggttccaaagcctct caatacacaaagcactggaaggt 86

Periostin, osteoblast specific

factor (Postn) catgcagggattttatctcaatg ggacccagtcacaatgatgtt 80

Troponin |, skeletal, fast 2 (Tnni)| cggagggtgcgtatgtct fcaggtccatgcacacctt 3

B-actin (Bact) atcttggcctcactgtccac ctcatcgtactcctgcttget 120
SYBRG assa

Interleukin 6 (116) tttccaatgctctcctaacagat tcttggtecttagecactce SYBRG assa

gggokme (ene ey Tiere accagcaagatgatcccaat cectgctgetggtgatect SYBRG assa

(fg?g?cﬂn; (C-X-C moti) igand ccaatcagaaatggagacaaga aatgccttgtaaatagttaccaaaaac SYBRG assa

L1 cell adhesion molecule

tettect, ctggct ct. ttct tat

(Llcam) acaggceactggcta gctaaggggttctgggg SYBRG assa

Glutathione S-transferase, alpha|2

(Yc2) gaagaagcaaggaaggttttca agtatctgcggctccatcaa SYBRG assa

3.5.- ANALISIS ESTADISTICO.

Cada experimento se realiz6 por triplicado. Losiltados se expresaron como
promedio + la desviacidn estandar. Los analisigjdstes de datos lineales y no lineales se
llevaron a cabo empleando el programa Graph Pacthri
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4.- RESULTADOS Y DISCUSION
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4.-RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de este apartado corresponden gosnszalizados en la linea
celular C2C12, inicialmente aislada de tejido migcen ratdon adulto. La implantacion de
rhBMP-2 en el tejido muscular induce la formaci&ea, por lo que este modelo celular es
uno de los mas utilizados en estudios con estaipetAdemas, las células C2C12 son de
facil manejo y proliferan rapidamente, lo que figziel trabajo de investigacion.

La proteina rhBMP-2 induci vitro la diferenciacion celular hacia el fenotipo
osteoblastico. Este proceso de diferenciacion gaplin amplio cambio en la expresion
génica usandose diferentes marcadores para sursegid. En este sentido la actividad
enzimética fosfatasa alcalina (FA) es uno de los otdizados. La FA es un marcador
temprano de diferenciacion, puesto que se empiezegesar en las primeras fases del
proceso. Esta enzima esta relacionada con el ideita calcificacion vy, sin el estimulo
producido mediante la adicibn de rhBMP-2, su exprebasal en las células C2C12 es
nula.

Se selecciond por tanto este marcador para la aiétuinicial de la respuesta
celular a la rhBMP-2. La cuantificacion de estaimazse realizé empleando un método
colorimétrico, basado en la deteccién de la acilide la FA mediante la adicién de un
sustrato que, tras la accidn enzimatica, se cdevier un producto de color amarillo.

En un primer ensayo se optimizé el periodo de wqltelular necesario para
obtener la maxima respuesta celular a la rnBMPaga Bllo, se sembraron 10.000 células
en pocillos de 1cfse afiadié rhBMP-2 en el medio (500nM) y se inaigultivo. Cada
24 horas se retiraron triplicados y se midio tdatactividad fosfatasa alcalina como la
proliferacion celular (ug de proteinas celular¢alés medidas por el método Bradford).
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inicial 1 2 3 4 5 6

I Bradford

Tiempo (Dias)
——FA

Figura 2.9. Ensayo de proliferacion y diferenciacion de las akls C2C12 en presencia d
rhBMP-2. Los datos se obtuvieron cada 24 horas de cultelolar. Los pug de proteina
celulares totales (eje Y, izquierda) se represerdanbarras (Bradford) mientras que |
actividad FA (eje Y, derecha) se representa medianntos unidos (FA). La Imagen ilust
la coloracion amarilla obtenida como consecuenadalactividad de la enzima FA, frente gl

control transparentt

La figura 2.9 muestra los datos obtenidos durasgeptimeros 7 dias de ensayo.
Los resultados de proliferacion celular indican tpge células C2C12 proliferan durante
los primeros 3 dias, hasta llegar a saturar eldeeaecimiento (confluencia). A partir del
quinto dia, las células pierden capacidad de adbieral sustrato. Por otro lado, los datos
de actividad de FA indican que la expresion maxiteeesta enzima se alcanza al cuarto
dia de cultivo, y que durante la fase de crecimiemular su expresién es menor. Por
tanto, teniendo en cuenta estos datos, se optéepbrar los siguientes ensayos con las
células C2C12 al cuarto dia de cultivo.
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El siguiente punto a estudiar fue la respuestalarekn funcion de la dosis de
rhBMP-2. En este caso, se sembraron 10.000 céulamcillos de 1cfy se afiadieron
diferentes cantidades de rhBMP-2 en el medio. Alrtcudia se midio tanto la actividad
fosfatasa alcalina como la proliferacion celulag (le proteinas celulares totales medidas
por el método Bradford) en todos los casos.

