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La utopia es como el horizonte
Esta alla lejos

Y yo camino dos pasos:

El horizonte se aleja...

Y yo camino diez pasos

Y ella se aleja diez pasos...
¢Para qué sirve?

Sirve para eso. Para caminar.

Mario Benedetti



DEDICATORIA

Mi tesis la dedico con todo mi amor y mi carifio:

A ti DIOS que me das la oportunidad de vivir y de regalarme una familia tan maravillosa
que me acompafia y apoya en todo momento.

A mis padres que con su amor y ternura me han guiado y me han mostrado el camino a
seguir, se que no siempre he hecho lo que me han indicado pero adn asi, contintan confiando
en mi y estan a mi lado; sobre todo mi papa que desde el cielo ilumina mi sendero y de manera
indirecta me hizo llegar hasta este lugar.

Mami gracias por estar conmigo, por tus sabios consejos, por tu paciencia y por ser mi
impulso para seguir adelante, sin ti yo no seria nada.

A mis tios Delfino Yafiez y Rafaela Gonzdlez por ser como mis segundos padres en este
camino, por recibirme en su casa y hacerme crecer como persona y ayudarme ha descubrir
cosas nuevas. Los quiero mucho y no tengo palabras para agradecerles, que Dios los llene de
bendiciones por ser generosos, amorosos y comprensivos.

A Lizet, Marisela, Juan y Carolina por ser mis hermanos, por estar siempre cuando los
necesito, por compartir mis suefios y ayudarme a lograrlos, por sonreir y llorar conmigo como
cuando éramos nifos.

A mis sobrinos: Naomy, Nazareth y Axel, por sus palabras de aliento y su gran inocencia,
por ser la alegria de la casa y ver la vida tan sencilla (comer, jugar y dormir).

A Santa, Lalo, Cecy y Jazmin por compartir bellos momentos conmigo, jugar y reir a cada
momento.

A Mario y Ana por ser mi guia y, el ejemplo a seguir. Por ensefiarme que los suefios
existen y se pueden alcanzar.

A Anaid, Mariana, Luis Mario, Nayeli, Zaira y Naila por contagiarme de su alegria.

A Narda por ser como mi hermana y amiga en todo este proceso, por apoyarme en mi
trabajo y sacarme adelante en los momentos de desesperacion, por hacerme reir en cada
momento y buscarle la forma mas adecuada a las cosas, por ser como eres, te quiero mucho y

agradezco tu paciencia y generosidad.



A mi tio Luis, a mi prima Aide y a mi prima Martha por brindarme su apoyo vy
comprension, por escucharme y darme un buen consejo.

A la Dra. Esther por hacer posible que haya iniciado esta maestria, por ser como mi
mama desde la licenciatura y aln continuar apoyandome, por sus palabras de aliento y creer en
mi.

A las Dras. Claudia, Keila y Pilar por ser mi apoyo en la licenciatura y despertar en mi el
interés por continuar estudiando.

A mis mejores amigas desde la licenciatura: Gris, Marce, Mary, Dolores, Ericka, Ari,
Nancy y Jessy por compartir estos momentos conmigo y celebrar a cada momento cualquier
acontecimiento, con el pretexto de reunirnos.

Al laboratorio de Inmunoterapia Experimental donde se encuentran mis amigos: Dany,
Rodri, Rodri 2, Paty, Pau, Marlene, Judith, Dra Lupita, Maye, Nadia, Betty, Gaby (Gat), Jessy,
Normita, Miguel y el Dr. Castell a los cuales les agradezco haberme recibido en este laboratorio
y haber hecho posible concluir mi maestria, haber compartido las tristezas y alegrias por hacer
de mi lugar de trabajo un lindo hogar.

Betty, Normita, Gat , Jessy y Rodri en especial les agradezco su comprension y sus
animos, por sonreir y llorar conmigo, por hacer de cada suceso algo bello y lindo de recordar,
por ayudarme en todo momento a encontrar las mejores soluciones, por ser las personas mas
importantes en este camino y ensefiarme que los problemas y dificultades son faciles de
resolver cuando se trabaja en equipo.

Al Dr. Miguel por ser participe en este trabajo, por escucharme y ensefiarme que el
trabajo es mas simple cuando se hace con tiempo y por su apoyo incondicional.

Al Dr. Castell, por ser mi maestro y guia, por brindarme la oportunidad de crecer y
aprender nuevos procedimientos durante estos dos afios; por ensefiarme a madurar y a
enfrentar todo tipo de adversidad, por fomentar en mi la paciencia.

A todos por su COMPRENSION, APOYO, CARINO y TIEMPO les dedico este trabajo que
es la suma del esfuerzo continuo durante 2 afios y el resultado del trabajo en equipo del

laboratorio de Inmunoterapia.



INDICE
I.- AGRADECIMIENTOS
Il.- ABREVIATURAS
Ill.- RESUMEN
IV.- INTRODUCCION

A. Ingenieria de tejidos
Definicion y generalidades
Aplicaciones
B.-Tejido éseo
Generalidades
Matriz 0sea
Células del tejido 6seo
Diferenciacion osteoblastica
Osificacion
C.- Médula ésea
Localizacion y definicion
Células estromales de médula ésea
D.- Biomateriales utilizados en ingenieria de tejidos
Fibrina
E.- Moléculas de adhesion y matriz extracelular
Integrinas
GFOGER
V.- PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

VI.- OBJETIVOS
VIl.- METODOLOGIA

Disefio experimental

Obtencion y purificacion de células

Proliferacion celular

Preparacion de muestras para citometria de flujo

Diferenciacion y Calcificacion de BMSCs sobre cajas de cultivo

Andamios de fibrina

Actividad celular

Diferenciacién y Calcificacion de BMSCs en andamios de fibrina
VIII.- ANALISIS ESTADISTICO

IX.- RESULTADOS

X.- DISCUSION Y CONCLUSIONES
Xl.- ANEXO

XIl.- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

10

12
13
15
18
20

22
22
24
26
30
31
34
37

38

39
40
41
41
42
44
45
45
46

47
66
75
77



AGRADECIMIENTOS

Al comité revisor de esta tesis:

Dra. Patricia Tato Zaldivar

Dra. Maria Cristina Pifia Barba
Dr. Andrés Eliu Castell Rodriguez
Dr. Luis Felipe Jiménez Garcia
Dra. Argelia Almager Flores

Al laboratorio de Inmunoterapia Experimental del Departamento de Biologia
Celular y Tisular, Facultad de Medicina, UNAM:
Por su tutoria y asesoria en la realizacion de este trabajo

Dr. Andrés Castell Rodriguez
M en C Miguel Herrera Enriquez

Por contribuir en mi formacion y por su asesoria técnicay académica:
Biol. Beatriz Hernandez Téllez
Bidl. Exp. Jessica Miriam Medrano Herndndez
M en C Gabriela Pifion Zarate
M en C Norma Cortés Lozano
Bidl. Rodrigo Jiménez Sandoval
M en C Veronica Campos Ibarra

Por su apoyo en la realizacion de cortes y tinciones.
Técnica Académica Raquel Guerrero Alquicira,

Por su apoyo en técnica de microscopia electronica
M.C. Silvia Antuna Bizarro
Bidl. Armando Zepeda Rodriguez

A la Facultad de Estomatologia, UASLP:

Dra. Maria Esther Navarro Rincén Gallardo
Dra. Claudia Guevara Sanchez

Dra. Maria del Pilar Goldaracena Azuara
Dra. Keila Neri Alvarado Estrada

Dr. Francisco Canti Gutierrez

Por su revision y asesoria:

ME Lizet Jarquin Yafiez
Dra. Narda Angélica Yafiez Gonzdlez



AA

Ab

ALP
BMPs
BMSC
BSP
CD
CFUs-F
CFUs-M
CTMO
D
DMEM
Dx
EDTA
GFOGER
IGF

IL

MEC
MMPs
MO
MSC
OCN
ODF
OPG
OPN
PLGA
PDGF
RANK
RANKL
RGD
ROS
SFB
TGF
TNF
TRAP

ABREVIATURAS

Acido ascorbico

Antibiotico

Fosfatasa alcalina

Proteinas morfogénicas de hueso

Células estromales de médula ésea (por sus siglas en inglés)
Sialoproteina 0sea

Grupos de diferenciacion (cluster of diferentiaton)
Unidades formadoras de colonias de fibroblastos.
Unidades formadoras de colonias de macréfagos
Células totales de médula dsea

Dias

Medio minimo esencial modificado por Dubelco
Dexometasona

Acido etilen diamino tetra acético.

Glicina, Fenilalanina, hidroxiprolina, glicina, acido glutamico y arginina
Factor de crecimiento de insulina

Interleucina

Matriz extracelular

Metaloproteinasas de matriz

Meédula osea

Células madre mesenquimales

Osteocalcina

Factor diferenciador de osteoclastos
Osteoprotegerina

Osteopontina

Acido polilactico glicélico

Factor de crecimiento derivado de plaquetas
Receptor activador de NFkB

Receptor activador del ligando NFkB

Arginina, Glicina y Aspartato.

Especies reactivas de oxigeno

Suero fetal bovino

Factor de crecimiento transformante

Factor de necrosis tumoral

Fosfatasa acida tartrato resistente



EVALUACION DEL CRECIMIENTO DE CELULAS ESTROMALES DE MEDULA OSEA Y SU
DIFERENCIACION OSTEOBLASTICA /N VITRO SOBRE UN ANDAMIO DE FIBRINA ACOPLADO A
UN PEPTIDO MIMETICO DE LA COLAGENA (GFOGER).

RESUMEN

La fibrina es un polimero de origen natural que se obtiene del plasma sanguineo y que se ha
utilizado ampliamente como andamio para distintos tipos de equivalentes tisulares construidos
por ingenieria de tejidos en los que se ha observado una buena colonizacion por diferentes
linajes celulares. En este sentido, es posible que dada su naturaleza estructural en forma de red
y sus caracteristicas biolégicas se favorezca una buena adhesion y proliferacion de células
estromales de médula 6sea para que se diferencien en osteoblastos. Ademads, un andamio de
esta naturaleza dejaria los espacios necesarios para que las células diferenciadas produzcan
proteinas de matriz extracelular permitiendo un arreglo tridimensional adecuado. Por otro lado,
el empleo de proteinas miméticas de coldgena, como el péptido GFOGER, no se ha explorado
para inducir la diferenciacién de células estromales de médula dsea en conjunto con una matriz
de fibrina. OBIETIVO: Evaluar la formacién de tejido 6seo en un andamio de fibrina en presencia
del péptido mimético de la coldgena GFOGER sobre el que se han colocado células estromales
de médula 6sea (BMSCs). METODO: Las BMSCs recién colectadas fueron sembradas en un
andamio de fibrina con GFOGER a diferentes tiempos y condiciones de cultivo y se evalud la
viabilidad, morfologia, proliferacién vy diferenciacion celular mediante técnicas histologicas,
microscopia electronica de barrido, citometria de flujo y microanalisis de rayos X. RESULTADOS:
La matriz de fibrina en conjunto con el péptido GFOGER permitié la adherencia y diferenciacion
adecuadas de las BMSCs a osteoblastos. Los resultados mostraron que tanto la proliferacion
celular como la diferenciacion fueron significativas. CONCLUSIONES: El incremento en la
proliferacion celular y diferenciacion de osteoblastos derivados de células estromales de médula
Osea en presencia de una matriz de fibrina a la que se le adiciond el péptido GFOGER sugiere
gue se podria aplicar para la construccion de hueso artificial para una posible aplicacion clinica.

Palabras clave: Ingenieria de tejidos, fibrina, GFOGER, BMSCs (Células estromales de médula
Osea) y osteoblastos.



INTRODUCCION

INGENIERIA DE TEJIIDOS
DEFINICION Y GENERALIDADES

La medicina regenerativa, es la disciplina médica que se fundamenta en los conocimientos
disponibles sobre la biologia celular, histologia, inmunologia y ciencias de los materiales entre
otras, asi como la capacidad de manipulacion de las células madres y la capacidad de inducir su
diferenciacion en células de diferentes tejidos. Esta disciplina tiene como objetivo reparar o
sustituir tejidos y o6rganos lesionados, sustentdndose en la terapia celular y en la utilizacién de
andamios de diversa composicién que semejen las propiedades fisicas, quimicas o biologicas
del tejido u 6rgano a sustituir {(Guerra Cobian O ef af, 2007). El término "Medicina regenerativa"
fue acufiado en 1998 para describir el objetivo unificador de trasplante de células, la ingenieria
de tejidos y la transferencia nuclear, es decir, la regeneracién de los tejidos vivos y 6rganos (Kim
KH, 2011).

Todas las células somaticas del organismo tienen el mismo contenido genético, no
obstante, lo que distingue una estirpe celular de otra es la expresion diferencial de distintos
genes; asi, las células que expresan determinados genes, producen proteinas especificas. Lo que
determina qué genes son expresados en una célula determinada, no es solo el contenido
genético de la célula, sino también los factores externos al genoma, entre los que se hallan el
microambiente en que vive la célula, que contiene gran cantidad y diversidad de sefiales que le
indican y le ordenan cual debe ser su patrén de comportamiento. Estas sefiales se denominan
globalmente factores epigenéticos (que pueden ser factores externos a la célula o bien factores
intracelulares que contienen las sefiales y patrones de diferenciacion).

Una célula madre se caracteriza por dos condiciones: la capacidad de hacer copias exactas
de si misma de manera indefinida y la capacidad de diferenciarse en distintas estirpes celulares,
tales como: musculo cardiaco, neuronas, hepatocitos, fibroblastos u odontoblastos etc.; la
finalidad de la ingenieria de tejidos es elaborar equivalentes tisulares que involucren células,
andamios y factores de diferenciacion y crecimiento que le permita a las células tener el arreglo
tridimensional y las condiciones semejantes a las del tejido que se suplira (Guerra Cobian O ef

al, 2007).



De manera inicial, las células madre mesnquimales se obtuvieron de la médula 6sea, pero
en la actualidad también se obtienen de cordén umbilical, tejido adiposo, glandulas salivales,
pulpa dental tanto de dientes deciduales como permanentes, del ligamento periodontal y del

intestino (Guerra Cobian O et af, 2007; Lindner U et af, 2010).

APLICACIONES DE LA INGENIERIA DE TEJIDOS

En Boston, en 1954, Hartwell Harrison, jefe de urologia de la Universidad de Harvard,
mediante cultivo celular, obtuvo un rifién y realizé el trasplante de organos humanos por
primera vez. El concepto de trasplante de células cultivadas después del trasplante renal, dio
lugar al primer trasplante de células humanas de médula ésea en la década de 1970. En ese
momento, los investigadores combinaron los campos cientificos de la ciencia de dispositivos y
materiales con la hiologia celular siendo con esto los pioneros en un nuevo campo llamado
"ingenieria de tejidos". El primer uso de la "ingenieria de tejidos", se acufid cuando se hizo
referencia al tejido de la cornea en 1985. Después con el descubrimiento de células madre
embrionarias de ratén en la década de 1980 dio un gran impulso para el campo de células
madre y llevé a la descripciéon de células madre embrionarias humanas en 1998 y a la creacion
del primer mamifero clonado, una oveja llamada Dolly, anunciado en 1997 (Kim KH, 2011).

El aislamiento de las células estromales de médula ésea para su aplicacion en ingenieria
de tejidos se realiza utilizando la gran capacidad de adherencia de estas células al plastico de las
cajas de cultivo y por la valoracion de criterios morfolégicos tales como fenotipo parecido a
fibroblastos; con este procedimiento se ha obtenido una poblacion heterogénea compuesta por
células madre mesenquimales y células progenitoras con diferentes linajes ya comprometidos
hacia osteoblastos, adipocitos y/o condroblastos (Lindner U et af, 2010).

La ingenieria de tejidos para la reconstruccion de la uretra puede implicar matrices solas,
basandose en la capacidad natural del cuerpo para volver a regenerarse, utilizadas para orientar
o dirigir el crecimiento de nuevo tejido, o bien el uso de matrices con células. Las matrices de
colagena acelular que se derivan de la submucosa de vejiga de los donantes, se han utilizado
tanto a nivel experimental y clinico para el reemplazo de la uretra. La uretra con éxito se

regenera, pero aun es un procedimiento limitado{Kim KH, 2011).
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La ingenieria de tejido 6seo es una fuente particular para el tratamiento de defectos 6seos
derivados de enfermedades asociadas a dafic en hueso y reparacién de fracturas.
Tradicionalmente, estos defectos son tratados por transplantes de hueso del propio paciente;
aunque esto evita las complicaciones de rechazo inmunolégico, es frecuente la dificultad de
obtener suficiente hueso del donador. Debido a ello varios grupos de investigacion se han
enfocado en la expansién de células 6seas del paciente en cultivos, seguido del transplante de
las célula 6seas dentro de un andamio adecuado en el sitio del defecto oseo.

En diversos estudios se ha evaluado el efecto de la liberaciéon de factores de crecimiento,
para inducir diferenciacion celular, como el IGF-1 y TGF-B1 a partir de nanoparticulas en células
mesenquimales de la médula 6sea en andamios de PLGA, en el cual encontraron que hubo un
incremento significativo en la proliferacion y diferenciacién hacia células del cartilago (Ertan AB
et al, 2011); también se usan vidrios biactivos mesoporosos que son materiales usados en la
regeneracion del tejido 6seo a causa de su extraordinaria formacion de hidroxiapatita in vitro
(Yun HS et af 2011).

