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Resumen

El tejido dseo es un tejido conjuntivo especializado cuya matriz extracelular se encuentra
calcificada donde se encuentran embebidas las células osteobldsticas que lo secretan.
Este tejido presenta una estructura jerdrquica donde el 90% se encuentra a manera de
fibras formadas por proteinas como el coldgeno y el 10% restante por nanocristales de
hidroxiapatita y proteinas no colagenas.

En procesos patoldgicos y/o traumaticos la organizacion estructural se pierde y cuando
el defecto es demasiado grande no logra recuperarse por si solo. Por ello, la busqueda
de nuevas estrategias para tratar de regenerar este tejido a partir del campo de los
biomateriales se llevd a la denominada ingenieria de tejidos definida como el campo que
lleva a la practica la combinacion de andamios, células y moléculas biolégicamente
activas con la finalidad de crear tejidos funcionales. Sin embargo, los enfoques actuales
sobre la utilizacion de dichas practicas en la ingenieria de tejidos, posee enfoques en
una o dos dimensiones, que presentan una serie de desventajas como el hecho de no
conseguir mimetizar al completo la estructura jerarquica tridimensional del hueso
cuando las células se encuentran bajo cultivo celular. Por lo cual, la ingenieria de tejidos
estd comenzando a investigar el uso de nuevas técnicas de cultivo 3D que poseen varias
ventajas frente a los cultivos 2D o de monocapa, como el hecho de reflejar los gradientes
moleculares, las interacciones célula-célula y célula-matriz extracelular (ECM).

En este trabajo de investigacidn uno de los objetivos fue implementar una estrategia de
cultivo celular de esferoides 3D. El método de cultivo seleccionado para dicho fin fue el
de levitacion magnética utilizando nanoparticulas de magnetita (NP-Fe304). Las NP-
FesOs al interaccionar con osteoblastos humanos permiten ensamblar tejidos
multilinajes estratificados secuencialmente como modelos de cultivos esferoides 3D
como una futura aplicacion en el campo de la regeneracién de tejidos mineralizados.
Los esferoides 3D formados mostraron una proliferacién celular ideal, indicando que la
utilizacién del campo magnético para inducir la levitacién del cultivo celular no afecta la
proliferacion celular. Asimismo, los esferoides fueron observados por microscopia
Optica y microscopia electrdnica de barrido (SEM) para caracterizar el microtejido éseo

establecer sus tamafios y observar su morfologia. Por ultimo, se analizé la expresidn de
|
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las proteinas no coldgenas que juegan un papel esencial en la regeneracién ésea como
osteopontina (OPN), sialoproteina dsea (BSP) y osteocalcina (OCN) mediante
inmunocitoquimica. Nuestros resultados indican que la implementacion del cultivo
celular en levitacién magnética para generar esferoides 3D son de facil manipulacién en
los cultivos celulares, permiten el desarrollo de microtejidos complejos y que tendian
una aplicacion directa en las estrategias de regeneracién ésea o de diversos tejidos del

cuerpo humano como sistema nervioso, muscular o piel.
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Abstract

Bone tissue is a specialized connective tissue with a calcified extracellular matrix where
the osteoblastic cells that deposit are embedded. This tissue has a hierarchical structure
where 90 % is found as random fibers formed principality by collagen and the remaining
10 % by hydroxyapatite nanocrystals and non-collagen proteins.

In pathological and/or traumatic processes the structural organization is lost and when
the defect is too large, it could not recovery by its own. Therefore, the search for new
strategies to try to regenerate this tissue from the field of biomaterials led to the so-
called tissue engineering (IT) defined as the field that leads to the practical combination
of scaffolds, cells and biomolecules in order to create a functional tissue. However, the
current approaches in the IT is the use of one or two-dimensional cell cultures which
have several disadvantages such as the failure to completely mimic the three-
dimensional hierarchical structure of bone when the cells are located under cell culture.
Therefore, IT is beginning to investigate the use of new 3D culture techniques that have
several advantages over 2D or monolayer cultures, such as reflecting molecular
gradients, cell-cell and cell-extracellular matrix interactions (ECM).

In this research work one of the main objectives was to implement a strategy of 3D cell
culture to form a specific spheroid. The culture method selected for this purpose was
magnetic levitation using magnetite nanoparticles (NP-Fes04). NP-Fes0s when
interacting with human osteoblasts allow to assemble sequentially stratified
multilineage tissues as 3D spheroidal culture models as a future application in the field
of mineralized tissue regeneration.

The 3D spheroids formed showed an ideal cell proliferation, indicating that the use of
the magnetic field to induce the levitation of the cell culture does not affect cell
proliferation and growth of the microtissue. Moreover, the spheroids were observed by
optical microscopy and scanning electron microscopy (SEM) to characterize the bone
microtissue to establish its sizes and observe its morphology. Finally, we analysed the
expression of non-collagen proteins that play an essential role in bone regeneration such
as osteopontin (OPN), bone sialoprotein (BSP) and osteocalcin (OCN) by

immunocytochemistry. Our results indicate that the implementation of cell culture
|
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under magnetic levitation to generate 3D spheroids are easily manipulated in cell
cultures, allow the development of complex microtissues and could have a direct
application in the strategies of bone tissue regeneration or move the application of

levitation culture of several tissues of the human body as neuron, muscle, skin, etc.
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Las definiciones encontradas para el tejido dseo son varias y una de las mas utilizadas es
la proporcionada por (Leslie p. & Hiatt, 2008), la cual define el hueso como un tejido
conjuntivo especializado cuya matriz extracelular esta calcificada e incluye las células
que lo secretan. A pesar de que el hueso es una de las sustancias mas duras del
organismo humano, es un tejido dinamico que cambia de forma constantemente en
relacién con las fuerzas que soporta (Leslie p. & Hiatt, 2008). Este tejido posee, ademas,
la capacidad de regenerase tras un trauma o por alguna lesidn causada siempre y cuando
no sea un defecto 6seo donde el proceso regenerativo no puede llevarse a cabo. Cuando
esto sucedo, es muy comun la utilizacién de injertos éseos para la regeneracién y
formacién de hueso nuevo, con el objetivo de ser lo suficientemente similar al tejido
original (Galldn, et al., 2017). La alta frecuencia de aparicion de defectos dseos ha hecho
necesaria la existencia de Bancos de huesos a nivel mundial, donde en Espafia, a partir
del 2006 se han registraron hasta mas de 80 bancos, llevando al tejido dseo ser el
segundo tejido con mayor demanda en cuanto a trasplantes y en México sigue la
tendencia de considerarse uno de los tejidos con mayor demanda, por lo cual hay un
auge en la investigacién en el desarrollo de nuevos materiales y técnicas tanto de
sintesis como de cultivos, con el objetivo de regenerar el tejido éseo (San Julian &
Valenti, 2006) (Kotela, et al., 2009). Cabe destacar que, aunque se espera un éxito a la
hora de reemplazar y regenerar el tejido éseo por estas estrategias, no todos los
materiales sintetizados son aptos para este cometido, por ejemplo, los materiales
metalicos o poliméricos presentan varias deficiencias con respecto a la rigidez y
resistencia cuando son comparados con las propiedades del tejido natural (Kotela, et al.,
2009).

En general la mayor parte de técnicas utilizadas actualmente van en la direccién de
formar andamios que deben poseer varias caracteristicas importantes:
biocompatibilidad, resistencia mecdanica y una porosidad éptima e interconectada para
la siembra celular, transporte de nutrientes y oxigeno, y la capacidad de unirse a las
células adyacentes vy liberar factores de crecimiento cuando sea necesario (Gilbert &

Ill

Budinskaya, 2017). No obstante, la formacién de un material “perfecto” que cumpla

todas estas cualidades es muy complicado y dificil de completar hoy dia. Es por ello por

]
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lo que las investigaciones se han dirigido hacia las técnicas de cultivos en 3D, en concreto
en el estudio de la formacidn de organoides u esferoides.

Actualmente, estas técnicas de cultivo 3D poseen ventajas frente a las clasicas de
monocapa o de cultivo 2D en presencia de andamios debido a que exploran una mayor
interaccidon celular, una mejora en la comunicaciéon de las biomoléculas en el
microambiente 3D y que no estdn excluyendo a las cldsicas sino mas bien pueden servir
de apoyo para que en un futuro se logre una combinacién que podria incluso abrir
nuevas lineas de investigacion en la ingenieria de tejidos. Estas técnicas de cultivo 3D
también son de mucha utilidad en el estudio de los ambitos regenerativos, incluyendo
el uso de biomoléculas y/o farmacos, lo que permite abordar problemas de lesiones
criticas, respuesta a farmacos y busqueda de soluciones que los andamios clasicos no
pueden aportar llegando a uno de los grandes objetivos de la investigacidn tisular como
lo es el combate de enfermedades para conseguir su cura, con lo que se llevaria, al finy

al cabo, a un gran propdsito como lo es el intento de salvar vidas.

]
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Capitulo 2: Antecedentes.

2.1.-El Hueso

Como se ha mencionado anteriormente, el hueso queda definido como un tejido
conjuntivo especializado cuya matriz extracelular se encuentra calcificada e incluye las
células que lo secretan. Una de las caracteristicas mas importantes del hueso es que estd
formado por una combinacidn de materiales inorganicos y orgdnicos (Nordin, 2004).
Una gran caracteristica del hueso es que aun teniendo una importante funcién de ser el
marco estructural principal para el apoyo y proteccion de los érganos del cuerpo (Leslie
p. & Hiatt, 2008), también posee una gran elasticidad. La dureza del hueso depende de
las sales inorgdnicas de que esta impregnado, y por otra parte, la elasticidad del hueso
estd dada por el componente orgdnico de la matriz que le otorgan plasticidad (Carrera,
2013). Dichas propiedades son aun dificiles de mimetizar en el campo de la ingenieria
de tejidos.

El hueso esta formado por una matriz dsea, la cual, se encuentra conformada por una
parte orgdnica y otra inorgdnica. La parte orgdnica esta conformada por un componente
predominante, como lo es el coldgeno de tipo |, abarcando aproximadamente el 90% de
la parte organica y alrededor de un 35% del peso seco del hueso, mientras que el 10%
restante estd formado por proteinas no colagenas (Morgan, et al., 2008) (Leslie p. &
Hiatt, 2008). La parte inorganica abarca aproximadamente un 65% del peso seco del
hueso, y estd formada por varios componentes, los dos mas abundantes son el calcio y
el fosforo. Aparte de estos dos integrantes; también se encuentran el bicarbonato,
citrato, magnesio, sodio y potasio (Welsch & Ulrich, 2010). Los dos componentes mas
abundantes se encuentran ademas organizados en una forma especial denominada
cristales de hidroxiapatita (Cai0(POa)s(OH)2) (Hall, 2015). Estos cristales poseen una
medida de 40 nm de largo por 25 nm de ancho y de 1.5 a 3 nm de grosor y se encuentran
dispuestos en una forma ordenada a lo largo de las fibras de coldgeno tipo |, donde estos
cristales se depositan en las regiones del intersticio del coldgeno, pero también por la
region superpuesta.

El hueso, ademas, esta conformado por tres principales componentes celulares, células

osteoprogenitoras, osteoclastos y osteoblastos.

]
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Capitulo 2: Antecedentes.

