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Arg: Arginina.

Asp: Aspartato.

ADSC: Célula estromal derivada de la grasa.
ALF: Fostasa alcalina.

AS: Célula madre adulta.

BDNF: Factor neurogénico derivado del cerebro.
BMP: Proteina morfogenética 6sea.

BSA: Albumina sérica bovina.

BHA: Hidroxianisol butilado.

DAPI: Diclorhidrato de 4, 6" diamidino-2-fenilindol.
DEMEM: Medio Dulbecco Eagle modificado.
DMSO: Dimetilsulfoxido.

DNA: Acido desoxirribonucléico.

EDTA: Acido etilendiamino tetraacético.

EG: Célula madre germinal.

EGF: Factor de crecimiento epidérmico.

EMT: Transicion epitelio-messenquimal.

ES: Célula madre embrionaria.

FGF: Factor de crecimiento fibroblastico.

FVS: Fraccion vasculo-estromal.

GAPDEF: Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa.
GF: Factor de crecimiento.

GFAP: Proteina gliofibrilar &cida.

Gly: Glicina.

HA: Hidroxiapatita.

HS: Suero humano.

HSC: Célula madre hematopoyética.

IGF: Factor de crecimiento insulinico.



IPS: Célula madre pluripotencial inducida.

IT: Ingenieria de tejidos.

ITO: Ingenieria del tejido dseo.

ITS: Suplemento insulina, transferrina y selenio.

MAP-2: Proteina asociada a los microtubulos -2.

MAPC: Célula progenitora multipotencial adulta.

MEM: Medio Eagle modificado.

MSC: Célula madre mesenquimal de la médula ésea.
NSE: Enolasa especifica neuronal.

OCN: Osteocalcina.

OPG: Osteoprotegerina.

PBS: Buffer fosfato salino.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

PDGF: Factor de crecimiento derivado de las plaquetas.
PG: Prostagladina.

PLA: Acido polilactico.

PRP: Plasma rico en plaquetas.

RANK: Receptor activador del factor nuclear Kappa-f.
RANKL: Ligando del recptor activador del factor nuclear Kappa-p3.
RGD: Tripéptido arginina-glicina-aspartato.

RNA: Acido ribonucléico.

RT-PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real.
SBF: Suero bovino fetal.

SCF: Factor de células madre.

SP: Células de la poblacion lateral.

TGF: Factor de crecimiento transformante.

TNF: Factor de necrosis tumoral.

VEGF: Factor de crecimiento vasculo-endotelial.
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Introduccion.

1. ANTECEDENTES

En Espafa se producen 60.000 fracturas de cadera anuales, segun la Fundacion
Hispana de Osteoporosis y Enfermedades Metabdlicas Oseas (Diaz Curiel y cols.,
2004), esto supone una ocupacion de entre el 20% y el 22% de las camas de los

servicios de Cirugia Ortopédica y Traumatologia espafioles.

La prevalencia de osteoporosis en el mundo desarrollado, segun la OMS, es de
més del 20% de la poblacion (Report of a WHO study group, 1994), porcentaje que

presumiblemente irh en aumento con el progresivo envejecimiento de la poblacion.

Estos son datos puntuales que nos sirven para ilustrar el enorme interés que en
este momento suscitan las investigaciones sobre la regulacion del metabolismo 6éseo,

encaminadas especialmente a lograr protocolos que conduzcan a la osteogénesis.

Desde la Optica de la cirugia oral, Espafia e Italia son los paises de Europa donde
mas implantes dentales se colocan, mas de 700.000 en el afio 2009 (Bertrand
Baschwitz, 2009), los cuales requieren unos minimos de masa 6sea, hecho este que
ha desatado un rapido desarrollo de diversas técnicas dentro del campo de la cirugia
oral y maxilofacial para poder conseguir un aumento de la masa y volumen 4seos en

los maxilares.

2. TERAPIAS CONVENCIONALES

En la actualidad las técnicas convencionales mas empleadas para conseguir
aumento 6seo son las basadas en la realizacidén de injertos, que pueden ser de varios
tipos (Braddock y cols., 2001; Fodor, 2003; Salgado, Coutinho y Reis, 2004), y las
técnicas de osteodistraccion (llizarov, B, 1989). Segun el material de injerto empleado,

estos se clasifican como:
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2.1. Injertos autélogos de hueso

Son aquellos en los que el injerto proviene del propio paciente, son muy eficaces,
es el Unico tipo de injerto que tiene propiedades osteogénicas, es decir, que es capaz
de formar hueso pues contiene las Unicas células con potencialidad para ello;
osteoinductivas, estimula la formacion de hueso por contener los factores solubles de
sefalizacién que inducen a las células a formar el hueso; y de osteoconduccion, pues
proporciona el soporte mas adecuado para la proliferacion celular. Presenta como
inconvenientes un aporte limitado de material, asi como ocasionar morbilidad en la

zona donante (Salgado, Coutinho y Reis, 2004).

2.2. Aloinjertos o injertos homaologos

El material de injerto esta tomado de otro individuo de la misma especie, estos
presentan poder osteoconductivo y en menor grado osteoinductivo pero, al carecer de
células vivas, no presentan propiedades osteogénicas. Poseen como ventajas el no
necesitar de un segundo campo quirdrgico para su obtencion y el tener abundante
disponibilidad del material, su principal inconveniente reside en los estrictos controles
sanitarios a que tienen que ser sometidos, debido a que al proceder de otros
individuos podrian ser transmisores de diversas patologias infecciosas. Los tipos de
aloinjerto 6seo mas comunmente utilizados son el hueso desmineralizado, congelado,
desecado, DFDB sus siglas en ingles, el hueso congelado, desecado (liofilizado) FDB

y el hueso irradiado (Misch y Ditsh, 1993).

2.3. Xenoinjertos o injertos heterdlogos

El injerto procede de otra especie, estos representan una pequefia porcién de las

terapias para reemplazo 6seo, es necesario tratarlos para anular su antigenicidad,
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generalmente mediante la extraccion quimica de cualquier traza de materia organica,
por este motivo actuan solamente como osteoconductores. Se especula con la
obtencion y uso en el futuro de animales genéticamente modificados lo que resolveria

los problemas de antigenicidad (Fodor, 2003).

2.4. Injertos aplasticos o de biomateriales

Se trata de materiales sintéticos biocompatibles que carecen de poder
osteoinductivo actuando como osteoconductores. Existen multitud de compuestos
siendo los mas utilizados los vidrios bioactivos, las cerdmicas y los polimeros de

sintesis (Misch y Ditsh, 1993; Salgado, Coutinho y Reis, 2004).

2.5. Osteodistraccion

Ademas de los diversos tipos de injertos se esta utilizando, cada vez con mayor
frecuencia en el campo de la cirugia implantologica oral, la osteodistraccién, técnica
descrita por primera vez por el ruso llizarov y que se basa en la osteogénesis inducida
entre dos segmentos 0Oseos vascularizados que son separados gradualmente,
preservando la integridad del coagulo de fibrina que se forma entre ellos, mediante un

procedimiento mecanico de distraccion (llizarov, A, B, 1989).

Como se puede observar cada una de estas opciones de tratamiento que hemos
revisado presenta una serie de inconvenientes especificos, por este motivo se hace

necesaria la bdasqueda urgente de nuevas alternativas de tratamiento.
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3. ALTERNATIVAS DE TRATAMIENTO.

Es aqui donde aparece, en teoria, como una opcion muy valida para restaurar,
mantener 0 mejorar la masa 6sea, la creacion de sustitutivos biolégicos que incluyan
células cultivadas, en medios de cultivo suplementados con factores de crecimiento
especificos, e incluidas en matrices tridimensionales implantables; pudiéndose incluir
esta opcion dentro del campo de accion de la llamada medicina regenerativa (Stocum,
2001; Samitier, 2006), la cual se puede definir como una especialidad multidisciplinar
emergente, que busca el mantenimiento, la mejora, la reparacion o la sustitucion de
células, tejidos y organos mediante la aplicacion de métodos relacionados con la

terapia génica, la dosificacion de sustancias biorregenerativas y principalmente con:

3.1. La terapia celular .

La terapia celular se perfila como una de las técnicas mas prometedoras del futuro
arsenal médico para la reparacion de tejidos destruidos o dafiados. Consiste en el
proceso de introducir nuevas células en un tejido para poder tratar una enfermedad,
siendo su objetivo la sustitucion de las células dafiadas por otras nuevas. Son diversos
los tipos de células que se pueden aplicar, asi se pueden aplicar células funcionales
maduras (Pluchino y cols., 2003), células maodificadas (Shing y cols., 2002), células
heterdlogas (Sakai y cols., 1999), sobresaliendo como candidatas para desarrollar esta
estrategia dos tipos de células, las células progenitoras comprometidas o células
precursoras Yy las células troncales o células madre (Verfaillie y cols., 2002) que

revisaremos con detalle mas adelante.
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3.2. La ingenieria de tejidos

La ingenieria de tejidos (IT) es un campo de investigacion, relativamente nuevo,
multidisciplinar que combina los conocimientos de las ciencias de materiales con la
biologia celular y molecular (Langer y Vacanti, 1993), para resolver problemas clinicos
0 quirargicos asociados a la pérdida de tejido o al fallo funcional de érganos (Patrick y
cols., 1998). Utiliza los principios de la ingenieria y los métodos de analisis de los
procesos bioldgicos que suceden en el desarrollo y reparacion de los tejidos vivos. Los
especimenes implicados en la ingenieria de tejidos son células vivas, asi como sus
componentes extracelulares que participan en el desarrollo de dispositivos que
permitan y estimulen o favorezcan la reparacion o restauracién de un 6rgano o tejido

danado (Heineken y cols., 1991; Langer y Vacanti, 1993).

4. PRINCIPIOS BASICOS DE LA INGENIERIA DE TEJIDO OSEO.

4.1. Definicién .

La ingenieria de tejidos (IT), (Hardingham y cols., 2002), se define como el uso de
los principios y métodos de la ingenieria, la biologia y la bioquimica orientados a la
compresion de la estructura y la funcion de los tejidos normales y patologicos de los
mamiferos, y el consecuente desarrollo de sustitutos biolégicos para restaurar,

mantener o mejorar su funcion (Skalar y cols., 1988; Vacanti Ay B, 2006).

4.2. Pilares de la ingenieria de tejido 6seo.

En la experimentacién de IT confluyen tres elementos fundamentales, las matrices
tridimensionales, los factores de crecimiento y los diferentes tipos de células, en un

ambiente fisico-quimico apropiado que permita la regeneracién del tejido u érgano.



Introduccion.

4.2 1. Las matrices tridimensionales. (scaffolds en ingles)

Son dispositivos que proporcionan a las células el apoyo necesario para su
proliferacién y el mantenimiento de sus funciones, y por otro lado aportan las sefiales
biologicas requeridas para la conservacion de la expresion génica especifica. También
se encargan de definir la arquitectura del tejido a reparar (Kim, Baez y Atala, 2000).
Las células interactdan con las matrices durante el proceso de regeneracion del tejido,
lo cual induce la liberacién de factores de diferenciacion y crecimiento a la vez que van
sintetizando su propia matriz extracelular. Las matrices para ITO deben de reunir

varios requisitos:

Biocompatibilidad, no deben desencadenar respuesta inmune ni tener efectos

téxicos, ni sobre el paciente ni sobre las células que vamos a implantar (Jiménez

Planas, 2002; Mano y cols., 2007).

Porosidad, esta debe de ser elevada, formando una estructura tridimensional, con
un alto valor de area superficial, con poros abiertos e interconectados para permitir el
adecuado sembrado y crecimiento celular en el seno de la matriz y la adecuada
vascularizacion para la difusion de nutrientes y eliminacion de los desechos
metabdlicos, resultado de la actividad celular (Ma, 2008), hecho fundamental en el
hueso debido a sus caracteristicas metabdlicas, ya que se esperan altas
transferencias de sustancias, incluso cuando se realizan procesos “in vitro”. El tamafio
de los poros influye en el proceso, siendo el ideal en ITO de entre 200 um y 900 pum
(Salgado, Coutinho y Reis, 2004; Shieh y Vacanti, 2007) también se tendra en cuenta
la distribucion del tamafio de los poros, su forma y el tamafio de los puntos de

interconexion en la estructura porosa (Slivka y cols., 2001).
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Propiedades de la superficie tanto quimicas, que estaran relacionadas con la

capacidad de las células para adherirse y proliferar sobre el material (Cassinelli, Morra
y Bruzzone, 2003), como topograficas, que son fundamentales para Ila
osteoconduccion, proceso por el cual las células osteogénicas migran en la matriz a
través de un coagulo de fibrina que se establece después de implantado el material

(Mauney, Volloch y Kaplan, 2005).

Osteoinductividad proceso por el cual las células son estimuladas a diferenciarse

hacia la linea osteogénica (Salgado y cols., 2004).

Propiedades mecdnicas, estas estaran en concordancia con las fuerzas a las que

se vera sometido el implante permitiendo mantener la estructura del tejido predisefada
hasta que el nuevo tejido formado se encuentre totalmente estabilizado e integrado
(Ma, 2008). Las matrices presentaran unas caracteristicas mecanicas similares a las

de la matriz extracelular natural correspondiente (Chen y cols., 2003).

Biodegradabilidad, la tasa de reabsorcion de las matrices debe ser igual a la de

formacion 6sea (Falke y Atala, 2000; Salgado y cols., 2004; Logeart y cols., 2005), asi
a medida que las células produzcan su propia matriz extracelular natural el biomaterial
debe degradarse en componentes no toxicos facilmente eliminables, manteniendo su

estructura tridimensional (Du y Moradian-Oldak, 2006).

Radiolucidez para poder diferenciar radiolégicamente el material implantado del

nuevo hueso formado (Logeart y cols., 2005).

En los ultimos afios se han reportado diferentes materiales para la fabricacion de
matrices, asi se utilizan materiales metalicos, como el titanio y el circonio; cerdmicos
como la hidroxiapatita y el fosfato tricalcico; poliméricos naturales como el colageno, el

acido hialuronico, el fibrindgeno y el polisacarido quitosano; y poliméricos sintéticos
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como los policarbonatos, los polimeros del &cido polilactico, (PLA), del acido

poliglicélico, (PGA), etc... (Salgado, Coutinho y Reis., 2004; Yang y cols., 2001).

Uno de los retos de la ITO es el encontrar un material que cumpla todos los
requisitos anteriormente expuestos, siendo capaz de imitar las propiedades naturales
del hueso mientras proporciona una ayuda temporal para la regeneracion del tejido, a
la vez que se va degradando y sustituyendo por hueso de nueva formacién

(Hutmacher, 2000).

42.2. Las células

Las células ideales para la IT deben de ser faciles de obtener, faciles de cultivar,
deben de conservar su fenotipo, mantener su funcion, ser multi 6 pluripotentes y no
deben generar respuestas inmunes (Yang y cols., 2001). En la actualidad la inmensa
mayoria de los investigadores consideran como candidatas para desarrollar esta
estrategia a las llamadas células madre, en este sentido las células madre
mesenquimales (Haynesworth y cols., 1992), (mesenchymal stem cells, MSC) que
muestran un fenotipo estable y permanecen en monocapa en el cultivo, estan siendo
utilizadas con mayor frecuencia en ITO (Haynesworth y cols., 1992; Bruder y cols.,

1997).

Tan grandes son las expectativas que las llamadas células madre estan generando
en la medicina regenerativa e ingenieria de tejidos, y tan enorme parece ser su futuro
potencial terapéutico que les vamos a dedicar un capitulo independiente en esta

introduccion.
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4.2 3. Los factores de crecimiento

Los factores de crecimiento (GF, sus siglas en inglés) son proteinas de
sefalizacién, sintetizadas por las células, involucradas en la proliferacion y
diferenciacion celular y en la morfogénesis de los tejidos (Bowen-Pope, Vogel y Ross,
1984), su identificacion ha sido posible mediante el uso de modernas técnicas de
laboratorio como la hibridacion “in situ”, la reaccién en cadena de la polimerasa de

cDNA en tiempo real (RT-PCR) y el empleo de anticuerpos monoclonales.