Es bien sabido que el disefio de los poros es una determinante importante de la cantidad y
la distribucion de hueso regenerado en los andamios del tejido dseo artificial. Una caracteristica
indispensable es que los andamios deben contener las interconexiones de los poros del orden
de 100-1000 um (denominado macroporosidad). Dentro de este rango, no hay un tamafio
optimo de la medida de la interconexion. Estudios recientes sugieren que las interconexiones de
poros que impregnan al material de soporte se basan en el orden de 2-20 micras (denominadas
microporosidad), como se sabe el crecimiento del hueso en el espacio de macroporos se da a un
ritmo mas rapido y también proporcionar un nuevo espacio para el crecimiento 6seo, sin
embargo los efectos de las caracteristicas microestructurales sobre el crecimiento 6seo aun no

se ha comprendido plenamente (Hoelzle DJ et al, 2011).
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TEJIDO OSEO
GENERALIDADES

El tejido 6seo es un tejido altamente dinamico en constante formacion y resorcion. Este
proceso homeostatico, denominado proceso de remodelacion Osea, permite la renovacion de
un 5-15% del hueso total al afic en condiciones normales. El remodelado 6seo consiste: por un
lado, en la resorcion de una cantidad determinada de hueso llevada a cabo por los osteoclastos,
y por el otro, la sustitucion del tejido degradado mediante la formaciéon de nueva matriz
organica por los osteoblastos y su posterior mineralizaciéon. Este proceso tiene lugar en
pequerias areas del hueso cortical y trabecular, llamadas “unidades basicas de remodelado
oseo”(Fernandez | et al, 2006). La caracteristica que distingue al tejido 6seo de los otros tejidos
conjuntivos ( tejido cartilaginoso y adiposo) es la mineralizacion de su matriz, la cual le permite
poseer las funciones de: sostén, proteccion, regulacion homeostdtica de la calcemia
(concentracion de calcio en la sangre), funcion metabolica central ya que almacena calcio (Ca)
principalmente pero ademas magnesio (Mg), fésforo (P), sodio (Na) y otros iones (Sobotta,
2009; Ross et al, 2007).

Desde el punto de vista histolégico, el tejido éseo es un tejido conjuntivo especializado
gue se mineraliza y que estd altamente vascularizado e inervado, constituido por osteoblastos
gue secretan una matriz organica rica en colagena tipo | y abundantes glucoproteinas que
permiten el depodsito de fosfato de calcio, en forma de cristales de hidroxiapatita
{Ca1p(PO4)s(OH);), formando laminas de matriz 6sea calcificada. La disposicion de estas
laminillas es lo que determina que el hueso sea compacto o esponjoso. Ambos tipos de hueso
estan formados por unidades estructurales denominadas osteonas trabeculares o corticales. En
el hueso cortical, también llamado compacto, las células osteoprogenitoras se localizan
alrededor de vasos sanguineos. Estas células comienzan a proliferar en oleadas sucesivas
formando laminas celulares de disposicion concéntrica. Estas células postmitéticas que van
situandose en la periferia se diferencian a osteoblastos y comienzan a alejarse unas de otras por
la sintesis y secrecion de proteinas de matriz extracelular, que una vez calcificada forman la
osteona cortical. Los vasos sanguineos alrededor de los cuales se formaron las osteonas

finalmente resultan incluidos en un conducto al que se denominada de Havers. Una vez que los

12



osteoblastos dejan de sintetizar matriz organica 6sea y esta se calcifica, se les llama osteocitos.
Los osteocitos se comunican unos con otros a través de prolongaciones citoplasmicas incluidas
en la matriz calcificada. El conductillo en el que estan incluidas las prolongaciones de los
osteocitos se llaman canaliculos 6seos. El hueso esponjoso, también llamado trabecular, lo
constituyen laminillas éseas en forma de red que delimitan cavidades areolares en cuyo interior
se encuentra la médula 6sea. Las trabéculas del hueso esponjoso se disponen y orientan a lo
largo de las lineas de tensién que soporta cada porcion del hueso. Esta orientacion permite al
hueso una mayor resistencia a las presiones o a las tracciones (Fernandez | ef af, 2006; Sobotta,

2009; Ross, et al, 2007; Pro, 2012).

MATRIZ OSEA

El tejido 6seo se caracteriza principalmente por tener una matriz que posee componente
organico e inorganico. En comparacion con el cartilago, el hueso tiene solo un 25% de agua en la
matriz, mientras que la matriz cartilaginosa contiene un 75% (Pro, 2012).

La matriz 6sea esta compuesta de la siguiente manera:

- 35% de material organico

- 65% por sales inorganicas

Matriz organica
Esta formada fundamentalmente por proteinas, entre las que destaca la colagena.

Coldgena: El 90% de la matriz extracelular esta constituido por colagena, sobre todo tipo |
(>95%) y tipo V (<5%). También se ha comprobado la presencia en pequefias proporciones de
colagena tipo lll, relacionada con las fibras de Sharpey y de coldgena tipo XIl. Una molécula de
colagena individual estd formada por tres cadenas polipéptidas llamadas cadena . Las cadenas
a se enroscan entre si para formar una triple hélice dextrégira. Cada tercer aminoacido de la
cadena es una glicina, excepto en los extremos de la cadena o. Una hidroxiprolina o una
hidroxilisina con frecuencia preceden a cada glicina de la cadena y cada glicina de la cadena
suele ser seguida por una prolina. La prolina, la hidroxiprolina y la glicina son indispensable para
la conformacion en hélice triple de la colagena. Las fibras de colagena se estabilizan mediante

puentes de hidrégeno entre los aminoacidos.

13



Proteoglucanos: Constituyen el 10% de la matriz organica. Son glucosaminoglucanos
(Hialuronato y condroitin sulfato, que intervienen en las etapas iniciales de la morfogénesis
osea) unidos a una pequefia proteina donde lo que predomina en la molécula es el
carbohidrato. El biglicano y la decorina son moléculas mas pequefias, que aparecen en las fases
siguientes de la remodelacion 6sea y contribuyen a que el tejido 6seo ofrezca resistencia a la
compresion.

Proteinas con acido gamma-carboxi-glutdmico: Se pueden encontrar en varios tejidos,

particularmente en cuatro proteinas que participan en la coagulacion de la sangre incluyendo la
protrombina, en proteinas renales, en proteinas 6seas y en proteinas presente en varias
calcificaciones ectépicas. El carboxiglutdamico resulta fundamental para las proteinas de la
coagulacion, su presencia confiere a las proteinas, propiedades que permiten la unién a metales
y esta condicién es esencial para la interaccion de estas proteinas con las membranas. En
presencia de cantidad suficiente de calcio, las proteinas que poseen un grupo carboxiglutamico
sufren una transformacion estructural que expone un lugar de unién a fosfolipidos y por lo
tanto a las membranas.

Entre éstas proteinas, en el tejido 6seo se encuentran la osteocalcina (OCN).

La osteocalcina es una proteina pequefa de la matriz sintetizada por los osteoblastos y

plaguetas, dependiente de la vitamina D y K. Representa el 15% de las proteinas no coldgenas
de la matriz y contiene restos de acido gamma-carboxiglutdmico. Sus niveles plasmaticos se han
considerado como uno de los marcadores bioquimicos de la osteogénesis, relacionandose con el
numero y actividad de los osteoblastos. La osteocalcina captura el calcio desde la circulacion y
atrae y estimula a los osteoclastos en el remodelado 6seo.
Glucoproteinas dseas: Actdan en la adhesion de las células o6seas y las fibras colagenas a la
sustancia fundamental mineralizada. Algunas de las glucoproteinas mas importantes son la
osteonectina y sialoproteinas como la osteopontina {(que media la adhesién de las células a la
matriz 6sea).

La osteonectina es una glucoproteina con afinidad por la colagena tipo |, que interviene en

la regulacion de la adhesién celular con la matriz extracelular.
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Proteinas _ SIBLINGS (Small _Integrin-Binding Ligand, N-linked Glycoprotein] son

fundamentalmente cinco: osteopontina, sialoproteina o6sea, fibronectina, trombospondina y
vitronectina. Son glucoproteinas fundamentales en el proceso de remodelado y regeneracion
O0sea. También actian permitiendo la adhesion de las células a la matriz extracelular y
activando sefiales intracelulares.

Factores de crecimiento y citocinas: Son polipéptidos sintetizados en el propio hueso o
procedentes de otros lugares (higado, plaquetas, etc.) que intervienen en la diferenciacion,
crecimiento y proliferacion de las células de forma autocrina o paracrina. Entre estas moléculas
encontramos al factor de crecimiento parecido a insulina IGF-1 y Il { Insulin-like growth factor | y
[}, factor de crecimiento transformante TGF-B (Transforming growth factor- beta) y factor de
crecimiento derivado de plaguetas PDGF (Platelet derived growth factor), la proteinas

morfogénicas 6seas (BMPs} y las interleucinas (IL-1, IL-6) (Ross et al, 2007; Sobotta, 2009).

Matriz inorganica

El componente mineral del hueso representa el 65% de su peso. Esta formado por calcio,
fosfato y carbonato (en proporciones de 10:6:1) en forma de pequefios cristales de
hidroxiapatita (Cai0(PO4)s{OH). y, en menor proporcion, por magnesio, sodio, potasio,

manganeso y fldor (Pro, 2012).

CELULAS DEL TEJIDO OSEO
Osteoblastos

Son células grandes (20-30micrometros), que se reconocen en el microscopio 6ptico por
su forma poliédrica y su distribucion monoestratificada en la superficie donde se estd formando
tejido 6seo. Poseen citoplasma baséfilo, un aparato de Golgi y reticulo endopldsmico rugoso
abundante. Emiten procesos citoplasmaticos hacia la matriz extracelular quedando ancladas a
su matriz gracias a la participacién de distintas integrinas y se comunican con los osteocitos y
con otros osteoblastos vecinos, mediante uniones comunicantes ricas en conexina 43,
permitiendo el paso de mensajeros como calcio, citocinas y prostaglandinas. Los osteoblastos

sintetizan la matriz organica o sustancia osteocide (sustancia no mineralizada) a unritmo de 2 a
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3 micrometros por dia y expresan una enzima caracteristica la fosfatasa alcalina {ALP), que
permite la mineralizaciéon a un ritmo de 1-2 micrometros por dia.

Funciones:

1. Sintetizan las proteinas colagenas y proteinas no colagenas de la matriz organica del
hueso.

2. Dirigen la disposicién de las fibras de colagena de la matriz extracelular.

3. Contribuyen a la mineralizacion de la sustancia osteoide, gracias a la fosfasa alcalina.

4. Inducen la activacion de los osteoclastos a través de la sintesis de citocinas especificas.

5. Sintetizan factores de crecimiento.

La vida media de los osteoblastos humanos es de 1 a 10 semanas, al término de las cuales
pueden desaparecer por mecanismos de apoptosis, o, a través de la modulacién funcional,

quedar atrapados como osteocitos en su matriz mineralizada (Fernandez | et al, 2006).

Células de revestimiento dseo

Las células limitantes o de revestimiento 6seo son células elongadas y planas, con un
ntcleo en forma de huso y orgadnulos escasos. Sus funciones son: diferenciarse en osteoblastos
para la construccion de nuevo tejido 6seo ademas de intervenir en el mantenimiento y la
nutriciéon de los osteocitos incluidos en la matriz 6sea subyacente, regular el movimiento del

calcio y fosfato desde la sangre hacia el hueso.

Osteocitos

Una vez mineralizada la matriz, los osteoblastos quedan atrapados dentro de la matriz
Osea, terminando su proceso de diferenciacion transformandose en osteocitos. Estas células
tienen forma estrellada y su cuerpo se sitla en el interior de cavidades llamadas lagunas u
osteoplasmas, cuentan con numerosos procesos citoplasmaticos que se localizan en el interior
de los canaliculos 6seos también llamados conductos calcoforos que estan llenos de liquido

extracelular. Los osteocitos se organizan formando un sincisio funcional.
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Los osteocitos constituyen el estadio final de diferenciacion de la linea osteoblastica y
estas células son incapaces de proliferar. Poseen un fenotipo similar al de los osteoblastos, pero
ademas se puede detectar como marcador especifico a la molécula CD44, que es una proteina
de membrana que se une a acido hialurénico, osteopontina, colagena y a metaloproteinasas de

matriz (MMPs) (Fernandez | et al, 2006; Ross, et al 2007; Sobotta, 2009).

Osteoclastos.

Los osteoclastos son células encargadas de la resorcidon 6sea. Son células grandes (100
micrometros), multinucleadas, ricas en mitocondrias y vacuolas. Los osteoclastos contienen
fosfatasa acida tartrato resistente (TRAP) que pesa 35kDa y contiene hierro, cuya actividad es
aprovechada para su identificacion, tanto in vivo como in vitro.

Los osteoclastos proceden de células madre hematopoyéticas denominadas “Unidades
Formadoras de Colonias de Macrofagos” (CFU-M), precursoras de macréfagos.

Los osteoclastos son regulados por citocinas y hormonas tales como: IL-1, IL-6, IL-11, LIF y
hormona paratiroidea {(Heinemann C et al, 2011), ademas cuentan con receptores para
calcitonina, que modula negativamente la generacion de seudopodos (Ross et al, 2007).

Los osteoclastos tienen dos especializaciones en su membrana: un borde en cepillo, que
es donde tiene lugar la resorcién y una zona clara, rica en microfilamentos, con integrinas que
sirven de anclaje a la matriz. Para ello, los osteoclastos se movilizan hacia la zona a resorber y se
adhieren a la superficie 6sea mineralizada por el borde en cepillo sellando los limites del area
mediante la participacion de integrinas. La integrina del osteoclasto, particularmente aVp3,
reconoce la secuencia Arg- Gly-Asp (RGD) existente en la colagena y otras proteinas de la matriz
osea facilitando la union de la célula a la colagena. En la zona de resorcion el pH es acido, va que
el osteoclasto libera grandes cantidades de hidrogeno (H+) generado por la anhidrasa carbonica
tipo Il al mismo tiempo que libera iones cloro gracias a proteinas intercambiadoras,
conjugandose en el liquido extracelular para formar acido clorhidrico. Los osteoclastos también
secretan distintas enzimas proteoliticas como colagenasas, metaloproteasas, catepsina K y

glucoronidasas, que inducen la resorcion del hueso mediante la solubilizaciéon de la matriz
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organica primero y de la mineral después (Fernandez | et af, 2006; Ross et af, 2007; Sobotta,
2009).

Con respecto a la osteoclastogénesis se conoce que los osteoblastos son fundamentales
para la formacion de los osteoclastos. Asi, el factor estimulante de las colonias de macrofagos
(M-CSF) producido por los osteoblastos es requerido en las primeras fases de la
osteoclastogénesis para la formacion de células gigantes multinucleadas. Los conocimientos
actuales acerca de la regulacion de la osteoclastogénesis se basan en la existencia de 3
moléculas clave: OPG (osteoprotegerina, sintetizada por osteoblastos y pre-osteoblastos),
RANKL (ligando del receptor activador de NFkB, situado en la superficie de osteoblastos y pre-
ostoblastos) y RANK(receptor activador de NFkB, situado en la membrana de osteoclastos y pre-
osteoclastos). El RANKL antiguamente llamado factor de diferenciacién de osteoclastos ODF
(osteoclast differentiation factor), es una citocina transmembranal perteneciente a la familia del
factor de necrosis tumoral (TNF). La interaccion entre RANKL y su receptor RANK producen una
activacion de la diferenciacion y de la actividad osteoclastica, aumentando la resorcion osea.
Asimismo, los efectos de RANKL tanto in vivo, como in vitro son inhibidos por la
osteoprotegerina (OPG), proteina circulante producida por los osteoblastos y pre-osteoblastos

perteneciente a la familia de los receptores TNF (Kartsogiannis V et al, 1999).

DIFERENCIACION OSTEOBLASTICA:

La diferenciacion hacia la estirpe osteoblastica esta controlada por genes pertenecientes a
la familia Hedgehog, de los cuales los mas conocidos son: Ihh (Indian hedgehog) y Shh (Sonic
hedgehog). También es esencial el factor de transcripcion Cbfa 1 (core-binding factor a-1,
también llamado Runx2)(Fernandez | et af, 2006). Este ultimo induce y regula la expresion de
proteinas de la matriz 6sea como Osterix, el cual es un factor de transcripcién indispensable
para la diferenciacion osteoblastica e indicador de osteogénesis. Se ha sugerido que los factores
de transcripcion relacionados con Runx2 y con Osterix cumplen funciones de activacion y de
regulacién de los marcadores osteogénicos, tanto en conjunto como de forma individual (Diaz L.