Las células osteoprogenitoras se encuentran en la capa celular interna del periostio,
como un recubrimiento de los canales haversianos y el endostio. Este tipo de células
poseen una capacidad de diferenciacién hacia osteoblastos y en ciertos casos en células
condrégenas (Leslie p. & Hiatt, 2008). Por otra parte, en el hueso que posee un
crecimiento activo, como lo es el caso del hueso fetal o en un periodo de alto recambio
en el hueso adulto, las células aumentan de tamafio y de nimero, conteniendo nucleos
ovalados grandes y citoplasma de huso mas abundante (Lowe & Anderson, 2015).

Los osteoblastos se originan a partir de células progenitoras mesenquimales, que
también dan lugar a condrocitos, células musculares y adipocitos. Estos osteoblastos
pueden ser llevados a diferenciacion mediante la activacién de distintos factores de

transcripcion inducidos por las proteinas morfogenéticas como se ilustra en la figura 2.

OSTEOBLAST GENERATION AND FATE
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Figura 1: En la figura se ilustra el proceso de diferenciacion a partir de MSC. Una de las vias implicadas en la
diferenciacion es la via candnica de la 6-catenina, donde mediante su inhibicion, las MSC poseen capacidad de
diferenciarse a Preosteoblasto con la participacion de factores de transcripcion como Runx2 o la propia via de 8-
catenina. A partir de los Preosteoblastos, las células se pueden seguir diferenciando, hasta osteoblastos maduros
donde a partir de estos pueden llegar a diferenciarse a otras lineas celulares como los osteocitos, células endoteliales

vasculares u osteoblastos apoptdticos. Figura perteneciente a (Burr, et al., 2015).

Debido a que los osteoblastos son los encargados de la regeneracién dsea, no es ningln
secreto que estas células sean el objetivo de estudio de los ultimos afos en cuanto a la
regeneracion ésea. Las células troncales mesenquimales (MSC) persisten hasta la edad

]
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Capitulo 2: Antecedentes.

adulta y proporcionan un suministro constante de osteoblastos para la remodelacion
Osea en adultos. La mayoria de las MSC asignadas para el linaje de osteoblastos se
encuentran en la médula ésea y comprenden aproximadamente 1/100000 células de la
médula d6sea (Kassem & Abdallah, 2008). Como marcadores de formacion de matriz
mineralizada se utilizan proteinas como Osteopontina (OPN), Osteocalcina (OCN) o la
Sialoproteina dsea (BSP):

e OPN: La osteopontina, también conocida como activacién temprana de linfocitos
T 1 (Eta-1) o fosfoproteina-1 secretada (Spp-1), es una proteina multifuncional de
314 aminoacidos, 44 kDa con sitios de multifosforilacién expresados en varias
células inmunes y se encuentra en varios tipos de tejidos y 6rganos, como huesos,
rifones y dientes (lkeshima-Kataokaa, et al., 2018). La OPN induce la secrecién de
citoquinas, participa en la interferencia entre el hueso y el sistema inmunolégico
a través de muchos tipos de receptores, incluyendo integrinas de la familia y CD44
(Gravallese, 2003). En la regeneracidon ésea la OPN se expresa en etapas
tempranas en las células osteoprogenitoras para la diferenciacion a OB
(Hernandez-Gil, et al., 2006).

e BSP: La sialoproteina dsea, es un marcador de diferenciacion de los
preosteoblastos al osteoblasto y aparece cuando se inicia la mineralizacién
(Hernandez-Gil, et al., 2006). La BSP es una fosfoproteina altamente glicosilada y
sulfatada que posee una caracteristica propia en cuanto a su localizaciéon dada
gue se encuentra exclusivamente en tejidos conectivos mineralizados. Esta
proteina se caracteriza por tener un dominio de arginina, glicina, aspdrtico (RGD)
(Hernandez, et al., 2011).

e OCN: Al igual que la BSP, la osteocalcina es un marcado de diferenciacién de los
preosteoblastos al osteoblasto y aparece cuando se inicia la mineralizacién
(Hernandez-Gil, et al., 2006). Se trata de una proteina no colagénica que presenta
tres restos de acido y-carboxiglutamico y afecta a la morfologia y a la dureza del

hueso (Bailey, et al., 2017).

Por ultimo, los osteoclastos son células multinucleadas que se originan en progenitores

granulocito-macréfago y poseen una funciéon en la resorcion dsea. El precursor del
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osteoclasto se encuentra en la médula dsea y son atraidos a los sitios 6seos que se
encuentran destinados a la reabsorcidn. Los osteoclastos llegan a fusionarse entre ellas,
dando lugar a células multinucleadas grandes (Lowe & Anderson, 2015). En un sitio de
reabsorcién 6sea activa, en el osteoclasto se pueden encontrar cuatro regiones

identificables como se muestra en la figura 3:

Basolateral

Osteoclast THembrans

Apical
membrane

Figura 2: llustracion que muestra la morfologia del osteoclasto, donde se puede observar la region del drea de
reabsorcion dsea. Se observa en la base del osteoclasto la zona denominada como borde en cepillo, cuya funcion es
aumentar la superficie celular para la secrecion y la absorcion de los contenidos del compartimento de resorcion.
También se puede observar la cantidad de ntcleos que los osteoblastos pueden llegar a tener. En la membrana apical
se encuentra la zona vesicular que posee numerosas vesiculas endociticas y exociticas que transportan enzimas
lisosémicos y metaloproteinasas al compartimento subosteocldstico y los productos éseos que han sido degradados.

Imagen recuperada de (Cruz, 2014).

El hueso siempre se encuentra en constante remodelacion 6sea en el cual es
remplazado el tejido viejo por un tejido nuevo. En adultos este proceso se encuentra
en equilibrio con la resorcion ésea, a medida que hay remodelacion para adaptare a
las fuerzas que el tejido debe soportar. El ser humano durante todas sus actividades
cotidianas es propenso a sufrir cualquier tipo de accidentes. Varios de estos accidentes
terminan en fracturas dseas, ademas, de incluir enfermedades dseas que aumentan en
mayor numero los defectos éseos. En el caso de Espaina, en el 2015, se ha registrado
25.440 fracturas cerradas sufridas en el ambito de trabajo, afladiendo a este nimero las
3.042 personas que han sufrido fracturas abiertas (Statista, 2016). Estos datos son solo
sobre los accidentes laborales, pero, si afadimos, por ejemplo, los datos sobre la
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osteoporosis, el nUmero aumenta hasta registrarse en 2010 casi 27.5 millones de
personas diagnosticadas por osteoporosis en la Unién Europea, donde, en 2017 fueron
casi 3.5 millones de casos (Anon., 2017). En México, se han reportado 29.732 casos de
fracturas solo en el 2005, y se estima que el nUmero de casos aumentara drasticamente
hasta cerca de 156 mil casos para el afio 2050 (Johansson, et al., 2011). El costo total
directo de las fracturas proyectada en México superara los 555 millones de USD para
2050 y aumentara constantemente debido a que la poblacidn y la expectativa de vida
aumenta en la poblacion mexicana. Debido a este elevado numero de casos, la
importancia en la busqueda de alternativas para la regeneracién toma relevancia dia
con dia en las dreas de investigacion biomédica.

El proceso de reparacién dsea es afectado por factores de riesgo como el
envejecimiento, diabetes o el ser fumador, que provoca un aumento en el riesgo de falla
en este proceso (Gregory & Clines, 2011). Con el fin de disminuir este tipo de fallas, el
Unico medicamento aprobado por la Administracién de Medicamentos y Alimentos
(FDA) ha sido la aplicacién de proteina morfogénica ésea-2 (BMP-2) (Dean, et al., 2009).
En el caso de fracturas por Osteoporosis, donde existe una deficiencia de estrégenos,
glucocorticoides o inflamacidn, se ha llegado a demostrar que la aplicacion de hormona
paratiroidea anabdlica acelera la curacion de fracturas en modelos animales, sin
embargo, aln no ha sido aprobada para ser aplicada en humanos (Manabe, et al., 2007).
Pese a la aparicion de dichos medicamentos o técnicas, la tasa de indice de fracturas
sigue aumentando, y tal y como dice (Gregory & Clines, 2011) “Claramente, existe
espacio para terapias mas efectivas dirigidas a la reparacidén dsea y la regeneracion”,
ocupando dicho espacio los avances en las técnicas de regeneracidon 3D, como los

andamios o los organoides.

2.2.-Técnicas 3D

2.2.1.-Del 2D al 3D

La busqueda de distintas estrategias para el desarrollo de técnicas regenerativas del
tejido dseo ha sido uno de los principales objetivos de los Ultimos afios, es por ello, que
el cambio realizado de los cultivos en dos dimensiones a los de tres dimensiones (como
multicapas, organoides/esferoides, etc.) se ha considerado como un evento clave en la
ingenieria de tejido dseo. Desde la primera utilizacion de los cultivos 2D en 1907 por
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(Harrison, et al., 1907), dicha técnica ha sido ampliamente utilizada en los laboratorios
de todo el mundo debido a la facilidad, conveniencia y alta viabilidad de dichas técnicas.
Sin embargo, pese a que son numerosas las ventajas que pueden llegar a ser nombradas,
también los son sus propias limitaciones.

Varias de estas limitaciones se centran en el hecho de que dichos cultivos no son
representativos al no reflejar la morfologia y la funcionalidad de sus fenotipos
tridimensionales nativos (Park, et al., 2018). Uno de los elementos principales para tener
en cuenta en los cultivos celulares es el microentorno del tejido, en el que se incluyen la
matriz extracelular (MEC) y las propias células vecinas (Wiseman & Werb, 2002), es
donde se encuentra una de las principales limitaciones de los cultivos 2D, dado que aun
teniendo un mejor control sobre su ambiente, carecen del contexto ambiental y de la
arquitectura estructural 3D adecuados. Un ejemplo caracteristico para resaltar la
importancia del microentorno del tejido es mencionado por (Bissell, 1981) sobre las
células epiteliales, dado que estas al cultivarse en monocapas o cultivos 2D, llegan a
perder su diferenciacion, se convierten en plasticas y muestran unas caracteristicas muy
relacionadas con las células tumorales. A dicha limitacion se le puede afiadir el problema
a la hora de replicar la relacion existente entre la interaccién célula-célula y célula-MEC,
la morfologia, diferenciacion, polaridad, tasa de proliferacidn, expresion génica, perfiles
gendmicos, heterogeneidad celular, gradientes de nutrientes y los gradientes de
oxigeno criticos mostrados en células cancerigenas (Jin-Young, et al., 2015) (Koledova,
2017).

La aparicidn de la ingenieria de tejidos ha tenido una relevante relacién con la expansion
de las técnicas 3D en los cultivos celulares. La primera aparicidn del término ingenieria
de tejidos fue en 1988 donde fue acuiado oficialmente en el taller de la National Science
Foundation donde se le definié como “la aplicacidon de los principios y métodos de
ingenieria y ciencias de la vida hacia la comprensiéon fundamental de las relaciones
estructura-funcion de tejidos normales y patolégicos de mamiferos y el desarrollo de
sustitutos bioldgicos para restaurar, mantener o mejorar la funcion tisular” (Anon.,
1988).