e
[
§ T}
a =
2 S
o)
Control 2,5 5 10 20 40 80 160
rhBMP-2 (M) I Bradford
——FA

Figura 2.10. Ensayo de respuesta celular a diferentes dosis dBMP-2. Los datos s
obtuvieron a los 4 dias de cultivo. Los pug de pgriate celulares totales (eje Y, izquierda) pe
representan mediante barras (Bradford) y la actvdosfatasa alcalina (eje Y, derecha) pe

mediante puntos unidos (F.

La figura 2.10 muestra que, en todos los casog;éagas estan en confluencia a
los 4 dias de cultivo. También se puede ver clantergue la actividad FA aumenta con la
dosis de rhBMP-2, alcanzandose la maxima respuwestéar con una concentracion de
100 nM de rhBMP-2. Este valor obtenido es simildosa publicados anteriormente por
diferentes autores en ensayos realizados conaili#os celulare AL

Puesto que se observo que la linea celular C2Gd2saba marcadores tempranos
de diferenciacién 6sea en respuesta a rhBMP-2,esaid estudiar el efecto de este
proceso en otros parametros celulares, tambiédias4 En concreto, se utilizaron métodos
colorimétricos para evaluar el efecto de rhBMP-2agproliferacion y viabilidad celular.
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Figura 2.11. Ensayos sobre células control y tratedcon rhBMP-2 Cada ensayo mid

diferentes parametros celulares. Los datos se ptasenormalizados y en porcentaje.

La figura 2.11 muestra los datos obtenidos pardifesentes parametros celulares
estudiados. Como en la figura anterior, se puederghr que el tratamiento induce la
aparicion de la enzima FA, ausente en las céluBS1€ sin el estimulo diferenciador
proporcionado por la rhBMP-2. Se puede observarppa parte, que el tratamiento con
rhBMP-2 no altera los valores de proteina celwdtal {ensayo de Bradford), mientras que
si se detecta una reduccion en la cantidad de Dt (ensayo de Hoescht), al mismo
tiempo que una disminucion en la actividad esteres@o indica el ensayo de viabilidad
da la calceina AM. Ademas, se observo una clanacoééh de la actividad mitocondrial
(ensayo de MTT) debido al cambio del fenotipo @elul

Estos resultados, tomados en conjunto, indican lquéiferenciacién celular
inducida por la rhBMP-2 implica un cambio globallde parametros celulares, incluida
una disminucion de la proliferacion (reduccion detmad de DNA) y un aumento en el
tamano celular (mantenimiento de la cantidad wegbroteinas celulares).
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Junto a estos datos del metabolismo celular, sdidezstudiar también el efecto
que la rhBMP-2 produce en la morfologia de lasladl€2C12. Para ello, se realizaron
tinciones de células cultivadas durante 4 diastotate FA como del nucleo
(Hematoxilina).

La figura 2.12 muestra un cambio en la morfologdtular relacionado con la
exposicion a la rhBMP-2. Las células control préserun aspecto fusiforme, tipico del
fenotipo mioblastico. Estas células, en confluengiasiguen el proceso de diferenciacion
mioblastica y se fusionan para formar miotubos. &tov lado, las células tratadas con
rhBMP-2 presentan un aspecto estrellado, totalmeifiteente al de las células control.
Ademas, se observa claramente que solo las célatadas expresan FA, que en este caso
se detecta como una intensa coloracion azulada.

Figura 2.12. Las imagenes superiores corresponden aelosayos de tincion celulapara

detectar expresion de FA y nucleo (tincion Heméitoi
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Puesto que ligado al cambio de fenotipo inducidorpBMP-2, los datos indican
un cambio drastico en multiples pardmetros cels|ae decidid estudiar este fenémeno a
nivel de expresion génica. Para ello se utilizamnicas de microarrays, que permiten
seguir la expresion de todos los genes y compararieel estado control. Esta técnica ya
ha sido utilizada por otros grupos para conoceespuesta celular a BMP-2 en diferentes
cultivos celulares, lo que nos permite comparadéiss obtenidaé™°.