Los factores de crecimiento se podrian definir como un tipo de mediadores
biologicos que regulan la proliferacion celular, la quimiotaxis, la diferenciacion celular y
la sintesis de la matriz extracelular. Algunos GFs son sintetizados por practicamente
todas las células, como el TGFR; (Burt y Law, 1994), lo que significa que esta
implicado en casi todos los procesos fisioldgicos; cada GF tiene unas actividades
concretas y sus acciones especificas, en una célula determinada, estas dependeran
de las circunstancias del entorno celular. Son multifuncionales, asi un GF puede
estimular la proliferacién de ciertos tipos celulares e inhibir la de otros y ademas

causar efectos no relacionados con la proliferacién en otro tipo celular.

Los principales factores de crecimiento, relacionados con la osteogénesis y la

regeneracion, conocidos en la actualidad son (Varkey, Gittens y Uludag, 2004):

El factor transformante del crecimiento, TGF, se trata de la mezcla de dos

proteinas, la TGFa y la TGFR. En el tema que nos concierne nos interesa la forma
beta que forma parte una superfamilia de proteinas que incluye TGFR-1 hasta TGFR-
5, BMPs, actinas e inhibinas (Kingsley, 1994), hasta el momento se han publicado un
total de 74 TGFR-like secuencias que probablemente representan a unos 23 genes

distintos (Burt y Law, 1994).
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El TGF beta-1 es un homodimero no glicosilado, de 25 Kda de peso molecular, en
el cual el 100% de su secuencia aminoacida se conserva de una especie a otra, lo que
sugiere su participacién en procesos funcionales basicos para el mantenimiento de
dichas especies (Alevizopoulos y Mermod, 1997); se secreta de forma inactiva
pudiendo formar dos tipos de complejos inactivos, uno, llamado LAP (latency
associated peptide), formado al asociarse a una proteina, si ademas se asocia a otra
proteina de enlace tendremos el otro tipo, llamado LTBP (latent TGFbeta binding
protein). La misién de estas proteinas seria la de estabilizar el TGFbeta, pues en
estado libre tiene una vida media de 2 minutos mientras que inactivo su vida media es

de 90 minutos.

Para realizar su actividad bioldgica debe de encontrarse en forma libre, siendo
todavia desconocido el mecanismo fisiolégico por el que pasa del estado latente al de
activo al liberarse de la proteina. Una vez activo el TGF deberé interaccionar con los
receptores adecuados que son dos proteinas TGFR-l y TGFR-Il y entonces se
produciran sus efectos, la modulacién de la proliferacién celular, generalmente como
supresor, la mejora de la formacion de la matriz extracelular, aumentando su sintesis e
inhibiendo su degradacion, y también tiene efecto inmunosupresor (Koli y cols., 2008).
El predominio de unas acciones sobre otras esta en funcion de las circunstancias del

entorno celular.

Las proteinas morfogenéticas éseas, (BMPs) junto a los factores de diferenciacion

y crecimiento (GDFs) controlan el desarrollo embrionario asi como la homeostasis
postfetal de multiples tipos de tejidos en muchos organismos, desde los humanos
hasta los invertebrados. Estas se expresan de forma tejido-especifica y sefalizan,
como ligando a receptores serina-treonina quinasa, una serie de cambios coordinados

en la expresion génica que regula la diferenciacion y el desarrollo de multiples tipos de
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tejidos. Ademas, estas proteinas estan reguladas tras su transcripcion a través de

varias proteinas solubles (Tobin y Celeste, 2006).

Actualmente se conocen unas 20 y su secuencia de aminoacidos revela que desde
la BMP2 a la BMP12 pertenecen a la superfamilia del factor transformante del
crecimiento de tipo beta, (TGFR) y son capaces de transformar el tejido conjuntivo en
tejido Gseo. Son los factores mas potentes de diferenciacion osteoblastica conocidos,
son osteoinductores, teniendo también efecto sobre la proliferacion celular, la
diferenciacion y la apoptosis. Algunos autores postulan que inhiben la

osteoclastogénesis (Celeste y cols., 1995).

La BMP-2 es el mayor inductor de la diferenciacién osteoblastica conocido. Se han
identificado, mediante estudio con microarrays de alta densidad, en el raton dos
factores de transcripcion, Heyl y Tcf7, que intervienen en la cascada de activacion
genética que gobierna la diferenciacion hacia osteoblasto. Estos dos factores de
transcripcion tienen tanto “in vitro” como “in vivo” unas caracteristicas muy similares al

factor de transcripcién Cbfal (de Jong y cols., 2004).

Los factores de crecimiento derivados de la insulina tipo | (IGF-1) vy tipo Il (IGF-II) se

encuentran en el hueso en gran cantidad, el IGF-I es el factor de crecimiento mas
abundante en la matriz 4sea, es secretado por los osteoblastos, regula la formacion de
hueso de forma autocrina, e induce la proliferacion celular, la diferenciacién y la
biosintesis del colageno tipo I, también aumenta el nimero de osteoclastos (McCarthy,
Centrella y Canalis, 1989); es un polipéptido de 70 aminoacidos que presenta un 50%
de similitud con la secuencia de aminoacidos de la proinsulina, con la cual posee
algunas funciones similares; aunque es una proteina liberada por muchos tejidos del
organismo que actla sobre casi todas las células del cuerpo, se secreta
principalmente por el higado, 30 mg/dia, en respuesta a sefiales de la hormona del

crecimiento (GH) actuando como mediador de las acciones de la GH en el esqueleto,

11
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coopera con PDGF aumentando la capacidad de sintesis de DNA; el IGF-1 circula en
sangre ligado en un 90% a proteinas de union especificas de las cuales se conocen 6

clases (IGF-BP 1-6), siendo la principal la BP-3.

La determinacion mediante enzimoinmunoanalisis de doble unién de IGF-1 en
suero ofrece una mayor fiabilidad, en el diagnéstico de la acromegalia y en la
evaluacién de la talla baja, que la determinacién aleatoria de GH (Trejo y cols., 2007,

Moyer-Mileur y cols., 2008).

El IGF-Il es una hormona peptidico monocatenaria de estructura similar a la
insulina con un importante papel en el desarrollo fetal, se sintetiza en el higado asi
como en los tejidos diana, con efecto paracrino y autocrino, el 99% va en sangre unido
a IGF-BPg, teniendo una vida media de 18 horas, el 1% restante viaja libre en sangre
teniendo una vida media de 20 minutos; el principal factor estimulante de la secrecién
de IGF-1l es la GH, siendo el receptor primario de la IGF-II el llamado receptor manosa
6 fosfato, al cual se puede unir también el IGF-l, con menor afinidad, pero no la
insulina. El IGF-1l se puede unir al receptor del IGF-I con menor afinidad que este pero
con mayor afinidad que la insulina, la cual si que se une a este receptor (Picha y cols.,

2008).

El factor de crecimiento derivado de las plaguetas, PDGF, se descubrié en los

granulos alfa de las plaguetas (Antoniades, 1981), también lo producen los
macrofagos, las células endoteliales y los fibroblastos, entre otras células. Las células
del tejido conectivo responden a él iniciando un proceso de replicacion, también,
estimula la sintesis proteica llevada a cabo por los osteoblastos y, por otro lado,

favorece la reabsorcion ésea (Hoch y Soriano, 2003).

Se trata de un dimero, formado por dos cadenas polipeptidicas unidas por puentes

disulfuros entre cisteinas, de 30 KDa de peso molecular, producto de la expresion de 4

12
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genes diferentes que puede ensamblarse de 5 isoformas distintas conocidas como:
AA, AB, BB, CC, DD, siendo las cadenas C y D las mas recientemente identificadas. Al
PDGF-C también se le conoce con el nombre de spinal cord-derived growth factor
(SCDGF/PDGF-C/fallotin) (Hamada, Ui-Tei y Miyata, 2000), y al PDGF-D se le conoce
también como SCDGF-B (Hamada y cols., 2001). Las isoformas de PDGF mas
conocidas estan formada por dos cadenas de aminoacidos A y B, estas dos cadenas
son similares en un 60% de su estructura, la cadena A posee 121 aas y la B 125 aas,
cada una se codifica por un gen diferente, el de la A se localiza en el cromosoma 7, el
de la B en el cromosoma 22, la combinacién de las dos cadenas origina tres formas:
PDGF-AA, PDGF-AB, y PDGF-BB, estas tres isoformas se expresan de distinta

manera en los diferentes tipos de células (Heldin y Westermark, 1999).

El PDGF fue el primer factor de crecimiento que se demostré quimiotactico para
los monocitos y macréfagos (Hoch y Soriano, 2003). Para que las diferentes isoformas
de PDGF actiuen deben de interaccionar con sus receptores especificos, estos son
proteinas insertadas en la membrana celular y las hay de dos tipos, el receptor alfa
gue es una proteina de 170 KDa y el receptor beta que tiene 190 KDa de peso
molecular. Ambos poseen una porcidon extracelular con cinco dominios tipo
inmunoglobulina, una region transmembrana y una porcién intracelular con un dominio
tirosinkinasa. El receptor alfa se une a las dos cadenas A y B, mientras que el receptor
beta se une solo a la cadena B, los dos receptores inducen respuestas mitogénicas
para las células del tejido conectivo, el receptor beta se implica también en la
estimulacion de la quimiotaxis en los fibroblastos, células musculares lisas, neutrofilos
y células mononucleares. Ademas de estas funciones el PDGF estimula la liberacién
de los granulos de los neutréfilos y monocitos, estimula la fagocitosis, estimula la

sintesis de coldgeno y la activacion y secrecion de la colagenasa.

13
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La composicion del PDGF es dependiente del tipo de célula que lo sintetiza, asi la
isoforma AA es secretada fundamentalmente por los fibroblastos ademéas de por las
células musculares lisas, los osteoblastos y los astrocitos. La isoforma BB esta mas

relacionada con los macrofagos (Mantur y Koper, 2008).

Los factores de crecimiento fibroblastico, (FGFs), constituyen una familia de 7

miembros que comparten entre el 40% y el 60% de homologia en su secuencia de
aminoacidos, y son: el FGF &cido 6 aFGF o FGF-1; el FGF bésico o bFGF o FGF-2; el
oncogén int-2 6 FGF-3; el oncogén hst 6 FGF-4; el FGF-5; el FGF-6 y el KGF o factor

de crecimiento de los queranocitos (Burgess y Maciag, 1989).

Los mejor caracterizados son el acido aFGF vy el basico bFGF que fueron
sintetizados en los afios setenta a partir de extractos de cerebro bovino; el aFGF es un
péptido de cadena sencilla compuesto de 140 aminoacidos y el bFGF consta también
de una cadena similar de 150 aminoacidos con un alto grado de homologia lo que
sugiere que derivan de un mismo gen ancestral sencillo. En los humanos el gen que
codifica el aFGF esta en el cromosoma 4 y el que codifica el basico se encuentra en el
5, 4 genes distintos codifican el receptor de FGFs (FGFR 1-4) pudiendo los genes FGF-
1y FGF-2 dar varias formas de receptores por ajuste pasivo; la caracteristica comun
de todos los receptores es el poseer 2 6 3 dominios tipo inmunoglobulina en la parte
extracelular y un dominio tirosin quinasa en la intracelular (Van der Geer, Hunter y
Lindberg, 1994). Ambos estimulan la proliferacion de la mayoria de las células
implicadas en la regeneracion y reparacion tisular, como son las células endoteliales
vasculares, los fibroblastos, los queranocitos, los condroblastos, los osteoblastos y los
mioblastos. EI FGF basico produce migracion celular, siendo sintetizado por gran

variedad de células (Guerra y cols., 2008).
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El factor de crecimiento vascular endotelial, (VEGF) es el factor angiogénico mas

potente conocido, se trata de un grupo de 5 proteinas sefializadoras homodiméricas,
(VEGFAp) implicadas en la vasculogénesis y en la angiogénesis, que tienen una
similitud del 24% en su secuencia aminoécido el PDGF beta, pero que inducen efectos
biolégicos diferentes debido a que se unen a otro tipo de receptores; su efecto esta
mediado por 3 receptores con actividad tirosina quinasa denominados VEGFR-1 (flt-1),

VEGF-2 (KDR-flk-1) y VEGF-3 (fit-4).

Se comportan estimulando la mitogénesis y la migracion de las células endoteliales
vasculares; el VEGF-A esta implicado en el desarrollo del cancer (Ferrara, 2007;
Kerbel, 2008), no tienen influencia en la osteogénesis pero si en la formacién de la
neovascularizacion; motivo este que la hace sumamente importante en el proceso de

formacion de nuevo hueso (Zhang y cols., A, 2008).

5. LAS CELULAS MADRE

El cuerpo humano contiene varios billones de células de cerca de 225 tipos
diferentes, estos diferentes tipos celulares se originan a partir de una Unica célula, el
cigoto, mediante un complejo proceso de diferenciacion, en el cual grupos de genes se
activan y desactivan, dando a cada tipo celular sus caracteristicas individuales
(Gonzélez y cols., 2007). La mayoria de las células diferenciadas especializadas no
pueden replicarse y su reemplazo debe realizarse desde un pool de células

indiferenciadas, las llamadas células madre (Rossant, 1995).

El concepto de célula madre no es nuevo, se encuentra ya descrito en la literatura
médica y cientifica del siglo XIX (Gehron-Robey, 2000), e incluso, mas alla de la
ciencia, si reflexionamos sobre leyendas de la antigiedad clésica podriamos encontrar

referencias a la capacidad de autorregeneracion del cuerpo, como en la leyenda de
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Prometeo tan bellamente referenciada por la Dra. Nadia Rosenthal en su publicacion

del 2003 Prometeus vulture and stem cells promise.

Las llamadas células madre incluyen un amplio espectro de células con diferentes
capacidades de proliferacion y diferenciacion poseyendo todas ellas una serie de
caracteristicas especificas comunes como son la clonogenicidad y la capacidad de

diferenciarse en uno o mas tipos celulares (Weissman, Anderson y Gaje, 2001).

5.1. Definicion.

Se podria definir el concepto de célula madre como aquellas células que poseen la
doble capacidad de autorreplicarse y de dar origen a uno o varios linajes celulares
diferenciados (Korbling y Estro, 2003); podriamos afiadir, como corolario, el ser
capaces de implantarse y colonizar en los tejidos y el poseer la capacidad de

regenerar un tejido (Jiang y cols., 2002; Verfaillie y cols., 2002), (Figura 1).

C. Repoblacion funcional

Tejido sano Tejido
dafiado

L JON Yo

Figura 1. Propiedades de las células madre.
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El término “célula madre” suele utilizarse normalmente, en la literatura cientifica y
en el lenguaje periodistico, en espafiol como traduccion del término inglés “stem cell “.
Otras denominaciones utilizadas en la literatura cientifica en castellano son las de
células estaminales, células de tronco, células stem, células troncales etc..., esto
origina confusiones e imprecisiones conceptuales, nosotros desde este momento
utilizaremos el término “célula troncal” como traduccion mas adecuada del inglés “stem
cell , para esto nos basamos en que en el Diccionario de la Lengua Espafiola de la
Real Academia (222 edicion 2001) incluye el término célula troncal para el concepto
de stem cell mientras que el término célula madre lo define como “célula que se
reproduce dando lugar a dos o mas ceélulas hijas”. Asi mismo en el Vocabulario
Cientifico de la Real Academia de las Ciencias Exactas Fisicas y Naturales (32 edicion
1996) se incluye el término “célula tronco” como “célula pluripotencial o célula

pluripotente”.