M et af, 2007).
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Las proteinas morfogenéticas dseas (BMPs) constituyen los reguladores mas potentes de
la diferenciacion osteoblastica (Fernandez | et al, 2006). La sefalizacion de BMP es iniciada por
la unién de BMP extracelular a sus receptores de BMP (BMPR), resultando en BMPR tipo I
mediado por la activacion de BMPR tipo | el cual causa la fosforilacién y activaciéon de molécula
de sefalizacion intracelular Smad. Diversos estudios sobre estas sefializaciones sugieren que
sefiales especificas a través del receptor BMPR tipo IA tienen un importante efecto sobre el
proceso de esqueletogénesis. La BMPR-IA es la responsable de la iniciacion osteogénica (Wang
A et af, 2010).

A medida que las células precursoras se diferencian expresan en la membrana celular
proteinas especificas de su funcién o marcadores. Entre estas proteinas de diferenciacion se
encuentran la coldgena |, la osteopontina, la fosfatasa alcalina, la sialoproteina osea y la
osteocalcina.

La colagena | y la osteopontina (OPN), se expresan de forma temprana en células
osteoprogenitoras.

La osteopontina, es una glucoproteina hidrofilica, fosforilada de aproximadamente 314
aminoacidos. Su peso molecular oscila entre 41 y 75 kDa debido a diferentes modificaciones
postranscripcionales, secretada a la matriz extracelular por los osteoblastos durante la
formacion del tejido ¢seo y esta relacionada con la adherencia celular, la calcificacién y con la
resorcion del hueso (Beck G et al 2000). La OPN puede unirse a un gran nimero de receptores,
incluyendo a las integrinas o,(61 65 6 6s5) v (0 4 a5 o s o o) 61 Estos receptores, directa o
indirectamente activan vias de sefializacion celular permitiendo a la OPN mediar interacciones
célula—célula y célula—matriz (Oldberg A et al, 1986; Smith JH et al, 1987; Patarca R et al, 1989;
Denhardt DT, 1993;0'Regan AW et al 2000; Denhardt DT et al 2001).

En estudios anteriores se ha establecido que la molécula Osterix regula la expresion de
osteopontina  sin embargo, también se sabe que la presencia de fosfato inorganico
desencadena una cascada que induce la expresiéon de osteopontina y que en ratones “knockout”
para Osterix, se encuentra la expresion de osteopontina en las células mesenquimales (Diaz L.

M. et af 2007).
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La fosfatasa alcalina (ALP)es una metaloenzima homodimérica. Sus subunidades tiene una
masa molecular de 50kDa y contiene dos iones de Zn (zinc) y uno de Mg (magnesio) (Sekiguchi S
et al 2011) que favorecen el depésito de calcio en la matriz extracelular. La fosfatasa alcalina es
una enzima de membrana plasmatica {ectoenzima) que hidroliza ésteres de monofosfato a un
pH alto, ademas participa en la regulacion de la proliferacién, migracion y diferenciacién de las
células osteoblasticas. Esta enzima desaparece cuando las células suspenden la sintesis proteica
y quedan incluidas dentro de la matriz 0sea. La fosfatasa alcalina es un marcador ampliamente
utilizado en cultivos celulares para identificar a osteoblastos (Fernandez | ef af, 2006; Dengshun
M et al, 2002; Wang A et al, 2010).

La sialoproteina osea (BSP) y la osteocalcina (OCN), son marcadores de diferenciacion de
pre-osteoblastos a osteoblastos y se expresan cuando se inicia la mineralizaciéon de la matriz
organica osea. La expresion de estas proteinas resulta especialmente Gtil como marcadores
osteogénicos en los estadios finales de la diferenciacion (Fernandez | et af, 2006).

La osteocalcina, esta implicada en el control de la mineralizacion de la matriz 6sea y se
expresa exclusivamente en la linea osteoprogenitora.

Por otro lado, es de notar que el contacto entre célula-célula por si sélo induce la
expresion de osteocalcina en osteoblastos. En contraste, se ha demostrado que la adicion de
dexametasona (10'8IVI) en cultivos de células de médula ¢sea inhibi¢ la expresion de
osteocalcina en células diferenciadas a osteoblastos Es de notar que la inhibicion de la expresion
de osteocalcina fue en ausencia de 1,25 dihidroxi-vitamina D3 en medios de cultivo de células

de médula 6sea (Wang A et af, 2010).

OSIFICACION
Los huesos son formados por los osteoblastos y osteocitos que producen la matriz 6sea.
Hay diferentes mecanismos a partir de los cuales se desarrollan los distintos huesos. Estos tipos

de osificacion se diferencian por el tejido a partir del cual se desarrolla el hueso.
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Osificacion intramembranosa

En la osificacion intramembranosa o directa, el tejido 6seo surge a partir de células
mesenquimales caracteristicas, que se concentran en los llamados centros de osificaciéon
provistos de abundantes vasos sanguineos y alli se diferencian continuamente en osteoblastos.
Los osteoblastos que se agrupan formando asociaciones aplanadas, comienzan a producir la
matriz que adn no tiene depédsito de calcio, llamada sustancia osteoide, que contiene sobre
todo proteoglucanos, glucoproteinas y coldgena tipo |, para que a continuacion en la matriz se
de el deposito de fosfato de calcio en forma de hidroxiapatita.

Este tipo de osificacion se produce en los huesos planos que rodean la cavidad craneal, en

la mandibula y la clavicula.

Osificacién endocondral

En la osificacion endocondral, el molde inicial del hueso es de tejido cartilaginoso. El
cartilago hialino es sustituido progresivamente por el tejido 6éseo. Por este mecanismo surgen la
mayor parte de los huesos del cuerpo. Después de la formacion de una pieza esquelética del
cartilago la osificacion condral ocurre en dos pasos:

1.- Osificacion pericondral.

2.- Osificacion endocondral.

Osificacidn pericondral: Se caracteriza por la formacion de un manguito alrededor del
centro de la diafisis cartilaginosa de la pieza esquelética. Las células del tejido cartilaginoso
rodeado por el manguito sufren hipertrofia e impulsan la calcificacion de la matriz a su
alrededor y mueren. Luego los vasos sanguineos penetran el cartilago hipertréfico calcificado

con lo cual se inicia el proceso de osificacion endocondral.

Osificacidon endocondral: Hay una penetracién de vasos sanguineos y junto con ellos
migran células degradadoras de cartilago {condroclastos), y crean cavidades que luego son
ocupadas por vasos sanguineos y mesénquima. Entre las células del mesénquima invasor hay
células osteoprogenitoras que se diferencian en osteoblastos que forman hueso alrededor de

los vasos sanguineos (Ross et al, 2007; Sobotta, 2009;Pro, 2012).
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MEDULA OSEA
La médula 6sea es un complejo celular que incluye a precursores hematopoyéticos y a su
progenie diferenciada junto con tejido conjuntivo estromal. El estroma, por si mismo, es una
poblacion heterogénea de células que incluyen adipocitos, reticulocitos, células endoteliales,
células o6seas diferenciadas y fibroblastos que estan en contacto directo con elementos
hematopoyéticos. Se ha establecido que el estroma colabora en la creacion de un
microambiente adecuado para la diferenciacion de las células madre hematopoyéticas (Georgen

F et al, 1997; Jaiswal N et al, 1997; Seok-Jung K ef af, 2008; Lindner U et al, 2010).

CELULAS ESTROMALES DE MEDULA OSEA (BMSCs)

La presencia de células adherentes como fibroblastos en aspirados de médula 6sea fue
reportado por primera vez por Friedenstein et af (1970) quienes las denominaron como
pertenecientes a unidades formadoras de colonias de fibroblastos (CFUs-F). Las CFUs-F poseen
un alto potencial proliferativo y de diferenciacién, a partir de ellas se puede formar hueso. Es
necesario sefialar que no todas las CFUs-F pueden ser consideradas como células progenitoras
de células madre osteoprogenitoras, sin embargo solo poseen la capacidad de diferenciarse a
varios tejidos mesenquimales (Friedenstein Al et af 1970; 1990; Pittenger M et af, 1999; S Keila
et al, 2001; Derubeis Anna R ef al, 2004; Sengers B et af, 2010; Kagami H et af, 2011).

A pesar de que las células adherentes de médula 6sea han sido utilizadas para ingenieria
tisular de tejido 6seo, la poblacién es heterogénea y sélamente un ndmero limitado de células
(células progenitoras) pueden formar colonias osteogénicas secundarias (Q. QU. M et af, 1998;
Kagami H et af, 2011)

La Sociedad Internacional de Terapia Celular ha sugerido denominarlas “Células
estromales mesenquimales multipotentes” Kagami H et a/{2011). Ademas, las células madre de
médula o6sea pueden también ser llamadas células estromales multipotentes derivadas de
médula 6sea (MSCs)por sugerencia de Horwitz et af (2005) y Kagami H efa/(2011).

La misma sociedad ha provisto un criterio minimo para definir a las MSCs las cuales deben

ser positivas para CD105, CD73 y CD90 y negativas para CD34, CD45, CD11a, CD19 y HLA-DR. Sin
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embargo, estos marcadores no son suficientes para definir a una poblacion de células madre
osteoprogenitoras. Un estudio reciente de Kagami H y cols (2011) demostré que las células
podrian ser MCAM/CD146+, y se han propuesto otros marcadores como: a CD271, el antigeno 1
de células madre mesenquimales (MSCA-1), CD56, SSEA-4, STRO-1 y el factor de crecimiento
derivado de plaquetas beta (PDGF-RB; CD140b) (Lindner U et af, 2010).

La nomenclatura de estas células no es del todo clara yva que las células han sido llamadas
CFUs-F y MSC pero también se les ha llamado células estromales de médula 6sea y células
estromales mesenquimales, ain mas no todas las células son multipotentes y los cultivos
contienen células con distintos grados de diferenciacion. Por ello, es que se les ha llamado
“Células estromales de médula 6sea (BMSCs) (Pittenger M et al, 1999; Sengers B et al, 2010).

Las BMSC conforman una poblacion heterogénea, por lo que es dificil definir el origen de
todas las células que constituyen esa poblacion, aunque se considera que el porcentaje de
células madre en BMSCs en toda la médula 6sea es menor al 0.01%. Las BMSCs son
frecuentemente empleadas como fuente celular para procedimientos de ingenieria de tejidos

(Kagami H et af, 2011).
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BIOMATERIALES UTILIZADOS EN INGENIERIA DE TEJIDOS

Los biomateriales son materiales o estructuras de origen natural o sintéticos elaborados
por el hombre cuyas funciones fisicoquimicas, mecanica y/o biologicas, asemejen a las
propiedades de los tejidos sanos con la finalidad de que puedan suplir o reemplazar las
funciones de los tejidos dafiados. Estos biomateriales pueden ser considerados biocompatibles
cuando estos materiales no provocan una repuesta inmunolégica o si se induce es minima (Chen
E ef al, 1980).

La compatibilidad es estrictamente la cualidad de interacciéon armoniosa.
“Biocompatibilidad” sugiere que el material utilizado muestre un comportamiento armonioso al
estar en contacto con el tejido o los fluidos del cuerpo.

Los biomateriales muestran un desempefio biolégico, que es la interaccion entre el
material y el sistema vivo (Chen E et al, 1980). Los dos aspectos de este desempefio son:

1. Respuesta del huésped: la respuesta local o sistémica, la respuesta terapéutica
del sistema vivo sobre el material.

2. Respuesta del material: la respuesta del material sobre el sistema vivo.

Usualmente definimos a los andamios de tejidos como estructuras y materiales biologicos
modificados, como colagena o hueso sin células; mientras que los materiales miméticos pueden
consistir en polimeros sintéticos, metales o ceramicas con superficies o fibras modificadas de
material biocompatible y disponible para implantes de tejidos o ingenieria de tejidos. Debido a
ello numerosos compuestos han sido desarrollados y consisten en componentes biolégicos
organicos o inorganicos. Estos sustitutos en el tejido 6seo actian sobre el hueso huésped por
medio de distintos mecanismos: osteoconduccidn, osteoinduccién y/o estimulando la
osteogénesis. La osteoconduccion permite el crecimiento 6seo por aposicion, a partir del hueso
existente y por encima del mismo. Por consiguiente, se necesita para dicho proceso la presencia
de hueso o de células mesenquimatosas diferenciadas en el sitio de lesién. Un biomaterial
ostecinductivo es capaz de estimular la transformacion de células indiferenciadas en
osteoblastos o condroblastos en una zona en la que no cabe esperar dicho comportamiento. Los

materiales osteoinductivos mas utilizados en implantologia son los aloinjertos 6seos. Se
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obtienen a partir de cadaveres, y se procesan y almacenan en diferentes formas y tamafios en
bancos de hueso para ser aplicados en el futuro (Turanza J et al, 2000; Anitua E et al, 2010).

El propdsito de disefiar materiales biomiméticos como hueso o implantes dentales, stents
vasculares, tejido cardiaco, tejido de vejiga o tejido nervioso no consiste solamente en
reproducir las propiedades miméticas biomecanicas del tejido del huésped, sino también
generar andamios tridimensionales que soporten las funciones esenciales de la célula
incluyendo: adhesion, crecimiento, proliferacién, diferenciacién y la expresion de genes
especificos del tejido, evitando reacciones toxicas y respuestas inmunes adversas.

Las caracteristicas demandadas en los biomateriales en ingenieria de tejidos incluyen
susceptibilidad a la invasion vascular y en algunos casos la biodegradacién y el reemplazo del
biomaterial por matriz extracelular generada por el propio huésped.

El andamio ideal para ingenieria de tejidos y regeneracion es aquel que asemeja las
propiedades biomecanicas del tejido blanco y sirve como hospedero para las células tanto
enddgenas como implantadas. Ademds como soporte para adhesion celular y para el
crecimiento, migracion, diferenciaciéon y estabilidad del fenotipo. No debe provocar respuestas
inmune ni reacciones toxicas, biodegradable, con excepcién de aquellos biomateriales en los
cuales se requiere de su integridad para cumplir su funcién (implantes dentales y stents
vasculares entre otros). Para este proposito se han generado una amplia variedad de andamios
porosos, sintéticos o biopolimeros de excelente biocompatibilidad y propiedades hiomecanicas
para asegurar su reproducibilidad, eficiencia y persistencia en la regeneracion de tejidos.

Algunos andamios disefiados para ingenieria de tejidos de hueso y para la regeneracion
tisular guiada en cavidad oral solian ser compactos, hechos de metal, ceramica, vidrio o
polimeros organicos, sin embargo la integracion del andamio y su biocompatibilidad se alcanza
de manera mas eficiente cuando se realizan modificaciones de la superficie como: superficies
asperas, tratamiento acido para grabar el material o cubrirlas con proteinas adhesivas. En
contraste con los bloques de implante sélidos, los andamios porosos ofrecen la gran ventaja de
permitir el infiltrado celular y la vascularizacién, bajo peso y proveen propiedades biomecanicas.

Por décadas numerosas y extensas investigaciones sobre de la estructura e influencia

biologica de la MEC (matriz extecelular) sobre el comportamiento celular y destino celular ha
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mostrado que tres tipos de informacién de la MEC son relevantes para disefiar superficies
biomiméticas:

1. Propiedades fisicas, elasticidad, dureza.

2. Senales quimicas especificas de epitopes de péptidos que contienen un amplia
variedad de moléculas de matriz extracelular.

3. La topografia de sitios adhesivos del microambiente en la nanoescala.

La estrategia de disefiar materiales que reemplazan tejidos duros (hueso y dientes),
emplea metales y ceramicas ya que son persistentes y estables, su superficie permite la
adhesion, son compatibles y actdan como soporte para las células. Ahora se aprecia que no
solo es la interaccion de la superficie con la célula, sino que también la elasticidad y rigidez local
del biomaterial contribuye significativamente en el comportamiento y diferenciacion celular
(Barczyk M et af 2009; Klaus von der M ef al 2010).

Nuevas expectativas de los biomateriales:

1. Los biomateriales estan siendo disefiados para que permitan la incorporacién y
liberacion de moléculas bioactivas tales como nanoparticulas que contienen factores de
crecimiento o citocinas

2. Biomateriales cubiertos con macromoléculas adhesivas de la MEC o péptidos de
unién celular derivados de estas moléculas que activan a integrinas u otros receptores celulares.

3. Superficies biomiméticas que son dotadas con modelos definidos de nanoescalas
disefiados para inducir respuestas especificas en las células aln en ausencia de proteinas

bioactivas o péptidos.

FIBRINA

La fibrina es un polimero de origen natural que se obtiene del plasma sanguineo.

El plasma es el material extracelular liquido de la sangre, su volumen relativo es de 55%.
Mas del 90% del peso del plasma corresponde al agua que sirve como solvente para una gran
variedad de solutos que representan del 1 al 2%:

e Electrolitos (Na, K, Ca, Mg, Cl, HCOs, POy, SO,).

« Sustancias nitrogenadas no proteinas (urea, acido Urico, creatina, sales de amonio).

e Sustancias nutritivas (glucosa, lipidos, aminoacidos).
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* Gases sanguineos (oxigeno, didxido de carbono, nitrégeno).

e Sustancias reguladoras (hormonas, enzimas).

Ademas el plasma contiene proteinas que representan del 7 al 8% como:

1. La albimina se sintetiza en el higado, mantiene la presion coloidosmostica también
actia como proteina transportadora porque fija y transporta hormonas (tiroxina)
metabolitos(bilirrubina) y farmaco ( barbituratos).

2. La glohulina es secretada en el higado y las inmunoglobulinas son secretadas por las
células plasmaticas para formar anticuerpos.