Se realizaron inicialmente extracciones de RNAsaddalias de cultivo, tanto de
células control como de células tratadas con rhBMBstas muestras se procesaron y se
estudiaron mediante la tecnologia de microarragsefa manera se obtuvieron los datos
de expresion de 34000 genes en cada muestra ympau@ron las muestras control con las
muestras tratadas con rhBMP-2.

Los resultados de estos ensayos indicaron quatahtiento con rhBMP-2 induce
el cambio de expresion de 567 sondas, correspdrdian344 genes. De ellos, 186 genes
estaban sobreexpresados (cambio de expresi@ p < 0,01) y 158 genes estaban
inhibidos (cambio de expresién-2, p< 0,01). Las tablas 2.4 (A-B) muestran el listado de
todas las sondas con cambio de expresién, junto etlosimbolo del gen al que
corresponden y el grado de activacion o repressarespondiente.

Teniendo en cuenta el gran nimero de genes a eygoarados por esta técnica,
se decidi6 realizar un estudio ontolégico mediartterramientas informaticas
(http://bioinfo.vanderbilt.edu/webgestalt). Estasuelios estan basados en el conocimiento
cientifico que se tiene de la funcion de cada galacionando estos genes con “términos
ontolégicos” concretos. De esta manera, se obeéém&imero de genes relacionados con
cada “término” en el grupo a estudiar y se comgarael nimero de genes esperados en
cada caso. Los “términos ontoldgicos” estadisticamaignificativos son aquellos cuyo
namero de genes encontrados varia significativarggitnimero de genes esperados (p
0,01).

La figura 2.13 es un ejemplo de este estudio, spomdiente al término
“Desarrollo”. En el genoma completo, un porcentdge genes esta relacionado con
“Desarrollo”, por lo que, en el grupo de genesrattes por la rhBMP-2 (344 genes), se
espera encontrar el mismo porcentaje. En este leadderencia entre el nUmero de genes
esperados (45) y el nimero de genes encontraddyéd@stadisticamente significativa (p
< 2,45E-14)
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fold_BvsC

Gene Symbol

A030004J04Rik
LgrG
Inhba

fold_BvsC

Gene Symbol

Bglap-rs1 /// Bgla
Hoxc13

AB30038E17Rik
Arfl4

Cutl1

Rasl11a

Fst

Nfatc1
1810008K03RIk
GO0s2

Col5a2

Kik4

fold_BvsC

Gene Symbol
Tafbi
DOH4S114
Col5a1

Hip1

Unc5b
Nrda2

Cgref1

fold_BvsC

BC023829
Carg

Colbat
Plekhg4
Nfatc1
DO030063E12
AW049604
Col1a2

Gene Symbol
Ret

‘Whrn

Pparg
Tnfrsf13c
Srpx2

Pank1

Sash1

Dix1
MGI:2149712
2610001E17Rik
Cib2

Garnl4

Ppap2b

Mapre2

Hoxa1

Rrm2

wWnit4
4930533K18Rik
Slc7at

Fkbp10
1700112C13Rik
Ids

Rrm2

Pank1

Fst

Snai2

Efnb1

Vegfe

Enah

1d4

Chn2

Tmeff1

Enct

Serpinb8
Aldh1a3

Kenf1

Panx3
6330512M04Rik
Aspn

Bmp2k

Grhl1

Dok4
4921533L14Rik
Slc6ab

Sbk1

Serpinf1

Igfbp7

Tmepai

Mal

Dock4

Syti2

Fabp5
1110032E23Rik
Csrp2

Tabla 2.4.A. Listado de sondas sobreexpresadas ebrtratamiento con
rhBMP-2 (cambio de expresién2, p< 0,01).
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fold_BvsC |Gene Symbol fold_BvsC |Gene Symbol fold_BvsC |Gene Symbol \