5.2. Clasificacion.

Podemos clasificar las células troncales atendiendo a diversos criterios, asi se

clasifican segun su:

Las células troncales totipotentes son aquellas que bajo las condiciones

adecuadas son capaces de formar un individuo completo, asi el cigoto se considera
como una célula totipotencial. En su etapa evolutiva siguiente, la fase de mérula, cada
blastomera es capaz por si misma de generar un individuo completo, este hecho se
refleja de modo natural en los gemelos monocig6ticos. En ratones esta
totipotencialidad se mantiene Unicamente hasta ocho blastémeras (Verfaillie y cols.,

2002).
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Las células troncales pluripotentes son aquellas que poseen la capacidad para

diferenciarse hacia tejidos provenientes de cualquiera de las tres capas embrionarias,
pudiendo originar todos los tipos de células y tejidos del organismo pero no pudiendo
originar los tejidos extraembrionarios y por lo tanto no podrian originar un individuo
completo. Un ejemplo de estas células son las células provenientes de la masa celular

interna (MCI) del blastocisto (Desbaillets y cols., 2000; Verfaillie y cols., 2002).

Las células troncales multipotentes serian aquellas capaces de diferenciarse hacia

los diversos tipos celulares provenientes de la misma capa embrionaria. Clasicamente
se han propuesto como ejemplo de multipotencialidad las células troncales adultas,
hecho este que como veremos posteriormente esta en revision debido al hallazgo de

nuevas capacidades en las células troncales adultas (Jiang y cols., 2002).

Las células unipotentes, que son aquellas que solo se pueden diferenciar en un

tipo celular, se suelen denominar como células progenitoras comprometidas (Verfaillie

y cols., 2002), o células precursoras (Rosenthal, 2003), (Figura 2).

Stem Cell Hierarchy
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Figura 2. Jerarquia de las células troncales en relacion suc
potencialidad. Se han escogido las células hemgpdtipas y las
mesenquimales para ilustrar la multipotencialid
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Estado evolutivo.

Células troncales embrionarias, ES (embryo stem) que son las células

pluripotenciales obtenidas del embrion de los mamiferos en su etapa de blastocisto.

Tras la fecundacion el 6vulo adquiere la condicion de cigoto e inicia un proceso de
migracién por la Trompa de Falopio; a la par va sufriendo distintos periodos de division
celular que le llevan a aumentar rapidamente su nimero de células, en este estadio
llamadas blastémeras, sobre el tercer dia posfecundacién, el embrion tiene forma de
esfera compacta formada por de 12 a 16 blastbmeras, es la llamada fase de moérula.
Sobre el cuarto dia, la mérula de 16 células llega al utero e inicia su implantacion o
anidacion, las células contindan dividiéndose. Alrededor del quinto dia comienza a
introducirse liquido en el interior de esta masa de células formandose una cavidad, el
blastocele, en esta etapa al embridon se le denomina blastocisto, las células contindan
con su proceso de divisibn alcanzando un nimero aproximado de 100, al formarse el
blastocele se crea una capa de células externa, denominada trofoectodermo 6
trofoblasto la cual dar& origen a la placenta, que rodea a un grupo de 20 6 30 células
que se encuentran en uno de los polos pegadas a la pared interior haciendo
prominencia dentro del blastocele. Esta agrupacién de células recibe el nombre de
masa celular interna (MCI) o embrioblasto (Langman, 1977) y sus células daran origen
a todos los tejidos y organos del individuo en formacion, se trata de células

pluripotentes.

Estas células de la masa celular interna “in vivo” no conservan la pluripotencialidad
indefinidamente pues se van diferenciando progresivamente en los diversos tipos
celulares que conforman los tejidos del embrién en desarrollo (Rossant, 1995). Por el
contrario si estas células del embrioblasto se extraen de su ambiente natural y se

cultivan “in vitro” son capaces de proliferar ilimitadamente manteniendo su
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pluripotencialidad, bajo estas condiciones son consideradas células troncales

embrionarias (Verfaillie y cols., 2002).

En el embrién las células germinales no inician su proceso de diferenciacion
sexual hasta la mitad de la gestacion, hasta ese momento mantienen la capacidad de
diferenciacion hacia diferentes linajes celulares, de estas células germinales

primordiales embrionarias y fetales se obtienen las células troncales germinales, EG

(embryo germinal). Estas células, a diferencia de las células derivadas de la MCI, solo
se mantienen viables en cultivo de 70 a 80 pases, pero presentan la ventaja de no
originar teratomas cuando se implantan en animales de experimentacion (Verfaillie y

cols., 2002; Rosenthal, 2003;), (Figura 3).

Masa celular interna
(embrioblasto)
: B o)
.
Ovulo Cigoto Mbrula Blastocisto
fecundado
In vivo
Ectoderno Mesodermo Endodermo
Células madre
Cdiutas madre a e e ’ e g germinales
somdticas Y ) ) ) - A ) L) 1 l
Ovulo  Espermatozoide
Cerebro  Piel Sangre Musculo Intestino Higado /././.
Células especializadas e " R

Figura 3. Ewqquema del origen de las células tronc
embrionarias y germinale
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Las células troncales adultas, AS (adult stem). En el proceso de desarrollo normal

del organismo adulto existe un proceso continuado de proliferacion celular para poder
mantener constante el nimero de células diferenciadas de determinados tejidos
sometidos a un proceso de desgaste natural. Las células con elevado turnover se
reemplazan mediante un proceso regulado de proliferacion, diferenciacion y apoptosis,
ejemplo de esto son las células hematopoyéticas de la médula 6sea (Orlic y cols.,
2001) y las células epiteliales de la piel o del intestino delgado. Estos tejidos contienen
subpoblaciones celulares encargadas de proporcionar nuevas células diferenciadas

para poder mantener las elevadas tasas de recambio celular de estos tejidos.

Parece evidente que desde la vida perinatal a la adulta van apareciendo células
troncales en los tejidos sométicos como parte de la estrategia del organismo para su
renovacion en condiciones fisiologicas o ante un dafio. Esto nos llevaria a la
conclusion de que las células troncales del adulto no serian células derivadas
directamente del embridon temprano sino que serian células de aparicién tardia,
especializadas en suministrar células de repuesto al organismo adulto (Rosenthal,

2003).

Como consecuencia de lo anteriormente expuesto, se han definido las células
troncales adultas como células localizadas dentro de un tejido especifico, que estan
restringidas en su capacidad de diferenciacion (Daley, Goodell y Snider, 2003), siendo

capaces unicamente de generar células del tejido que representan.

Tradicionalmente se han considerado las AS como células multipotenciales
(Korbling y Estro, 2003), sin embargo se estan publicando distintos trabajos que
sugieren que algunos tipos de AS tendrian una potencialidad mayor de la esperada,
existiendo AS pluripotenciales en algunos 6rganos capaces de diferenciarse en
diferentes células de tejidos derivados de cualquiera de las tres capas embrionarias

(Krause y cols., 2001; Jiang y cols., 2002; Trottier y cols., 2008; Zuk, 2010).
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Es importante destacar que para considerar a una célula troncal pluripotencial

tiene que cumplir las siguientes condiciones:

1. En primer lugar, una uUnica célula debe ser capaz deber de diferenciarse en

células especializadas procedentes de cualquier capa embrionaria.

2. En segundo lugar, debe demostrar la funcionalidad “in vitro” e “in vivo” de

aquellas células a las que se ha diferenciado.

3. Finalmente se tiene que producir un asentamiento claro y perdurable de estas

células en el tejido diana.

En la actualidad no se ha publicado ningun estudio en el que se cumplan todas
estas condiciones de forma estricta: diferenciacion, implantacién y perdurabilidad, sin
embargo algunos trabajos apuntan de forma bastante evidente la existencia de AS

pluripotenciales (Jiang y cols., 2002).

La existencia de AS en diversos tejidos como médula 6sea (Reyes y cols., 2001),
sangre periférica y sangre del cordon umbilical (Gascard y cols., 2008), cerebro (Gao y
cols., 2008) médula espinal (Varghese y cols., 2009), grasa (Zuk y cols., 2002), pulpa
dentaria (Kerkis y cols., 2006), vasos sanguineos (Zhang y cols., 2009), musculo
esquelético (Buckingham y cols., 2008), piel (Lorenz y cols., 2008), tejido conjuntivo
(Coura y cols., 2008), coérnea (Secker y cols., 2008), higado (Ma y cols., 2008),
conductos pancreaticos (Lee y cols., 2008), foliculo piloso (Wu y cols., 2008), tejido
gastrointestinal (Boman y cols, 2008) y pulmon (Bellusci y cols., 2008) no admite
controversia, sin embargo, cada vez parece mas evidente que las AS derivadas de
estos dérganos no solo pueden generar células maduras de dichos érganos sino que
también pueden diferenciarse a células maduras de otras capas embrionarias,

poniendo en entredicho un dogma asentado de la embriologia (Langman, 1977), el
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que dice que el destino de una célula queda sellado cuando entra a formar parte de

una de las capas embrionarias.

Las células troncales pluripotenciales inducidas. IPSs (Induced Pluripotent Stem).

El mantenimiento de la diferenciacién celular estd regulado por una serie de
mecanismos dindmicos que pueden ser alterados. Una célula diferenciada puede ser
reprogramada mediante la modificacion de su patron de expresion génica hacia el de
otro tipo celular (Yamanaka y Blau, 2010). Asi una célula somatica adulta puede

reprogramarse hacia una célula pluripotencial semejante a las ES.

Se han desarrollado varias técnicas para inducir pluripotencialidad a las células
sométicas diferenciadas, estas células reprogramadas, para poder considerarse

similares a las ES, deben de cumplir varios requisitos:

El primero es el ser capaces de diferenciarse “in vitro” en linajes celulares
derivados de las tres hojas germinales, expresando los marcadores de superficie

especificos.

También tienen que ser capaces de provocar teratomas al implantarlas “in vivo”.

El tercer requisito es el que puedan formar quimeras (Patel y Yang, 2010).

Se han descrito 4 técnicas para inducir pluripotencialidad en células soméaticas

adultas, (figura 4), estas son:

1) La transferencia nuclear. Se han conseguido células reprogramadas mediante

la transferencia del ADN nuclear de una célula diferenciada a un ovocito, previamente
enucleado, al que se le estimula, mediante pulsos eléctricos que aumentan la

concentracion de Ca™™ libre intracelular, hacia la formacion de un embrién, el cual se
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mantiene en medio de cultivo hasta su implantacién “in vivo” (Fulka y cols., 2004). El
objetivo de esta técnica es el conseguir células troncales pluripotenciales. Se han
evidenciado fallos en la reprogramacion que conducen a la pérdida de los embriones
cuando son implantados o conducen al nacimiento de clones con anormalidades (Yang

y cols., 2007).

Esta técnica, por razones obvias no se ha realizado en humanos. En primates,
esta técnica, ha mostrado una eficacia muy limitada (Byrne y cols., 2007). También se
ha reportado una variante de esta técnica consistente en la transferencia nuclear en

cigotos enucleados (Egli y cols., 2007).

Q + =
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Nuclear DNA
Enucleated Pre-Developed Embryo
Oocvte Somatic Cell Pluripotent Embryonic
Embryonic Stem Cell
Stem Cell Fusion
< <
i -—
Cloned Implanted Culture Embryo to
Neonate Embryo in Developed Initiate Development
Foster Mother Embryo Reprogrammed
Pluripotent Stem Cell
(a) Somatic Cell Nuclear Transfer (b) Reprogramming Through Cell Fusion
Techniques to Generate
Pluripotent Stem Cells
(c) Reprogramming Through Cell Extracts (d) Direct Reprogramming
—> u 33
—
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Figura 4. Esquema de las técnicas para la obtencion delasélu
pluripotentes reprogramadas. Tomado de Patel ygYaAdvances in
reprogramming somatic cells to induced pluripotetein cells. Stem Cell
Rev. 2010 Sep;6(3):367-80.
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2) Fusidon celular. (Figura 5) Otro método consiste en la fusion de células
sométicas diferenciadas con ES. El citoplasma de las ES contiene factores de
reprogramacion que actuan sobre el nucleo de la célula diferenciada (Tada y cols.,
1997; Flasza y cols., 2003). Los hibridos obtenidos presentan propiedades similares a
las ES, expresando marcadores de pluripotencialidad, incluyendo la expresion de

Oct4, Sox2, y Nanog (Cowan, 2005).

Estas células hibridas al ser implantadas in vivo son capaces de producir
teratomas. El inconveniente de la fusion celular es el no disponer de una técnica que

permita eliminar los componentes cromosoémicos de la ES (Patel y Yang, 2010).

Cell fusion Somatic cell
> Fusion
' DNgremeen Vi AR ™
% rephcatﬂbn-"""')- f\ @ \>and { w \.3
i b /
ES cel R — —_—
Same-species, Mixed-species,
euploid hybrids  aneuploid hybrids

Figura 5. Fusion celular, si las células fusionadas pnaiiese producird un
hibrido tetraploide, si las células son de espediésrentes, o un hibrido
diploide si las células fusionadas son de la miss@ecie. Imagen tomada de
Yamanaka S, Blau HM. Nuclear reprogramming to aipdient state by three
approaches. Nature. 2010 Jun 10;465(7299):704-12.

3) Reprogramacion por medio de extractos celulares. Esta técnica también se
conoce como cultivo de induccion a la reprogramacion y consiste en incubar el cultivo
celular con un extracto celular obtenido de células pluripotentes, incluyendo células

troncales embrionarias germinales y ES..
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Para posibilitar la penetracion de estos extractos en las células es necesario
permeabilizar la membrana citoplasmatica mediante la adicién al medio de cultivo de
sustancias quimicas permeabilizantes (Patel y Yang, 2010). En el extracto celular se
han identificado factores como Brsl, Oct4, Vifl, Oxt2, Rexl y Nanog. Por este
procedimiento se ha conseguido la reprogramacién en modelo murino, sin embargo
solo se ha podido conseguir una reprogramacion parcial con las células humanas

(Taranger y cols., 2005).

4) Reprogramacion directa. Las IPS. Se ha evidenciado que las células

diferenciadas adultas mantienen toda la informacion genética necesaria para poder

reprogramarse a un estado de célula embrionaria (Yamanaka y Blau, 2010).

En el afio 2006 Shinya Yamanaka y su doctorando Kazutoshi Takahashi
describieron por primera vez la reprogramacion de células adultas de ratén hacia
células pluripotentes, a través de la activacion de los genes reprogramadores
enddgenos mediante la utilizacion de factores de transcripcion exdégenos. Identificaron
24 genes que se expresan en los ovocitos y en las ES,, de estos emplearon 4, Oct4,
Sox2, c-Myc y KIf4 que mediante un vector virico, un retrovirus, fueron introducidos en
las células. Estos 4 genes exdgenos codifican 4 factores de transcripcion que activan
los genes reprogramadores enddgenos para llevar a la célula a un estado de

pluripotencialidad (Takahashi y Yamanaka, 2006).

Las células asi obtenidas fueron denominadas células IPS, (Induced Pluripotent
Stem), expresaban Fbx15, marcador especifico de ES, e “in vivo” eran capaces de
inducir teratomas, pero no eran capaces de formar quimeras viables. Expresaban
bajos niveles de Oct4 y Nanog enddgenos y sus promotores estaban parcialmente

metilados. El analisis de la metilacion de los promotores de Oct4 y Nanog mostraba un
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patrén epigenético intermedio entre las células diferenciadas y las ES (Wernig y cols.,

2007).

En estudios posteriores, controlando la expresion de Nanog y Oct4 se obtuvieron
células germinales con una expresion génica y patrones de metilacion del ADN
similares al de ES (Okita, Ichisaka y Yamanaka, 2007) y se consiguieron quimeras
viables. Otros grupos obtuvieron resultados similares (Maherali y cols., 2007; Meissner,

Wernig y Jaenisch, 2007).

Posteriormente, en 2007, dos grupos independientes notificaron haber conseguido
células IPS humanas (Takahashi y cols., 2007; Yu y cols., 2007) utilizando ambos 4
factores de transcripcion exdgenos. El grupo de Thomson utilizé como vector un
lentivirus y los genes de transcripcion Oct4, Sox2, Lin 28 y Nanog. El grupo de
Yamanaka sigui6 el mismo procedimiento que habia usado con el modelo murino, un
retrovirus como vector y los genes Oct4, Sox2, c-Myc y KlIf4. Con este procedimiento
consiguio 1 célula IPS cada 5000 células reprogramadas, el doble de eficiencia que
con el protocolo del grupo americano, estos hallazgos han sido confirmados

posteriormente por otros investigadores (Park y cols., 2008; Lowry y cols., 2008).