Una de las principales bases del campo de la ingenieria de tejidos ha sido la utilizacién

de los andamios porosos que proporcionan un microentorno adecuado para la
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regeneracion tisular y de érganos. A dichos andamios se les pueden sembrar células con
la finalidad de sintetizar tejidos que luego podran ser implantados en el sitio lesionado
o implantarse de forma directa y que el paciente con sus propios sistemas corporales se
llegue a una induccion de regeneracion in vivo (O'Brien, 2011). Por ello, con la aparicién
de la ingenieria de tejidos, las investigaciones se han centrado en la busqueda de una
produccién de modelos funcionales de tejidos 3D, que sean capaces de imitar
estructuras complejas y fisiolégicamente relevantes (Penland, et al., 2017).

In vivo practicamente todas las células de los tejidos residen en la MEC, la cual consiste
en una compleja malla fibrosa 3D con una amplia distribucidn de fibras y huecos que
proporcionan sefiales complejas tanto bioquimicas como fisicas (Lee, et al., 2008). Es
por ello por lo que uno de los principales logros de las técnicas 3D es el acercamiento
claro hacia esa gran imitacién de las distintas interacciones que llegan a rodear a las
células y por ende, consiguiéndose parecerse a un tejido vivo. En el momento en el que
las células llegan a cultivarse en un entorno 3D, estas poseen una serie de caracteristicas
fisiolégicas que los hacen parecer con mayor cercania al tejido nativo original que a los
gue se lograrian mediante técnicas 2D. Esto puede ser explicado por el hecho de que las
células cultivadas mediante técnicas 3D llegan a desarrollar una MEC mas elaborada,
consiguiendo una mejoria en la comunicacion intercelular y conduce a una recuperacion
o mantenimiento de la funcién in vivo (Fey & Wrzesinski, 2013).

Uno de los ejemplos mas claros para explicar las diferencias entre los cultivos 2D y 3D
son en las células tumorales, donde la mayoria de estas células, cultivadas en monocapa,
no reproducen los microambientes mostrados en los tumores, un espacio complejo
tipificado por unas células estromales, componentes de la matriz extracelular y un céctel
de factores de sefializacidn. Los platos de cultivo tisular tienen tres diferencias
principales con respecto al tejido donde se aisld el tumor: topografia de superficie,
rigidez superficial y una arquitectura 2D en lugar de 3D. Como consecuencia, el cultivo
2D ejerce una presion selectiva sobre las células que podrian alterar sustancialmente
sus propiedades moleculares y fenotipicas (Soker & Skardal, 2017).

Los cultivos 3D pueden combinar distintos tipos de células humanas en geles tanto
naturales como sintéticos con caracteristicas similares a la MEC, que formaran

estructuras libres de células o cargadas de ellas. Dentro de estos cultivos 3D
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desarrollados, los entornos pueden organizarse de forma precisa en formas ordenadas
que permiten la seleccion de farmacos de alto rendimiento. Con todas estas
caracteristicas incluidas, estas técnicas pueden llegar a reemplazar ventajosamente los
cultivos 2D basicos e incluso, en un futuro, los modelos animales preclinicos actuales.
Por otra parte, las habilidades de la ingenieria 3D para modelar érganos humanos se
extienden a la integracidon de dichos 6rganos en pacientes. De hecho, los cultivos 3D ya
se han utilizado para modelar cémo los humanos metabolizan los farmacos a través de
las interacciones entre multiples érganos (Park, et al., 2018).

Dichas limitaciones de los cultivos bidimensionales han llevado a un aumento de los
esfuerzos en los ultimos afios para desarrollar modelos de cultivo de células 3D que
llegan a reproducir mejor la morfologia del tejido y que llegan a presentar propiedades
mecanicas dinamicas y un entorno bioquimico que poseen una gran semejanza a los
érganos vivos.

2.2.2.-Técnicas de cultivo 3D

En general los cultivos 3D, pueden diferenciarse en 2 grupos: Técnicas que requieren de
andamios y aquellas técnicas que no necesitan de los andamios.

2.2.2.1.-Técnicas que requieren de andamios

En este tipo de técnicas se utilizan para la formacién de cultivos 3D andamios, hidrogeles
u otros tipos de materiales.

2.2.2.1.1.-Andamios

Segun (Chan & Leong, 2008) los andamios son definidos como biomateriales, hechos
tipicamente de polimeros, que proporcionan el soporte estructural para la unién celular
y el posterior desarrollo del tejido. Uno de los principales objetivos de los cultivos 3D es
conseguir mimetizar la MEC, por ello una de las caracteristicas principales que deben
poseer estos biomateriales es el hecho de poseer porosidad interconectada. Existen
numerosas posibilidades a la hora de aplicar los andamios y dependiendo de dicha
aplicacion, estos pueden disefiarse con el fin de ser biodegradables con la finalidad de
gue el neo-tejido permanezca posteriormente en un periodo de cultivo determinado
posterior a su implantacidn, o conseguir que sean bioestables en donde se fabrican para

tener un tejido compuesto que proporcionara soporte a largo plazo (Grenier S, 2009).
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En el caso de los andamios biodegradables, las células remodelan el andamio con sus
propias proteinas de la MEC llegando a crear el tejido deseado sin la necesidad de
comprometer la integridad estructural del tejido. Los andamios para poder ser utilizados
requieren poseer una serie de caracteristicas importantes:

e Biocompatibles.

e Resistencia mecanica.

e Porosidad 6ptima.

e Transporte in vitro de nutrientes y oxigeno.

e Capacidad de unirse alas célulasy liberar factores de crecimiento en el momento

de necesidad (Gilbert & Budinskaya, 2017).

Claro esta que la eleccién del tipo y del material para el disefio del andamio depende de
la aplicacion especifica de la ingenieria de tejidos y medicina regenerativa. Los andamios
pueden ser creados a partir de numerosos materiales, entre ellos los que son de origen
natural, estos poseen una serie de ventajas como el hecho de que generalmente no son
téxicos, ademds de proporcionar sefiales bioldgicas para promover la unién y la
proliferaciéon celular (Deluzio, et al., 2013). Por otra parte, los materiales sintéticos se
encuentran mayormente disponibles y son faciles de modificar, con algunas variaciones
minimas de lote a lote. Sin embargo, también poseen ciertas limitaciones, como el hecho
de no poseer innatamente sitios apropiados para mejorar las interacciones celulares,
careciendo de actividad bioldgica.
A la hora de la seleccion del andamio también ha de tenerse en cuenta la
reproducibilidad y la relacién entre el costo y la eficacia. Entre los métodos mas comunes
para la fabricacion de andamios se incluyen la fundicién con disolvente/lixiviacion de
particulas y electrohilado, o técnicas mas avanzadas, como el trazado rapido en 3D,
forma libre sélida y estereolitografia de proyeccidn en 3D, las cuales aun contintan en
etapas de desarrollo (Carletti, et al., 2011).
Entre las distintas aplicaciones de los andamios se encuentran su utilizacién como
plantillas para la ingenieria de una variedad de tejidos como el tejido dseo, cartilaginoso,
cardiovascular, nervioso y la piel (Paul & Sharma, 2012) (Lee, et al., 2017) (Ricklefs, et

al., 2017) (Wang, et al., 2018) (Ruiz, et al., 2017).
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Entre los distintos andamios utilizados para la regeneracion ésea destacan las
nanoceramicas. En el contexto de la regeneracién ésea, los biomateriales han sido
desarrollados con el objetivo de superar las posibles desventajas de los injertos éseos.
Estos materiales deben tener propiedades mecanicas similares a las del hueso y reflejar
la geometria anatémica del tejido sin causar ninguna respuesta inmune en el huésped
durante la regeneracion. Estos biomateriales son materiales fragiles que poseen
propiedades de baja carga, sin embargo, poseen componentes minerales similares al
hueso natural y demuestran poseer una buena biocompatibilidad. Un ejemplo claro de
estos materiales son las bioceramicas, las cuales han sido utilizadas para:

e Transportar células dseas, factores de crecimiento y moléculas activas.

e El recubrimiento superficial de implantes para mejorar la integracion.

e Enlacirugia de tumores.

e En combinacidon con cemento éseo (Kankilic, et al., 2016).
No sélo las bioceramicas demuestran sus grandes cualidades como biomateriales, sino
gue en los ultimos afios se han estudiado mds a fondo las denominadas nanoceramicas,
que poseen mejores cualidades como regeneradoras dseas, por sus propiedades
mecanicas y bioldgicas, su mayor area superficial, y su capacidad de fabricarse junto con
otros polimeros biodegradables como poliésteres, poliuretanos, polianhidridos y
policaprolactona para dar lugar a la formacién de andamios composites que poseen
resistencia mecanica y soporte para la regeneracion dsea (Cicuendez, et al., 2012). Para
gue dicha reconstruccidn sea exitosa, estos andamios finales deben ser biocompatibles,
con porosidad, que sean biodegradables y que puedan modular las sefiales celulares
para conducir a la formacién del tejido (Kankilic, et al., 2016).
Las bioceramicas pueden ser caracterizadas a escala nanométrica por numerosos
métodos. Por ejemplo, es posible caracterizar mediante difraccidén de rayos X, utilizada
para determinar la estructura cristalina de biomateriales basados en apatita
nanocristalina. Por otra parte, también es posible la caracterizacidén por Espectroscopia
de Transmisién de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR), la cual caracteriza los
enlaces moleculares del material. El drea especifica del material en polvo, la porosidad
o el tamano de particulas son conocidas gracias al andlisis del area de superficie de

Brunauer-Emmett-Teller. Finalmente, en el dmbito de las técnicas de microscopia, tanto
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la microscopia electrénica de barrido (SEM), como la microscopia electréonica de
transmisién (TEM), son técnicas que permiten la obtencién de imagenes con mayores
aumentos de la estructura del material (Phillips, et al., 2003), (Lu, et al., 2016).

2.2.2.1.2.-Hidrogeles

Al igual que en el caso de los andamios, los hidrogeles buscan de igual formar simular
una MEC. El caso de los andamios, como se ha discutido anteriormente, posee varias
ventajas, sin embargo, también se encuentran presentes ciertas limitantes que los
hidrogeles no las tienen, como el caso de los andamios microporosos, los cuales
permiten una encapsulacion conveniente de las células, pero contienen porosidades (~
100 um) mayores que el didmetro celular promedio (~ 10 um). El caso de los andamios
nanofibrosos poseen una ventaja de proporcionar una topologia tridimensional que
imita mejor a la arquitectura formada por las proteinas fibrilares de la MEC; sin embargo,
muchos son demasiado débiles para manejar el estrés necesario para la
mecanotransduccién adecuada (Saha, et al., 2007). Estas limitaciones descritas no son
dadas en el caso de los hidrogeles y es una importante ventaja para su utilizacion, es por
ello por lo que se aprovechan de las caracteristicas dadas por los hidrogeles gracias a su
propia composicién por poros interconectados con alta retenciéon de agua, lo que
permite el transporte eficiente de nutrientes y gases (Geckil, et al.,, 2011). Ademas,
muchos hidrogeles se pueden formar bajo condiciones suaves, citocompatibles y se
modifican facilmente para poseer ligandos de adhesidn celular, viscoelasticidad deseada
y degradabilidad (Tibbitt & Anseth, 2009). Para la fabricacion de hidrogeles, existe una
gran variedad de materiales utilizados para el cultivo de células de mamiferos que
comprenden desde materiales puramente naturales como la colagena, &acido
hialurdnico, quitosano... hasta materiales puramente sintéticos como el polietilenglicol
y sus copolimeros y cada sistema de hidrogel posee sus propias ventajas y limitaciones
(Tibbitt & Anseth, 2009).