3. El fibrindgeno se sintetiza en el higado. En una serie de reacciones en cascada, junto
con otros factores de la coagulacion, el fibrinégeno se transforma en fibrina.

La fibrina es un biopolimero de mondémeros de fibrindgeno. La molécula de fibrinégeno
estdan compuestas de 2 juegos de 3 cadenas de polipéptidos nombrados Aa, Bb y g, las cuales
son unidas por 6 puentes de disulfuro. El factor Xllla de coagulacion de la sangre es una
trasglutaminasa que rapidamente se une a la cadena gamma de la fibrina polimérica por
introduccion intermolecular {g- glutamil) de enlaces covalentes entre lisina de la cadena gamma
y la glutamina de las otras cadenas. Esta unién produce una red estable de fibrina que resiste a
la degradacion de proteasas (Llames S et al, 2004; Eyrich D et al, 2007). Cuando la fibrina y la
trombina son mezcladas, la trombina, en presencia de calcio, convierte el fibrinégeno a fibrina.
El polimero de fibrina estd formado por estructuras estables que facilitan la polimerizaciéon de
la colagena producida por los fibroblastos. La adicion del factor Xlll, factor estabilizador de
fibrina presente en la sangre, podria proteger el coagulo del polimero de fibrina de la fibrinolisis
prematura. La plasmina y otras enzimas proteoliticas degradan fibrina y fibrindogeno en
pequeiios polipéptidos fragmentados llamados productos de degradacion de la fibrina estos
productos inhiben la formacién de fibrina por inhibicién competitiva de la accion de la trombina
asi como la inhibicion por polimerizaciéon de los monémeros de fibrina directamente. Las
bacterias producen enzimas proteoliticas las cuales incrementan la tasa de despolimerizacion de
fibrina (Lachlan J et af 2001).

La fibrina fue originalmente estudiada por su efecto hemostatico en heridas por Bergel

(1909) y fue después usada por Gray, quien aplicé fibrindgeno para hemorragia cerebral. En
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1940, Young and Medawar usaron la fibrina como un pegamento para reparar nervios

periféricos y 4 afios mas tarde el uso de fibrina para injerto de piel fue reportado por Tidrick y

Warner. Inicialmente fue remojar el injerto dentro de plasma; antes de colocarlo sobre la

herida, el cual habia sido cubierto con soluciéon de trombina. En 1972, Mahas, et al. introdujera

comercialmente pegamento de fibrina con una concentracién alta de fibrina (Lachlan J et al,

2001)

Productos comerciales disponibles de adhesivo de fibrina

Francia

XIll, Aprotinina (bovino), trombina
ly cloruro de calcio

NOMBRE COMERCIAL FABRICANTE COMONENTES PAIS DE LICENCIA LICENCIA DE USO
Beriplast Centeon, Marburg, Fibrindgeno, Factor XlII, AprotininajAustria Hemorragias, heridas,
lAlemania ( bovino), trombina y cloruro de Alemania sangrado quirdrgico.
calcio
Biocol Bio-transfusion, Lille, Fibrindgeno, Fibronectina, Factor [|Francia Hemorragias

calcio

Haemocomplettan Centeon Fibrindgeno A ustria, Suiza, Desordenes hemorragicos
Alemania
TachoComb Nycomed, Pharma Colagena, fibrindgeno, trombina, [Austria, Alemania Hamorragias
Roskilde, Dinamarca lApranina (bovino)
Tisseal Baxter Hyland Fibrinageno, Fibronectina, Factor |Reino Unido, Canada, |Hemorragia cardiacas solo
Tissel VH Immuno X1ll, Plasmindgeno, Aprotinina irlanda y Estados para el sellado de la herida.
(USA) Glendale, California (bovino), trombina y clorurode  |Unidos Hemostasia en cirugias

cardiacas y de bazo, como
sellador en colostomia.

[Tisseel Duo Quick

Baxter Hyland
Immuno
Glendale, California

Fibrindgeno, Fibronectina, Factor
X1ll, Plasmindgeno, Aprotinina

( bovino), trombina y cloruro de
calcio

Sweden, Alemania

Hemeorragia

[Tissucol

Baxter Hyland
Immuno
Glendale, California

Fibrindgeno, Fibronectina, Factor
X1ll, Plasmindgeno, Aprotinina
(bovino), trombina y cloruro de
calcio

A ustria, Bélgica, Italia,
Espafia, Suiza,
Sudafrica, Sudamérica
Francia

Hemostasia, Apoyo en la
cicatrizacion de heridas,
unir tejidos.

Tissucol Duo S

Baxter Hyland
Immunao
Glendale, California

Una fraccion de proteinas del
plasma, Fibrindgeno, Fibronectina,
Factor Xlll, Plasmindgeno,
lAprotinina (bovino), trombina y
cloruro de calcio

Alemania

Heridas

Fibrin Sealant FS (humano)

Baxter
Healthcare,
Glendale, California

Fibrindgeno, Fibronectina, Factor
X, trombina humana y cloruro de
calcio

Estados Unidos

En ensayos clinicos

Hamasael APR

Haemacture, Inc., Quebec,
Canada

Fibrindgeno, Fibronectina, Factor
XIll, trombina (bovino) y cloruro de
calcio

Canada, Estados
U nidos

Hemorragias

Hamasael HMN

Haemacture, Inc., Quebec,
Canada

Fibrindgeno, Fibronectina, Factor
XIll, trombina humana y cloruro de
calcio

Canada, Estados
U nidos

En ensayos clinicos

Tabla 1. Adhesivos de fibrina tomado de Carl E et al. 1995,
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La fibrina puede ser preparada de plasma autélogo y su uso puede ser agrupado en tres
areas: hemostasia, adherencia del injerto y accion antibacterial; también ha sido usada como
andamios biologicos para células madre para regenerar tejido adiposo, hueso, tejido cardiaco,
higado, tejido nervioso, tejido ocular, piel, tendones y ligamento. Siendo un biopolimeros
versatil ( Llames S et al 2004).

Los geles de fibrina han sido preparados por diversos autores como Llames S et al, (2004)
y Eyrich D et al, (2007) con fibrinégeno obtenido mediante crioprecipitacion a partir de plasma
humano. La crioprecipitacién es un proceso normalmente usado en practicas hematologicas vy
se obtiene gran cantidad de fibrinégeno, factor VIlI, factor Xlll y fibronectina. Aunque es dificil
de obtener, la concentracion constante de fibrindgeno varia entre 4 y 9mg/ml.

La arquitectura 3D de la matriz de fibrina es importante para la neoformacién capilar y el
crecimiento celular (Meana A et al 1998). En estudios recientes se ha demostrado que la fibrina
no solo facilita la proliferacion de los queratinocitos en constructos de piel si no también provee
un optimo medio para su migracién, proliferacion y diferenciacion. La migracion y subsecuente
proliferacién es controlada por una variedad de factores de crecimiento (Lachlan J et al, 2001).

Los hidrogeles son una clase de hiomateriales que tienen gran potencial de andamiaje en
la aplicacién de ingenieria de tejidos debido a su alto contenido de agua, biocompatibilidad,
propiedades mecanicas que son paralelas a las propiedades de tejido suave, eficiente transporte
de nutrientes y su biodegradacion, asi como la habilidad de encapsular células y ser inyectadas
como liquido de gel in situ. Los geles de fibrina combinan algunas ventajas importantes como la
alta eficacia en el sembrado celular y uniforme distribucién de las células. Esta puede ser
producida por la sangre del propio paciente y usada sin potencial de riesgo a cuerpos extrafios
e infeccion (Llames S et af 2004). La utilidad de la fibrina en ingenieria de tejidos puede ser
extendida por la incorporacion de la actividad biologica de otras proteinas derivadas de la MEC
como: fibronectina, vitronectina, laminina y colagena o péptidos miméticos de la colagena como

GFOGER (Llames S et al 2004).
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MOLECULAS DE ADHESION Y MATRIZ EXTRACELULAR

En la actualidad el disefio de biomateriales adecuados para la ingenieria de tejidos ha sido
logrado a través del desarrollo de novedosos polimeros organicos sintéticos, nuevas ceramicas,
compuestos de vidrio y recientes métodos para modificar metales y modificar superficies de
oxidos metadlicos. Esto ha ido de la mano con el incremento del conocimiento de la composicion
y arquitectura de la matriz extracelular (MEC) de varios tejidos y sus componentes
macromoleculares.

Desentranar los complejos mecanismos de sefializacién que envuelven la interaccion entre
células v su MEC ha resultado en la optimizacion de la biocompatibilidad y bioactividad de los
materiales vy sus superficies.

La adhesividad y bioactividad de los materiales se ha mejorado con la utilizacion de
cubiertas de macromoléculas de la MEC, tales como fibronectina, laminina y colagena u otros
epitopes de unién a integrinas incluyendo RGD y péptidos miméticos de la colagena.

De manera reciente un cambio en el concepto del disefio de materiales y superficies
biomiméticos ha ocurrido con el reconocimiento y la importancia de la organizacion
nanotopografica de sefiales extracelulares de la matriz para la respuesta celular. La distribucion
espacial de epitopes de union a células como RGD en fibronectina es dificil de obtener por la
complejidad vy la arquitectura irregular de la MEC, los arreglos espaciales de los epitopes podrian
estar en distancias de nanoescala dentro de las dimensiones de las macromoléculas de la MEC.
Por ejemplo, el arreglo escalonado dextrégiro de las moléculas de colagena | pronostica una
presentacion regular de los motivos de unién a integrinas a una distancia repetida de 67nm.

La adhesion celular, extensién, proliferacién, migracion, organizacion del citoesqueleto,
diferenciacion y apoptosis se ha demostrado que son influenciados por distintos nanomodelos
de superficies hiomiméticos con espacios arreglados de 15nm a 58nm, 100nm o 140nm.

La respuesta a nanoescalas ha sido reportada para todos los tipos celulares relevantes
para ingenieria de tejidos, primeramente osteoblastos, células madre mesenquimales , células
endoteliales, células de musculo liso y células nerviosas{Chen E et al, 1980; Lin L et a/,2008;

Klaus von der M et al, 2011).
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El comportamiento celular esta directamente influenciado por proteoglucanos vy
glucoproteinas bioactivas incorporadas en las fibras de la MEC. (Klaus von der M et al, 2011) El
espacio y densidad de los andamios fibrosos, su arquitectura 3D y el tipo de proteoglicanos y
glucoproteinas no son solamente parametros que definen las propiedades biomecanicas de la
MEC; sus propiedades fisicas y topograficas como elasticidad, dureza y espacio nanoescala,
llevan informacion esencial para el comportamiento celular, migracién, crecimiento vy
diferenciacion de la matriz. Esta informacién es trasmitida por complejos de adhesion basado en
integrinas {Chen E et af, 1980; Lin L et al, 2008; Klaus von der M ef af, 2011).

Integrinas

Las integrinas son receptores celulares de adhesién que son evolutivamente altamente
preservadas. El nombre de integrinas fue dado por la importancia de estos receptores para
mantener la integridad de la unién citoesqueleto-MEC. Las integrinas son heterodimeros
compuestos por enlaces no covalentes de subunidades alfa y beta. En vertebrados, la familia
estd compuestas por 18 subunidades alfa y 8 subunidades beta que se pueden ensamblar en 24

diferentes heterodimeros como se puede observar en el siguiente esquema.

Collagen receptors
(GFOGER)

ajjoads - ajhaoynan

Laminin receptors

Esquema 1 . Representacion de la familia de integrinas en vertebrados { tomado de Barczyk M et al, 2009).
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Las integrinas pueden ser agrupadas de acuerdo a las propiedades de unién a ligandos o
bien por la composicion de sus subunidades como se representa en la tabla 2 y 3 (Popova S et

al, 2007; Barczyk M et af, 2009).

Integrin Human o & oI | Prototypic ligands/ recognition Additional
chain s sequences ligands
characteristics | 3
@)
cc1p1 {CD49a, VLAL) | 11512 X | collagens (collagen IV > collagen I (GFOGER); semaphorin 7A
collagen IX)
a2p1 (CD4%b, VLAZ) (1181 aa X | collagens (collagen I >collagen IV (GFOGER); E-cadherin,
collagen IX) endorepellin
@3p1(CD49c, VLA3) | 1051 aa, splice variants | X laminins (LN-511>LN-332>LN-211)
03 Aand 03B
w4B1(CD494, VLA4) | 103823 fibronectin VCAM-1
a3p1 (CD4%, VLAS) | 10492 X fibronectin (RGD}) endostatin
@651 (CD49f, VLAG) | 1073 aa, splice variants | X Taminins (LN-51 I>LN-332>LN-1115LN-411)
0.6A and @6B
o7p1 1137 aa, splice variants | X 0.7X1p 1: laminins (LN-51 1>LN-21 1>LN-41 1>LN-
X1,X2, 07A, 7B 111)
@7X2B1: laminins (LN-111>LN-211>LN-511)
aBpl 1025 2a X fibronectin, vitronectin, nephronectin (RGD)
a9pl 1035 aa tenascin-C, VEGF-C, VEGF-D
@101 1167 aa X | collagens (collagen IV> collagen VI >collagen I
{GFOGER); collagen IX)
allpl 1188 aa, inserted X | collagens (collagen I>collagen IV (GFOGER);
domain 2] aa collagen IX)
aLB2 (CD11a) 1170 aa X |[ICAM-1,-2,-3,-5
aMp2 (CD11b) 1153 aa X | iC3b, fibrinogen + more
aXp2 (CD1 1) 1163 2a X | iC3b, fibrinogen + more
aDp2 (CD11d) 1162 aa X |ICAM-3, VCAM-1
alIBB3(CD41, Gpllb) | 1039 aa X fibrinogen, fibronectin (RGD)
a6pd X Tarminins (LN-332, LN-511)
avpl (CD31) 1048 2a X fibronectin, vitronectin (RGD)
avp3 X vitronectin, fihronectin, fibrinogen (RGD) tumstatin
avfs X vitronectin (RGD)
avp6 X fibronectin, TGF-B-LAP (RGD)
avps X vitronectin, TGF-§-LAP (RGD)
oEp7 (CD103, HML-1) | 1178 aa X X | E-cadherin
0407 MadCAM-1, fibronectin, VCAM-1

Tabla 2. Caracteristicas de la subunidad «. Tomado de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez; Barczyk

M et al (2009).
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Integrin f Characteristics Notes

chain

f1(CD 29, Gp 798 aa, splice variants 1A, Splice variants f1B and $1C not

IIa) B1B, B1C, BID present in mice, minor variants

with unclear function

p2 (CD18) 769 aa

p3 (CD 61, GP 788 aa, splice variants §3A, f3A major form

Ta) p3B and B3C

p4 (CD104, TSP- 1875 aa, splice variants f4A and p4B major forms,

180) Pp4A-E similar function

g5 799 aa, splice variants B3A, Both splice variants have similar
B5B functions

po6 788 aa

g7 (LPAM-1, BP) 798 aa

p8 769 aa

Tabla3. Caracteristicas de la subunidad B. Tomado de http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez; Barczyk M et al
{2009).
La primera funcion establecida de las integrinas fue la unién entre MEC vy el citoesqueleto.

Para la mayoria de las integrinas la uniéon es directamente a la actina, sin embargo algunas otras
como la integrina «b6p4 se une directamente al sistema de filamentos intermedios.
Recientemente la vimentina ha mostrado ser dependiente de la integrina b3 para su
reclutamiento en la superficie celular. Algunos componentes de sus mecanismos de unién,
como talina juegan un doble papel y también toman parte en la activacion de integrinas en
mecanismos de sefializacion. Las integrinas pueden actuar como mecanosensores y generar
sefiales que afectan la fisiologia de la célula y a las vias de sefializacién intracelular (Barczyk M et
al, 2009).

Los receptores de integrinas son bidireccionales que involucran sefiales tanto extra como
intracelulares. La sefiales intracelulares principalmente actlan permitiendo que la integrina
cambie de conformacion. Talina, kindlins, filaminas, migfilina, FAK, también ILK pueden regular
la activacion de integrinas. La sobre union de ligandos provoca que las integrinas sufran cambios
conformacionales dirigidos por sefales extracelulares. Estas activaciones dependen de otros
receptores de sefial y sistemas de sefializacion disponibles dentro de la célula.

Algunas integrinas, en particular la 2 estd involucrada en la interaccion célula-célula
(Barczyk M et af, 2009; Manzanares M et af, 2009; Klaus von der M et af, 2010).

La unién a la colagena de las integrinas se basa en el reconocimiento de la triple hélice de

la secuencia GFOGER y sus variaciones en la secuencia de la coldgena. Mediante el analisis de la
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secuencia peptidica y la estructura cuaternaria de los sitios de union a la colagena vy sus
mutaciones han permitido disefiar y construir modelos peptidicos en los cuales GFOGER esta
presente como un dominio de interaccion celular para ser expuesto como una unidad (cada
unidad de microfibrillas es compuesta de 5 monémeros de colagena de triple hélice),
permitiendo la unién a integrinas. Sin embargo el nimero de componentes de fibrillas en la
matriz puede ser influenciado por la disponibilidad de estos sitios (Barczyk M et al, 2009; Klaus
von der M et al, 2010).