Desde la notificacion de la obtencién de las IPSg humanas se han reportado
numerosos avances en el procedimiento, asi de los 4 factores de transcripcion iniciales
parece que el Oct4 es el unico imprescindible. Se han generado IPS; sin utilizar c-Myc
(Nakagawa y cols., 2008), o utilizando solo 2 factores (Kim y cols., 2008) e incluso con

solo Oct4 (Kim y cols., 2009).

También se ha conseguido sustituir el vector virico empleando plasmidos con la
secuencia de ADN del Oct4 (Grinnell y cols., 2007), o utilizando el sistema de
trasposicion piggy bac, un transposon que integra genes en el genoma de la célula

huésped (Woltjen y cols., 2009).
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Otra alternativa es el empleo de una proteina que contiene la secuencia de
codificacion de los factores de transcripcion (Kaji y cols., 2009). También se ha
conseguido la reprogramacion utilizando moléculas quimicas, como el RepSox, que

reemplazan a los factores de transcripcion (Ichida y cols., 2009).

El descubrimiento de las IPS ha abierto enormes expectativas en la investigacion
con células troncales, soluciona los problemas éticos que despierta la investigacion
con las ES a la par que proporciona una fuente de células pluripotenciales. Por otro
lado la produccién de IPS; es relativamente sencilla y econémica, abriendo un amplio
abanico de posibilidades de utilizacion que incluye el estudio de los mecanismos de
diferenciacion celular, su utilizacion como medio biolégico de evaluacidon en estudios
farmacologicos, su uso en medicina regenerativa y también su empleo en la

consecucion de modelos celulares de enfermedades genéticas humanas.

Estas propiedades que presentan las células troncales ha propiciado la aparicién

de un nuevo concepto denominado:

5.3. Plasticidad, versatilidad 6 capacidad de trans  diferenciacion.

La capacidad de transdifenciacion de las células troncales adultas se podria definir
como la capacidad que adquieren estas células, bajo determinadas condiciones
microambientales, de diferenciarse en células de tejidos distintos de aquel con el cual
la célula troncal se encuentra aparentemente comprometida (Verfaillie y cols., 2002;

Korbling y Estro, 2003).

Se ha planteado que cuando el entorno natural de las AS es sustituido por otro
estas cambiarian su programa de diferenciacién en base a variaciones en las sefales
internas y externas que recibirian en las interacciones con todos los elementos

constitutivos del nuevo héabitat (Khurana y Mukhopadhyay, 2008), entre estos
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elementos podrian considerarse: proteinas favorecedoras e inhibidoras del ciclo
celular, factores secretados por las células vecinas e interacciones intercelulares y con

la matriz extracelular del tejido mediante proteinas de membrana (Theise, 2005).

Se ha propuesto una explicacion para estos cambios basada en las modificaciones
que podrian suceder en diferentes fases del ciclo celular, en la modulacién de la
cromatina y en la variacion de los receptores de la membrana celular (Jovin y
Giordano, 2008), de esta manera una célula genéticamente comprometida puede sufrir
un proceso de desdiferenciacién, mediante un salto atras en su etapa de maduracion y
adquirir por esta retrodiferenciacion una nueva capacidad regenerativa que le permite
después rediferenciarse en células maduras especializadas de estirpes diferentes

(Verfaillie y cols., 2002).

Se sabe, desde hace bastante tiempo, que estos procesos de desdiferenciacion y
rediferenciacion pueden ocurrir en ciertos animales como los anfibios (Theise, 2005),
que son capaces de regenerar alguna extremidad dafiada. De igual forma durante el
proceso de clonacion por transferencia nuclear el nacleo de la célula somatica sufre un
proceso de reprogramacion que se supone seria similar al que sufren las AS cuando
son extraidas de su microambiente natural (L6pez Moratalla y Gonzélez de la Tajada,

2003; Prosper y Verfaillie, 2003).

Este proceso de transdiferenciacion no esta exento de controversia, mientras unos
estudios lo apoyan (Fu y cols., 2001; Verfaillie y cols., 2002; Kdrbling y Estro, 2003)
otros trabajos lo cuestionan, explicando algunos de los hallazgos de versatilidad como

debidos a la:

poblacién celular (Jiang y cols., A, 2002; Jiang y cols., B, 2002). Diversos estudios

apoyan la coexistencia de diferentes tipos de células troncales en determinados tejidos
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cada uno con distintas caracteristicas y potencialidades, sirva de ejemplo la
heterogenicidad de las células troncales adultas encontradas en la médula 6sea
(Roobrouck y cols., 2008). En este sentido es posible que algunas de las
observaciones realizadas sean debidas a este hecho, pero también es de destacar
gue en la actualidad se ha demostrado a nivel clonal la potencialidad de las células
madre identificadas (Jiang y cols., A, 2002; Présper y Verfaillie, 2003; Grant y cols.,

2002).

También se ha especulado con la posibilidad de que los resultados observados

sean debidos a:

de que la aparente plasticidad de las AS se debe en algunos casos a un proceso de
fusion celular entre las AS transplantadas y las células residentes en ese tejido
(Terada y cols., 2002; Ying y cols., 2002), como ejemplo se ha sefialado que el
contacto intercelular podria tener una acciéon importante en la fusién de una célula
incorporada a un nuevo microambiente (Ying y cols., 2002), el fenomeno de fusion da
lugar a células hibridas con caracteristicas de ambas poblaciones fusionadas pero
generalmente con una doble dotacién cromosémica y la consiguiente desventaja de
poseer una menor capacidad proliferativa (Ying y cols., 2002; Prosper y Verfaillie,

2003).

La existencia del fendmeno de fusidn es innegable (Yamanaka, 2007) pero parece
muy poco probable que pudiese justificar todas las observaciones de pluripotencialidad
realizadas, quizas la fusién celular pudiese explicar la transformacion celular en tejidos
donde la frecuencia de los otros mecanismos sea extremadamente baja (Wang y cols.,

2003).
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Otra explicacion que se ha argumentado seria la:

embrionario con capacidad multi o pluripotencial remanentes del tejido embrionario

(Verfaillie y cols., 2002; Korbling y Estro., 2003).

Hasta el momento ninguno de los modelos expuestos puede por si solo explicar
completamente el mecanismo de la plasticidad de las ASs, pudiendo ser que en
determinados casos, tejidos y situaciones ambientales sucediesen més de uno de

estos procesos.

Como hemos sefialado anteriormente se ha descrito la presencia de células
troncales en diversos tejidos (Reyes y cols., 2001; Zuk y cols., 2002; Coura y cols.,
2008; Gascard y cols., 2008;) y organos (Bellusci y cols., 2008; Boman y cols., 2008;
Gao y cols., 2008; Ma, Chan y Guan 2008; Secker y cols., 2008) siendo las células de
la médula 6sea de las mas estudiadas (Reyes y cols., 2001; Grant y cols., 2002;

Verfaillie y cols., 2002; Présper y Verfaillier, 2003).

5.4. Células troncales de la médula 6sea

Estas células vienen siendo utilizadas clinicamente desde hace 50 afios en los
transplantes de médula 6sea. En la médula 6sea se ha identificado un grupo
heterogéneo de células troncales adultas entre las que se encuentran los siguientes
tipos (Weissman, Anderson y Gaje, 2001; Verfaillie y cols., 2002; Jiang y cols., 2002),

(Figura 6):
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Hematopoyética
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Figura 6. Poblacién de células troncales presentes endalmése:

progenitores hematopoyéticos ha demostrado, definitivamente, la existencia de células
troncales multipotenciales hematopoyéticas en la médula 6sea y en la sangre

periférica (Armitage, 1994).

En modelos animales se han podido aislar e identificar la HSC (Ide, 2008) pero en
el hombre no se ha podido identificar, de igual modo, a la célula responsable de la
regeneracion del resto de lineas celulares hematopoyéticas, entre otras cosas porque
la demostracion definitiva de las HSC depende de la realizacion de experimentos de
repoblacién que obviamente no se pueden realizar en humanos (Présper y Verfaillie,

2003).

Habitualmente se emplea el marcador de superficie CD34 (Prosper y Verfaillie,
2003) para identificar estas células Se ha sefialado que bajo determinadas

circunstancias, ademas del potencial hematopoyético, podrian dar origen a células
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derivadas de otras capas embrionarias (Grant y cols., 2002), se ha demostrado que
ademas del marcador CD34 pueden expresar un espectro de marcadores en
dependencia de su estado de diferenciacién, asi en un estadio mas inmaduro
expresan el marcador de superficie CD133 (Miraglia y cols., 1997), un inmunofenotipo
caracteristico de estas células se considera CD34" , CD133", CD117*, CD38,, Lin°
(marcador de linaje celular) (Orlic y cols., 2001; Hernandez—Ramirez y Dorticos-Valea,
2004), no obstante se describen variaciones en su inmunofenotipo, llegandose a
apoyar la existencia de HSC CD34 en estado quiescente que, tras previa activacion,
se diferenciarian en células CD34" (Quaini y cols., 2002). Es de destacar que se ha
incorporado a su inmunofenotipo el marcador KDR/flk-1 que es el receptor tipo 2 del
VEGF (Rafii y Liden, 2003) y que también lo expresan las células progenitoras
endoteliales que se caracterizan como CD133+, CD34+, KDR+, sugiriéndose que las
HSC son capaces de contribuir a la angiogénesis y la vasculogénesis (Rafii y Liden,

2003).

En la actualidad se acepta la existencia de un precursor comun endotelial y

hematopoyético, el hemangioblasto (Grant y cols., 2002).

médula ésea se podian obtener células estromales con capacidad clonogénica
(Epikhina y Latsinik, 1976; Kuznetsov y cols., 1978), posteriormente se describié una
poblacion celular que presentaba una gran capacidad proliferativa y de diferenciacion
a varios linajes celulares (Bruder, Fink y Caplan 1994; Caplan, 1994, Pittenger y cols.,
1999), estas células se denominaron células troncales mesenquimales,
denominandose habitualmente por sus siglas en ingles MSC ( mesenchymal stem cell),

(Bruder, Fink y Caplan, 1994).
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Otras denominaciones que se les han dado son las de células mesenquimatosas o
mesenquematicas o células troncales estromales, por su procedencia del estroma de

la médula 6sea, o células troncales del mesénquima.

Estas fueron las primeras células troncales no hematopoyéticas que se aislaron de
la médula 6sea. Entre sus caracteristicas destaca su capacidad de adherencia, su
aspecto de fibroblastos fusiformes, cuando estan en cultivos no estimulados, el crecer
en monocapa cuando se cultivan (Prockop,1997), expresan marcadores de superficie
especificos tales como SH,, SH;, SHy, CD29, CD44, CD49, e, CD51, CD73, CD90,
CD105, CD106, CD120a, CD124, CD166 (Phinney y Prockop, 2007) también expresan
moléculas VCAM-1, LFA-3, y HLA MHC clase | que sugieren la habilidad de estas
células para interaccionar con células T (Klyushnenkova y cols., 2005), las MSC no
expresan marcadores tipicos de las HSC como son el CD34, CD45, CD14 6 c-kit

(Présper y Verfaillie, 2003).

Se ha demostrado que las MSC son necesarias para el mantenimiento y expansion
de las HSC (Pecora, 2001), también se ha demostrado, y esto es muy importante para
el enfoque de nuestra tesis, que las MSCs son capaces de diferenciarse a tejidos
mesodérmicos funcionales (Prockop, 1997), pudiendo una misma célula, como
demostré en 1999 el grupo de investigacion de Osiris Therapuetics dirigido por el Dr.
Mark Pittenger, diferenciarse en osteoblastos, condroblastos, adipoblastos y

mioblastos (Pittenger y cols., 1999).

También se ha reportado la posibilidad de diferenciacion de las MSC a células
derivadas del neuroectodermo basandose en la adquisicion de marcadores asociados
con las neuronas como la nestina (Phinney e Isakova, 2005), la proteina acida
gliofibrilar, el neurofilamento de cadena pesada y la tubulina R-lll (Crigler y cols.,

2006).

34



Introduccion.

No obstante algunos autores dudan de la capacidad de transdiferenciacion de las
MSC a células nerviosas alegando que la adquisicion de los marcadores asociados a
neuronas, anteriormente citados, podria ser debida a artefactos del cultivo “in vitro”
(Neuhuber y cols., 2004). Se ha observado que la exposicion a agentes estresores,
como detergentes, aumentos de Ph y suero salino de alta molaridad, inducen la
aparicion de un fenotipo similar al de las neuronas en MSC, fibroblastos y queranocitos

(Lu, Blesch y Tuszynski, 2004).

Se ha comprobado, mediante estudios protedmicos y con microarray, que el
conjunto de genes modulados en las MSC después de su diferenciacion neurogénica

es distinto del expresado en el tejido neural (Choi y cols., 2006).

Se ha informado también de su capacidad para diferenciarse, en cocultivos “in
vitro”, hacia células epiteliales, siendo esta diferenciacion debida al fenémeno de la
plasticidad, en un pequefio porcentaje de células, y por fusion celular, en el mayor

porcentaje (Spees y cols., 2003).

Algunos autores las consideran como pluripotenciales (Wagner y Ho, 2007),
mientras que otros no les reconocen capacidad para diferenciarse en tejidos derivados
del endodermo y las consideran como multipotenciales (Jiang, 2002; Kog¢ y Lazarus,
2001). Las MSC constituyen un modelo muy util en aplicaciones clinicas tanto en

medicina regenerativa como en terapia génica (Présper, 2003).

tanto en la médula ésea como en el musculo (Asakura y cols., 2002) mediante su
identificacion por medicion de la fluorescencia producida empleando rodamina 123
(Asakura y Rudnicki, 2002). Estas células producen una muy débil fluorescencia,

debido a que tienen la capacidad de eliminar muy rapidamente el citofluorocromo de
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Hoechst 33342, presentando un patron caracteristico en las técnicas de citometria de
flujo (FACS), a este hecho se debe su nombre de poblacion lateral (Eaker y cols.,

2004).

Se piensa que son células troncales muy primitivas, ya que expresan el

transportador ABCg2 (ATP binding cassette) (Scharenberg, Harkey y Torok-Storb,

2002), también presentan subpoblaciones que son cD34" y CD34 (Pearce y cols.,

2004) y que podrian dar lugar a diferentes tipos de células especializadas e integrarse
en distintos tejidos “in vivo”, incluyendo tejidos no hematopoyéticos (Asakura y

Rudnicki, 2002).

han generado en la comunidad cientifica nuevas expectativas por la posibilidad de que
algunas células troncales pudieran tener propiedades de diferenciacion muy similares
a las de las ES. Estas células denominadas MAPC; se han aislado en la médula 6sea,
tanto murina (Jiang y Vaessen 2002) como humana (Jiang y cols., 2002), mediante
cultivos a largo plazo en condiciones especiales (Daley, Goodell y Snyder, 2003) vy
muestran una capacidad de proliferacion “in vitro” de mas de 120 pases celulares sin
aparente envejecimiento, ya que mantiene unos niveles altos de telomerasa durante

todo el tiempo de cultivo (Présper y Verfaillie, 2003).

Estas células no expresan CD34, CD44, MHC |, MHC II, CD45, y c-kit, expresan
niveles bajos de Flk-1, Sea-1 y Fhy-1, y altos de CD13, SSEA-1, las murinas, (Zeng,
Cao y Huard, 2006), SSEA-4, las humanas, (Jiang y cols., 2002) que son antigenos
embrionarios especificos (Zeng, Cao y Huard, 2006), al igual que en las ES, en las

MAPC; se detecta la activacion de los factores de transcripcion Oct-4 nanog y Rex-1,
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factores necesarios para mantener la célula en un estado proliferativo e indiferenciado

(Verfaillie y Pera, 2002; Ulloa-Montoya y cols., 2007) .

“In vitro” estas células muestran la capacidad de diferenciarse rapidamente en
multiples tipos celulares, segun las condiciones del cultivo (Xu y cols., 2008) derivados
de cualquiera de las tres capas embrionarias (Présper y Verfaillie, 2003), habiéndose
demostrado por experimentos de clonaje que es una Unica célula la capaz de

diferenciarse a células de cualquiera de las tres capas embrionarias.