lgfbp5 Hmgat Plscr1
Nefl Tm7sf1 2210010L0O5Rik
— Cxcl12 Sema3a
Eps8 2310016A09Rik 2810003C17Rik
Eps8 AU041783 Cntn1
Semab5a Cntn1 1200015N20Rik
Map H19 Igsfda
9230117N10Rik Plscr2 Bnc2
Bink Tm7sf1 Sle30a4
4631423F02Rik Mgam Ifitm1
Semaba Tm7sf1 Pdgfd
- Gstad 2810004A10Rik
Eps8 Tm7sf1 Bnect
Aldh3at Semaba Arhgap18
Lrig1 Tspant1 1110059G02Rik
Hba-a1 Geh1 Btbd11
Hba-a1 Tm7sf1 Dock9
Cstf Sdpr Fcgr3a
Phex 1600029D21Rik Rerg
Msin Kif5c Ap1s3
Gap43 Tm7sf1 Fmo1
Cp Ugeg Synpo2|
Cp Tafbr3 -—
Popdc3 Nptx1 E2f2
Cd34 Angpt1 BC042782
Ccl2 Dbd Mtap2
C3 Olfm1 Sh3bgr
Lrig1 Gpr149 -—
Cp Sema3a Gpr149
Chmb1 Ttc9 Myog
Cp - 1110059G02Rik
Enpp2 Syt13 Cfi2
Sprria L1icam Apcdd1
Cp Antxr2 MGI:1916782
Vgli2 Dock9 Mamdc2
Cp Olfm1 Igsfda
Csnk Tnni2 Tmee3
Inhbb Adora2b Slc24a3
Pdlim3 Gsto2 Dkk2
Gsta2 Peg3 Strbp
PIf /i1 PIf2 Gas2 Pmaip1
Erbb3 Gm489 Pde10a
Veam1 -—- Ppp2r2b
Tnnc2

Tabla 2.4.B. Listado de sondas inhibidas por elt&miento con rhBMP-2
(cambio de expresion-2, p< 0,01).
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Ejemplo de estudio ontoldgico: Desarrollo

Genoma completo: 34000 genes Genes alterados por el tratamiento: 344

N° de Genes relacionados con desarrollo: 4447 N° de Genes de desarrollo esperados: 45 N° de genes encontrados: 100
Probabilidad estadistica: 2,45 E-14

4—»

Figura 2.13. Ejemplo ilustrativo de la obtencion de términos oltigicos estadisticament

significativos (p<0,01).

Dado el alto nimero de genes a estudio (344) $edem primer estudio reducido
con los 50 genes mas activados y los 50 genesnhinidios por el tratamiento, con el fin
de obtener una vision simplificada de los procesés importantes relacionados con la
accion de la rhBMP-2.

Como se puede observar en la figura 2.14.A, logétes mas activados estan
estadisticamente relacionados (en roje; 01) con términos conocidos del proceso de
diferenciacion 6ésea. También se incluyen en larfigina serie de términos que, aun no
teniendo una significacion estadistica, son immbe para establecer una relacién
jerarquica entre éstos. Por otra parte, en ladi@ui4.B se puede ver la relacion entre los
términos obtenidos con los 50 genes mas inhibidossérde, < 0,01). Ademas, en este
estudio se observa que ciertos procesos biolégiedsportancia como son desarrollo o
crecimiento aparecen en ambos grupos, puesto qulebean a otros grupos menores
presentes en cada caso.
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Figura 2.14. Representacién jerarquica de los témas ontoldgicosLa figura A recopila los
términos estadisticamente significativos (Rojodc&nados con los 50 genes mas activados por
el tratamiento con rhBMP-2. La figura B recopilasltérminos estadisticamente significativps

(verde) relacionados cclos 50 genes ménhibidos
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GO term BMP-2 treatment BMP-2 treatment
N°® Genes P-Value N° Genes P-Value
Well known regulated genes 344 development 1l
regulation of biological process 1) a7 7,0E-03 Anatomical structure development
regulation of cellular process 1) a0 4 2E-05 Bone dif Pathway
reg. cel. Physiol. process T4 79 1,8E-03 Bone remodeling
Signal Transduction 1 G4 8, 7E-03 skeletal development
morphogenesis 50 3,9E-10 ossification
cell differentiation 1 3,5E-10 biomineral formation
transcription regulator activ. 9 5E-03 TGFB signaling pathway
cell adhesion 1 24 4 8E-04 Angiogenesis
cellular morphogenesis 1 22 1,9E-05 blood vessel development
apoptosis 1 . 3,5E-03 vasculature development
cell development 1 ! 1,6E-05 blood vessel morphogenesis
cell proliferation [ 2 4E-03 angiogenesis
cell migration 3 1,3E-03 Miogenesis
regulation of cell cycle 91E-02 heart development
growth factor activity C 7,0E-03 troponin complex
regulation of cell size [ 3,1E-03 striated muscle thin filament
Homeostasis 1,8E-01 sarcomere
Structural constituent of cytoskeleton
myofibril
contractile fiber
Neurogenesis
nervous system development
neurogenesis
axonogenesis
glial cell differentiation
Epidermogenesis
epidermis development
Ectoderm development
hair follicle development
Embriogenesis
Embrionic development
Embrionic morphogenesis