GFOGER

Ademas de la interaccion inicial entre el biomaterial y las células, los andamios deben
permitir una fuerte adhesion, por lo que con el fin de incrementar esta propiedad se ha
evaluado la estrategia de recubrir la superficie de algunos materiales con macromoléculas de la
MEC como lo son: fibonectina, elastina, laminina, y coldgena o sus epitopes de uniones a
integrinas RGD, YIGSR y GFOGER (Barczyk M et af, 2009; Klaus von der M et af, 2010).

Los distintos tipos de colagena dependiendo de su correspondiente secuencia peptidica
muestran diversos patrones de polimerizacion formando distintos arreglos supramoleculares
(fibrillas y fibras) que son su forma funcional en el tejido. La forma mejor caracterizada y mas
comun de la coldgena tipo | es su periodicidad axial cada 67nm. Alrededor del 15 al 20% de
todos los residuos dentro de la coldagena son Lys, Arg, Glu o Asp, lo que permite su interacciéon
con las integrinas presentes en numerosos estirpes celulares (Emsley J ef af, 2004). En este
sentido la colagena constituye una familia de moléculas abundantes en la MEC que contribuye
significativamente en la integridad y propiedades mecanicas de los tejidos como hueso, dermis,
cartilago vy tendones. También juega un papel fundamental en la adhesion celular y vias de
sefalizacion intracelulares. Los receptores de colagena tipo | son reconocidos por las integrinas
como alfl, a2fl, alOp1 y allpl median la adhesién celular a través de la colagena y activan
sefiales de transduccion citoplasmatica.(Zhang W et af, 2003; Emsley J ef af, 2004; Dobler D et
al, 2006; Reyes C et al, 2007; Popova S et al, 2007). La integrina a3B1 no interactua
directamente con la colagena, pero lo hace con el receptor de laminina que puede afectar al
receptor de colagena a2p1(Zhang W et al, 2003), por lo que en el desarrollo de biomateriales

con fines de transplante, diversas secuencias de union intercelular presentes de manera

34



constitutiva en los elementos de la MEC como: RGD, P-15 y GFOGER han sido usadas para
otorgar biofuncionalidad a la ingenieria de biomateriales que asemejen a las caracteristicas
bioadhesivas de la MEC (Shih Tak K et al, 2007).

GFOGER, es una secuencia de la coldgena que corresponde a los siguientes aminodcidos
Gly-Phe-Hyp-Gly-Glu-Arg que se localizan en la posicion 502 a 507 de la cadena alfa de la
coldgena tipo I. Las integrinas olP1, o2P1, alOPl y allPl reconocen los residuos de la
secuencia GFOGER mimético de la colagena como se puede observar en el esquema 2 (Zhang W
et al, 2003; Emsley J et al, 2004; Dobler D et al, 2006; Reyes C et al, 2007; Popova S et al, 2007).
Aunque cabe sefalar que su interaccidn con distintas integrinas depende de la integridad de la

secuencia y por tanto de su estructura tridimensional.

Esquema 2. Interaccion entre Arginina del GFOGER
con fa integrina aZ en el dominio I tomado de Zhang W et al

En los estudios realizados por Knight C et al (2000), se demostré que la sustitucion de
alguno de los aminoacidos en GFOGER conduce a un cambio conformacional del péptido y por
tanto no puede ser reconocido por las integrinas, el reconocimiento de esta secuencia es
enteramente dependiente de la conformacion en triple hélice del péptido, lo que se evidencié
sustituyendo el dcido glutamico por aspartato.

La sustitucion de R por K en GFOGER conduce a la pérdida de reconocimiento de la
dominio A de la cadena a2, pero 0231 que median la adhesion celular fue reducida a la mitad.
La razén de esto no es clara pero sugiere que los requerimientos estructurales de
reconocimientos aislados del dominio A son mas estrictos que el reconocimiento del dominio
dentro de la integrina intacta de la membrana celular {(Knight C et al, 2000}. El acido glutamico
del motivo de la coldgena de la cadena GFOGER puede coordinarse con el ién metalico dentro

del motivo MIDAS. (Emsley J et al, 2000; Zhang W et al, 2003; Emsley J et al, 2004). La subunidad
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Blde la integrina contiene un Mg 2+ coordinado con MIDAS que es un motivo de unién a un
metal dentro de ésta subunidad (Zhang W et al, 2003; Barczyk M et al, 2009).

La integrina a2Pfl1, que es el receptor primario de coldgena tipo |, es abundantemente
expresada en plaquetas, células endoteliales, fibroblastos, osteoblastos, condrocitos, células
epiteliales y linfocitos. En osteoblastos La integrina a2p1 media la adhesion a la colagena tipo |,
activa la via de sefalizacién Runx2/Cbfa 1, factor de transcripcion que controla la diferenciacion
osteoblastica y la mineralizacién de la matriz (Zhang W et al, 2003; Reyes C et af, 2004; Reyes C
et al, 2007). La interaccion entre la coldgena y la a2p1 induce diferenciacién osteoblastica en
células estromales de médula 6sea multipotente (Reyes C ef af, 2004; 2007; Hennessy K et al,
2009). La integrina a2p1 mediante la unién a la colagena tipo | estimula la fosforilacién de
tirosinas de Cinasas de Adhesiéon Focal (FAK) y subsecuentemente la activacién de sefiales
extracelulares relacionados a la cinasa (ERK}, cinasa de proteina activada a mitégenos (MAPK)
que ha sido implicado en el control de expresion de genes especificos de osteoblastos matriz
mineralizada (Reyes C et af, 2004). El promotor al0 esta activado en condrocitos en cartilago
unién, columna vertebral, traquea y en el cartilago de los bronquios, mientras que el all esta
activado en fibroblastos{Popova S et al, 2007). Por lo anterior, la incorporacién de motivos
discretos de adhesion celular, como GFOGER en biomateriales y superficies ofrece una
estrategia para mejorar la interaccion material-célula promoviendo una adhesién celular
especifica.

Los estudios de integrinas unidos a coldgena muestran que son fundamentales en la
adhesion celular, migracion celular, control de sintesis de colagena, sintesis de
metaloproteinasas, remodelacién de la matriz de colagena, en la proliferacion y diferenciacion
celular, angiogénesis, adhesion y agregacion plaquetaria y tubulogénesis epitelial (Zhang W et
al, 2003). La presencia de secuencias cortas como RGD, puede resultar en la pérdida completa
de actividad biolégica por la ausencia de dominios funcionales adicionales presentes en la
estructura original tridimensional de las moléculas de la MEC (Reyes C et af, 2003). El uso de
GFOGER promueve la activacion biolégica por sus repeticiones de aminoacidos GXY que

semejan a la colagena (Reyes et af, 2003; Raynor J et al, 2009).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La osteoporosis, fracturas dificiles, enfermedad periodontal, entre otras patologias
requieren de reparacién del tejido o6seo. La cirugia reconstructiva para la reparacion vy
correccion de tejido oseo perdido ha llevado a la blusqueda de materiales que faciliten la
recuperacion de los pacientes que sufren estas afecciones. En este sentido, la ingenieria de
tejidos aplica los principios de la ingenieria, de la ciencia de materiales y de las ciencias
hiologicas, para la obtencion de sustitutos biologicos que puedan restaurar, mantener o mejorar
la funcion tisular. La fibrina, la cual es usada en cirugia para hemostasia, es un material seguro y
biodegradable que no induce reaccién causada por material extrafio y ha llegado a ser un
vehiculo para transportar factores de crecimiento y células.

Por otro lado, el GFOGER es una molécula mimética de la colagena que puede inducir
crecimiento y diferenciacion de osteblastos. Asi, se hace necesario evaluar la actividad biolégica
de la fibrina con GFOGER, para inducir la diferenciacion y proliferacion de las células estromales
de médula dsea a osteoblastos y la mineralizacién de matriz organica para que posteriormente

pueda ser utilizado en defectos 6seos.

HIPOTESIS

Si a un andamio de fibrina y GFOGER se le colocan células estromales de médula 6sea, la

proliferacion y diferenciacion de osteoblastos y la calcificacion de la matriz aumentaran en

comparacion con un andamio de fibrina sin GFOGER.
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OBIJETIVO GENERAL

Evaluar la formacion de tejido 6seo en un andamio de fibrina suplementado con el
péptido mimético de la colagena GFOGER en el que se han sembrado células estromales de

médula 6sea (BMSCs).

Objetivos especificos

1. Evaluar la diferenciacién de osteoblastos a partir de células estromales de médula ésea
incluidas en un andamio de fibrina con GFOGER.

2. Evaluar la proliferacién de osteoblastos a partir de células estromales de médula osea
incluidas en un andamio de fibrina con GFOGER.

3. Evaluar la calcificacion de la matriz 6sea secretada por osteoblastos a partir de células

estromales de médula 6sea incluidas en un andamio de fibrina con GFOGER
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MATERIAL Y METODOS
Disefo experimental

Citometria de flujo
(anti ki-67) Azul

Proliferaciény

viabilidad

tripano
BMSCs Actividad
cultivadas en Diferenciacion enzimatica de
caja petril fosfatasa alcalina
c/s
GFOGER
Calcificacion Rojo de Alizarina
Estructura del
andamio y morfologia H&E MEB
celular
Citometria de Tricémico de
Actividad celular flujo Procolagena
| Masson
BMSCs
cultivadas en
fibrina Inmunohistoquimica y
c/s Diferenciacién Citometria de flujo
GFOGER Osteopontina
Calcificacion vonKossa EDX
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Animales

Se utilizaron ratones macho de la cepa Balb-c, de seis a ocho semanas de edad, que
fueron mantenidos bajo condiciones libres de pirégenos, con disponibilidad de agua y alimento
ad libitum con nutricubos “purina chow” y ciclos de luz oscuridad controlados, en las
instalaciones del bioterio de la Facultad de Medicina de la UNAM!. El sacrificio de los animales se
realizé de acuerdo a los lineamientos de los comités de ética de la Facultad de Medicina de la

UNAM.

Obtencion y purificacion de células.

Para cada ensayo se sacrificaron 4 ratones, de los cuales se obtuvieron las tibias y
fémures. Una vez retirado el tejido muscular, los huesos se transfirieron a una solucién de
alcohol al 70% para eliminar la contaminacion de la manipulacion; posteriormente se lavaron en
PBS estéril. Asi, se siguio el método de Wakitani (1995) con el cual se obtienen células de
médula 6sea por perfusion, es decir, se seccionan los fémures y tibias a nivel de las metafisis y a
continuacion, con una jeringa de 5 cm CC., se hace pasar una solucién de medio de cultivo
(DMEM /Suero fetal bovino (SFB) 10%/ antibiotico (Ab) al 1%) por uno de los extremos,
mientras que por el otro extremo se colecta en un tubo que seguidamente se centrifuga a 1200
rpm con el propésito de obtener las células de la médula ésea. Finalmente se lisaron los
eritrocitos incubando durante 3min con un amortiguador de lisis de eritrocitos, se lavaron con
PBS por centrifugacion a 1200rpm durante 10 minutos.

La suspension celular fue cultivada durante 24 horas en DMEM/SFB 10%/Ab 1% para
permitir que las células estromales se adhirieran a la caja. A continuacion se retiro el
sobrenadante asi como las células no adherentes, mediante 3 lavados sucesivos con HBSS. Se
considerd que las células adheridas son células estromales de médula 6sea (BMSCs), las cuales
fueron expandidas por cultivarlas en DMEM/ SFB al 10%/Ab al 1% hasta su utilizacién en los

cultivos experimentales.
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Experimentos de BMSCs cultivadas en caja petril ¢/s GFOGER
Proliferacion y viabilidad celular

Se obtuvieron las BMSCs de 6 ratones y se hizo viabilidad celular con azul de tripano en la

e . 6 s . . .
camara de neubauer yse cultivaron 1x 10° células en cajas de 6 pozos de la siguiente manera:

1 DMEM /AA/DX SFB 2% GFOGER
2 DMEM /AA SFB 2% GFOGER
3 DMEM SFB 2% GFOGER
4 0,

CONTROL DMEM /AA/DX SFB 10% SIN GFOGER
5 0,

CONTROL DMEM SFB 10% SIN GFOGER

DMEM/SFB 10%/Ab 1%

Medio minimo esencial modificado por Dulbecco (DMEM)
Acido ascérbico {AA) 50 mg/ml

Dexametasona (Dx) 10nM.

Los grupos experimentales para los ensayos de proliferaciéon fueron por triplicado y
cultivados a 0, 1, 2, 3, 4, 5 dias; las células se despegaron con tripsina al 0.5% y con EDTA al
0.02% por 10min. Se obtuvo el sobrenadante y se tifieron las células para ser leidas por

citometria de flujo.

Se disefiaron los siguientes grupos para comparar el efecto del GFOGER en condiciones

normales:
1 DMEM SFB 10% GFOGER
2 DMEM SFB 10% SIN GFOGER

Los grupos experimentales fueron por triplicado y cultivados a: 1, 2, 4y 7 dias y

fueron procesados para citometria de flujo.
Preparacion de las muestras para Citometria de flujo.

La proliferacion celular fue demostrada por medio de la expresion de la proteina
Ki67 presente en las fases G1, S y G2 asi como también en M. Ki-67 es un excelente

marcador para determinar la fraccién de crecimiento de una poblacién celular determinada.
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Por ejemplo, es habitual que en los hospitales se cuantifique la fraccién de células Ki-67-
positivas tumorales (el Ki-67 etiquetado) que a menudo se correlaciona con la evolucién
clinica del cancer. Los ejemplos mejor estudiados en este contexto son los carcinomas de
prostata, de cerebro y de mama. Para estos tipos de tumores, el valor prondstico para la
supervivencia y la recurrencia del tumor han sido repetidamente demostrado en analisis
uni y multivariados. El nombre se deriva de la ciudad de origen (Kiel, Alemania) y el
nimero de la copia original de la placa de 96 pocillos (Scholzen T et al, 2000). Se utilizo el

anticuerpo Anti-Ki67 (Novus Biological) una concentracion de 1:400.

Tras despegar las células de la placa, la suspensién celular fue colocada en tubos de
1.5mL y fueron lavadas 3 veces con amortiguador de tincion; se les colocé 100ml de BD
Cytofix/Cytoperm ™ kit por 20min a 4°C, para permeabilizar y fijar las células; después se
hicieron 2 lavados con BD Perm/Wash ™y fueron incubadas con el Anti- Ki67 por 15min;
después fueron lavadas 3 veces con amortiguador de tinciéon. Las muestras fueron
incubadas con el anticuerpo secundario Anti-Rabbit (MP Biomédical kit) por 15 min,
lavadas 3 veces con amortiguador de tincién. Finalmente fueron incubadas con el
anticuerpo Estravidina/ PE 1:300 por 15 min, lavadas con el amortiguador de tincion y

resuspendidas en amortiguador de fijacion.

Las lecturas se efectuaron en el citbmetro BD FACSCallibur y los datos fueron

analizados con el software Flow]o 8.7.

Diferenciacién
Se obtuvieron las BMSCs de 4 ratones y se cultivaron 1x 10° células en cajas de 6 pozos de la

siguiente manera:

Medio minimo esencial modificado por Dulbecco 1 DMEM /AA/DX | SFB10% | GFOGER

(DMEM) 2 DMEM /AA SFB 10% GFOGER

Acido ascérbico (AA) 50 pg/ml

Dexametasona (Dx) 10nM 3 DMEM SFB10% | GFOGER
4 DMEM /AA/DX | SFB 10% | SIN
CONTROL GFOGER
5 DMEM SFB 10% | SIN
CONTROL GFOGER
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Los cultivos celulares de 14 dias, fueron lavados con PBS vy fijados con formol amortiguado por

24 horas, después fueron lavados 3 veces y se incubardn con cloruro de magnesio en un

amortiguador de Tris Maleato toda la noche para después ser incubadas por 2 horas con el kit

NBT (ZYMED), para evaluar la actividad enzimatica de la fosfatasa alcalina, las muestras fueron

lavadas con agua destilada y observadas en el microscopio.