No hay evidencias concretas de que estas células existan como tales en tejidos
normales, siendo obtenidas mediante laboriosos cultivos a largo plazo de células del
estroma de la médula dsea mantenidas en condiciones especiales. Estas células, al
ser obtenidas de médula 6sea autéloga, no produciran reacciéon inmunoldgica de
rechazo, tampoco se ha observado con ellas potencial teratogénico, con lo cual abren
nuevas perspectivas no solo a su posible utilizacién terapéutica sino también para el
mejor conocimiento de la biologia de las células troncales. Actualmente los mayores
limitantes que se plantean para su estudio son las condiciones tan especializadas y

laboriosas que se requieren para su cultivo (Jiang y cols., 2002).

encontrar una poblacion con las caracteristicas de las células ovales hepaticas, a las
cuales se les atribuye una capacidad generativa bipotencial, pudiendo transformarse
en hepatocitos y en células epiteliales del arbol biliar (Theise y cols., 2000; Petersen,

2001).

Se ha reportado una pequefia subpoblacion de células CD 34+, Lin- que es la que
posee esta propiedad similar a la de células ovales hepaticas (Theise y cols., 2000).

Se plantea que la contribucion de las células de la médula 6sea a la regeneracion
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hepéatica pudiese estar relacionada con la infusion hepética de células ovales

localizadas en la médula ésea (Miyazaki y cols., 2004).

A tenor de la gran cantidad de estudios sobre la heterogenicidad de las
poblaciones de AS presentes en la médula Osea se han acumulado algunas
evidencias, mediante evaluacion del quimerismo que se puede producir en algunos
organos al realizar transplantes alogénicos de células u érganos, de que las citadas
células podrian contribuir a la homeostasis de tejidos no hematopoyéticos (Theise y

cols., 2000; Daley, Goodell y Snyder, 2003; Phinney y Prockop, 2007).

De todas estas poblaciones de células troncales tienen, para nosotros, especial
interés las MSC por su demostrada capacidad para diferenciarse a células de tejidos
mesodérmicos funcionales y por estar perfectamente establecidos los protocolos para
su obtencion, cultivo y diferenciacion, habiéndose realizado la mayoria de los estudios

sobre MSC con células obtenidas de la médula 6sea.

Es sabido que existen MSC similares a las de médula ésea situadas fuera del
microambiente del tejido 6seo (Phinney, 2002), de hecho sabemos que muchos tejidos
mesodérmicos contienen poblaciones celulares indiferenciadas para su mantenimiento
y reparacion, asi se han aislado células con estas caracteristicas de diversos tejidos
tales como el periostio (Stich y cols., 2008), membrana sinovial (Ju y cols., 2008),
musculo esquelético (Kog y Lazarus, 2001; Buckingham y Montarras, 2008), dientes de
leche (Kerkis y cols., 2006), sangre periférica (Gascard y cols., 2008) y tejido adiposo

(Zuk y cols., 2002).

En nuestra linea de investigacion han despertado grandes expectativas las células
halladas en el tejido graso. Entre estas se encuentra una poblacidén con caracteristicas

de célula mesenquimal multipotencial (Zuk y cols., 2002), son las llamadas:
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5.5. Células troncales del tejido graso.

En el tejido graso del adulto se han encontrado células de origen mesenquimal que
poseen potencial para diferenciarse en células de varios linajes mesodérmicos (Zuk y
cols., 2001), como el osteogénico (Xu y cols., 2005), el condrogénico (Lee y cols.,
2004), el miogénico (Zuk y cols., 2002) y el adipogénico (Kern y cols., 2006; Bieback y
cols., 2008), cuando crecen en un medio de cultivo celular apropiado. Ademas se ha
notificado que podrian diferenciacion a células secretoras pancreéticas (Timper y cols.,
2006), hepaticas (Seo y cols., 2005), y células neurogénicas (Safford y cols., 2002),
aunque este Ultimo aspecto es objeto de controversia, al igual que sucede con las
MSC (Neuhuber y cols., 2004), debido a la posibilidad de que estos hallazgos sean

debidos a artefactos del procedimiento de cultivo (Schéaffler y Buichler, 2007).

No existe consenso en la literatura cientifica respecto a la nominacion de estas
células, asi aparecen con nombres tales como ADAS, (Adipose-derived adult stem),
ATSC (adipose tissue-derived stromal cell), PLA cell (procesed lipoaspirate cell), AMC
(adipose mesenchymal cell), ASC (adipose stem cell) 6 ADSC (adipose tissue-derived

stromal cell) refiriéndose todos estos nombres a las mismas células mesequimales.

Morfolégicamente las ADSC en cultivo tienen la apariencia de fibroblastos,
expandiéndose facilmente, son adherentes y crecen en monocapa, presentando bajos

niveles de senescencia (Zuk y cols., 2001).

Expresan una amplia serie de marcadores de superficie, asi son positivas para
CD9, CD10, CD13, CD29, CD44, CD49, CD54, CD55, CD59, CD73, CD90, CD105,
CD146, CD166 (Lee y cols., 2004), también Stro-1 (solo las humanas) y HLA ABC
(Gronthos y cols., 2001), no expresando marcadores hematopoyéticos, CD11, CD14,

CD34, CD45, CD79q, c-kit (CD117), consecuente con un origen no hematopoyético

(Bieback y cols., 2008), tampoco expresan HLA-DR, antigeno de tipo Il del sistema
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HLA, lo que sugiere que estas células podrian emplearse en transplantes homologos

(MclIntosh y cols., 2006).

Esta expresidn fenotipica es similar a la expresada por las MSC obtenidas de la
médula 6sea; en lo que respecta a su expresion génica, esta también es similar a la de
las MSC siendo las diferencias menores del 1% (Lee y cols., 2004; Bieback y cols.,
2008), estos datos sugieren que las ADSC y las MSC procederian de un precursor
comun (De Ugarte y cols., 2003; Lee y cols., 2004); no obstante se aprecian pequefas

diferencia en el fenotipo entre las ADSC y las MSC, asi estas expresan fuertemente el

CD106 y las ADSC no y viceversa con el CD49¢y4 (Im, Shiny Lee, 2005).

También se han encontrado diferencias, entre ADSC y MSC, en la expresion
génica (Lee y cols., 2004; Gronthos y cols., 2001), asi entre los genes que presentan
una mayor expresion en las ADSC que en las MSC se encuentran el DKK-1 el cual
codifica una proteina que inhibe la sefial Wnt, la cual regula la diferenciacion y la
proliferacion de las células troncales (Miller, 2002). También muestran una mayor
expresion, en las ADSC, los genes inhibidores del ligando 1 del DNA, que se asocian
con la proliferacion y diferenciacion en muchas lineas celulares. Estas diferencias
encontradas en el nivel de expresion de estos genes podrian explicar la mejor

proliferacién de las ADSC frente a las MSC (Lee y cols., 2004).

Las ADSC poseen una mayor habilidad para mantenerse y proliferar en cultivos
celulares (Lee y cols., 2004); este hecho unido a su méas facil obtencion, a su mayor
disponibilidad y abundancia; un gramo de grasa produce 8,6 *. 1,4 X 10* células
(Halvorsen y cols., 2001), 6 de 100 ml de lipoaspirado se obtienen entre 1, 1y 1,5
millones de células (Hattori y cols., 2004); a que su nimero no desciende en la grasa
con la edad (Morizono y cols., 2003); y a su posible capacidad para camuflar su

antigenicidad (Puissant y cols., 2005), las convierte en una atractiva fuente de células
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troncales mesenquimales para su uso en terapia celular e ingenieria de tejidos

(MclIntosh y cols., 2006).

5.6. Perspectivas sobre el uso terapéutico de las célula s troncales.

El conocimiento de las células troncales ha despertado una enormes expectativas,
bien como materia prima para la terapia regenerativa de enfermedades hasta ahora
incurables como la enfermedad de Parkinson o la diabetes (Kabelitz y cols., 2008), o
bien como vehiculo de terapia génica (Morizono y cols., 2003), sin embargo es mucho
lo que todavia nos queda por aprender sobre ellas. La investigacién basica tiene adn
un largo camino por recorrer y son muchas las preguntas acerca de la biologia de

estas células que esperan respuesta.

En primer lugar tenemos que ser capaces de establecer el genotipo y el fenotipo
de estas células para saber realmente qué son. Ademas se debe profundizar en el
estudio de las células que conforman el nicho o microambiente que proporciona el
soporte para el mantenimiento y diferenciacion de las células troncales en el

organismo.

En segundo lugar tenemos que saber cual es exactamente la funcién
encomendada a estas células, si son un reservorio de “potenciales de diferenciacion”
dependiente de las necesidades de su entorno o si tienen la funcién de células
directoras manteniéndose ellas indiferenciadas pero estimulando la diferenciacion de

las células de su entorno.

Ademas debemos profundizar en el conocimiento de los factores que regulan los
procesos de renovacién y proliferacibn. Tenemos que encontrar respuesta a
preguntas como ¢qué mecanismos inducen en condiciones normales el proceso de

diferenciacion, y cual es la verdadera potencialidad de las diferentes poblaciones de
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células troncales?, ¢ Cuales son los nichos naturales de estas poblaciones celulares y
cémo podemos acceder a ellos?, ¢ hasta qué punto podemos manipular genéticamente

estas células para utilizarlas con propésitos terapéuticos?

Sera necesario un enorme esfuerzo de investigacion basica antes de que se
puedan aplicar las células troncales en protocolos terapéuticos de manera rutinaria y

segura.

6. ESTRATEGIAS DE LA INGENIERIA DE TEJIDOS.

6.1. Introduccidén

Varios son los métodos utilizados en la ingenieria de tejido 6seo (Laurencin y cols.,
1996; Langer y Vacanti, 1993; Logeart y cols., 2005; Vacanti, 2006;), uno de los mas
utiizados consiste en el cultivo de células en matrices tridimensionales
biodegradables, porosas, y tratadas con moléculas de sefializacion que se implantan
en la zona a reparar esperando que induzcan y dirijan el crecimiento del nuevo tejido

(Langer y Vacanti, 1993; Hardingham, Tew y Murdoch, 2002).

Otro tipo de estrategia consiste en la inyeccién directa de células o de moléculas

de sefializacion en el lugar a regenerar (Zhang y cols., 2008).

A la hora de elegir la mejor estrategia con la que se plantea regenerar el tejido
0seo deberemos de tener presente que el disefio del hueso esta regido por una serie
de factores que es fundamental conocer, ademas sera imprescindible el conocimiento
de todas las sucesivas fases que se producen en el normal desarrollo y mantenimiento
del tejido 6seo, asi como en el proceso de regeneracion désea tras una lesién para
poder seleccionar el tipo de materiales, matrices, fuentes de células y factores de

crecimiento mas adecuados para su uso en cada caso concreto.
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6.2. Bases fisiologicas de la regeneracion 6sea

El hueso es el Unico tejido, a excepcion del tejido embrionario y del higado, capaz
de regenerarse consiguiendo la restitutio ad integrum, de hecho podriamos considerar
al hueso como un tejido en continua regeneracion por el proceso de remodelacion
constante al que estd sometido y en el cual juegan un importante papel complejos
mecanismos bioquimicos entre las células, las proteinas de la matriz ésea y la
regulacion hormonal del organismo. A continuacion vamos a describir los

componentes esenciales del hueso: células, matriz organica y fase mineral.

6.2.1. Histofisiologia dsea.

6.2.1.1. Las células 0seas.

En el hueso coexisten diversos tipos de células localizandose bien en el propio
hueso, como los osteoblastos, los preosteoblastos, los osteocitos, los osteoclastos, los
preosteoclastos y células linfoides, o bien en el estroma conjuntivo de la médula 6sea
como las células troncales hematopoyéticas, las células troncales mesenquimales,

adipocitos, macrofagos, mastocitos y células endoteliales.

Algunas de estas células sufren procesos de diferenciacion, que comienzan a ser
conocidos, pasando por diversos estadios, en funcién de la tarea que les es asignada
en cada fase del desarrollo 6seo (Friedenstein, 1976; Yamaguchi, Komori y Suda,

2000).

La diferenciacion osteoblastica.

La diferenciacion osteoblastica est4 controlada por genes de la familia Hedgehog,

siendo los méas conocidos el Ihh (indian hedgehog) y el Shh (sonic hedgehoc), siendo
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también esencial el factor de transcripcion Cbfa-1 (core-binding factor a-1) también
llamado Runx 2 (Ralston, 2007) y las proteinas morfogenéticas 6seas (BMPs) que son
los reguladores mas potentes conocidos de la diferenciacion osteoblastica

(Yamaguchi, Komori y Suda, 2000).

A medida que las células precursoras se van diferenciando expresan en su
membrana celular unas proteinas especificas, son los llamados marcadores de
diferenciacion. La primera sefial de diferenciacion osteoblastica es la expresion de
Cbfa-1 siendo en el preosteoblasto donde adquiere su maxima expresion (Yamaguchi,
Komori y Suda, 2000); de forma temprana se expresan, en el citoplasma de las células
osteoprogenitoras, el colageno tipo I, la osteopontina (OPN) y la fosfatasa alcalina
(ALP), mas tardios son los marcadores de diferenciacion del preosteoblasto al
osteoblasto: la sialoproteina 6sea (BSP), y la osteocalcina (OCN) que aparecen
cuando se inicia la mineralizacién, la expresion de estas proteinas se utiliza como

marcador osteogénico en estadios finales de diferenciacion osteoblastica.

El osteoblasto.

Es una célula grande (20-30 um), de forma poliédrica, baséfila, con aparato de
golgi y reticulo endopldsmico rugoso extensos, procede de las células troncales
mesenquimales embrionarias de la médula Osea, periostio, endostio, y pericitos

perivasculares (Canfield y cols., 2000).

Emite procesos citoplasmaticos hacia la matriz, comunicandose con los osteocitos
y con los osteoblastos vecinos por proteinas transmenbrana, como la conexina 43
(Civitelli y cols., 1993) en concreto e integrinas, permitiendo el paso de mensajeros

como el calcio, citoquinas y prostaglandinas.
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Los osteoblastos expresan caracteristicamente la fosfatasa alcalina y se encargan
de la sintesis de las proteinas colagenas y no colagenas de la matriz 6sea, de dirigir la
disposicién de las fibrillas de la matriz extracelular, contribuyen a la mineralizacién de
la matriz osteoide gracias a la fosfatasa alcalina, median en la reabsorcion ésea y
sintetizan factores de crecimiento (Simonet y cols., 1997). Tras su periplo vital, que
dura de 1 a 10 semanas, desaparecen, bien por apoptosis o bien por transformarse en
células limitantes de revestimiento (bone lining cells) o en osteocitos, (el 15%
aproximadamente), constituyendo estos dos tipos de células estadios de diferenciacion

més avanzados (Aubin y Liu, 1996).

El osteocito.

Es una diferenciacion del osteoblasto cuando este queda atrapado en la matriz
mineralizada. Tiene forma estrellada y es la célula mas abundante en el hueso, se
encuentra situado en el interior de lagunas u osteoplasmas comunicandose entre si,
mediante procesos citoplasmaticos, a través de los conductos calcoforos, de esta
forma, se organizan formando un sincitio de células interconectadas, mediante uniones

gap (Lanyon, 1993), que representa una Unica estructura.

Participan en la sintesis y mineralizacion de la matriz osteoide, pero su funcién
principal es controlar el remodelado dseo detectando las variaciones de presion
producidas por la fuerza de las cargas, fendmeno denominado mecanotransduccion
(Fernandez-Tresguerres, A, 2006). Es el estadio final de la diferenciacion osteoblastica
y es incapaz de renovarse, expresa los mismos marcadores de membrana que los
osteoblastos, teniendo como marcador especifico el CD44, que lo expresan
fuertemente, mientras que no se expresa en los osteoblastos (Fernandez-Tresguerres

y cols., A, 2006).
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El osteoclasto.