Tabla 2.6. Términos relacionados con procesos cales (1zq) yprocesos de diferenciacio

(Derecha)

Una vez conocidos los procesos relacionados cogelloss mas representativos, se
procedié al estudio completo con los 344 genese Estudio se realizé6 de 3 maneras
diferentes: solo con los genes activados (186 gerek con los genes inhibidos (158
genes) y finalmente con la respuesta completeBdldsgenes)

La tabla 2.6 corresponde a la agrupacion realizidis términos obtenidos en
este estudio relacionados con procesos celulazgsi€rda) y procesos de diferenciacion
(derecha). Como se puede observar, el cambio adgigeninducido por la rhBMP-2 se
refleja en un cambio de expresién génica relaciorah multitud de aspectos celulares.
Ademas, ciertos procesos estan relacionados tamtdos genes activado$)(como con
los inhibidos () (p< 0,01).
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En lo que se refiere a los procesos de difererfziacie observan varios puntos
importantes. Lo primero a destacar seria la adtiwade los procesos de diferenciacion
Osea y angiogénesis, este ultimo indispensablel@doamacion viable de tejido 6seo. Por
otro lado, se observa la inactivacion de los pregeslacionados con otros tejidos
mesenquimaticos, como son el tejido muscular yseétrma nervioso. Ademas, también se
obtuvieron ciertos términos relacionados con ec@so de embriogénesis que podrian
deberse a que todos estos procesos de diferemciidar se dan principalmente en este
estadio. Finalmente, el estudio también reflejaelacion de las BMPs con el tejido
epidérmico descrito por otros autores.

Los genes obtenidos en el ensayo de expresiénagtanithién se estudiaron con
otro programa, similar al anterior, pero que agrlggmgenes en funcion de diferentes
procesos Yy vias celulares (KEGG pathway, databbd&,434 pathway). La figura 2.15
agrupa los procesos y vias estadisticamente sigtivds obtenidos. En este caso, se
observa que el cambio de fenotipo afecta a la ceinigm de la matriz extracelular y a la
relacién de la célula con esta (términos en maritég relaciones celula-célula también se
ven alteradas (verde), asi como los tipos de reppara citoquinas (azul) y sus rutas de
sefalizacion intracelular.

Figura 2.15. Términos estadisticamente significaits/obtenidos

mediante el estudio KEGG.
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Los datos obtenidos en el ensayo de microarraysabdaron mediante PCR
cuantitativa. Para ello se seleccionaron genegioglados con la diferenciacion ésea,
genes relacionados con biogénesis y genes conséxpralterada por el tratamiento de
quitosano. Todos los resultados fueron similareBsa obtenidos por el ensayo de
microarray, por lo que se considerd validado ehgogver figura 3.15 del capitulo 3 de
este trabajo).

Puesto que el andlisis de resultados desvelddeaaion de un gran numero de
procesos celulares en respuesta a rhBMP-2, sedestimveniente estudiar algunos de
ellos de forma mas concreta. En este sentido,leecémnaron los procesos de migracion
celular, apoptosis/ciclo celular y angiogénesisaplar realizacion de nuevos ensayos,
manteniendo las condiciones de cultivo del ensayardhy.

Para el estudio de la migracién celular se optougibzar el método denominado
“Scratch Wound Healing Assay”. Este ensayo consigteultivar las células hasta llegar a
confluencia y realizar entonces una “herida” emlanocapa celular. Posteriormente, se
obtienen imagenes de la region cada hora, duranperiodo de tiempo determinado, y se
analizan estas imagenes para determinar la vetbadéamigracion celular en el area
determinad” >®.