2.2.2.2.-Técnicas que no requieren de andamios

Como su propio nombre indica, estas técnicas no requieren del uso de algin andamio,
lo que conlleva una serie de ventajas y limitaciones Unicas. Algunos de estos métodos
se incluyen el uso de placas de baja adherencia, placas de gotas colgantes, superficies

microestructuradas y biorreactores giratorios, levitacion magnética y bioimpresién 3D
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magnética. A continuacidn, se explicaran mas a detalle las mas relevantes para este
trabajo de tesis.

2.2.2.2.1.-Biorreactores

Segun la definicién dada por (IUPAC, 2006) un biorreactor es un aparato utilizado para
llevar a cabo cualquier tipo de bioproceso. Sin embargo, en el campo sobre cultivos
celulares, los biorreactores se refieren como el aparato que facilita el proceso de cultivo
celular mediante descelularizacidon y recelularizacion de determinados tejidos y la
evaluacion de sus propiedades biomecanicas a tiempo real (Rus & Melchor, 2014).
Existen numerosos tipos de biorreactores, cada uno con sus ventajas y desventajas, por
ejemplo, en el caso de los biorreactores de suspensién agitada (SSB), poseen la
capacidad de aceptar mas tipos celulares, esto es debido a que las células no requieren
de una superficie de fijacién especial y pueden operar a una escala mucho mayor que
en el caso de los cultivos inmovilizado, incluso se puede llegar a utilizar las células
pluripotentes inducidas (iPSCs) que a diferencia de los cultivos adherentes, estas poseen
capacidad de crecer en los biorreactores de suspensién.

La principal ventaja reside en el hecho de que los cultivos en el SSB son mas homogéneos
y rentables, debido a la agitacién la cual es importante para mantener el tamafo del
agregado, dado que rompe las celdas, ademas del hecho de que dicha agitacion posee
un papel importante en la regulacién de la pluripotencia y la supresién de la
diferenciacidn a través de la tensidén de cizallamiento del fluido (Shafa, et al., 2012). Sin
embargo, el principal problema de los SSB es el hecho de que en el proceso de
funcionamiento continuo, los organismos se eliminaran del reactor con el efluente.
Otros tipos de reactores utilizan la inmovilizacién para utilizar una buena biocatalisis,
incluidas las enzimas, organulos celulares, células animales y vegetales. Es por ello por
lo que (Peinado, et al., 2006) define inmovilizacion como una descripcién de una amplia
variedad de fijacién o atrapamiento de células o particulas. Para llegar a utilizar los
biorreactores hay que tener en cuenta varios factores, debido a que durante la actividad
de los biorreactores, el medio llega a cambiar debido al crecimiento de los
microorganismos, cambio en el pH, cambio en la temperatura, en la oxidacioén, etc.
Todos estos factores reducen el crecimiento y la proliferacién y, como consecuencia,

reducen el rendimiento del biorreactor (Mardoukhi, et al., 2015).
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Existen otros biorreactores mayormente relacionados con la formacién de organoides
(ver apartado de organoides). Los biorreactores “ProtoTissue” estan especialmente
disefiados para ser faciles de manipular y mantener el 100% de humedad alrededor de
la cdmara de crecimiento, donde se consigue una apta formacién de los organoides y

llegandose a obtener una viabilidad del 90% (Fey & Wrzesinski, 2013) (Fig. 4).

Figura 3: Imagen del biorreactor "ProtoTissue", imagen sacada de (Fey & Wrzesinski, 2013).

Ademads de estos biorreactores, existen muchas mas como los biorreactores de puente
aéreo, fibra hueca o el biorreactor de sistema de cultivo de células rotatorias (RCCS) (Fig.
5). Este ultimo ha sido inventado por la NASA, y es el que se utiliza mayormente en el
area de ingenieria de tejidos con fines regenerativos y médicos. Actualmente se
encuentra en desarrollo este tipo de técnicas con el fin de mejorar el rendimiento de los
biorreactores, entre ellos el cultivo de perfusion, el uso de microvehiculos y métodos
para suprimir la apoptosis y controlar el crecimiento celular en tiempo real (Wang, et
al., 2005). Es mas, se han realizado diversos estudios de vuelo espacial de células y
tejidos para comparar los distintos tipos de cultivo, realizdndose en este caso, cultivos
en 3D para promover la diferenciacion celular y la perfusién con o sin rotacion, con el
fin de proporcionar un mecanismo independiente de la gravedad para la mezcla de

fluidos y transporte masivo (Freed & Vunjak-Novakovic, 2002).
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Figura 4: Imagen de un biorreactor RCCS, imagen adaptada de (Chebat, 2014).

2.2.2.2.2.-Bioimpresion 3D magnética.

Una de las técnicas mayormente utilizadas en el ambito de la formacién de cultivos 3D,
es la utilizacion de la fuerza magnética (Bumpers, et al., 2015), entre dichas técnicas se
puede mencionar la bioimpresién 3D magnética. Esta se trata de una técnica que emplea
nanoparticulas magnéticas biocompatibles para imprimir células en estructuras 3D o
cultivos celulares 3D. Para su formacion, las células son etiquetadas por nanoparticulas
magnéticas (nanoshuttle), donde después se pueden imprimir rdpidamente en patrones
3D especificos utilizando fuerzas magnéticas externas que imitan la estructura y la
funcion del tejido (Souza, et al., 2010).

Dicha técnica posee numerosas ventajas con respecto a otras técnicas 3D, como la
extrusion, la fotolitografia y la estereolitografia, ademas de que se requieren menos dias
para la formacién de la estructura 3D y un manejo mas facil (Tseng, et al., 2015). Por el
contrario la utilizaciéon de esta técnica requiere de unas caracteristicas importantes
como un proceso de bioimpresion rapida (15 min - 1 h) (Friedrich, et al., 2009); la sintesis
endogena de la MEC sin la necesidad de un sustrato de proteina artificial; y buen control
espacial (Daquinag, et al., 2013). Usando este sistema, los modelos de cultivo de células
3D pueden imprimirse rdpidamente, desde esferoides simples y anillos, hasta modelos
de dérganos mas complejos, como el del pulmdn (Tseng, et al., 2013), valvula adrtica,
(Tseng, et al., 2013) y tejido adiposo (Daquinag, et al., 2013).

Esta técnica puede ser utilizada para numerosas aplicaciones como la deteccién de
toxicidad cardiovascular (Gwathmey, et al., 2009), formacién de anillos 3D para intentar
mimetizar los vasos sanguineos y sus propias dilataciones y contracciones a partir de

células musculares lisas vasculares impresas en anillos 3D (Tseng, et al., 2013). Es mas,
|
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dicha técnica podria llegar a ser una clara alternativa para los experimentos que llegan
a utilizar tejido ex vivo, los cuales son costosos y pueden llegar a producir pocos datos
experimentales. Este tipo de técnica permite combinar los beneficios de la bioimpresion
3D en la construccidn de estructuras parecidas a tejidos para el estudio con la velocidad
de la impresidn magnética.

2.2.3.-Organoides

(Sambale, et al., 2015) define los organoides, como agregados celulares que representan
un sistema 3D simple ya que no se requiere de la utilizacién de andamios o material de
soporte para el crecimiento celular 3D. La primera utilizacién de organoides data de
1944 en un trabajo sobre morfogénesis, utilizando para ello un método de estudio 3D
(Holtfreter, 1944).

Una de las principales caracteristicas fundamentales de los organoides es su propia
geometria, debido a que llega a determinar la forma, el estado de polaridad y el
ambiente celular de los organoides, y son caracteristicas propias para obtener una
determinada expresion de genes y el comportamiento biolégico de las células (Mueller-
Klieser, 1997). En cultivos celulares donde se utilizan organoides, las células llegan a
secretar MEC en la que se encuentran y pueden interactuar con las células de su
microambiente original. Las técnicas para formar organoides se encuentran
actualmente en auge debido a las nuevas plataformas microfabricadas susceptibles de
cribado de alto rendimiento (HTS) y los avances en el cultivo celular (Fennema, et al.,
2013).

El tamafio de los organoides es una caracteristica fundamental para tener en cuenta
dado que posee una influencia directa con las respuestas celulares. Ejemplo de ello es
gue los organoides de pequefio tamano no llegan a mostrar la complejidad del tejido
real, mientras que los esferoides de mayor tamafio presentan problemas a la hora de
difundir el oxigeno y los nutrientes (Asthana & Kisaalita, 2012). Los organoides han
tenido un gran éxito en varios campos importantes de la investigacion, tales como el de
la Biologia Celular (adhesién, migracion o morfogénesis), la Virologia (aislamiento,
propagacion y cuantificacion de virus, interaccion célula-virus); la Farmacologia
(evaluacién de farmacos); la Inmunologia (produccion de vacunas, uso de moduladores

inmunitarios); la Cirugia (comportamiento de células de diferentes tejidos, como las de
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hueso y cartilago en diferentes medios o frente a diferentes materiales); la Oncobiologia
y la Cancerologia (recreacién de tumores, estudios de quimiocinas en células
cancerosas, o terapia basada en anticuerpos); la Biologia del Desarrollo y de la
fertilizacion (desarrollo de embriones), etc. (Meseguer, et al., 2015).

Son varios los métodos para la obtencién de esferoides, como la técnica de gota
colgante, biorreactor del vaso de la pared, utilizacion de platos de baja adhesién o
levitacion magnética.

2.2.3.1.-Gota colgante

Para la utilizacion de este método, se utiliza la cara inferior de una placa de Petri o
utilizando placas de 96 pocillos de fondo horadado. En cada gota creada, las células se
desplazan hacia el fondo de esta, donde forman un agregado, para originar finalmente
una masa de forma esferoide. Dependiendo del nimero de células que se encuentran
en el organoide, se pueden crear en forma de cultivo simple (esferoide monocelular) o
cocultivos (esferoide multicelular). Una vez creadas las gotas, que se encuentran en el
soporte, conteniendo cada gota un organoide, el soporte es llevado a un incubador
(Foty, 2011). Las suspensiones celulares pueden ser dispensadas mediante pipeta,
multipipeta o con dispensador mecanico (Meseguer, et al., 2015). Esta técnica ha sido
utilizada, por ejemplo, en el mantenimiento y formacion de cultivos 3D de hepatocitos
de ovejas y bufalos, con la finalidad de realizar un estudio y observacién mas cercanas a
como se encontrarian estas células in vivo, (Shri, et al., 2017). También ha sido utilizado
estd técnica junto con polidimetilsiloxano (PDMS) (PDMS-HDA) para la formacion de
organoides para el estudio de células cancerigenas, las cuales cambiaron sus
sensibilidades hacia los agentes quimioterapéuticos y la radiacién del farmaco en
comparacion con los cultivos 2D, y un método de estudio valido para la deteccién de
farmacos, la diseminacidn tumoral, el cocultivo celular y la invasion tumoral (Kuo, et al.,

2017) (Fig. 6).
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1.Suspensién celular 2.Formacion de gota colgante 3.Acumulacion de células 4.Formacion del esferoide
Cell suspension At37C~1h
with collagen e s

Hours 1 day

PDMS - - ” -

Cover glass Collagen fibrils Sedimentation Cell spheroid

Figura 5: Esquema de (Kuo, et al., 2017) sobre la utilizacion de la técnica de cultivo 3D, gota colgante.