Es una célula grande, (100 um), multinucleada, rica en mitocondrias y vacuolas,
gque contiene fosfatasa acida tartaro resistente (TRAP) encargada de la defosforilacion
de las proteinas y que se utiliza como marcador de la actividad de los osteoclastos,
también presentan receptores para la calcitonina. Los osteoclastos proceden de las
células troncales hematopoyéticas llamadas Unidades formadoras de colonias de

granulocitos y macrofagos (CFU-GM).

Los osteoclastos poseen dos especializaciones de membrana, un borde en cepillo,
donde se produce la reabsorcion ésea, y una zona clara rica en microfilamentos, con
integrinas que le sirve de anclaje a la matriz, estas integrinas del osteoclasto;
principalmente la Avl3;, que es una proteina transmembrana cuyo extremo intracelular
esta unido al citoesqueleto de actina y cuyo extremo extracelular reconoce la
secuencia de aminoacidos Arg-Gly-Asp (RGD), existente en el colageno y en otras
proteinas de la matriz osteoide (Fernandez-Tresguerres y cols., A, 2006), a la que se
une y a través de ella se adhiere a la superficie 6sea expuesta creando un medio
hermético periféricamente sellado en el cual, desde vesiculas secretoras de los
osteoclastos, se liberan &cidos como el citrico y el lactico, generados a partir de la
anhidrasa carbdnica Il que cataliza la reaccion entre el anhidrido carbonico y el agua
formando &cido carbdnico que es inestable y se disocia liberando iones H* que son
bombeados al espacio subclastico creandose un ambiente de extrema acidez en el

que se disgregan los cristales de hidroxiapatita.

Fermentos proteoliticos como la cisteinproteinasa acida, la catepsina K,
colagenasas, metaloproteinasas neutras, glucuronidasa etc..., formados en el
citoplasma del osteoclasto, destruyen la fraccion organica de la matriz Gsea

produciéndose la reabsorciéon ésea (Mundy, 1993).
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Es sabido que para que se produzca la osteoclastogénesis son imprescindibles los
osteoblastos, asi en las primeras fases de la osteoclastogénesis para poder formarse
las células gigantes multinucleadas es imprescindible la presencia del factor
estimulante de las colonias de macrofagos (M-CSF) producido por los osteoblastos,
ademas, como se vera posteriormente, la funcién de los osteoclastos en la reabsorcion

esta regulada por los osteoblastos (Boyle, 2003).

6.2.1.2 La matriz organica.

También llamada sustancia osteoide representa un tercio del peso 0seo, esta
formada fundamentalmente por proteinas, entre las que destaca el coldgeno, y la
consideraremos, aparte de cdmo el sustrato fundamental donde se deposita el calcio y
fésforo del organismo, como una reserva de proteinas que participan en la regulacién
de la diferenciacion celular y en el mantenimiento de la integridad y funcién del tejido

0seo (Young, 2003). Las proteinas que forman la matriz organica se clasifican en:

El colageno forma el 90% de la matriz extracelular, constituida sobre todo por
coladgeno de tipo | (95%) y del tipo V (5%) observandose pequefias trazas de colageno
de tipo Ill, relacionado con las fibras de Sharpey y de colageno tipo XlI, cuya formacion
esta relacionada con el estrés mecanico. En la molécula de colageno encontramos la
secuencia aminoécida RGD, la cual es reconocida por las integrinas de superficie de
las células 6seas, también encontramos los aminoacidos hidroxilisina e hidroxiprolina,
este Ultimo es un marcador especifico de todos los fenotipos de colageno (Robey y
cols., 1993), se utiliza la medida de la hidroxiprolinuria para cuantificar la intensidad de

la reabsorcion 6sea (Schénau y Rauch, 1997).
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Las fibras de colageno se ordenan y estabilizan por la formacion de puentes de
hidrégeno entre aminoéacidos y mediante puentes de piridinolina entre la hidroxilisina y
la lisina. Es de destacar que el coldgeno no tiene afinidad por el calcio, por lo cual no
estad implicado en el depdsito mineral, siendo otras proteinas de la matriz las

implicadas en este depdsito.

Las proteinas no colagenas mas significativas son:

Los proteoglicanos.

Estos constituyen el 10% de las proteinas no colagenas de la matriz organica del
hueso, son macromoléculas altamente glicosiladas que pertenecen a la familia de las
glicoproteinas. Constan de un centro proteico con una O varias cadenas de
glucosaminoglucanos (GAG), unidos al centro proteico por enlaces covalentes, que
presentan grupos sulfato y grupos de acido urdnico. Segun la naturaleza de sus
cadenas de GAG; se pueden clasificar en proteoglicanos: heparan sulfato, donde el
GAG esta formado por &cido hialurénico mas N-acetil-glucosamina; y dermatan
sulfato, de molécula mas pequefia, que incluye la decorina y el biglicano (DeAngelis,

2002).

Los proteoglicanos presentes en hueso son:

1.- El hialuronano.

2.- El condroitinsulfato, ambas son del tipo heparan sulfato, siendo moléculas de

gran tamafio que intervienen en las fases iniciales de morfogénesis 0sea.

3.- El biglicano.
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4.- La decorina, estos 2 ultimos son moléculas pequefas que aparecen en las

fases méas avanzadas de la formacion 6sea (Fernandez-Tresguerres y cols., A, 2006).

Las proteinas con dcido gamma-carboxi-glutdmico.

Este acido es un aminoacido que liga el calcio y que necesita de la vitamina K para
su sintesis. De este grupo de proteinas se encuentran dos en la matriz organica del

hueso (Fernandez-Tresguerres y cols., A, 2006).

La osteocalcina (OCN) pequefa proteina, con tres restos del aminoacido ligador
del calcio &cido y-carboxi-glutdmico, que es sintetizada por los osteoblastos y las
plaguetas con el concurso de las vitaminas D y K, y cuyos niveles plasmaticos se
relacionan con el nimero y la actividad de los osteoblastos, se la considera un

marcador bioquimico de la osteogénesis,

La proteina de la matriz con acido y-carboxi-glutamico.

Las glicoproteinas.

Las principales glicoproteinas que encontramos en la matriz organica 6sea son:

A) La osteonectina, que tiene una gran afinidad por el colageno tipo |, el calcio y la
hidroxiapatita, y que supone el 25% de las proteinas no colagenas, interviniendo en la
regulacion de la adhesion de las células a la matriz y siendo necesaria para la

mineralizacién normal del hueso (Fernandez-Tresguerres y cols., A, 2006).

B) La fosfatasa alcalina especifica del hueso, que es una enzima liberadora de
fosfato inorganico, esencial para la mineralizacion, a partir de los esteres fosféricos, se

la considera un muy buen marcador de la actividad osteoblastica. Es una de las
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isoenzimas de la fosfatasa alcalina, que se diferencian por su composicién en
carbohidratos. Aproximadamente el 50% de la fosfatasa alcalina circulante procede del

hueso (Seibel, 2003).

C) Las proteinas con el tripéptido RGD, también llamadas SIBLINGS ( small
integrin-binding ligand N-linked glycoprotein) son fundamentalmente cinco, la
osteopontina; la fibronectina; la trombospondina; la sialoproteina Osea; y la
vitronectina; siendo fundamentales en los procesos de remodelado y regeneracion

0seos, su secuencia Arg-Gly-Asp es reconocida por las integrinas de osteoblasto y
osteoclastos, (avl33), actuando también como receptores de superficie de las células

Osea facilitando su adhesion a la matriz (Fedarko y cols., 2004).

Las proteinas plasmdticas.

Las proteinas plasmaticas que se encuentran en la matriz organica ésea, en mayor
proporcion que en el plasma, son la albumina y la a,-SH-glicoproteina, y estan
probablemente relacionadas con la calcificacion del osteoide (Fernandez-Tresguerres

y cols., A, 2006).

Los factores de crecimiento.

Los factores de crecimiento son polipéptidos sintetizados en el hueso o
procedentes de otros lugares como el higado o las plaquetas que intervienen en la
diferenciacion, proliferacion y crecimiento celular. Ya fueron revisados en un apartado

anterior.
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6.2.1.3. La fase mineral.

La fase mineral representa el 65% del peso 6seo, esta formada por calcio, fosfato
y carbonato en forma de cristales de hidroxiapatita Cayg (P0s)s (OH), y en menor
proporcion magnesio, sodio, potasio, manganeso y flior. El plasma se encuentra
sobresaturado de calcio y fosforo respecto a la hidroxiapatita, por lo que se supone
gue debe haber sustancias que inhiban la mineralizacion. Las proteinas con capacidad
adhesiva favorecen la mineralizacion mientras que proteoglicanos, magnesio, ATP y

pirofosfato la inhiben (Fernandez-Tresguerres y cols., A, 2006).

6.2.2. El remodelado dseo.

El hueso, como es bien sabido, es un tejido en constante formacién y reabsorcion;
lo que permite el mantenimiento del volumen G&seo, la reparacion 6sea y la
homeostasis del metabolismo fosfocalcico; este fend6meno se denomina remodelado
06seo0 y se produce durante toda la vida, presentando en el ser humano un balance
positivo en la formacién hasta el final de la tercera década de la vida, momento en el
cual se alcanza el pico maximo de masa 6sea, la cual se mantiene en un balance
formacién/reabsorcion equilibrado hasta el final de la quinta década de la vida, a partir
de la cual se produce un balance negativo en la formacion, comenzando la pérdida de

masa osea.

Microscopicamente el remodelado 6éseo se produce en pequefas &areas
denominadas unidades basicas multicelulares (BMU) que tienen una vida media de
entre 2 y 8 meses, estando la mayor parte de ese tiempo ocupado en la formacion
O0sea, queremos destacar que el proceso comienza siempre por la reabsorcién
sucediéndose posteriormente la formacion. En el esqueleto humano existen unos 35

millones de BMUs, activandose entre 3 y 4 millones anuales, con lo cual se calcula
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que el esqueleto humano se renueva cada 10 afios (Fernandez-Tresguerres y cols., B,

2006).

6.2.2.1 Fases del remodelado 6seo.

El proceso de remodelado parte siempre, como se ha sefialado anteriormente, de

un hueso perfectamente formado y comienza por el fenbmeno de la reabsorcién, se

puede dividir este proceso en las siguientes fases (Fernandez-Tresguerres y cols., B,

2006):

la membrana endédstica y la capa de células limitantes, por una serie de
factores desconocidos, en un momento dado comienza la activacion de esa

zona 6sea, pasando a la siguiente fase.

limitantes y a digerirse la capa enddstica por la accion de colagenasas
quedando expuesta la superficie mineralizada, la cual atrae, desde los vasos
préximos, a los osteoclastos, los cuales se adhieren a la superficie

mineralizada dando paso a la siguiente fase.

Fase de reabsorcion en la que los osteoclastos, por el mecanismo
anteriormente explicado, van disolviendo la matriz mineral y descomponiendo
el osteoide, siendo este proceso finalizado por los macréfagos, lo que permite

la liberacion de los factores de crecimiento presentes en la matriz
principalmente el TGFR y también el PDGF e IGF tipo | y Il, estos factores,

entre otras acciones, actlan como quimiotacticos sobre las células

osteoprogenitoras iniciandose la fase siguiente.
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destruccién de la matriz osteoide, que actian como quimiotacticos, ademas de
como estimuladores de la proliferaciéon (Lind, 1995) , los preosteoblastos se
agrupan en la zona, estimulandose su proliferacion y comenzando a sintetizar
una sustancia cementante sobre la que se adherira el tejido neoformado vy
comenzando a expresar BMPs responsables de su diferenciacion, al poco
tiempo los osteoblastos comenzaran a sintetizar osteoide que ira rellenando la

laguna horadada y dando paso a la ultima fase.

fosforo fundamentalmente, en la sustancia osteoide, esta fase comienza a los
30 dias del depdsito de la sustancia osteoide y finalizando a los 90 dias en el
hueso trabecular y sobre los 130 dias en el cortical, pasados los cuales el

hueso vuelve a la fase de reposo o quiescente.

6.2.2.2. Factores requladores del remodelado éseo.

Existen mdltiples factores reguladores del remodelado 6seo, estando todos ellos
relacionados entre si, clasicamente se ha incidido en el estudio de la regulacion
hormonal, sin embargo cada vez es méas evidente el papel preponderante, en el
crecimiento y remodelado 6seos, de los factores producidos localmente, tanto en el
propio hueso como en los tejidos que lo rodean, estos factores pueden actuar en
forma autocrina y/o paracrina o modulando a los factores endocrinos. Estos factores
son producidos por las propias células 6seas, las células del estroma y las células del

sistema inmune y hematoldégico.

Los factores que interviene en el remodelado actian con distinta intensidad segun
el lugar donde se producen, asi en el hueso trabecular hay intimo contacto con las

células de la médula ésea, por lo cual predominaran los factores paracrinos, mientras
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que en el hueso cortical, mas distante de la médula 6sea, sera mas logico que la

modulacion obedezca a factores endocrinos.

Los factores reguladores del remodelado se pueden clasificar en:

Los factores genéticos son los que determinan entre el 60% y el 80% de la masa
Osea (Ralston, 2007), esto explica que la raza negra posea mas masa ésea que la raza
blanca y esta a su vez mas que la raza amarilla, o también el que las hijas de mujeres

con osteoporosis tengan mayor predisposicion a padecerla.

Factores mecanicos.

Se sabe que las fuerzas de tensién, como las producidas por la accién de la
musculatura esquelética o las producidas por dispositivos mecénicos como los
empleados en el movimiento ortoddntico de las piezas dentarias, favorecen el
desarrollo 6seo mientras que las fuerzas de compresion producen reabsorcion 6sea,
como se puede apreciar en los pacientes portadores de protesis dentales
mucosoportadas o en la zona de compresion que se produce en el movimiento
ortodoéntico de las piezas dentarias (Tzannetou y cols., 2008). Esto es debido a que las
fuerzas de tension en el hueso son detectadas por la red de osteocitos, esta
estimulacion de la red de osteocitos les induce a producir mediadores como las
prostaglandinas, 6xido nitrico e IGF-I que estimulan la actividad de las células

osteoformadoras (Fernandez-Tresguerres y cols., B, 2006).

Factores vasculo-nerviosos.

El aporte vascular es imprescindible para el desarrollo 6seo pues aporta células,
oxigeno, minerales, iones, glucosa, hormonas etc. Siendo este el primer paso en la
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osificacion y reparacién 6sea. Asi mismo la inervacién, tanto del sistema auténomo

como del sensorial, es necesaria para el normal desarrollo fisioldgico del hueso.

Factores nutricionales.

Los factores nutricionales son muy interesantes por el hecho de que podemos
modificarlos facilmente, es sabido el papel que el aporte de calcio en la dieta juega en
la prevencién de determinados trastornos 0seos, también se sabe que ciertos habitos
como el consumo de alcohol, exceso de sal, tabaquismo, consumo de cafeina son

osteopénicos (Fernandez-Tresguerres y cols., A, 2006).

Factores hormonales.

Las hormonas son mensajeros sistémicos con efecto endocrino (actian a distancia
de donde se han producido) actuando también sobre la regulacion y la sintesis de los
factores locales que intervienen en el metabolismo celular, (efecto autocrino y

paracrino), las mas importantes en la fisiologia 6sea son:

A) Las hormonas tiroideas, las cuales desencadenan dos acciones contrapuestas
sobre el hueso, asi estimulan la sintesis de osteoide y su mineralizacion, estimulando
el reclutamiento, maduracion y actividad de las células Gseas, y favoreciendo la
sintesis de IGF-I, pero también tienen efecto contrario al aumentar el nimero y funcién
de los osteoclastos y produciendo una aceleracion de los ciclos del remodelado 6seo

con predominio de la resorcion (Riancho-Moral y Gonzélez-Macias, 2004).