Calcificacion

Se obtuvieron las BMSCs de 4 ratones y se cultivaron 1x 10° células en cajas de 6 pozos de la

siguiente manera:

1 DMEM /AA/DX | SFB 10% | GFOGER
2 DMEM /AA SFB10% | GFOGER
3 DMEM /AA/DX | SFB 10% | SIN GFOGER
4 CONTROL | DMEM SFB 10% | SIN GFOGER

Medio minimo esencial modificado por Dulbecco (DMEM)

Acido ascorbico (AA) 50 pg/ml
Dexametasona (Dx) 10nM

Los cultivos celulares de 24 dias, fueron lavados con PBS y fijados con formol

amortiguado por 24 horas, después fueron lavados 3 veces y se incubaron con la solucién rojo

de alizarina S por 5 minutos a temperatura ambiente, con la finalidad de teiiir los precipitados

de calcio, finalmente se lavaron las muestras con agua destilada y se observaron al microscopio.
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Experimentos de BMSCs cultivadas en andamios de fibrina ¢/s GFOGER

Andamios de fibrina.
Los andamios de fibrina se construyeron de la siguiente manera:
Se utilizé plasma sanguineo humano donado por el banco de sangre del Hospital General de
México, el cual fue obtenido de sangre anticoagulada con citrato de sodio 0.1M. Para la
construcciéon del andamio, al plasma se le afiadié la suspension celular previamente obtenida
de médula 6sea (50,000 cel/ml), cloruro de sodio al 0.9%, Ac. tranexamico y cloruro de calcio al
1%.
Andamios de fibrina con GFOGER.
El péptido mimético de la colagena GFOGER, descrito por Reyes et al { 2002), se afiadio

al andamio de fibrina a una concentracion de 0.03 mg/mil.
Estructura de distintos andamio y morfologia de BMSCs

Las BMSCs fueron sembradas 1x 10° células sobre 3 distintos andamios B-TCP, coldgena y
fibrina para comparar su adhesion e integracion. Cultivadas con y sin GFOGER por 14 y 24 dias
en medio:

DMEM fAA/DX

DMEM /AA

DMEM
Las muestras fueron fijadas con formol amortiguado por 24 horas y procesadas para obtener
cortes de parafina de 5 micras vy tefiidas con H&E. Otras muestras fueron fijadas con
glutaraldehido al 2.5% por 1lhora y fueron procesadas para observarlas en microscopia

electronica de barrido

Grupo Experimental.
A partir de los cultivos de BMSCs se obtuvo una suspension celular, la cual se dividié en los

siguientes grupos experimentales:

1 DMEM /AA/DX | SFB 10% | GFOGER
2 DMEM /AA SFB 10% | GFOGER
3 DMEM /AA/DX | SFB 10% | SIN GFOGER
4 CONTROL | DMEM SFB 10% | SIN GFOGER
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Medio minimo esencial modificado por Dulbecco (DMEM)
Acido ascorbico (AA) 50 pg/ml
Dexametasona (Dx) 10nM

Los grupos experimentales se hicieron por triplicado y se llevaron a 24 dias de cultivo

Actividad celular en andamios de fibrina

Para evaluar procolagena | las células fueron leidas en citometria de flujo con la misma técnica
de preparacion de las muestras para citometria de flujo descrita previamente en proliferacion.

Las muestras fueron fijadas con formol amortiguado por 24 horas y procesadas para obtener
cortes de parafina de 5 micras, tefiidas con tricomico de Masson y hacer técnica de

inmunohistoquimica.

Técnica de Inmunochistoquimica para Osteopontina y Procolagena .

Los cortes fueron desparafinados y rehidratados hasta agua destilada. Las muestras
fueron bloqueadas para inhibir la peroxidada endégena con albumina 0.05% por 10min,
después fueron lavadas 3 veces por 3 minutos con PBS, para permeabilizarlas con PBS triton
0.2% por 5 minutos a temperatura ambiente, fueron lavadas 3 veces por 3 minutos con PBS,
nuevamente las muestras fueron bloqueadas, con PBS/Albumina 0.1%/Twinn 20 al 0.05% por 10
minutos a temperatura ambiente, fueron lavadas e incubadas toda la noche con el anticuerpo
Anti-Osteopontina {Abcam) 1:200 y Anti- Procolagena tipo | {Santa Cruz) 1:200 toda la noche a
4°C. La muestras fueron lavadas se bloqued con PBS/Albdmina 0.1%/Twinn 20 al 0.05% por 10
minutos para posteriormente ser incubadas con el anticuerpo secundario anti-conejo y anti-
cabra (MP Biomedicals kit) por 1 hora a 37 2C, se lavaron con PBS y se reveldé con diamino
bencidina (Zymed) 5 minutos a temperatura ambiente, finalmente fueron contratefiidas con

hematoxilina y montadas para ser observadas en el microscopio 6ptico.

Diferenciacidn y Calcificacion

Se evaluo osteopontina por citometria de flujo con la misma técnica de preparacién de las

muestras para citometria de flujo descrita previamente en proliferacion.
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Otras muestras fueron fijadas con formol amortiguado por 24 horas y procesadas para obtener
cortes de parafina de 5 micras, tefiidas con Vonkossa para evidenciar la presencia de calcio y

hacer técnica de inmunchistoquimica para osteopontina como ya se explico.

ANALISIS ESTADISTICO
Todos los datos fueron analizados con el programa estadistico Prisma. Se empled el

Analisis de Varianza (ANOVA) prueba de Dunn y t de Student.
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RESULTADOS
Obtencion de células estromales a partir de médula 6sea (BMSCs)

Este experimento se llevd a cabo con el propdsito de asegurar una adecuada obtencion
en numero de células estromales de médula dsea, asimismo se realizé con el objetivo de
estandarizar la técnica. Con esta metodologia en los primeros ensayos se obtuvieron muy
pocas células totales de médula ésea, como se puede observar en la figura 1. Sin embargo a
medida que se repitié el ensayo se obtuvieron nimeros mayores llegando a obtener 6x10’
células. Con lo anterior se pudo asegurar que el siguiente paso, la obtencion de las células
estromales de médula dsea, fuera viable. En la figura 1a se muestran los datos de 5 ensayos
realizados y una fotomicrografia de células totales de médula dsea obtenida con este

procedimiento.

No. de células totales de médula dsea

No. de células 1 x10°¢
s
o

d

Figura 1. Ensayos de obtencién de células totales de médula ésea (CTMO). En la figura “a” se muestran 5
ensayos de obtencion de células totales de médula ésea con una viabilidad del 95%. Es de notar que los dltimos
ensayos muestran una diferencia notable con los primeros. En “b” se muestra una fotomicrografia de las
células obtenidas del 52 ensayo mostrado en “a”. El nimero de células se cuantificé mediante una camara de
Neubauer. Fotomicrografia realizada con técnica de Relief (contraste modulado de Hoffman, Olympus), 4X.

Asi, con los ensayos ya estandarizados de obtencién de CTMO como se muestra en la
figura 1a se procedio a aislar a las células estromales. Las células estromales fueron obtenidas
dejando cultivar las células totales de médula ésea durante 24 horas en un plato de cultivo de
plastico. Al finalizar el tiempo, se observo una poblacién celular que se adhirié a la caja Petri.

Las células no adheridas fueron desechadas, mientras que las adheridas se consideraron como
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células estromales de médula 6sea (Georgen F et al, 1997; Jaiswal N et al, 1997; Seok-Jung K et
al, 2008; Lindner U et al 2010) y fueron utilizadas para los experimentos de diferenciacion
hacia osteoblastos.

Se realizaron varios ensayos para obtener el mayor numero de células estromales de
médula dsea. En los primeros ensayos se obtuvieron pocas células, aproximadamente de 1 a 2
x 10° células, sin embargo, en los Ultimos ensayos se obtuvieron consistentemente cifras de
aproximadamente 1.5 X 10° células (figura 2a). Por otro lado, es de notar que la forma de estas

células fue de huso, semejando fibroblastos (figura 2b).

No. de células estromales
16 +

8

6

i5id m B .
o | m—

ENSAYD 1 ENSAYOZ  ENSAYO3  ENSAYD4  ENSAYDS

s
=

No. de células 1 x10%

b
Figura 2. Cuantificacién de células estromales de médula ésea. En “a” se puede observar que a medida que se
fueron practicando las repeticiones el nimero de células aumentd considerablemente, lo cual permitio llevar a
cabo los experimentos posteriores obteniendo siempre una viabilidad del 95%. En “b” se pueden observar
células de aspecto ahusado adheridas a la superficie de la caja de cultivo. El ndmero de células se cuantificé

mediante una camara de Neubauer . Fotomicrografia realizada con técnica de Relief (contraste modulado de
Hoffman, Olympus), 4X.

Con estos datos se realizaron los experimentos posteriores de este trabajo. Por otro lado,
los métodos utilizados para obtener las células fueron consistentes en cuanto a la obtencion de
nimeros de células. Es necesario agregar que la viabilidad celular también fue alta cuantificado

por la incorporacion de azul tripano, la cual fue siempre superior al 95%.
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Determinacion de proliferacion celular.
Con objeto de analizar el efecto de la proteina GFOGER sobre la poblacién de células
estromales de médula 6sea, se realizaron una serie de experimentos en los cuales se evaluaron

distintas condiciones de cultivo. Asi, se tuvieron los siguientes grupos:

1) Medio de cultivo mas suero fetal bovino al 10% (DMEM + SFB 10%) como control.

2) Acido ascorbico, dexametasona y suero fetal bovino al 10% (DMEM/AA/DX/SFB 10%).

3) Suero fetal bovino al 2% mas el péptido GFOGER (SBF2%/GFOGER).

A)Acido  ascérbico mas suero fetal bovino al 2% més GFOGER
(DMEM/AA/SFB2%/GFOGER).

5) Acido ascérbico mas dexametasona mds suero fetal bovino al 2% mdas GFOGER

(DMEM/AA/DX/SFB2%/GFOGER).

Para determinar la proliferacién celular se evalué la expresion de la proteina Ki-67 en las
células estromales de médula 6sea mediante citometria de flujo. La proteina Ki-67 es una
proteina que en los humanos esta codificada por el gen MKI67 (antigeno identificado por el
anticuerpo monoclonal Ki-67){Scholzen T et al, 2000).

Las células, después de ser incubadas en las diferentes condiciones de cultivo, fueron
aisladas y procesadas para inmunotincion. A continuacion las células fueron colocadas en un
FACScalibur (BD). El resultado fue expresado en porcentaje celular. En la figura 3 se puede
observar que al 52 dia de cultivo, con las condiciones de cultivo ya mencionadas, las BMSCs
mantenidas exclusivamente con medio DMEM y suero fetal bovino al 10 % tuvieron una
mayor proliferacion en comparacion con los otros grupos. Sin embargo, es de notar que el
grupo DMEM/AA/SFB 2%/GFOGER estd ligeramente por arriba de los otros grupos que
también tenian GFOGER. Es necesario indicar que todas las condiciones salvo el control {SFB
10%) tenian suero fetal bovino al 2%. Es bien sabido que cuando a un cultivo celular se le
incrementa la concentracion de suero fetal bovino en el medio de cultivo, en las células se

induce un incremento en la proliferacién, situacion que nosotros encontramos en este
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experimento. En la figura 3 se puede apreciar la grafica de la expresion de Ki-67 al 52 dia de

cultivo con diferentes condiciones.

EXPRESION DE Ki67

g

g

-
2

Porcentaje de células (%)

Figura 3. Grafica de proliferacion celular evaluada por la expresion de la proteina Ki-67
mediante citometria de flujo. 52 dia de cultivo. Se puede observar que las células cultivadas con suero
fetal bovino al 10% presentan una gran proliferacion. En contraste todos los otros medios de cultivo no
indujeron una proliferacion significativa. Sin embargo, la condicién que tuvo un pequeno aumento en
comparacion con las otras condiciones fue la de DMEM/AA/SFB2%/GFOGER. La diferencia no fue

significativa entre los grupos experimentales. p> 0.05 (AA: acido ascorbico; DX: Dexametasona; DMEM:
Medio minimo esencial de Dulbecco; SFB: Suero fetal bovino).

Con los datos anteriores, y debido a que cuando se reducen las concentraciones de suero
fetal bovino al 2% las células son sometidas a estrés, se disefidé otro experimento en el que
todos los medios de cultivo contuvieran suero fetal bovino al 10% con y sin GFOGER. Asi, se
cuantificé la expresién de Ki-67 mediante citometria de flujo a diferentes dias de cultivo (1, 2,
4 y 7) (figura 4). Los datos fueron expresados en porcentaje de células positivas a Ki-67. Los

datos de este experimento mostraron que hubo un incremento en todos los casos donde al
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medio de cultivo se le afiadic GFOGER. Este aumento fue significativo en todos los casos con
respecto a su control y en todos los dias de los cultivos, aunque la significancia fue menor al dia

72 de cultivo.

EXPRESION DE Ki67 SFB 10% GFOGER
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Figura. 4. Grafica de cuantificacidn de la expresidn de la proteina Ki-67 en células estromales de
médula dsea a diferentes dias de cultivo cony sin GFOGER en el medio de cultivo. 5e puede observar que en
todas las condiciones donde se agrego el péptide GFOGER al medio de cultivo, ¥ en todos los dias, seindujo un
efecto proliferativo en las células estrormales de medula osea. P<0.05. En las condicioneas de cultivo en las que
se afiadid GFOGER, ro existio significancia entre ellas a los diferantes dias. D=dias

Demostracion de la actividad enzimatica de fosfatasa alcalina en células estromales de

meédula ésea (Diferenciacion)

La enzima fosfatasa alcalina es una ectoenzima que estd presente en la membrana plasmatica
de ostecblastos. Asi, ésta enzima es un marcador de actividad osteoblastica. La presencia de |2
enzima se puede analizar de manera sencilla mediante una técnica de histoguimica enzimatica.
Con el proposito de aenalizer la actividad de los osteoblastos derivados de celulas estromales
de medula dsea. Se colocaron varios cultivos en condiciones de medio con y sin GFOGER y al
dia 14 de cultivo los cultivos fueron procesados para realizar en ellos una histogquimica

enzimatica para fosfatasa alcalina.
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Figura 5. Histoquimica enzimatica en
cultivos de osteoblastos derivados de
células estromales de médula dsea. Se
puede observar que las células cultivadas
en condiciones sin GFOGER poseen menor
actividad de fosfatasa alcalina. En
contraste, la actividad de fosfatasa alcalina
estd incrementada en las condiciones en la
que a los cultivos se les afiadié GFOGER.

En la figura 5 se puede observar la actividad de fosfatasa alcalina en distintas condiciones
con y sin GFOGER. Es de notar que en los casos en los que no se adicion6 GFOGER al medio
existen muy pocas células positivas a fosfatasa alcalina. En contraste se observd un incremento
considerable de células con actividad de fosfatasa alcalina en la condicién
DMEM/AA/DX/GFOGER. En el caso del control que sélo tuvo medio DMEM se presentaron
algunas células positivas, lo cual se puede deber a que la poblacion de células estromales es una

poblacién heterogénea y posiblemente existe la presencia de osteoblastos ya diferenciados. En
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todo caso el niumero de células con actividad de fosfatasa alcalina es mucho mayor en las
condiciones en las que se posee acido ascorbico, dexametasona y GFOGER. Por otra lado,
comparando el medio condicionado con acido ascorbico y dexametasona sin GFOGER, existen
células positivas para fosfatasa alcalina, lo cual es comprensible porque es un medio de
diferenciacion, pero otra vez el medio adicionado con GFOGER mostré mayor numero de células

positivas para fosfatasa alcalina.

Expresion de la calcificacion en células estromales de médula 6sea en cultivo.

En cultivos de células estromales de médula dsea con diferentes condiciones, se realizo la
técnica de tincion con rojo de alizarina para detectar calcificacion en las células (Figura 6). Es
necesario indicar que a estos medios de cultivo se les adiciond b-glicerolfosfato. Se demostrd
que hay una mayor intensidad y mas células teiidas de rojo, en la condiciéon que tenia

DMEM/AA/DX/GFOGER lo cual indica una mayor calcificacion.
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Figura 6. BMSCs en medio de cultivo al que se le adiciond b-glicerolfosfato (24 dias de cultivo).
Bajo diferentes condiciones de cultivo. Se observa que en la condicion de DMEM/AA/DX/GFOGER el
numero de células es mayor y con mas coloracion.
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Andamios con células estromales de médula dosea:

En este grupo de experimentos se probaron diferentes andamios con el proposito de
analizar el efecto del GFOGER sobre ellos. En este sentido, se utilizaron andamios de b-fosfato
tricdlcico, de colagena y de fibrina, construidos de la manera ya descrita, sobre los cuales las
células estromales de médula 6sea se sembraron y se analizaron a los 14 y a los 24 dias de
cultivo mediante microscopia electronica de barrido y con cortes histologicos tefiidos con
diferentes técnicas.

Los andamios de fibrina en los cuales se colocaron células estromales de médula ¢sea
resultaron en matrices estables que permitieron que las células se establecieran
profundamente colocadas entre las fibras de fibrina. Ademas se observaron estrechos
contactos entre las células y los fibras de fibrina lo cual indico que las células estaban
firmemente adheridas con el andamio circundante(figura 7). Por otro lado, se observaron
numerosas células que se encontraban presentes en la superficie sin importar el dia de cultivo
(14 6 24 dias) .

Cuando se compararon los andamios de fibrina con los de colagena y de b-fosfato
tricdlcico se ohservo que en los dos ultimos habia pocas células implantadas y que en particular
en los de coldagena s6lo se encontraban localizados en la superficie del andamio (figura 8). En el
caso de los andamios de b—fosfato tricalcico solo se observaron células a los 14 dias, mientras
que a los 24 dias de cultivo carecian de ellas, posiblemente porque las células se despegaron
del andamio (figura 9).