2.2.3.2.-Biorreactor del vaso de la pared (RWV)

El RWV es un biorreactor, giratorio, llenado de un medio de cultivo que suministra los
alimentos esenciales a las células. La sedimentacién natural de las células debido a la
gravedad es equilibrada por la rotacién del biorreactor, dando por resultado la caida
lenta de las células dentro de los compartimientos. Es un sistema de cultivo en
suspension que permite el crecimiento de células bajo condiciones de cizallamiento de
fluido fisiolégico bajo. Los biorreactores vienen en dos formatos diferentes, un
recipiente giratorio de alto aspecto (HARV) o un recipiente lateral de giro lento (STLV),
en el que difieren segun su fuente de aireacion. El microambiente proporcionado por el
biorreactor permite que las células formen agregados tridimensionales. Estas
caracteristicas incluyen uniones estrechas, orientacion apical/basal, localizacion de
proteinas in vivo y propiedades especificas adicionales del tipo de células epiteliales.
Una vez que se establece la diferenciacion celular y la formacidon de agregados, las
células se recogen del biorreactor, y se pueden aplicar ensayos similares realizados en
células 2D a los agregados 3D con algunas consideraciones (Radtke & Herbst-Kralovetz,
2012). Entre sus distintas aplicaciones, se han utilizado para el analisis de células
epiteliales, estudio de Islotes pancredticos humanos aislados, desarrollo y
comportamiento de farmacos, y estudios de células troncales MSC (Navran, 2006) (Fig.

7).
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Figura 6: Imagen de un biorreactor utilizado para formar organoides. Imagen traida por (Navran, 2006).

2.2.3.3.-Platos de baja adhesion

Estos se tratan de platos especiales que permiten una formacién espontanea de
organoides de tamafio y forma uniformes gracias a que se encuentran pre-cubiertas con
un polimero ultrahidréfilo. Estos tienen la ventaja de poder obtener una alta claridad
Optica, lo que las hace muy adecuadas para imdagenes de campo brillante y microscopia
confocal. Sus aplicaciones incluyen la formacidon de esferoides, tumores esféricos,
cuerpos embrionarios y neuroesferas utilizando este tipo de placas para tipos de células
que incluyen ES e iPS (humanos y ratones), NIH3T3, preadipocitos, HepG2 y otras lineas
de células cancerosas, asi como células neuronales primarias (AMS, 2014).

2.2.3.4.-Levitacion magnética

El cultivo de células 3D mediante el método de levitacion magnética (MLM) es la
aplicacién de tejido 3D en crecimiento induciendo células tratadas con ensambles de
nanoparticulas magnéticas bajo campos magnéticos espacialmente variables utilizando
excitadores magnéticos de neodimio y promoviendo las interacciones célula-célula
forzando a las células a mantenerse en una interfaz aire/liquida en una placa de Petri
estandar (Mims, 2011). Una de las metodologias mds habituales para formar estos
esferoides se basa en la captacion celular y la posterior levitacion magnética mediante
la utilizacién de nanoparticulas magnéticas (como la magnetita o cobalto) (Bumpers, et

al., 2015) (Fig. 8). Otras metodologias incluyen la utilizacion de un hidrogel bioinorganico
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compuesto por bacteriéfago mas magnetita (MIO, Fe304) y nanoparticulas de oro que

se autoensamblan en hidrogeles (Souza, et al., 2010).

A. Grow cells to 70-80%
confluence

B. Add nanoparticles and
incubate overnight at 37°C

C.Trypsinize and resuspend

in media

D. Distribute to petri |

dish (L) or 24 well

plate (R) so% e n0n

E. Place neodymium — P06 Renso
magnet on top and [ ]

levitate cells to B, BD0G

air-liquid interface +T T 1T 1

=
s

Figura 7: Esquema sobre el protocolo de utilizacién de la técnica de levitacion magnética. Esquema por (Tseng, et al.,

2013).

Anteriormente se habia mencionado que uno de los objetivos de los cultivos 3D es la
formacién MEC fisiolédgicamente relevante. EIl MLM es uno de los métodos mas eficaces
para la formacion de MEC, al estar las células en la interfaz aire-liquido e interactuar
entre ellas, dando lugar a sintesis de proteinas como colageno, fibronectina y laminina
(Tseng, et al., 2013). Ademas, los componentes particulares de este método no son
téxicos, no afectan la proliferacién y no inducen una respuesta inflamatoria por parte
de las células cultivadas (Souza, et al., 2010).

En cuanto a su aplicacién, el MLM generalmente utiliza el conjunto de nanoparticulas
magnéticas, lo que hace que el MLM sea ampliamente aplicable a la mayoria de los
fenotipos celulares. De hecho, el MLM se ha utilizado con éxito para hacer cultivos en
3D con lineas celulares tipo MSC, iPS, ESC, células primarias, etc (Haisler, et al., 2013).
Es por ello por lo que se han realizado varios estudios utilizando esta técnica, como la
formacién de cultivos 3D de bronquiolos (Tseng, et al., 2013), para el estudio de tumores
y estudio del cancer (Bumpers, et al., 2015) o estudios sobre regeneracidon 6sea

(Hammer, et al., 2009).
|
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El uso de organoides, como modelo de cultivo 3D, supone importantes ventajas: 1) Las
células del esferoide no se encuentran adheridas a un soporte, sino que forman un
agregado celular de forma esferoidal en el interior de un liquido pipeteable durante todo
el tiempo que dura el cultivo. 2) Las células del esferoide no requieren un andamiaje
externo o interno para agregarse. 3) Las células del esferoide se pueden unir unas a
otras, mimetizando un ambiente fisioldgico similar al del tejido de procedencia. 4) Las
células del esferoide pueden originar su propia matriz extracelular. 5) Las células del
esferoide ven preservado su fenotipo celular especifico caracteristico de un tejido
diferenciado (Meseguer, et al., 2015). Por lo que el uso de organoides suponen una
importante ventaja frente al uso de los cultivos 2D, permitiendo un uso mds ampliado y

otros enfoques que previamente no eran posibles.
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3.1.-Planteamiento del problema

Uno de los principales problemas actuales son los defectos dseos provocados por
tumores, traumas o anomalias esqueléticas, por lo que la reconstruccién esquelética
viene siendo necesaria para la resolucion de dichos problemas. En la actualidad existen
distintos tipos de estrategias como los injertos éseos o la utilizacién de distintos tipos
de biomateriales como los osteoconductores y osteoinductores. Sin embargo, dichas
estrategias poseen numerosas limitantes que los hacen ineficaces frente a dichos
problemas, es por ello por lo que en la busqueda de dicho material perfecto se buscan
distintas estrategias que dejen atras los cultivos en 2D. La inclusidon del campo de la
nanotecnologia en el ambito de la ingenieria de tejidos ha permitido comenzar con la
busqueda de distintas estrategias con el fin de desarrollar cultivos multilinajes en 3D que
poseen varias ventajas frente a los anteriores. Sin embargo, el concepto basico que
implica el uso de las Nanoparticulas Magnéticas (NPM) en la ingenieria de tejidos aun
estd en la busqueda de mejorar los modelos de cultivos celulares 3D que puedan llevar

a su aplicacién en un futuro en la regeneracidn clinica tisular.

3.2.-Pregunta de investigacion:

¢El autoensamblaje de los cultivos celulares a través del empleo de NPM (FeszQ0a4)-células
(osteoblastos) in situ permitira fabricar microtejidos 3D durante el proceso de cultivo

bajo levitacién magnética?

3.3- Justificacion:

Actualmente, las fracturas a nivel éseo representan una gran cantidad de lesiones que
le pueden ocurrir al ser humano, sin embargo, el punto de visidén de la medicina actual
se estd centrando en el cultivo celular de dos dimensiones, es por ello por lo que las
lesiones a nivel critico ya sean provocadas por tumores, traumas o defectos esqueléticos
suponen un serio problema actual. Teniendo en cuenta que las fracturas han aumentado
en los ultimos ainos, como en el caso espafiol registrdndose 25.440 fracturas o en el caso
de México donde se espera que las fracturas aumenten hasta alcanzar los 156 mil casos
en 2050. Se hace necesario el explorar alternativas que puedan llevar a resolver en el

futuro a mediano plazo dichos proceso de afeccidn ésea por lo que la investigacion en

]
iNIGO GAITAN SALVATELLA 36




Capitulo 3: Disefio experimental.

el campo de la ingenieria de tejidos en los Ultimos anos ha seguido una tendencia hacia
el desarrollo de modelos de cultivos 3D que mimeticen el microambiente de los tejidos
a regenerar y entender la complejidad de los microambientes y nichos celulares. Por
ello, en este trabajo proponemos la implementaciéon de los cultivos celulares bajo
levitacion magnéticas como una nueva estrategia para la fabricacidon de microtejidos 3D
a través del empleo de NPM de Fe30a4 in situ que permitird estudiar su comportamiento
de viabilidad y diferenciacién durante el proceso de autoensamblaje de osteoblastos

bajo la presencia de un campo magnético.

3.4.-hipéteisis
El autoensamblaje por el método de levitacion magnética de células osteoblasticas en

cultivo induce la formacién de un microtejido 3D.

3.5.-Objetivo General:

Implementar cultivos bajo levitacion magnética que faciliten y guien la respuesta celular
(proliferacioén y diferenciacién) durante el autoensamblaje de organoides (NPM-célula)

hacia microtejidos 3D.

3.6.-Objetivos Especificos:

1. Establecer el efecto de las NPM de Fe30a en los cultivos bajo levitacion magnética
en la proliferacion de los osteoblastos.

2. Determinar el papel del autoensamblaje NPM (Fes0a)-células (osteoblastos) en
la formacion de un microtejido 3D durante las condiciones de cultivos bajo
levitacidon magnética.

3. Evaluar la diferenciacion celular del autoensamblaje NPM (Fe304)-células
(osteoblastos) durante la formacion de un microtejido 3D en cultivo
desarrollado por levitacion magnética.

4. Analizar las propiedades fisicoquimicas y estructurales del microtejido 3D

depositado en cultivo desarrollado por levitacion magnética por SEM.
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4.1.-Cultivo de osteoblastos

Se cultivaron y expandieron osteoblastos humanos (OB) en medio de cultivo DMEM
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), una soluciéon de antibidticos
(penicilina 100 Ul/ml), estreptomicina (100 pg/ml) y fungisona (0.3 pug/ml), 100mM de
aminodacidos no esenciales y 100mM de piruvato de sodio. Los cultivos se mantuvieron
a una temperatura de 37°C y en una atmoésfera de 95% de aire y 5% de CO2 en un
ambiente con 100% de humedad. Ademads, los OB fueron cultivados en medio
osteogénico como inductor de la diferenciacién (50 uM de acido ascérbico, 10 mM de
B-glicerolfosfato y 10”7 M de dexametasona).

4.2.-Modelo de cultivo celular en Levitacion Magnética

Las NPM de Fe30a4 se encuentran en una solucion acuosa con 0.1% en peso de poly-L-
Lysine como estabilizador (NanoShuttle™-PL). Para obtener los cultivos en levitacién
magnética, se sembraron las células (OB) en cajas de 75 cm? hasta obtener una
confluencia de 85-90% y se les adicionaron 100 pL de la solucion con las NPM (Fe30a).
Estas nanoparticulas (@ ~ 50 nm) magnetizan a las células mediante una unidn
electrostatica a la membrana celular, que se obtuvieron durante 24 h de incubacion.
Una vez trascurrido el tiempo de incubacién, los cultivos se lavaron con solucién de
amortiguador de fosfato salino (PBS) con un ¢PH? Se tripsinizaron y se sembraron con
placas de 96 pozos a una densidad de 3 X 103 células/pozo. El procedimiento de
levitacion magnética consistid con que las células pueden acercarse y comenzar a formar
agregados, donde las interacciones célula-célula (NPM-célula + NPM-célula) podrian

cambiar la morfologia celular en condiciones de cultivo largos (Fig. 9).
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1.- Se dejaron creciendo
los OB hasta una
confluencia de 80-90%

2.- Se afadieron las NPM
(magnetita), y se dejé
incubando toda la noche.