La figura 2.16 muestra el ensayo de migraciénizadd en células control y en
células tratadas con rhBMP-2. Las imagenes sugsriouestran la herida inicial realizada
y las inferiores la migracion celular observadao8hk después. Como se puede observar,
las células tratadas con rhBMP-2 migraron mas sfpéhte, llegando a contactar los dos
extremos de la herida a las 8 horas de ensayosiPparte, las células control migraron
mas lentamente, y no contactaron hasta las 12 higasnsayo. En ambos casos, se
observo la desaparicion total de la herida a lag 18 horas de ensayo respectivamente.
La velocidad de migracion se calculé6 mediante eidés de las imagenes obtenidas, y se
obtuvo un valor de 41um/hora para las célulasdestaon rhBMP-2 y 27 um/hora para
las células control.

Por otra parte, los parametros de apoptosis ¢ ciglular se estudiaron mediante
citometria de flujo, analizando histogramas queasgntan el &rea de DNA y el nUmero de
células (figura 2.17). Mediante estos ensayos sdéermn diferentes regiones
correspondientes a las fases celulares: mitosig,(M3-S (M3) y G1 (M2). El area de
DNA inferior a G1 se relaciona con apoptosis celylde marcé como M1. A fecha de
finalizacion de este trabajo estos estudios noclbacluido, pero los ensayos preliminares
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muestran que, con el tratamiento de rhBMP-2, disy@rel nUmero de células en mitosis y
aumenta la apoptosis.

Finalmente, para el estudio de induccion de amgiegis, se optd por cultivar
explantes de aorta en geles de colageno. Estosntapl se cultivan con medios
“condicionados” (en este caso, medios previametiffieados para el crecimiento celular,
con y sin rhBMP-2) y posteriormente se estudia lgracion inducida de células
endoteliales en cada cd%0De esta manera se estudia si las células C2G1i@rbducido
factores angiogénicos durante el tratamiento raddizy si esos factores producidos son
suficientes para inducir la migraciéon de céluladoteliales.

Como en el caso anterior, a fecha de finalizadémrste trabajo estos estudios no
han concluido, pero los ensayos preliminares maiesina mayor migracién de células
endoteliales cuando los explantes se cultivan cedios con rhBMP-2 y previamente
utilizados para cultivar células C2C12 (figura 2.18

rhBMP-2 Control
) -
: -

41um/h 271um/h

Figura 2.16.Ensayos de migracion celular
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rhBMP-2 Control

250

250

M1

Events

M3
— M4
| |
- i o e
255 0 255
DNA-Area DNA-Area

rhBMP-2 Control
M1 Apoptosis 15.67% 1.82%
M2 Gl 59.82% 48.58%
M3 G2-S 8.33% 11.16%
M4 M 9.65% 19.87%

Figura 2.17. Ensayos de ciclo celular y apoptosis por citometda
flujo.

Figura 2.18.Ensayo de induccién de migracion de células endiaieks
Las imagenes A-C corresponden al estado iniciasyilnagenes B-D 3
los 10 dias de ensayo. Las imagenes A-B correspoad&atamiento
control y las imagenes C-D al tratamiento de exfgancon mediod
condicionados rhBMP-2.
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5.-CONCLUSIONES

En este apartado se han agrupado los resultadesiddd en relacion a la
respuesta de las células C2C12 a la rhBMP-2 olateicel laboratorio.

Los estudios efectuados indican que la respuestasd=lulas C2C12 a rhBMP-2
sigue un comportamiento dosis-dependiente. Tragacdéas de tratamiento, se observan
cambios en parametros celulares tales como cantidadNA, viabilidad celular y, en
especial, la aparicién de marcadores 6seos (FAQs@arametros celulares asociables a la
aparicion del fenotipo osteoblastico, como son tafafogia o la capacidad de migracion
celular, también se ven afectados en este peried@éhpo. Tomados en conjunto, estos
resultados indican la existencia de cambios d@sstien las células estudiadas como
consecuencia del efecto morfodiferenciador de BiviR-2.

Los estudios de expresion génica indican un cambiexpresion a nivel global,
corroborando los resultados de los ensayos coscnegocionados en el apartado anterior.
El tratamiento con rhBMP-2 induce la sobreexpresiién genes relacionados con la
diferenciacion Osea y la angiogénesis, mientras geees relacionados con la
diferenciacion mioblastica y neural estan inhibiddslemas, los estudios realizados
indican que, en este proceso de transdiferenciaegtan implicados multiples procesos
celulares. Estos resultados se han confirmado itataramente para los distintos genes
seleccionados.
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