B) La PTH (parathormona), secretada por las glandulas paratiroides, controla la
calcemia, actuando directamente en el hueso y en el rifion, aumentando la reabsorcién
de calcio e indirectamente en el intestino al estimular la sintesis de 1,25

dihidroxicolecalciferol.
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Es la hormona hipercalcemiante por excelencia, no obstante en los Gltimos afios se

ha descrito un papel estimulador de la osteogénesis a través de la sintesis de IGF-

ILIGF-1l y de TGFg y a través de la disminucion de la apoptosis de los osteoblastos,

teniendo estos efectos cuando se infunde la hormona de forma intermitente, mientras
gue su administracién de forma continua estimula la reabsorcion a través de la sintesis
del factor favorecedor de la osteoclastogénesis RANKL, por parte de los osteoblastos

(Riancho-Moral y Gonzélez-Macias, 2004).

C) La vitamina D o calcitriol o 1,25 dihidrocolecalciferol, producida,

fundamentalmente en la piel, por la accion de la radiacion ultravioleta de la luz solar

sobre el 7 dehidrocolesterol, al cual le rompe el anillo B formando provitamina D3 que

se isomeriza a vitamina D3 uniéndose en la piel a la proteina ligadora de vitamina D

(DBP) que la transporta via sanguinea hasta el higado donde se metaboliza a 25 (OH)
colecalciferol que posteriormente se transforma en 1, 25 (OH), colecalciferol para
poder ejercer actividad bioldgica, transformacion que ocurre en el rifidn por la accién

de la PTH.

Actia mineralizando el hueso al favorecer la absorcion intestinal de calcio y
fosfatos y asi mantener los niveles normales de calcemia. También actla sobre los
osteoblastos promoviendo su diferenciacion y regulando la produccién, por parte de
estos, de proteinas tales como el colageno, la fosfatasa alcalina y la osteocalcina,
también induce en la membrana citoplasmética de los osteoblastos el RANKL, de esta
manera el calcitrol regula tanto la formacion como la reabsorcion 6seas (Riancho-

Moral y Gonzalez-Macias, 2004).

Todas estas acciones biolégicas se llevan a cabo por la union del calcitriol al
receptor de la vitamina D (VDR), el cual, ademas de en las células epiteliales

intestinales y en los osteoblastos, se encuentra distribuido por todo el organismo, por
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este hecho la vitamina D actla en la regulacion de la secrecidbn hormonal, en la

regulacion de la funcion inmune y en la proliferacion y diferenciacion celular.

D) La calcitonina es secretada por las células C o parafoliculares del tiroides al ser
estimuladas por varios factores, entre ellos el aumento de la calcemia. La calcitonina
ejerce su accion uniéndose a receptores especificos de membrana (RCT), siendo el
osteoclasto la células mas rica en RCT,, actiua inhibiendo la reabsorciéon 6sea al
reducir la actividad de los osteoclastos y el reclutamiento de sus precursores, accion
transitoria pues estos parece ser que se vuelven insensibles a la calcitonina a los
pocos dias de estar expuestos a ella. También actla a nivel del tibulo renal inhibiendo

la reabsorcién de calcio (Fernandez-Tresguerres y cols., B, 2006).

E) Los andrégenos tienen efecto anabolizante a través del estimulo de los
receptores de los osteoblastos, ademas actian como mediadores en el pico de
hormona de crecimiento (GH) producido en la pubertad (Riancho-Moral y Gonzalez-

Macias, 2004).

F) Los estrogenos tienen un importante papel en el desarrollo esquelético en la
adolescencia, producen un doble efecto en el metabolismo 6seo, por un lado
aumentan el numero y funcion de los osteoblastos, y por otro lado disminuyen la
reabsorcion al aumentar los niveles de osteoprotegerina (OPG). Se describen
receptores estrogénicos tanto en los osteoblastos y osteocitos como en los

osteoclastos (Fernandez-Tresguerres y cols., B, 2006).

G) La progesterona tiene efecto anabolizante directo por accién sobre los
osteoblastos e indirecto al competir con los glucocorticoides por los receptores

osteoblasticos (Fernandez-Tresguerres y cols., B, 2006).
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H) La insulina estimula la osteogénesis al aumentar la sintesis de IGF-I por parte

del higado (Fernandez-Tresguerres y cols., B, 2006).

I) Los glucocorticoides a dosis altas inhiben la sintesis de IGF-I por los
osteoblastos y suprimen los factores criticos de la diferenciacion osteoblastica BMPs y
Cbfa-1 produciendo un efecto catabdlico 6seo. Sin embargo se describe una accion
osteogénica, al favorecer la diferenciacibn osteoblastica, a dosis fisiologicas

(Fernandez-Tresguerres y cols., B, 2006).

J) La hormona de crecimiento (GH) actla directamente sobre los osteoblastos
estimulando su actividad hacia la sintesis de osteocalcina, fosfatasa alcalina y
colageno, e indirectamente favoreciendo la proliferacion y la diferenciacion de los
osteoblastos a través del aumento en la sintesis de IGF-I y Il por parte de los

osteoblastos y del higado (Riancho-Moral Y Gonzalez-Macias, 2004).

En la actualidad se considera que la GH tiene también efecto autocrino y paracrino
pues casi todas las células del organismo, osteoblastos incluidos, pueden sintetizarla

(Fernandez-Tresguerres y cols., B, 2006).

Factores locales.

Los factores locales son producidos en el microambiente éseo, por las propias
células Gseas o por las células de su microentorno, son del tipo de prostaglandinas,
oxido nitrico, citoquinas, factores de crecimiento etc...., destacando dentro de los
factores locales las propias proteinas de la matriz osteoide, los factores de crecimiento

y las citoquinas.

A) Los factores de crecimiento, como hemos mencionado anteriormente, son

polipéptidos que modulan la proliferacion, el crecimiento y la diferenciacion celulares,
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ademas de los anteriormente citados debemos nombrar:

a1- El factor estimulador de las colonias de macréfagos y granulocitos (GM-CSF)

gque es fundamental para la osteoclastogénesis, estando asociado a la patogenia de la

osteopetrosis.

ar- El factor estimulador de las colonias de macréfagos (M-CSF) producido por

los osteoblastos y células del estroma medular, es necesario para la formacion de
células gigantes multinucleadas que intervendran en las primeras fases de la
osteoclastogénesis, sin embargo carece de actividad sobre la funcion de los

osteoclastos.

as- El factor de necrosis tumoral (TNF), que “in vitro” estimula la reabsorcién dsea.

B) Las proteinas de la matriz, ademas de las funciones anteriormente citadas,
actuan como moduladoras de los factores de crecimiento, siendo su concentracion en

la matriz mil veces mayor que la de estos.

C) Las citoquinas son polipéptidos sintetizados por las células linfociticas y
monaociticas, que juegan un importante papel en multiples funciones celulares, como la
respuesta inflamatoria, la inmunoldgica y la hematopoyesis, destacan por su efecto en

el hueso:

c1- La interleuguina 1 (IL-1), que estimula la reabsorcion osteoclastica

directamente, al aumentar la proliferacion y diferenciacion de los preosteoclastos y al
inhibir la apoptosis de los osteoclastos, e indirectamente a través de la sintesis de

prostaglandinas.
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Cy- La interleuguina 4 (IL-4) inhibe la reabsorcion y estimula la proliferacion,

diferenciacion y activacion de varios tipos celulares, disminuye la sintesis de citocinas

como IL-1, IL-6, y del TNF, lo que le confiere efecto antiinflamatorio.

c3- La interleuguina 6 (IL-6) se produce en respuesta ala PTH, IL-1y 1, 25 (OH),

Dz y su efecto es estimular la reabsorcion 6sea, actuando en etapas iniciales de la

osteoclastogénesis.

C4- La interleuquina 11 (IL-11) se produce en la médula 6sea e induce la

formacion 6sea a través de las BMPs y estimulando la formacion de osteoblastos.

Cs- Las prostaglandinas (PG), que in vitro favorecen la reabsorcion 6sea, siendo

localizas en el liquido crevicular en casos de periodontitis con destruccion ésea. La
més implicada en la reabsorcion es la PGE,, estando también implicadas la PGE,, PG

G, Yy la PGHs,.

6.2.2.3. El sistema RANKL / OPG / RANK.

Actualmente sabemos que las células estromales de linaje osteoblastico estan
esencialmente implicadas en la funcion y diferenciacion osteoclastica a través del

contacto célula a célula (Suda y cols., 1999).

Se ha demostrado la presencia de un factor en la membrana de las células
osteoblasticas, perteneciente a la superfamilia de ligandos del TNF, llamado RANKL
(ligando del receptor activador del factor nuclear Kappa-B) (Boyce y Xing, 2007; Boyce
y Xing, 2008), se trata de una proteina transmembrana, tipo citoquina, de 317 aas
expresada por las células estromales de la médula ésea, osteoblastos, condrocitos,

células del mesénquima, periostio, células endoteliales y células T, habiéndose
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encontrado el RNAm del RANKL también en cerebro, corazén, rindn, musculo

esquelético y piel.

Su produccién es mayor en las células indiferenciadas del estroma y se va
reduciendo progresivamente a medida que madura el fenotipo osteoblastico (Riancho-

Moral y Gonzalez-Macias, 2004; Boyce y Xing, 2008).

El promotor del gen RANKL contiene elementos que responden a los
glucocorticoides, a la vitamina D y al factor esencial de transcripcién osteoblastica

Cbfa-1 o0 RUNXs,.

Las acciones del RANKL son la estimulacion de la diferenciacion y de la fusion de
las células precursoras de los osteoclastos, la activacién de los osteoclastos maduros
y la prolongacién de su vida util. Los efectos del RANKL estdn mediados por su unién
a un receptor especifico al que activan, este es el RANK (receptor del activador del
factor nuclear Kappa-B) (Boyce y Xing, 2007; Boyce y cols., 2007) cuya expresion esta
limitada a los osteoclastos, células B y T, células dendriticas y fibroblastos. Se trata de
una proteina transmembrana de 616 aas que al unirse con su ligando, RANKL, activa
una cadena de eventos intracelulares que llevan a la diferenciacion y activacion de los

osteoclastos.

Asi el sistema RANKL / RANK es crucial para la induccion de la formacién y la
activacion de los osteoclastos, siempre que haya suficientes cantidades de CSF-1 en

el microambiente éseo (Mufioz-Torres y Gonzélez-Macias, 2004; Boyce y Xing, 2007).

Ademas del RANK existe otro receptor para el RANKL conocido con el nombre de
osteoprotegerina, (OPG) (Mufioz-Torres y Gonzalez-Macias, 2004; Boyce y cols.,
2007; Boyce y Xing, 2007, Boyce y Xing, 2008), o factor inhibidor de la

osteoclastogénesis, se trata de un receptor proteico soluble, que no posee dominio
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transmembrana, siendo un polipéptido de 401 aas expresado por una gran variedad de
células, como son las células cardiacas, pulmonares, intestinales, renales,
hematopoyéticas, inmunoldgicas etc..., y sobre todo las células de la linea
osteoblastica, que tienen mayor produccién cuanto mayor es su grado de

diferenciacion (Boyce y Xing, 2007).

La OPG segregada por los osteoblastos tiene la capacidad de unirse al RANKL, de
los propios osteoblastos, neutralizandolo, se trata de un receptor sefiuelo competidor
del RANK, expresado por los osteoclastos, impidiendo la interaccion RANKL/RANK

(Boyce y cols., 2007).

Actla inhibiendo la diferenciacion y fusion de las células precursoras
osteoclasticas. También inhibe la activacién de los osteoclastos maduros y posibilita
su apoptosis, todo lo cual se traduce en una disminucion de la reabsorcion ésea

(Boyce y Xing, 2008).

Los factores que regulan la relacion entre el RANKL y la OPG (ambos expresados
por los osteoblastos) determinan la relacion entre el grado de reabsorcion y el de
sintesis 0sea, la expresion diferencial de estas proteinas parece que desempefia un

papel preponderante en la regulacion del remodelado 6seo (Boyce y cols., 2007).

Queremos destacar que mientras la expresion de RANKL y OPG est4 regulada
por diversos factores, cuyo resumen podemos ver en la tabla 1, la expresion del RANK
en las células osteoclasticas es estable, con una muy pequefia regulacién por agentes

osteotropicos (Boyce y Xing, 2007; Boyce y cols., 2007; Boyce y Xing, 2008,).
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Tabla 1. Efectos de diferentes factores sobre la expresién de OPG y
de RANKL.

FACTOR

TNF alfa

IL-1

IL-6

IL-4

IL-11

TGFbeta

BMP

Estrégenos

Glucocorticoides Inhibe

PG E2 Inhibe

PTH Inhibe

Calcitrol Inhibe

6.3. La regeneracion osea.

No todos los tejidos tienen la capacidad de poder regenerarse, normalmente ante
un dafio tisular la mayoria de los tejidos sufren un proceso de reparacion,

restaurandose el tejido sin conservar su arquitectura tisular original y sin mantener, en
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esa zona de tejido reparada, la funcionalidad inicial, el resultado final del proceso de
reparacion es la cicatrizacion, la cual normalmente presenta unas cualidades inferiores

a las del tejido original.

En algunos tejidos, sin embargo, se produce un mecanismo por el cual el proceso
de restauracién finaliza con un tejido indistinguible, tanto desde el punto de vista
morfolégico como desde el funcional, del tejido original, este proceso es la llamada
regeneracion, siendo el tejido 6seo unos de los escasos tejidos donde, mediante el

proceso del remodelado dseo, se produce la regeneracién constantemente.

Existen grandes parecidos entre los mecanismos de la embriogénesis y los de la
regeneracion, por este motivo vamos a hacer una revision del proceso de desarrollo

durante el crecimiento y modelado 6seo.

Aunque todos los huesos derivan de condensaciones del mesénquima, de
temprana aparicién en el periodo embrionario, el tipo de proceso que experimentan
para su formacion u osificacion puede ser de dos formas, intramembranoso o

endocondral, generando ambos procesos una microestructura dsea idéntica.

6.3.1. La osificacion inframembranosa.

En la osificacion intramembranosa, durante el periodo embrionario, grupos de

células mesenquimales se agrupan, por la accién de factores de crecimiento locales
del tipo FGF y BMPg y de los factores de transcripcién cbfa-1 y osterix (Yang y

Karsenty, 2002), formando condensaciones fibrocelulares muy vascularizadas en las
cuales las células estan unidas por largas prolongaciones, mientras que en los

espacios intercelulares se depositan haces de colageno orientados al azar.
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Posteriormente se produce en una zona un aumento de células mesenquimales y
fibras formando una banda de matriz eosindfila mas densa, cuya superficie se cubre
de células que se agrandan y adquieren forma cuboidea o cilindrica permaneciendo
unidas por prolongaciones cortas, estas células se van volviendo mas basdfilas
diferenciandose a osteoblastos que segregan matriz osteoide. Este conjunto de células
y fibras recibe el nombre de espicula 6sea y constituye el nucleo de osificacion

primario.

Irradiando desde el nucleo se van formando nuevas espiculas y rapidamente
entran en conexién formando un entramado. Por la accién de los osteoblastos las
espiculas se van transformando en trabéculas, donde se van depositando sales de
calcio, debido al engrosamiento trabecular los osteoblastos quedan atrapados en
lagunas, convirtiéndose en osteocitos conectados a través de canaliculos con los

osteoblastos de la superficie.

El nimero de osteoblastos se mantiene por la proliferacion y diferenciacion de las
células mesenquimales. En el espacio entre las trabéculas queda tejido vascular
interpuesto que se transforma en médula ésea hematopoyética. El tejido conjuntivo
gue rodea al hueso en formacion se transforma en el periostio y los osteoblastos que
guedan en la superficie se transforman en células indiferenciadas osteoprogenitoras y

en células de revestimiento (Baron, 2003).

La caracteristica de la osificacion intramembranosa es que las células
mesenquimales indiferenciadas se diferencian directamente a células de linaje
osteogénico, osificacion directa. Este tipo de osificacion lo encontramos en los huesos

planos del craneo, cara, maxilar, y parcialmente en la mandibula y clavicula.

65



Introduccion.

6.3.2. La osificacién endocondral.

La osificacion endocondral se caracteriza por ser un proceso de osificacion que se

produce en dos etapas, la condrogénesis y posteriormente la osteogénesis.