3.-Se tripsinizaron las
célulasy se resuspendieron
en el medio.

4.- Se colocé la base con los
imanes de neodimio para
formar los organoides.

i

200ul/plato DMEM

Figura 8: Esquema que resume el protocolo para realizar el cultivo MLM. Esquema modificado de (Tseng, et al.,

4.3.-Proliferacion celular

2013).

Para determinar el efecto de las NPM en la proliferacion celular se utilizé el kit CCK-8.

Los autoensamblajes de NPM-OB se incubaron durante 1, 3, 5, 7, 14 y 21 dias a una

densidad celular de 5 x 10* células/pl. Los autoensamblajes en cada tiempo a evaluar se

lavaron con PBS y se incubaron con 10 plL de la solucion CCK-8. Los agregados fueron

incubados durante 2 h a37°Cy de la solucidn obtenida se tomaron 100 uL, se colocaron

en un pozo de una placa de 96 pozos para medir absorbancia en un espectrofotémetro

usando una longitud de onda de 450nm (ChroMate, AWARENESS). Los experimentos se

realizaron por triplicado, repitiéndose dos veces. El grupo control incluyé las células

sembradas en placas de cultivo sin induccién magnética y con NPM sin células.
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4.4.- Tincion de cristal violeta

Los organoides se fijaron fijados con 4% paraformaldehido (PFA) e incubados durante
24 h; posteriormente se retird el PFA y se lavaron dos veces con PBS y una vez con agua
desionizada. Se adiciond una solucion de cristal violeta al 0.1 % por 15 minutos, se retiré
el cristal violeta, se lavd con abundante agua desionizada. Finalmente se observaron los
esferoides bajo microscopia dptica.

4.5.-Diferenciacion celular

La determinacion de la diferenciacién celular se realiz6 mediante modelos especificos
de los agregados; en la cual el objetivo era investigar el potencial de diferenciacién de
los autoensamblajes de NPM-OB durante las condiciones de cultivos sometidos a
levitacion magnética. Se considerd que el desarrollo del microtejido 3D serd el resultado
de una compleja interaccién celular; donde las sefiales inductivas autocrinas
determinaran la morfogénesis y el patrén de los componentes del tejido mineral
depositado durante 5 y 14 dias de cultivo celular. Para ello se ha realizado la
caracterizacion del microtejido 3D depositado bajo condiciones de levitacion magnética
por los siguientes métodos.

4.5.1.-Inmunofluorescencia en microtejidos 3D completo

Los autoensamblajes de NPM-0OB en los tiempos especificados se fijaron con 4% de PFA,
se permeabilizaron mediante 3 lavados con PBS Tween 20% durante 5 minutos cada
lavado. Posteriormente se le aplicé una solucién de bloqueo (10 pL PBS Tweeny 0.2 g
de Suero de Albumina Bovina (BSA)). Los agregados se deshidrataron mediante una
incubacion seriada de menor a mayor porcentaje de alcoholes de 25%, 50%, 70%, 96%
y 100%, donde se dejaron permeabilizandose durante 2 minutos a excepcion del alcohol
100% en donde se ha lavado 2 veces por 5 minutos. Después de ello se lavaron con PBS
Tween 20% 2 veces por 2 minutos, se incubaron los agregados en metanol frio durante
15 minutos y se lavan nuevamente por 3 veces con PBS Tween 20%. Posteriormente se
incubaron con el anticuerpo primario para (OPN FL-314 sc-20788, BSP H-157 sc-292393
y OCN FL-100 sc-30084), la adicidon de los anticuerpos se realizé por triplicado con
distintas diluciones (1:50, 1:100 y 1:150) con el objetivo de observar en cual de ellas se
observa un mejor resultado positivo del marcaje. Se lavaron los agregados 3 veces

durante 5 minutos con PBS Tween 20%. Se colocé el anticuerpo secundario conjugado
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con FITC y se analizé la sefal utilizando microscopia de epifluorescencia base LED
(modelo T670Q-PL-FLLED-B, AMSCOPE) para observar la seial positiva a las proteinas
no colagenas involucradas en la formacién de un microtejido mineralizado.

4.5.2.-Caracterizacion ultraestructural del microtejido 3D:

La morfologia ultraestructural del microtejido 3D mineralizado se evalué mediante SEM
(FE-SEM 7600F, JEOL) utilizando una aceleracion de 5 kV. Previamente, los esferoides
fueron fijados con 2% glutaraldehido, lavados dos veces con PBS y se les realizd una
deshidratacién paulatina en soluciones de etanol/agua 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%
y 70% por 25 min. en cada solucidn. Posteriormente se colocé en la porta muestra y se
llevé al SPC, marca Hitachi modelo HCP-2, donde se sometieron a un secado de punto
critico con CO2 con la finalidad de deshidratar la muestra sin modificar su estructura.

4.6.-Ensayo de viabilidad por Cell Tracker:

Para realizar los ensayos de viabilidad de los esferoides se utilizé el kit de CellTracker™
Green CMFDA Dye, para utilizarlo, se dejé a temperatura ambiente y se diluyé el reactivo
con 1mL de medio sin suero y sin presencia de rojo fenol, afiadiéndose 100ul de la
disolucién, dejandose incubar durante una hora. A posteriori se les cambié el medio
otra vez, se afnadieron 2ul del reactivo y se dejé incubando una noche. Finalmente
fueron observados utilizando microscopia de epifluorescencia base LED (modelo T670Q-
PL-FLLED-B, AMSCOPE).

4.7.-Andlisis estadistico:

Con el objetivo de comparar las relaciones existentes entre los crecimientos celulares
de los grupos a evaluar se realizaron diferentes pruebas estadisticas para demostrar
alguna relacién existente o no existente. Primeramente, se realizd una prueba de
normalidad tanto de Kolmogérov-Smirnov y Shapiro-Wilk, para el caso de ambas
comparativas entre los platos (utilizar o no un plato con imanes) y entre los medios la
prueba dio como resultado una distribucidon no normal, como consecuencia se llevé a
cabo una prueba no paramétrica de U de Mann-Whitney. Todas las pruebas se realizaron

con el programa IBM SPSS Statics 24 con un p-valor < 0.05.
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4.8.-Tipo y universo del estudio, variables utilizadas y criterios:

Tipo de estudio

Universo de estudio

Variables utilizadas

Criterios

Definiciones de variables:

Absorbancia: Se trata de la medida que refleja cdmo se atenua la radiacion
cuando atraviesa un elemento. Se trata de la medida utilizada para reflejar el
crecimiento de los organoides.

Medio “Normal”: DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB),
una solucién de antibidticos (penicilina 100 Ul/ml), estreptomicina (100 pug/ml)
y fungisona (0.3 pg/ml), 100mM de aminoacidos no esenciales y 100mM de
piruvato de sodio.

Medio Osteogénico: inductor de la diferenciaciéon formado con 50 uM de acido
ascorbico, 10 mM de B-glicerolfosfato y 107 M de dexametasona.

Placas con iman: Cultivos 3D, donde se colocaron las células con las MNP para
que reaccionaran con el campo magnético y dieran lugar a la formacion de
organoides.

Placas sin iman: Cultivos 2D, los osteoblastos se afiadieron directamente a una

placa de 96 pozos estandar para dar lugar a su crecimiento.
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5.1: Cultivos de organoides utilizando la técnica de levitacion magnética

Con el objetivo de inducir formaciéon de organoides por levitacién magnética, los cultivos
de OB se colocaron en cajas de 96 pozos. Se realizé un seguimiento de la morfologia a
los dias 3, 7, 14 y 21 de los grupos experimentales y controles (Figura 10). Como se
observa en la figura 12, la presencia del campo magnético permite la formacién de
esferoides bien delimitados que comienza con la agregacion celular y que continua con
una interaccion célula-célula que compacta el esferoide y le da una buena organizacién

estructural.

Figura 9: Morfologia de los organoides durante su expansion en levitacion magnética. (A-B) son los cultivos a 3 dias,
A con induccion magnética, B sin induccion magnética, (C-D) son los cultivos a 7 dias, C con induccion magnética y D
sin induccion magnética, (E-F) son los cultivos a 14 dias, E con induccion magnética y F sin induccion magnética y
finalmente, (G-H) son los cultivos a 21 dias, G con induccion magnética y H sin induccion magnética.

]
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5.2.-Ensayo de proliferacion celular

La proliferacién celular se evalué mediante el reactivo CCK-8, en diferentes dias 1, 3, 5,
7 y 14. Los resultados se muestran en las figuras 11 y 12. Donde se puede apreciar una
proliferacion celular desde el dia 1 con un pico pronunciado al dia 5 en presencia del
campo magnético. Sin embargo, los cultivos sin presencia de imdn mantienen un
crecimiento constante durante el periodo de cultivo celular. Comportamiento similar al

comparar el medio normal con el medio osteogénico.

Medio utilizado: medio normal

Iman
_ M sin Iman

2,000 I Con Imén
w1500
‘o
=
[
=]
[
o
I
C
- 1,000
=
o
=

0,500

0,000-

Dia 1 Dia 3 Dia 5 Dia7¥ Dia 14
Dia

Barras de error; +- 1 SE

Figura 10: Grdfica que muestra la curva de proliferacion de las células cultivadas en medio normal comparando
aquellas crecidas en los imanes y aquellas crecidas en monocapa. La curva de proliferacion fue realizada mediante el

reactivo CCK-8.
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Plato utilizado: Con Iman

Medio

B medio normal

2 000 B Medio osteogénico

1,500

Media absorbancia

Dia 1 Dia 3 Dia 5 Dia 7 Dia 14
Dia

Barras de error: +- 1 SE

Figura 11: Grdfica que muestra las diferencias en cuanto crecimiento de osteoblastos crecidos en medio normal y el

control positivo medio osteogénico, cultivados ambos en los imanes. La curva de proliferacion ha sido realizada

mediante el reactivo CCK-8.

Para comprobar las relaciones entre los distintos grupos se realizaron pruebas

estadisticas para comparar la relacién entre el crecimiento de OB en cultivo con imanes

y otro siniman, se llevd a cabo una prueba de normalidad tanto de Kolmogdrov-Smirnov,

dado que la prueba resultdé ser negativa para una distribucién normal, se llevé a cabo

una comparativa de 2 grupos (“iman” y “no iman”) mediante la prueba estadistica de U

de Mann-Whitney, con un contraste de hipétesis:

e Ho: No existen diferencias significativas entre dejar crecer los OB en los platos

con iman o en platos sin iman.

e Ha: Existen diferencias significativas entre dejar crecer los OB en los platos con

iman o sin iman.

El resultado del contraste de Hipdtesis queda reflejado en la tabla 1.
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Resumen de prueba de hipotesis

Hipotesis nula Prueha Sig. Decisién
La distribucidn de absorbancia es la ;rueb%lil]_?e Rechazar la
1 misma entre las categarias de paﬁgnr-nueétr:aeg 000" hipdtesis
Iman. independientes nula.

Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significacion es de 05,

1Se muestra la significacion exacta para esta prueba.

Tabla 1: Resultado de la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney, donde se muestra ya el resultado de dicha
prueba, dado que con un p-valor < a = 0,05, se rechazo la hipdtesis nula y como consecuencia existe una diferencia

significativa entre crecer los OB en un imdn que dejarlos creciendo en monocapa.

Por otro lado, se realizé6 una comparativa entre el crecimiento de OB en medio normal
o medio osteogénico, para ello, nuevamente se realizé una prueba de normalidad. Como
la prueba resultd demostrar que no existe una distribucidén normal entre los datos, se
realizé nuevamente una prueba no paramétrica para comparar 2 grupos mediante la U
de Mann-Whitney con este contraste de hipétesis:
e Ho: No existen diferencias significativas entre dejar crecer los OB en medio
normal y medio osteogénico.
e Ha: Existen diferencias significativas entre dejar crecer los OB en medio normal
o medio osteogénico.

El resultado de la prueba se encuentra en la tabla 2.

Resumen de prueba de hipotesis

Hipotesis nula Prueba Sig. Decisidn
La distribucion de absorbancia es la arUEbj“ﬁ-?E Retener la
1 misma entre las categorias de paargnmueétr:aeg 137,000 hipétesis
Medio. independientes nula.

Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significacion es de 05,
1Se muestra la significacién exacta para esta prueba.

Tabla 2: Resultado de la prueba no paramétrica U de Mann Whitney, donde el p-valor > a = 0,05, por lo tanto no se
rechaza la hipdtesis nula, por lo que no existen diferencias significativas entre crecer los OB en medio normal o medio

osteogeénico.
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5.3.- Observacion morfolégica de los organoides por cristal violeta

Con el fin de observar mas a detalle la morfologia de los organoides formados, se le
aplico la tincidn de cristal violeta a uno de los organoides crecidos en medio normal a
los 14 dias. El organoide formado se muestra en la figura 13. Se puede apreciar que el
esferoide tiene una buena distribucidn celular, donde a los 14 dias aun la integridad de
las membranas celulares indica una interaccion célula-célula que aumenta conforme al
tiempo de cultivo. La tincién de cristal violeta se utiliza principalmente para evaluar la
adhesion celular, con lo cual podemos inferir que los cultivos bajo levitacion magnética

inducen una adhesién celular constante entre los osteoblastos.

250um

Figura 12: Imagen de un organoide crecido en medio normal durante 14 dias, tefiido con cristal violeta con el fin de
observar su tamafio y forma, se observa un organoide bien delimitado, donde las interacciones célula-célula permite

la compactacion del mismo otorgando una buena organizacion estructural.

5.4.- Inmunofluorescencia en microtejido 3D completo

Con la finalidad de analizar el nivel de expresidn de las proteinas no coldgenas
involucradas en el proceso de formar un microtejido mineral como OCN, OPN y BSP; se
realizaron inmunofluorescencias utilizando anticuerpos especificos contra dichas
proteinas.

Como se puede observar en la figura 14 se muestran esferoides representativos de la
sefial positiva. Para la sefial de OCN (Fig. 14A), se puede observar que existen zonas de
mayor expresion y zonas obscuras donde no existen ninguna expresion de la proteina
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(color negro). Para OPN (Fig. 14B) se observa que existe una mayor expresion de la
proteina en todo el esferoide con ciertas zonas donde no se detecta (color negro) lo cual
indica que estas proteinas tienen un patron diferencial de expresién. Por ultimo, la BSP
es una proteina encargada de estar en los estadios de mayor formacién deposicién de
tejido mineral, como se observa en el esferoide existe una sefial positiva en la mayoria

de las células mostrando el microtejido en una fase de alta de expresion de esta proteina

(Fig. 14C).

Figura 13: Imagen de las inmunofluorescencias de los microtejidos 3D de los esferoides analizando la expresion de
OCN (A), donde se observan zonas de mayor expresion y zonas donde no se encontré sefial positiva, OPN (B), se
observa un patron diferencial de expresion y BSP (C), donde se observan regiones de mayor depdsito de tejido
mineral. Todos los organoides se encontraron bajo cultivo osteogénico por 14 dias.

5.5.-Caracterizacion ultraestructural del microtejido 3D depositado:

Con la finalidad de observar la morfologia a una resolucién mayor se procedio a realizar
imagenes de los esferoides mediante SEM donde se puede observar la ultraestructura
del microtejido 3D depositado con mayor detalle, asi como la interaccién celular y las
células que forman el organoide y el tamafio completo del microtejido esferoidal 3D (fig.
15A). En un acercamiento se pueden observar a mayor detalle el contacto entre célula-
célula (fig. 15B y C), ademas se observa la presencia de MEC por parte de los
osteoblastos (fig. 15Cy D).

Por otro lado, también se analizaron los microtejidos esferoidales 3D que se encuentran
en un medio de cultivo osteogénico durante 14 dias. En dichas imagenes podemos
observar la comparacién de tamaiio entre ambos organoides, siendo este mas pequefio,
ademds de observar una mayor cantidad de MEC que tiende hacia un tejido

mineralizante (figura 16).
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Figura 14: Observacion de imdagenes SEM de organoides cultivados en medio normal hasta 14 dias. En el caso de A se puede observar el
tamario del organoide completo donde se pueden distinguir las distintas células que lo forman (flecha). En B se puede observar mds a
detalle dichas células formadoras del organoide. En C, se distingue parte de la matriz mineralizada secretada por los organoides. En D
se observa una union entre dos OB, alcanzdndose a observar parte de la matriz que secretan ambas células.
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Figura 15: Observaciones SEM de un organoide crecido en medio osteogénico hasta 14 dias. En A-B se pueden observar a detalle las células que
forman el organoide. En el caso de C-D, se observa la mayor cantidad de matriz mineralizante secretada por el organoide. En E, finalmente, se
observa el tamario del organoide, donde compardndolo con el anterior, posee menor tamafio.
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5.6.- Ensayo de viabilidad por Cell Tracker.

Para evaluar la viabilidad del esferoide 3D, se utilizé el reactivo Cell Tracker en el que se
observa el centro del organoide como su periferia. En donde se logra observar la
viabilidad celular en ambas localizaciones del organoide, ademas, también se puede
observar el tamafio del organoide (fig. 17). Y en los acercamientos se puede visualizar
que las células se encuentran viables debido a que el cromoéforo se encuentra dentro de

las células y nos permite visualizar con detalle la interaccidn entre ellas.

Figura 16: Ensayo de viabilidad por Cell Tracker de un organoide cultivado en medio normal hasta 14 dias. En A se observa el
tamaiio del organoide. En B una observacion de la sefial de toda la periferia del organoide demostrando que las células se
encuentran vivas. En C se observa mds a detalle la periferia del organoide, mientras que en D se observa el centro del organoide
también con sefial positiva, demostrando que se encuentran vivas las células.

En los esferoides que se mantuvieron en medio osteogénico se puede apreciar que el
tamafio cambia considerablemente, sustentando los resultados obtenidos por SEM,

considerando que la compactacién puede deberse a la presencia de tejido osteoide.
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Asimismo, se parecia que el esferoide esta viable y donde se aprecia de igual manera las

uniones célula-célula (fig. 18).

Figura 17: Imdgenes del organoide cultivado en medio osteogénico hasta 14 dias tefiido con Cell Tracker, para el ensayo de viabilidad.
En A se puede apreciar el tamafio del organoide cultivado en medio osteogénico, donde silo comparamos con el anterior, es de menor
tamaio. En B se puede observar con mayor detalle, que en todas las localizaciones del organoide se encuentra vivo, mientras que en
C observamos con mayor detalle la periferia del organoide. Por otro lado, en D, se observa el centro del organoide estando también
vivo, como en el caso del organoide cultivado en medio normal.
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Para entender procesos que involucran la regeneracion de diversos tejidos se han
utilizado organoides en el contexto tridimensional. Se han registrado tamafio de
organoides con una media de 350 um y de 550 um utilizando células troncales
mesenquimales de médula 6sea (Lewis, et al., 2016). Estos organoides presentaron
mayor tamafio que el reportado en nuestro trabajo. Sin embargo, es importante resaltar
que se utilizaron 3.000 células para la formacién del organoide, y en el trabajo citado se
utilizaron 10.000 células por lo que era de esperar que su tamafio fuera mayor. Nosotros
exploramos el nimero minimo que permitia la obtencién de un esferoide con lo cual
también es un nuevo dato que proponemos a las técnicas de cultivo 3D donde a partir
de 3000 células se pueden lograr la formaciéon de organoides con una viabilidad éptima
gue puede llevarse hasta mas de 14 dias de cultivo celular.

Solo existe un reporte en la literatura en el cual utilizan 1.600.000 células para la
formacién de los organoides, aunque no se reporta el tamafo final de los organoides
formados (Hagewald, et al., 2004).

Se pueden realizar comparaciones entre los distintos grupos de medio normal y medio
osteogénico en cuanto a su tamano. En el caso de los organoides cultivados en medio
normal los organoides son de mayor tamafio en comparacion con el organoide cultivado
en medio osteogénico que presentan menor tamano. Estos resultados se podrian
explicar parcialmente debido a que los organoides estan cultivados en medio
osteogénico y poseen todo lo necesario para inducir el depésito de MEC osteoide, por
lo que la proliferacién se detiene y se induce la diferenciacion celular, seguida de la
formacidén y secrecién de matriz mineralizada (Clines, 2011). En el caso de los organoides
cultivados en medio normal, los organoides tienden a proliferar durante mas tiempo,
por lo que le organoide se hace mas grande, llegando a formar matriz mineralizada, en
los ultimos dias del cultivo.

En cuanto a los ensayos de proliferacién celular, se registré un aumento entre los dias 3
y 5, registrandose el mayor pico de crecimiento, posterior a una disminucidon para el dia
7 y 14. Los estudios de comparacion de crecimiento entre los organoides cultivados en
monocapa o con el método de levitacidn magnética, mostraron que los co-cultivos
(NPM-OB) presentan un pico mas alto en el dia 5, similar al publicado por (Ren, et al.,

2018). En este trabajo utilizaron células del intestino y formaron organoides,
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encontrando el pico mas elevado al dia 6. La comparacion entre los grupos, pueden
verse reflejados en trabajos realizados por (Lewis, et al., 2016), quienes utilizaron la
técnica de levitacién magnética, este grupo comparé entre el cultivo en monocapay 3D,
y encontraron que el organoide formado por el método de levitacién magnética mostré
un pico en el dia 1. Esta diferencia puede ser explicada con el nimero inicial de células
en cultivo, en nuestro estudio utilizamos 3.000 células al inicio por lo que era de esperar
qgue el organoide empezara de menor tamano y fuera creciendo conforme al tiempo.
Ademads se puede comprobar cudl es el tamaifio maximo que pueden alcanzar los
organoides, es decir, en el caso de (Lewis, et al., 2016) al alcanzar su maximo desde el
dia 1 es de suponer que el tamaifio maximo de los organoides poseen una media de
10.000 células, donde se ha comprobado en este mismo trabajo con la misma cantidad
de células, llegando a la conclusidn que el organoide llega desestabilizarse y empieza a
separarse las células. Una de las causas probables de este hallazgo se encuentra descrita
por (Lancaster, et al., 2013) donde lo que podria ocurrir es que el flujo de oxigeno al
interior del organoide ya no sea el ideal, por lo que las células del interior del organoide
empiezan a morir y empiezan a separase las células, por lo que en la curva de
proliferacién empieza a bajar. Otro dato comparable a nuestros resultados es el tamafio
del organoide de (Jeong, et al., 2016), en donde encontraron que el tamafio maximo
registrado fue en el dia 5, al igual que en nuestro caso. Otro de los motivos por el que
nuestro organoides no se desestabilizaron y no fue degradado, fue debido a que las NPM
estaban tratadas con acido ascérbico (vitamina C), el cual es un antioxidante soluble en
agua que cumple una funcién predominantemente protectora, encargado de promover
la formacién de colageno, y como finalidad evita que las células que forman parte del
organoide no se separen (Gallie, 2013). Cabe destacar que la adicién de acido ascdérbico
no influye en los crecimientos de los organoides y no poseen ningun tipo de influencia
en la proliferacion (Cai, et al., 2018).