En los casos en los que se observaron células, como en los andamios de fibrina y de
colagena las células se observaron con viabilidad por el aspecto morfologico. De hecho la gran
mayoria de las células tenia un aspecto redondeado con pocas prolongaciones, lo cual

concuerda con las observaciones de osteoblastos en el hueso.
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Figura 7. Células estromales de médula dsea diferenciadas a osteoblastos en un andamio de
fibrina. Con microscopia de barrido se pueden observar células (a y b) de aspecto redondeado con pocas
prolongaciones distribuidas entre las fibras de fibrina a la cual estan firmemente adheridas. En c se
muestra un andamio en el que no se colocaron células. En d se puede observar un corte histolégico en el
que se localizan células de aspecto redondeado que recuerdan el aspecto que posee el tejido 6seo en un
corte realizado de manera similar (H-E)

Figura 8. Microscopia de barrido de andamios
de colagena con células estromales de médula dsea. En
a se puede observar un andamio de colagena en el que
no se incluyeron células. En by ¢ se observan andamios
en los que se incluyeron células. El aspecto de estas
ultimas es redondeado. (24 dias de cultivo).
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Figura 9. Microscopia electrénica de barrido
de andamios de b-fosfato tricalcico con células
estromales de médula dsea. En a, se puede observa
el andamio de b-fosfato tricdlcico sin células. En
contraste en b y ¢ se observan células adheridas
laxamente a este andamio (14 dias de cultivo). A los
24 dias no se observaron células en este tipo de
andamio.

Es de notar que a partir del dia 14 de cultivo en los andamios de fibrina y de colagena, las
células estromales de médula dsea cambiaron su aspecto alargado, parecido al que poseen los
fibroblastos, a una forma redondeada, rodeadas de matriz parecida a la 6sea y como si las
células estuvieran ocupando el espacios que en el hueso se les conoce como lagunas. Este
aspecto recuerda mucho al de los osteoblastos (figura 10 a y b). Este cambio fue mucho mas

notable en las células incluidas en el andamio de fibrina que en el de colagena (figura 10 c y d).
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Figura 10. Células estromales incluidas en andamios de fibrina y coldgena. En a y b se pueden
observar células de aspecto redondeado en andamios de fibrina. En c y d se observan escasas células en el
interior del andamio de colagena, observandose en mayor densidad en la superficie. ayc=H-E;byd =
Tricréomico de Masson).

El nimero de células redondeadas y con aspecto alargado se contaron en la matriz de
fibrina en diferentes condiciones de cultivo. Se consideré como una célula alargada la que

tuviera una o mas prolongaciones. Los datos se encuentran graficados en la figura 11.
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Evaluacion de células redondas en andamio de fibrina
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Figura 11. Gréfica de porcentaje de células redondas en andamio de fibrina. Se puede observar que en

todos los casos en los que se adiciond la proteina GFOGER al medio de cultivo las células tuvieron un aspecto
mas redondeado que en las condiciones en que se cultivaron en el andamio de fibrina sin el péptido GFOGER.
(24 dias de cultivo)(AA: &cido ascorbico; Dex: Dexametasona; DMEM: Medio minimo esencial de Dulbecco; G:
Con GFOGER). p <0.05

Se puede apreciar que los valores de células redondeadas estuvieron por encima del 90%
en todos los casos en donde las BMSCs fueron cultivas en presencia de GFOGER. En contraste el
porcentaje de células redondeadas fue menor al 30% en los casos de BMSCs cultivadas en
ausencia de GFOGER.

Asi, las diferentes condiciones de cultivo (con Dexametasona mas acido ascorbico, acido
ascérbico y medio de cultivo (DMEM)) no tuvieron influencia en la redondez de las células. Sin
embargo, la adicion del péptido GFOGER tuvo un efecto importante sobre la morfologia de las
BMSCs tanto a 14 dias de cultivo como a 24 dias (figuras 12 y 13). En todos los casos donde
estuvo presente GFOGER las células incluidas en la matriz de fibrina mostraron un aspecto
redondeado y muy pocas células mostraron un aspecto alargado parecido a fibroblastos. Este

hecho, sugiere un efecto inductor del GFOGER para la transformacién de las BMSCs en
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osteoblastos. En la figura 12 se pueden observar las diferentes condiciones de cultivo de BMSCs

sobre una matriz de fibrina con o sin GFOGER a los 14 dias de cultivo.

Sin GFOGER Con GFOGER

Dexametasona /AA

Figura 12. Cultivos de células estromales de médula ésea en un andamio de fibrina con GFOGER y
sin GFOGER. Claramente se observa que en las condiciones en las que se le adiciond la proteina GFOGER al
medio de cultivo el aspecto de las células tendid a ser redondeada. 14 dias de cultivo. Fotomicrografia
realizada con técnica de Relief (contraste modulado de Hoffman, Olympus) con un microscopio invertido,
40X. AA: acido ascorbico; DMEM: Medio minimo esencial de Dulbecco.

El aspecto redondo se conserva a los 24 dias y es de notar que no hubo cambios en el
aspecto morfoldgico de las células cultivadas en andamio de fibrina con el péptido GFOGER, a

pesar de que el medio contuviera dexametasona o no (figura 13).
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Figura 13. Andamios de fibrina con células estromales de médula ésea con GFOGER, 24 dias de
cultivo. En ambas figuras se puede apreciar el gran aspecto redondeado que se conserva hasta el dia 24 de
cultivo a pesar de que contiene dexametasona el cultivo de la figura de la derecha.

Diferenciaciéon y evaluacion de la actividad de osteoblastos a partir de células
estromales de médula 6sea.

La diferenciacion de los osteoblastos se comprobé mediante la expresion de
osteopontina, que es un marcador temprano de diferenciacién a osteoblastos. La
osteopontina es una una fosfoproteina capaz de unirse al calcio, ya que tiene una elevada
afinidad hacia la hidroxiapatita y juega un papel importante en la mineralizacion del
hueso.

Cuando se realizaron ensayos por citometria de flujo para evaluar la expresion de
osteopontina en las células estromales de médula 6sea que fueron cultivadas en la matriz
de fibrina se observé que en todos los casos las células fueron positivas. Sin embargo, en
las matriz de fibrina con DMEM/AA/DX/GFOGER la expresion de las células osteopontina
positivas fue mayor y fue significativa con respecto al control (figura 14a). Por otro lado,
en la misma grafica se muestra que DMEM/AA/DX/GFOGER muestra significancia con

respecto DMEM/AA/DX. También se puede observar una fotomicrografia de la
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inmunohistoquimica contra OPN del grupo DMEM /AA/DX/GFOGER tanto en el andamio

de fibrina (figura 14b) como en células cultivadas sobre la caja petril (figura 14c).

EXPRESION OPN g
801

Porcentaje de células ( % )

Figura 14. Expresién de osteopontina en células estromales de médula ésea (24 dias de cultivo). Se
puede observar que hubo diferencia significativa entre DMEM GFOGER/AA/DX & el control y DMEM
GFOGER/AA/DX & DMEM/AA/DX p< 0.05{a). En b yc se obseva una fotomicrografia de inmunohistoquimica
contra OPN, las marcas cafes indican la positividad de las células. (b) BMSCs cultivadas en andamio de fibrina
v (c) BMSCs cultivadas sobre caja petril (AA: dcido ascorbico; DX: Dexametasona; DMEM: Medio minimo
esencial de Dulbecco)

Se decidio evaluar procoldgena | como un marcador de actividad celular para demostrar
que las células incluidas en los andamios estan viables y funcionales.

Por lo que se evalud la expresion de procolagena tipo | mediante citometria de flujo en las
células que fueron incluidas en andamios de fibrina con y sin GFOGER adicionado al medio de
cultivo. Se observé que no hubo diferencia significativa en la expresion de procolagena | en las

distintas condiciones de cultivo entre los 7 v los 24 dias de cultivo (figura 15a). Pero al evaluar la
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expresion de procolagena | entre las distintas condiciones experimentales a los 24 dias se
encontré que hubo diferencia significativa entre los grupos DMEM/AA/DX/GFOGER con
respecto al control y DMEM/AA/DX/GFOGER & DMEM/AA/DX . p< 0.05 (figura 15b).

COMPARACION DE LA
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Figura 15. Expresién de procoldgena | en células estromales de médula dsea cultivadas en andamios de
fibrina y con diferentes condiciones de cultivo. (7 y 24 dias). Es de notar que a los 7 y 24 dias no hubo diferencia
entre la expresion de procoldgena | en los medios adicionados con y sin GFGER(a). Sin embargo en b podemos
observar que hay diferencia significativa entre DMEM/AA/DX/GFOGER & el control y DMEM/AA/DX. p <0.05. (AA:
acido ascorbico; DX: Dexametasona; DMEM: Medio minimo esencial de Dulbecco)

Cuando se analizaron las células doble positivas para osteopontina y procolagena | se
encontro que hay diferencia significativa entre las células doble positivas que fueron cultivadas
en DMEM/AA/DX/GFOGER y DMEM/AA/DX (figura 16). También hubo diferencia significativa en
las células que fueron cultivadas con DMEM/AA/DX/GFOGER con respecto al control (figura 16).

Se concluyd que las células BMSCs, se han diferenciado a osteoblastos en los grupos en los que

se colocd GFOGER evaluando la expresion de OPN y procolagena .
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Figura 16. Coexpresion de osteopontina y procolagena | en células estromales de médula
6sea cultivadas en andamios de fibrina con y sin GFGER. a: DMEM/AA/DX/GFOGER y DMEM/AA/DX
tuvieron diferencia significativa contra el control (0.03, Dunn); b: diferencia significativa (0.03 T-
Student).(AA: acido ascorbico; DX: Dexametasona; DMEM: Medio minimo esencial de Dulbecco).

Calcificacion
Se realizaron experimentos para detectar calcificacion en los cultivos de BMSCs
En cada grupo se evalud la precipitacion de calcio por técnica de vonKossa (figura 17). La
valoracion de la calcificacion fue realizada por medio de un observador externo el cual indicé

por medio de cruces (+) la intensidad del depésito, siendo +++ la mayor, ++ la intermedia, + la

menor y — la negatividad.

Condicion GFOGER Intensidad
1 DMEM /AA/DX Si ++4
2 DMEM /AA Si +
3 DMEM /AA/DX No ++
4 DMEM No -
CONTROL
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Figura 17. vonKossa. Se puede observar las células dentro del andamio de fibrina en
una tonalidad café/negro en 1y 2 en 3 se puede apreciar que la coloracion café/negro es
mas tenue; mientras que en 4 las células se ven rosas.
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Cuantificacion de Ca++ por dispersion de rayos X

El microandlisis de rayos X es una técnica cuantitativa basada en el analisis de elementos
especificos en una muestra mediante rayos X generados por un haz de electrones en un
microscopio electrénico de barrido. Esta técnica permite el analisis de mas de un elemento al
mismo tiempo en células individuales (Arrebola et al, 2005). Con el propésito de cuantificar la
concentracién de calcio en las diferentes condiciones de medio, se realizd un dispersién de
rayos X en matriz de fibrina que estaba circundado a las células. En la figura 18 se encuentra una

grafica donde se muestra los valores de Ca++ en tres diferentes condiciones.

EXPRESION DE CALCIO EN BMSCs CULTIVADAS EN UN ANDAMIO DE

FIBRINA
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Figura 18. EDX. Muestra la concentracién de calcio en andamios de fibrina a 24 dias
de cultivo en 3 distintas condiciones.
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DISCUSION

Los datos presentados en esta tesis demuestran que en presencia del péptido GFOGER,
mimético de colagena |, se incrementa la proliferacion, diferenciacion y calcificacion de
osteoblastos derivados de células estromales de médula ésea que fueron o no incluidos en una
matriz de fibrina.

En los ultimos afios se han buscado nuevas alternativas de tratamiento para reemplazar al
tejido 6seo afectado por patologias adquiridas o congénitas, tales como traumas, tumores o
infecciones. En particular en odontologia, con frecuencia se necesitan realizar procedimientos
en los cuales la reparacion ésea es indispensable con el propdsito de restablecer la
funcionalidad del aparato estomatognatico. Asi, en algunos casos, se realizan procedimientos de
reseccion, o reconstruccion de hueso, haciéndose necesarios implantes de diferentes
materiales biolégicos y no biologicos (ltthichaisri C, et al, 2007). Los resultados del presente
estudio aportan alternativas de tratamiento para estos fines.

Desde hace afios se han utilizado cultivos de células estromales de médula osea para
obtener osteoblastos con resultados variables y no siempre reproducibles, debido a la gran
heterogeneidad de las poblaciones contenidas en la médula oOsea. Sin embargo, en los
resultados obtenidos en esta tesis se consiguid obtener una poblacién relativamente
homogénea de células estromales (1.5X106) que de manera selectiva se diferencia a
osteoblastos. Lo anterior se logré, de manera sencilla, mediante el cambio frecuente de medio
de cultivo {Diaz L.M et al, 2007). Con esta metodologia los experimentos fueron reproducibles y
consistentes para la obtencion de osteoblastos.

En ingenieria de tejidos no solo se necesitan las células diferenciadas, sino que también se
requiere de andamios que les proporcionen el soporte necesario para que puedan tener la
prestancia morfologica y funcional para reparar o sustituir a los tejidos dafiados. En este
sentido se han utilizado diferentes lineas y células incluidas en andamios de policaprolactona
(PCL), acido L-polilactico (PLLA), fibrina, colagena, b-fosfato tricalcico {(b-TCP), hidroxiapatita
(HA) y distintas mezclas de ellos con el proposito de optimizar la adhesion, diferenciacion y

viabilidad celular. Aunado a ello se han buscado péptidos que modulen el funcionamiento y
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crecimiento celular. Razéon por la cual se decidié investigar si el péptido GFOGER tiene esta
capacidad.

En el presente trabajo, se utilizaron tres diferentes tipos de andamios a los que se les
afiadio GFOGER, donde se colocaron a las células estromales de médula 6sea. La adherencia e
integracién de las células en los andamios fue diferente en los tres casos. Con respecto a las
células que fueron colocadas en los andamios de b-TCP no se observo una buena adherencia,
aun en la presencia del péptido GFOGER. Es de notar que sélo se observaron escasas células
adheridas laxamente a los 14 dias de cultivo, mientras que a los 24 dias de cultivo no se
observaron (fig. 9) Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos por Hennessy K et al
(2009) en los que utilizaron andamios de HA cubierto con GFOGER donde observaron una
escasa adherencia celular. Probablemente, en nuestro caso la falta de adhesion celular en los
andamios de b-TCP se deba a dos situaciones: 1) que este biomaterial absorbié muy poco al
péptido GFOGER vy, 2) la rapida desintegracion del biomaterial en el medio de cultivo. Con
respecto a éste Ultimo punto, se ha clasificado al b-TCP como un material biodegradable lo cual
corroboramos ya que en varios de los experimentos el tamafio de las particulas de este material
se iban haciendo mas pequefias conforme avanzaban los dias de cultivo. Por otro lado, es
necesario considerar que la cubierta de GFOGER sobre el andamio de b-TCP fue realizada de
manera pasiva y sélo durante algunos minutos. En contraste, Dobler D et al (2004) realizaron las
cubiertas de GOFER en andamios de titanio y de HA durante toda la noche a 37 °C obteniendo
resultados aceptables.

Con respecto a los andamios construidos con una base de coldagena y cubiertos con
GFOGER en los cuales se colocaron BMSCs se observé que habia células adheridas a los 14 y 24
dias de cultivo, sin embargo estuvieron localizadas exclusivamente en la superficie del andamio
(figs 8, 10c,d). Esta observacién sugiere que la consistencia y grosor de las fibras del andamio de
colagena, que fue obtenido de dermis desvitalizada de ratén, no es la adecuada para permitir la
penetracion de las BMSCs en ellos y su posterior diferenciacion hacia osteoblastos. Es posible
gue si se preparan andamios de colagena de otra manera haria posible que las células migraran

con mayor facilidad.
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Con relacion al andamio de fibrina en el cual se disolvio el péptido GFOGER, las BMSCs se
distribuyeron de manera homogénea en todo el andamio y se observaron fuertemente
integradas al mismo (figuras 7, 10a y b, 12 y 13 ). Estos andamios demostraron que pueden
soportar el crecimiento y diferenciacion de células, ademas de ser biocompatibles y de bajo
costo, por lo que se eligié este andamio para diferenciar a las BMSCs a osteoblastos en los
experimentos de este trabajo.

La fibrina se ha usado como andamio, en el cual se han colocado diferentes tipos
celulares, entre ellos cultivos de condroblastos para regeneracion de cartilago. Estos andamios
ha sido construidos tomando como base una solucién concentrada de fibrinégeno y trombina
(Tisseel® Bexter Inc., Corea) (Kim SJ et al, 2009), o andamios mixtos de fibrina con acido
polilactico-glicélico (Munirah $ et al 2008). Ambos andamios han permitido el crecimiento
celular y recuerdan morfolégicamente al cartilago. También se han cultivado BMSCs en
andamios de fibrina con diferentes concentraciones de fibrinogeno en los cuales la proliferacion
celular y la diferenciacién hacia osteoblastos se demostrd en concentraciones de fibrindgeno de
1.5 a 3%, pero no en las que tenian un andamio con una concentracion de 6% de fibrindgeno
(Trombi L et al, 2008). Es necesario hacer notar que la concentracion de fibrindégeno inicial antes
de ser disuelta en porcentaje era de un rango de 40 a 78 mg/mL. En contraste con nuestro
trabajo las concentraciones de fibrinégeno son del orden de 4 a 9 mg/mlL, un orden
evidentemente mucho menor, pero que permitié un adecuado crecimiento y diferenciacion de
las BMSCs hacia osteoblastos. Por otro lado, es de notar, por los datos de Trombi, que la
concentracion de fibrinégeno es determinante para el crecimiento celular, situacion que es
necesario tomar en cuenta para futuros experimentos y procedimientos para construir hueso
con este tipo de andamios. Ademas, previo al proceso de polimerizacion del fibrinégeno, las
células quedan incluidas dentro del andamio, permitiendo su distribucién homogénea vy
posterior crecimiento y diferenciacion. Por otro lado, también es necesario tomar en cuenta el
costo de los andamios. En los estudios de Kim SJ et al (2009), Munirah S et al {2008) y Trombi L
et al (2008) se utilizaron geles de fibrina de manufactura comercial lo cual necesariamente eleva

el costo de fabricacion de los constructos. En cambio nosotros utilizamos como fuente del

68



fibrinégeno plasma sanguineo obtenido de bancos de sangre de algunos hospitales, lo cual
disminuye el costo.