En la curva de proliferacién comparativa entre los grupos “iman” y “sin iman”, queda en
evidencia las diferencias en cuanto a crecimiento de las células, comparable a la curva
comparativa de (Lewis, et al., 2016), donde las diferencias comienzan a ser significativas
a partir del dia 1. En nuestro caso, debido a que la distribucién de los datos no es normal,

se ha utilizado una prueba no paramétrica de comparacién de dos grupos (U de Mann-
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Whitney) para evaluar la diferencia entre ambos grupos. Como resultado, existen
diferencias significativas en cuanto a utilizar placas con iman o cultivar las células en
monocapa, resultando ser mas eficiente el crecimiento en las placas con iman. El motivo
principal de observar mayor crecimiento de los organoides formados en levitacién
magnética es el hecho de que se encuentran cultivados en 3D, lo que implica una
expansion de las células en las tres dimensiones, sin embargo en el caso de la monocapa
tiene una limitante muy importante y es el hecho de que su crecimiento depende del
tamafio del fondo de la placa, por lo que las células proliferan hasta el limite de la propia
placa, y al alcanzar dicho limite dejan de proliferar y con la falta de espacio llegan a bajar
su viabilidad (Bumpers, et al., 2015).

La comparacion entre la curva de proliferacién de organoides cultivados en medio
normal (DMEM suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), una solucién de
antibidticos (penicilina 100 Ul/ml), estreptomicina (100 pug/ml) y fungisona (0.3 pg/ml),
100mM de aminodcidos no esenciales y 100mM de piruvato de sodio) y medio
osteogénico, mostré6 un mayor crecimiento en el organoide cultivado en medio

I”

“normal”, mientras que en el organoide en medio osteogénico se observd un pico al dia
3, sin embargo, en los otros dias de cultivo se observd mayor crecimiento en el
organoide del medio de cultivo “normal”. No existen estudios en la literatura sobre
organoides formados de OB, por lo que no es posible realizar una comparacion con otros
estudios, sin embargo, nuestros resultados pueden ser explicados por la comparacién
de tamanos entre ambos grupos. Los organoides cultivados en medio osteogénico
proliferan para aumentar de tamafio en el dia 3, y en el dia 5, bajan su proliferacién
debido a que poseen todos los inductores necesarios para formar matriz mineralizada y
comienzan a depositarla, por el contrario, en el caso de los organoides cultivados en
medio normal, han de proliferar primero, hasta alcanzar un maximo en el dia 5,
posteriormente bajan su proliferacidon por el comienzo de una diferenciacién tardia y
con la consiguiente formacién del tejido mineralizado. La comparacion estadistica de U
de Mann-Whitney mostré que las diferencias no son significativas, sin embargo, no

podemos concluir que es un resultado negativo, se trata de un resultado esperado, dado

gue no es necesario de la utilizacidn de inductores de formacién de matriz mineralizada
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para la formacidon de esta matriz, en otras palabras, no es necesario la utilizacién de
medio osteogénico para la formacién de dicha matriz.

Se ha realizado un andlisis sobre la localizacién de las proteinas relacionadas con el
proceso de biomineralizacion como la BSP, OPN y OCN (Clines, 2011).

No existen estudios en la literatura acerca de andlisis de la expresién génica de
organoides formados mediante OB, sin embargo, en cuanto a otras técnicas 3D, como
la utilizacidon de andamios, (Jing, et al., 2017) analizaron las proteinas OCN y BSP por
medio gRT-PCR y de inmunofluorescencia al igual que en nuestro trabajo. En el caso de
la OCN (Jing, et al., 2017) utilizaron una dilucién del anticuerpo primario de 1:200,
mientras que en nuestro caso utilizamos una dilucién 1:100. En los resultados analizados
con microscopio de fluorescencia se puede observar una expresion positiva de la
proteina de OCN. Para el caso de la BSP, (Jing, et al., 2017) utilizaron una dilucién del
anticuerpo primario 1:500 y en nuestro caso igualmente fue de 1:100, obteniendo una
sefial igualmente positiva. En el caso de (Li, et al., 2017) evaluaron por RT-PCR Ia
expresion génica cuyos productos proteinicos son RUNX2, ALP, OPN y OCN, donde
encontraron una expresion positiva para la proteina OPN, al igual que nuestro caso,
donde se puede observar que a una dilucién del anticuerpo primario 1:100 se
encontraron sefales positivas para dicha proteina.

En el caso de los organoides cultivados en medio osteogénico, dado que poseen todos
los inductores necesarios para la creacion de matriz mineralizada, se trata de un
comportamiento normal el hecho de que se hayan mostrado sefales positivas para
dichas proteinas tipicas de la regeneracién dsea (Clines, 2011), es por ello que fue
tratado como control de tipo positivo. En el caso de los organoides cultivados en medio
normal, se trata de un caso mas interesante, dado que, al no poseer los inductores
necesarios, mediante interacciones entre las células del organoide han llegado a
formarse las proteinas tipicas de la regeneracion ésea, llegando a formar matriz
mineralizada, observada con mayor detalle en las imdgenes SEM. Dichas imagenes
muestran la morfologia general de los organoides mostrando con mayor detalle las
interacciones celulares existentes dentro del organoide.

En las imagenes SEM se pueden observar dichas interacciones con mayor detalle, sin

embargo, el fendmeno mds importante observable en las imagenes es la formacién de
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matriz osteoide. Si empezamos a comparar entre los organoides cultivados en medio
osteogénico y en medio normal, las diferencias entre ambos organoides es la cantidad
de MEC. Cabe resaltar que los osteoblastos nunca han sido observados en un organoide
a través de SEM, es por ello por lo que la comparacidon de tejidos mineralizados
mostrados en otras técnicas 3D como los andamios difieren a nuestras morfologias. Es
decir, en el caso de (Gémez-Lizarraga, et al., 2017) al estar los OB adheridos a los
andamios se pueden observar las distintas prolongaciones tipicas de los OB, en cambio,
en nuestro caso los OB no se encuentran adheridos a ningln otro material, por lo que
su morfologia es mas parecida a la que se encuentran in vivo, permitiendo su
crecimiento en 3D y finalmente unas prolongaciones tipicas hacia otros OB. Otras
comparaciones realizadas es la de los determinados cristales aparecidos con mayor
cantidad en los organoides cultivados en medio osteogénico, dichos cristales pueden ser
comparados a los depdsitos de calcio a partir de la actividad de la ALP mostrados por
(Hejazi & Mirzadeh, 2016), sin embargo, también son observados en otras técnicas 3D
como el caso de la utilizacion de andamios, por lo que es la primera vez que matriz
mineralizada formada a partir de OB humanos es mostrada en imagenes SEM a partir de
organoides cultivados en un medio que no posee los inductores como en el caso de
medio osteogénico.

Finalmente para la evaluacion de viabilidad por medio de CellTracker ™ green se

III

compard la viabilidad de los organoides cultivados en medio “normal” y en medio
osteogénico, encontrando mayor tamano de organoides en medio “normal” comparado
con los cultivados en medio osteogénico. Mediante este ensayo se ha demostrado que
todas las partes de los organoides cultivados hasta el dia 14 se encuentran viables, tanto
en la periferia del organoide, como en nucleo del propio, por lo tanto, una de las
problematicas a tener en cuenta, como lo es la falta del flujo de nutrientes al interior del
organoide, queda descartada a diferencia que en el caso de (Lancaster, et al., 2013).
Como comparativa en la bibliografia solo se ha reportado un Unico caso de utilizacién
de CellTracker ™ green en organoides formados por células cardiacas procedentes de un

corazdn de rata neonata (lyer, et al., 2009). En dicho caso se realizaron los analisis al dia

7 del cultivo de los organoides mostrandose una viabilidad de hasta el 80%, debido que
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en dicho caso el objetivo del analisis era mostrar tanto los cardiomiocitos vivos como los
muertos realizando un ensayo live/dead.

Por primera vez se han realizado organoides a partir de OB humanos, que ademas,
demostraron poseer la capacidad de formacién de microtejido mineralizado sin la
necesidad de los inductores para la formacién de dicha matriz, como lo posee la
utilizacién del medio osteogénico. Los organoides formados permanecieron estables, en
ningln punto comenzaron a separarse las células y crecieron en tres dimensiones. Los
organoides en su totalidad se encontraron vivos tanto en la periferia como en el nucleo
del organoide, demostrando que el flujo de nutrientes y de gases es el ideal para el
crecimiento de los organoides y la proliferacion de los OB humanos.

Por tal motivo, esta técnica utilizada en este trabajo de investigacién permite la
formacién de organoides de OB humanos, sin embargo, la técnica puede ser utilizada
para cualquier otro tipo celular, por lo que dicha técnica puede ser utilizada para la
formacién de organoides de otras lineas celulares, permitiendo mas investigaciones, lo
que significaria un acercamiento a la aplicacién clinica de los organoides, no solo de OB
o lineas celulares propias de tejido 6seo, sino de otros tejidos, lo que conllevaria a uno
de los grandes objetivos de la investigacion que es el intento de salvar vidas, ya sean

humanas o de otras especies.
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Se formaron organoides de células (osteoblastos humanos) a partir de la técnica

de cultivo 3D bajo levitacidn magnética.

La técnica de levitacion magnética es una técnica novedosa y fiable para formar
organoides 3D, que posee varias ventajas frente a otros métodos de formacion
de organoides. Dicha técnica permite, mediante un cambio en el tamafio del
iman, cambiar el tamafio de los organoides y, por tanto, el tamafo de los
organoides puede ser manipulable y controlable. Ademas la técnica permite la

formacidén de organoides sin importar el origen celular o el tipo celular.

El cultivo de organoides en medio osteogénico no influye en la proliferacidn,
viabilidad o creacion de matriz mineralizada, en comparacién con los organoides
cultivados en medio normal sin inductores. Este grupo experimental demostré
poseer un mejor crecimiento en comparacion del cultivado en monocapa, y un
crecimiento sin diferencias significativas en comparacién al cultivado en medio
osteogénico, por lo que, los organoides cultivados en medio normal poseen la

misma capacidad de formar matriz mineralizada.

Los datos indican que las células que forman parte del organoide se encuentran
vivas, tanto en la periferia como en el nucleo del organoide, demostrando que

los organoides pueden permanecer vivos hasta mas de 14 dias en cultivo.
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