Otro factor que debe ser tomado en cuenta es la flexibilidad del andamio para la
fabricacion de los constructos. Asi, si las células son colocadas en andamios flexibles que
permitan la migracion y establecimiento de contactos intercelulares permitirdn un mejor disefio
gue se parezca al del tejido original. Por otro lado un material de esta naturaleza facilita el flujo
de iones, nutrientes y de citocinas permitiendo que las células se adapten a las condiciones de
cultivo y lleven a cabo su funcién. En este sentido, con objeto de modificar la flexibilidad de
andamios cilindricos de PCL se les afiadio la molécula F127, que es un compuesto plurénico con
propiedades de detergente de baja toxicidad, para reducir la viscosidad y proveer de
hidrofilicidad al andamio. Al analizar la diferenciacién observaron que la adherencia vy el
crecimiento celular dentro del andamio fue maxima a los 56 dias (Oh SH. et al , 2006). Por otro
lado, Mattii L et al (2008} utilizaron PLLA mezclada con gelatina de colagena de bovino, con lo
cual mejoraron las propiedades del biomaterial con objeto de implantar células en él. Ellos
observaron que el material era flexible y encontraron que una alta adhesion de BMSCs por el
andamio, ademas de una adecuada proliferacion y diferenciaciéon hacia osteoblastos. Con
respecto a nuestros resultados, los andamios de fibrina han demostrado una gran flexibilidad y
ademas permiten el paso adecuado de nutrientes y citocinas. Asi, en nuestro caso, la
proliferacion y diferenciacion se logré de manera satisfactoria, incluso a menor tiempo que el
reportado por Oh SH. Et al, {2006), donde observaron una diferenciacion de BMSCs a los 56 dias,
mientras que nosotros lo observamos a los 24 dias. De esta manera, consideramos que los
andamios de fibrina son los mejores para el proceso de crecimiento y diferenciacion de BMSCs
hacia osteoblastos.

Una condicién fundamental para fabricar constructos oseos es la proliferacién de las
células a diferenciarse, la cual depende de las condiciones del cultivo. Asi, nosotros observamos
gue las BMSCs proliferan significativamente en presencia de SFB al 10% y cuando se cultivan con
SFB al 2% no lo hacen, demostrado mediante la expresion del antigeno Ki-67 por citometria de
flujo. Cuando al medio de cultivo se le afiadié el péptido GFOGER, en aquellos que tenian SFB al

10% la proliferacion se incremento y se encontro significancia, sin embargo, los cultivos con SFB
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al 2% permanecieron sin cambio, atin con la adicion del péptido GFOGER (figs. 3 y 4). Lo anterior
quizas se deba a que las condiciones de cultivo no son las optimas ni semejan las
concentraciones de nutrimentos en las que estan las células in vivo. Nuestros resultados son
similares a los de los experimentos realizados por Reyes K et al (2003, 2004 y 2007) y Popova §
et al (2007) donde las condiciones de cultivo fueron semejantes y donde el péptido GFOGER
incrementé el indice de proliferacion de BMSCs.

El péptido GFOGER, como ya se comentd, es un péptido mimético de la colagena que se
une a proteinas transmembranales especificas llamadas integrinas, de manera concreta a las
alBl, a2pf1, alOB1 y allpl. Estas integrinas in vivo se unen a proteinas de matriz extracelular,
como la coldgena, con las cuales interaccionan proveyendo las capacidades morfologicas y
funcionales de las células. Por ejemplo, se sabe que los osteocitos responden a estimulos que
causan tension en el hueso, a través de su unién con colagena, liberando monofosfato de
adenosina ciclico (AMPc), osteocalcina y factor de crecimiento similar a insulina. La liberacion de
estos factores facilita la incorporacién de preosteohblastos que favorecen el remodelamiento del
esqueleto (con la adicion de mas hueso). De manera similar, se ha demostrado que el péptido
GFOGER, al unirse a las integrinas de membrana de las BMSCs, induce un efecto de proliferacion
y diferenciacion (Reyes C, et al. 2003, 2004 y 2007; Popova S, et al 2007). Nuestros resultados
concuerdan con estos datos.

Por otro lado, es necesario comentar con relacion a la diferenciacion celular es importante
gue el medio osteoinductor incluye acido ascorbico 2- fosfato, b-glicerol fosfato, dexametasona
y concentraciones apropiadas de 1,25-dihidroxi vitamina D3 con el objeto de desarrollar el
fenotipo osteoblastico (Heinemann C et al 2011). Sin embargo, Atala A et al (2002) ha observado
que el b-glicerol fosfato no influye ni en la diferenciacion ni en la proliferacion celular. Debido a
lo anterior nuestros experimentos de proliferacion y diferenciacién no incluyeron b-glicerol
fosfato. Como marcadores de diferenciacion de BMSCs a osteoblastos se emplearon
osteopontina (OPN) y la demostracion de actividad enzimatica de fosfatasa alcalina; asimismo
se considerd la sintesis de procolagena tipo | como marcador de actividad celular.

La osteopontina (OPN) es una proteina de adhesion extracelular que es muy abundante en

el hueso y es sintetizada por preosteoblastos, osteoblastos y osteoclastos. En osteoblastos la
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expresion de osteopontina es regulada por factores de diferenciacion y crecimiento (Beck G et
al 2000). Es de notar que esta proteina se expresa de manera temprana en células que se estan
diferenciando hacia osteoblastos. Cabe sefialar que el GFOGER se une a los mismos receptores
de integrinas, a8, , o048, para la activacion de sefiales intracelulares que median la
diferenciacion celular a osteoblastos (Oldberg A et al, 1986; Smith JH et al, 1987; Patarca R et al,
1989; Denhardt DT, 1993;0'Regan AW et al 2000; Denhardt DT et al 2001). Nuestros resultados
mostraron una mayor expresion de osteopontina en BMSCs a los 24 dias de cultivo en presencia
de GFOGER en el medio de cultivo. Esta expresion indico que las BMSCs se habian diferenciado
hacia osteoblastos, como ya se comento con anterioridad. Ahora bien, este hallazgo es de notar
porque entonces GFOGER debe ser considerado como un inductor de diferenciacion de BMSCs
hacia osteoblastos, tal y como lo sugiere Reyes C et al (2007). En contraste, la expresion de
osteopontina en osteoblastos diferenciados de BMSCs en ausencia de GFOGER en los medios de
cultivo es significativamente menor (Trombi, 2008). En este sentido, el proceso de
diferenciacion de osteoblastos para ser utilizados en medicina regenerativa se podria acelerar
con la adicion de GFOGER al medio de cultivo o cubriendo los andamios donde las células serdn
colocadas. Por ejemplo, en la actualidad los protocolos que utilizan elementos celulares para
reparar fracturas éseas o procesos degenerativos 0seos necesitan de aproximadamente 6
semanas de cultivo {Beauchamp RD, 2007). Con la adicion de GFOGER dicho tiempo puede
reducirse dependiendo del biomaterial utilizado y la concentracién de GFOGER, situacion que
proximamente analizaremos.

Otro parametro de importancia para identificar diferenciacion celular osteobldstica es la
expresion de fosfatasa alcalina va que es un marcador temprano de diferenciacion celular. La
actividad de esta enzima se puede evidenciar partir de los 7 dias de cultivo de células que se han
diferenciado diferenciando en osteoblastos (Wang A et al 2010) Las fosfatasas se clasifican en
acida o alcalina y ambas catalizan la hidrolisis de monoésteres de fosfato dependiendo del pH,
permitiendo que en la matriz organica 6sea se precipiten sales de fosfato de calcio. Nuestros
resultados mostraron la presencia de células positivas para fosfatasa alcalina, sin embargo,
aquellos cultivos a los que se les afiadio GFOGER tuvieron mas células positivas (fig. 5). Es cierto

gue este dato es observacional ya que no se cuantifico el nimero de células positivas, pero es
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evidente, como se ilustra en la figura 5, que son muchas mas. Ahora bien, tomando esta
observacion junto con los datos de mayor expresion de osteopontina en células cultivadas en
presencia de GFOGER, corrobora que el péptido GFOGER induce un incremento en la
diferenciacién hacia osteoblastos. De hecho, otros investigadores (Diaz LM et al 2007) han
encontrado esta actividad enzimatica en osteoblastos hasta los 23 dias, lo cual favorece la idea
de que es necesario utilizar el péptido GFOGER para optimizar la diferenciacion de BMSCs hacia
osteoblastos.

Para obtener resultados optimos en medicina regenerativa, las células que se han de
utilizar deben de tener las prestancias funcionales adecuadas. Es asi que en este trabajo se
evalué la sintesis de procolagena | como indicador de actividad celular. Estd molécula,
precursora de la colagena, es escindida una vez que es secretada dando lugar a la tropocolagena
la cual se ensambla para formar la molécula caracteristica de la colagena (Terraz C et al 2001).
En el presente trabajo se evalud, mediante citometria de flujo, el porcentaje de células que
sintetizaban procoldgena 1 en BMSCs a los 7 y 24 dias en presencia o ausencia de GFOGER en el
medio de cultivo. Los datos no mostraron diferencias entre los 7 vy 24 dias de cultivo en todas las
condiciones, sin embargo dentro del grupo de 24 dias, si hubo una mayor expresion de la
procolagena 1 en aquellos cultivos celulares a los que se les habia afiadido GFOGER (fig. 15). Lo
anterior sugiere que el péptido GFOGER incrementa la actividad celular medido esto por la
sintesis de procolagena. En este sentido es necesario hacer dos consideraciones: 1) es necesario
recordar que diferentes células pueden producir procolagena 1 y no solo las de la linea
osteoblastica y, 2) pudieran existir otros marcadores de actividad celular, ademas de la
procolagena 1, que pudieran evidenciar otros funciones a ser evaluadas. Con respecto al primer
punto demostramos que un 60 al 70% de células cultivadas en presencia de GFOGER en el
medio de cultivo expresaron positividad para osteopontina y procolagena 1, indicando que la
gran mayoria de las células eran osteoblastos. Con respecto al segundo punto, otro indicador
importante de funcionalidad es la capacidad de division celular, condiciéon que quedo
demostrada en los experimentos que se realizaron para evidenciar la expresiéon del antigeno Ki-
67. Asi, tomando en conjunto la capacidades de sintesis de procolagena 1 y de divisién en las

células cultivadas en presencia de GFOGER, sugiere que las condiciones de cultivo celular
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desarrolladas por nosotros fueron favorables para la actividad celular y podrian ser utilizadas en
medicina regenerativa.

Con relacion a la calcificacién de la matriz extracelular, este es un fenémeno que se lleva a
cabo normalmente en el tejido 6seo, por ello en el presente trabajo se decidid también evaluar
este proceso mediante dos técnicas, la de von Kossa y la de rojo de Alizarina en cortes
histolégicos y cultivos, respectivamente (Trombi L et al {(2008).

La técnica de von Kossa es involucra una reaccion en la que se precipitan iones de plata
producto de la degradacion fotoliminica de fosfato de plata. De esta manera estos iones de
plata localizan los sitios donde hay sales fosfato de calcio. Es necesario indicar que esta técnica
es altamente confiable y reproducible. Por otro lado, el colorante rojo de Alizarina (1,2-
dihidroxiantraquinona) se obtiene de raices de plantas y es un compuesto organico, cuya
formula es CisHgOs. Este colorante se ha utilizado ampliamente para identificar calcio,
coloredandolo de rojo. La técnica de von Kossa fue utilizada en cortes de constructos 0seos de
parafina y la técnica de rojo de Alizarina se empled en cultivos de células. La razén de lo anterior
se debid a la intencion de corroborar los precipitados de calcio con dos tipos de técnicas
diferentes y comprobar que efectivamente habia estos depositos de calcio. En los cortes
histologicos de los andamios de fibrina que incluyeron BMSCs y que fueron tefiidos con von
Kossa se observo que, en cultivos de mas de 24 dias, aquellos a los que se les afiadio el péptido
GFOGER mostraron un mayor precipitado de calcio en contraste con aquellos a los que no se les
habia afiadido GFOGER al constructo (fig. 17). Con relacion a los cultivos celulares incubados con
y sin GFOGER, la tincion de rojo de Alizarina mostré el mismo resultado que en los andamios (fig
6). Estos datos sugieren que en las condiciones de cultivo, tanto en andamios de fibrina como en
cultivo celular, se indujo calcificacion. Es necesario hacer notar que la valoraciéon de la
calcificacion fue realizada por medio de un observador externo el cual indico por medio de
cruces (+) la intensidad del depésito, por ello en se ha considerado realizar un analisis a través
de citometria estatica mediante un software de anadlisis de imagenes. Por otro lado, tamhién se
realizé un microanalisis mediante energia de dispersion de rayos X. En este analisis, que solo se
realizé uno, se confirmé un aumento de presencia de calcio en un constructo de fibrina al que

se le afadio GFOGER. Esta prueba es la mas poderosa herramienta disponible en la actualidad
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para cuantificar la composicion de elementos totales, haciendo posible la determinacion
simultanea de Ca, P, Mg, K, Na y Cl a nivel celular. Es necesario realziar mds ensayos con esta

téncia para verificar su significado en nuestro modelo de constructos 6seos.

CONCLUSIONES
Las BMSCs se han diferenciado en osteoblastos tanto en los andamios de fibrina como en cultivo
celular, debido a:
* |aforma celular
* Al proceso de calcificacion
*  Expresion de fosfatasa alcalina

* Expresion de osteopontina & procolagena |

Esta diferenciacion esta incrementada en las BMSCs/Dx/AA tanto en andamios de fibrina como

en cultivo celular en presencia de GFOGER.

Esta situacion puede deberse a la estimulacion del GFOGER al unirse a sus receptores.
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Anexo

Medio de Expansidn
* DMEM 90ml

« SFB 10ml
¢ Ab (estreptomicina, penicilina y anfotericina Beta) 1ml

Medio de diferenciacién a osteoblastos

« DMEM 90ml

* SFB 10ml

¢ Ab 1ml

¢ Acido Ascorbico 50microgramos/ml o 0.005g

* Dexametasona 10nM o 13 microlitros de sol 1:100

Solucién para cosecha
s PBS 100 ml

» Tripsina 0.05%
e EDTA 0.02%

Despegar celulas estromales.

Verseno

* Tris base 3.04 gr.

* Cloruro de sodio 8 gr.

* Cloruro de potasio 0.4 gr.

*EDTA 0.2 gr.

* Agua destilada 1L

Solucion de tripsina al 0.4 % con Verseno en una proporcion 1: 5 durante 10 min.

Fibrina

* Cloruro de Sodio 0.9%

» Citrato de Sodio 0.1%

* Cloruro de Calcio 1%

¢ Ac. Tranexamico 100 mg por mililitro.

HBSS (Solucién Salina Balanceada de Hanks}

* Cloruro de Potasio 0.4 g

» Fosfato de Potasio mono basico 0.06 g.
* Cloruro de Sodio 8 g.

* Bicarbonato de Sodio 0.35g

» Fosfato de Sodio dibasico 0.048 g
*Glucosa 1g

s Agua 1L

Solucion PBS {Amortiguador Salino de Fosfatos)



® Fosfato de Potasio 0.21g
* Fosfato de Sodio 0.726g
* Cloruro de Sodio 9g

* Agua destilada 1L

Fijador

* Formol 10%

Buffer de lisis de eritrocitos

¢ Cloruro de Amoni 0.15M / 8.29g

* Bicarbonato de Potasio 10mM /f1g
« EDTA 0.1mM / 0.037g

Rojo de Alizarina
1.- Desparafinar e hidratar hasta agua destilada.

2.- Incubar la solucion de rojo de alizarina S al 2% pH 4.2 por 5 min.
3.- Examinar en el microscopio.
4.- No contrateiiir.

Fosfatasa alcalina

1.- Desparafinar e hidratar hasta agua destilada.

2.- Preincubar toda la noche las muestras con cloruro de magnesio en un amortiguador de
Tris Maleato 100mM (pH 9.2).

3.- Incubar por 2 horas a temperatura ambiente la solucion de sustrato de fosfatasa
alcalina (preparada con 100mM de tris maleato que contenga 0.2 mg/ml de naphthol AS-MX y
0.4 mg/ml de Fast Red TR).

4.- Lavar con agua destilada y contratefiir.

Solucidn de lisis de células rojas de sange para citometria de flujo
1. Cloruro de amonio 0.15M
2. Bicarbonato de poasio 10mM
3. EDTAO.1nM
4. Agua destilada 1L
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