Comienza con una condensacion del mesénquima, de tipo celular o blastema, en
la cual las células mesenquimales proliferan y se diferencian a precondroblastos y
condroblastos, probablemente bajo el influjo de factores locales parecidos a los de la
osificacion intramembranosa, que van a formar matriz cartilaginosa, formandose
cartilago hialino que modela la forma del futuro hueso. Ademas alrededor del modelo
cartilaginoso se desarrolla una membrana, llamada pericondrio, que recubre el

cartilago.

Los condroblastos van quedando embebidos en su propia matriz cartilaginosa
diferenciandose a condrocitos, los cuales contintan proliferando, esto se traduce en un
crecimiento en longitud del modelo cartilaginoso, es el denominado crecimiento

intersticial (desde dentro).

El crecimiento en grosor del cartilago se produce por la aposicion de matriz, desde
la periferia, por nuevos condroblastos que derivan de células del pericondrio, es el
llamado crecimiento por aposicion. Con el crecimiento del cartilago los condrocitos se
hipertrofian, probablemente por acumulo de glucdégeno en su interior, y sufren un
proceso de apoptosis, liberando al medio el contenido de su citoplasma, esto modifica
el pH de la matriz, este cambio activa la calcificacion de la matriz cartilaginosa,
ademdas al morir dejan huecos en la matriz que tienden a fusionarse formando

pequefias cavidades.

Al mismo tiempo las células mesenquimales del pericondrio se diferencian en

osteoblastos y se disponen formando una fina lamina ésea que circunda la diéfisis,
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formando el collar 6seo primario (por osificacion intramembranosa). Después de un
intervalo variable, segun el hueso, pequefias masas celulares erosionan el hueso
periostico del collar 6seo primario y destruyen el cartilago adyacente. Algunas de
estas células invasoras forman vasos sanguineos y establecen la circulacion en el
hueso, (arteria nutricia), otras células se diferencian hacia osteoblastos, otras

constituyen los precursores de los elementos hematopoyéticos y de los osteoclastos.

El proceso de destruccion se extiende rapidamente hacia los extremos éseos, los
osteoblastos comienzan a secretar la matriz osteoide y se empiezan a formar
trabéculas Oseas, estas conforman el llamado centro de osificacién primario; mientras
el proceso de osificacion se extiende los osteoclastos van destruyendo la matriz

cartilaginosa formandose la cavidad medular del hueso.

Cuando el proceso destructivo del cartilago y la osificacion endocondral y
periostica se aproximan a la epifisis, cesa la osificacion periostica quedando la
superficie externa cubierta por cartilago, este serd el constituyente del cartilago

articular.

También se forma una zona de cartilago donde las células condrogénicas se
multiplican e hipertrofian disponiéndose en columnas, formando la placa epifisaria de
crecimiento. Esta es la responsable del crecimiento en longitud del hueso, crecimiento
gque cesa cuando la placa se osifica completamente al alcanzar la edad adulta (Baron,

2003).

Este tipo de osificacion se denomina también osificacion indirecta y forma los

huesos de las extremidades, pelvis y columna vertebral.

Como sefialamos anteriormente el mecanismo de la regeneracion 0sea es muy

parecido al de formacion, por este motivo se va a exponer a continuacién el proceso
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de reparacion cuando se produce una lesion dsea.

6.3.3. La reparacién de la fractura ésea.

Las fracturas curan en virtud de un proceso bioldgico, desarrollado en el tejido
0seo, cuya finalidad es reconstruir la continuidad anatomica y funcional del hueso,
mediante la formacién de nuevo tejido 6seo. EI complejo mecanismo por el que se
reparan las fracturas esta intimamente relacionado con el proceso de osteogénesis

anteriormente visto.

En principio el tejido 6seo puede repararse biolégicamente mediante dos procesos

distintos:

A) La reparacion ésea primaria, esta se da con muy poca frecuencia y se produce
sin la formacién previa de un tejido de granulacion en la zona lesionada. Ocurre solo
bajo circunstancias muy particulares, no debiendo existir nunca un espacio fracturario
a rellenar. En estas circunstancias se produce una activacion de los osteoclastos que
agrandan los conductos de Havers de la cortical 6sea para que sirvan de acomodo al

nuevo hueso.

Los capilares de los extremos 6seos junto con osteoblastos y osteoclastos saltan
el minimo defecto 6seo iniciando la osteogénesis. Este mecanismo de reparacion se
produce, por citar unos ejemplos, en la curacion de las fisuras y en los procesos de

fijacién de una articulacion mediante artrodesis (Pera, 1996).

B) La reparacion 6sea secundaria, esta es la habitual, llega a la curacién del
hueso mediante la formacion de un tejido de granulacion osteogénico y de un callo de
fractura provisional. Se trata de un proceso continuo que para su mejor comprension

se divide en dos estadios.
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En un primer estadio predominan los fendmenos inflamatorios y la proliferacién de
un tejido de granulacion con capacidad osteogénica, apareciendo en este focos de

cartilago hialino, de tejido fibroso y de hueso inmaduro.

En un segundo estadio se forma un callo fracturario provisional que
posteriormente sufrird un proceso de remodelacion ésea hasta formar hueso maduro

(Pera, 1996).

El primer estadio comienza con la produccion de una hemorragia, por rotura de los
vasos sanguineos del hueso y tejidos circundantes, con la consiguiente formacién de
un hematoma que envuelve al foco de lesion Gsea, la coagulacion de la sangre del
hematoma origina una malla de fibrina que sirve de entramado para la proliferacién de
yemas vasculares y la migracion celular. Esta degradacion de la sangre desencadena
un fendbmeno inflamatorio aséptico, con un gran infiltrado de leucocitos, principalmente
neutréfilos, y mas tarde de macrofagos que fagocitaran los desechos necroticos,
también aparecen células indiferenciadas del estroma medular 6seo, del periostio y del

tejido conjuntivo adyacente, que invaden el coagulo a través de la malla de fibrina.

Al mismo tiempo se esta produciendo, en toda esta zona, una proliferacién de la
microcirculacion, consecuencia de todo esto es la formacion de un tejido de
granulacion con capacidad osteogénica, en este tejido de granulacién se encuentran
histiocitos, otras células mononucleadas, osteoclastos y células mesenquimales
progenitoras, las cuales comienzan a diferenciarse a osteoblastos, condroblastos y

fibroblastos.

Entre el séptimo y décimo dia aparecen en el tejido de granulacion areas de tejido
fibroso, islotes de cartilago hialino y zonas con hueso inmaduro, formado por un

proceso de osificacion intramembranosa.
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En este momento comienza el segundo estadio, durante el cual se rellenara
totalmente la zona de fractura y se producira la union de los extremos fracturarios.
Esta unién se consigue, si las condiciones mecanicas y biolégicas son favorables, por
la extensiéon directa de la formacién de hueso inmaduro, entreverado con focos de
cartilago hialino que terminara osificando por mecanismo endocondral. Estos focos
cartilaginosos hialinos aparecen en zonas de isquemia relativa y en zonas sometidas a

micromovimiento. Esta via es la llamada osificacion directa.

Si las condiciones anteriormente citadas son desfavorables se forma un callo de
tejido fibroso que posteriormente se osificara con las caracteristicas de hueso

inmaduro, es la llamada osificacion indirecta.

Tanto la osificacion directa como la indirecta producen el mismo resultado, hueso
inmaduro, la diferencia estriba en la velocidad a la que se forma, siendo esta mas

rapida en la osificacién directa.

Posteriormente el hueso inmaduro va sufriendo un engrosamiento de las espiculas
O6seas neoformadas y la precipitacion de sales calcicas, los osteoblastos y los
osteoclastos comenzaran los procesos de modelado y remodelado, que estan
gobernados por las tensiones y cargas que soporta el hueso, transformandose el

hueso en hueso maduro (Pera, 1996).

6.3.4. Estado actual de las terapias de regeneracion dsea.

Todo el proceso de regeneracibn Osea, tanto natural como inducida
terapéuticamente, se basa en la adecuada combinacién de los tres elementos claves
fundamentales, los osteogénicos que son las células osteocompetentes, los
osteoconductores que seran las matrices aplicadas y los osteoinductores, entre los

gue se encuentran todos los factores proteicos anteriormente revisados.
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Para poder potenciar e incluso iniciar el proceso de regeneracion 0sea, en la
actualidad, las aproximaciones terapéuticas se basan en la actuacion sobre uno o

varios de los factores componentes del hueso.

Es clasica la administracion de sustancias que forman parte del hueso como el Ca,
solo o asociado a la vitamina D, 0 posteriormente la administracion de sustancias que
influyan en la bioquimica de la regulacion ésea, como son las estatinas, de las que en
1999 Mundy y col. comunicaron en Science que aumentan la sintesis de BMP-2, o los
bifosfonatos, con alta afinidad por el mineral 6seo y que por un mecanismo no bien

definido inhiben la actividad de los osteoclastos (Migliaccio, 2007).

También se ha intentado estimular el proceso natural de reparacion ésea mediante
la aplicacion de factores de crecimiento derivados de las plaquetas (Marx y cols., 1998)

o proteinas morfogéneticas (Boyne y cols., 2005).

Otra forma de potenciar la curacibn O6sea es mediante la implantacion de
materiales bioactivos bien de clase B, osteoconductores como la hidroxiapatita o el
fosfato tricélcico, o bien de clase A, osteoconductores y osteoinductores como los

vidrios bioactivos (Jones, Lee y Hench, 2006).

A pesar de la variabilidad de vias desde las que se puede abordar la regeneracion
Osea, el patrén de oro en reconstruccién Osea sigue siendo el injerto autélogo de
hueso pues aporta las células osteoformadoras (Salgado, Coutinho y Reis, 2004,

Samartzis y cols., 2005; Tressler y cols., 2011).

Consideramos que el aporte de células osteoformadoras es fundamental, pues
como hemos visto anteriormente, ademas de formar el entramado de la matriz
osteoide, ellas son capaces de sintetizar factores solubles de sefalizacion y

diferenciacion que a su vez les inducen a la formacion de hueso. Este hecho ha
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desarrollado un amplio espectro de investigaciones con células de diversos origenes y

diferentes formas de aplicacion.

6.3.5. Estado actual de la investigacidn en regeneracién dsea.

Se ha descrito la diferenciacion “in vitro” en cultivos estaticos, de ES hacia
osteoblastos, tanto a partir de la generacion de cuerpos embrioides (Kawaguchi, 2006)

como sin la necesidad de su generacion (Duplomb y cols., 2007).

Es conocida la capacidad de diferenciacion osteogénica en cultivo estatico “in vitro”
de las MSC; obtenidas de la médula 6sea (Haynesworth y cols., 1992; Bruder y cols.,
1997; Pittenger y cols., 1999; Kadiyala y cols., 1997). Se ha investigado también su
capacidad de adhesion, proliferacion y diferenciacibon en cultivos estaticos
interactuando con distintos tipos de matrices, tanto poliméricas, como ceramicas y de
materiales compuestos (Kakudo y cols., 2008; Ng y cols., 2008; Xu y cols., 2009; Ode y

cols., 2010; Brammer y cols., 2010; Laranjeira y cols., 2010).

En el afio 2001 se notificd la presencia de células troncales mesenquimales en la
grasa (Zuk y cols., 2001), las ADSC, las cuales se han utilizado en multitud de
estudios experimentales por su gran disponibilidad (Morizono y cols., 2003; Hicok y
cols., 2004). Se especula con su posible pluripotencialidad (Zuk, 2010). Se han
realizado mudltiples experimentos de diferenciacion osteogénica de las ADSCs en
cultivos estaticos, tanto con matrices como sin ellas (Zuk y cols., 2002; Xu y cols.,
2005; Kern y cols., 2006; Leong y cols., 2008; Marino y cols., 2010), obteniéndose

unos resultados similares a los obtenidos con las MSC.

Se postula que los cultivos estaticos en placas ven limitado el crecimiento celular
cuando se emplean matrices de un grosor superior a las 300um, pues por encima de

este grosor se ve disminuida la difusién de nutrientes, oxigeno y metabolitos (Botchwey
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y cols., 2003). Se ha investigado con diversos sistemas para el cultivo celular “in vitro”
en constructos de tamafio superior a 300um, siendo los mas empleados los frascos
flasks sometidos a agitacion continua (Sikavitsas y cols., 2002), los biorreactores

rotatorios (Botchwey y cols., 2001) y los biorreactores de perfusion (Yu y cols., 2004).

Se han reportado estudios sobre regeneracion dsea en modelos “in vivo” mediante la
implantacién, en zonas ectopicas, de matrices sembradas con células mesenquimales
(Kuznetsov y cols., 1997; Matsushima y cols., 2009; Ozeki y cols., 2010) y de matrices

impregnadas con células y BMP (Na y cols., 2007; Jeon y cols., 2008;).

Se han realizado estudios sobre el grado de osificacion tras la implantacion de
células mesenquimales sembradas en matrices tridimensionales en zonas ortopicas
tales como la mandibula (Schliephake y cols., 2001; He y cols., 2007), la calota (Koob y
cols., 2010) y los huesos largos (Bruder y cols., 1998; Zhang y cols., 2010; Niemeyer y

cols., 2010).

Un problema asociado a la ITO “in vivo” es el conseguir que las células
permanezcan vitales dentro del constructo implantado, la neovascularizacion siguiente
a la implantacién tiene una importancia critica para la supervivencia, integracion y
funcionabilidad del implante celular. Se han realizado diversos experimentos para
fabricar constructos prevascularizados, tanto “in vitro” (Fedorovich y cols., 2010) como
“in vivo” (Fedorovich y cols., 2010; Seebach y cols., 2010; Wang y cols., 2010;

Tavassol y cols., 2010).

En la busqueda de procedimientos de regeneracion 6sea mediante ingenieria de
tejidos, que se puedan aplicar en clinica humana con predictibilidad de resultados, se
deberia de actuar sobre los pilares claves de la ITO, haciendo especial hincapié en el

conocimiento del papel que juegan las células precursoras, debiendo descubrir la
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combinacion Optima que nos permita la mayor y mas rapida regeneracion posible en

cada caso particular.

Con esta finalidad desarrollamos el presente trabajo de investigacion.
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Justificacion.

La pérdida de masa ésea, tanto a nivel local como a nivel general, osteoporosis,
presenta, desde hace afios, una prevalencia en aumento en el mundo desarrollado
(WHO., 1994). Esta patologia es preocupante por su elevada incidencia, por las
complicaciones derivadas de ella y por su elevado coste social y econdémico (Diaz
Curiel y cols., 2004). Este importante problema de salud publica empeorara en el
futuro por el progresivo envejecimiento de la poblacibn que caracteriza a las

sociedades desarrolladas.

En lo que respecta al tratamiento de la pérdida generalizada de masa 0sea, la
osteoporosis, mediante el tratamiento farmacolégico, (terapia hormonal sustitutiva,
calcitonina, bifosfonatos), aln no somos capaces de restaurar hueso de buena calidad

pero si de conseguir que la pérdida de masa 6sea se retrase lo mas posible.

Respecto a las pérdidas localizadas de masa 6sea, por ejemplo en los huesos
maxilares edéntulos, las terapias convencionales basadas en los diferentes tipos de
injertos 0seos (Misch y Ditsh, 1993) y en la distraccion 6sea (llizarov, A, B, 1989)
logran buenos resultados clinicos, pero siempre a expensas de la capacidad
osteogénica del paciente, siendo su tejido 6seo el que aporta las células

osteocompetentes.

En los dltimos 15 afios se ha producido un importante progreso en el campo de la
investigacion con las células madre que ha llevado a la aparicion de una nueva
especialidad médica, la denominada medicina regenerativa (Stocum, 2001), la cual ha
despertado un gran interés por el conocimiento intimo de los mecanismos genéticos,
bioguimicos y celulares mediante los que se forman los tejidos y los érganos , con el
fin de recrear estos mecanismos en la reparacion de los tejidos dafiados, e incluso de
intentar la reconstruccion de 6rganos mediante la llamada ingenieria de tejidos

(Heineken y Skalar 1991; Langer y Vacanti, 1993).
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Como se menciona en la introduccién, uno de los tejidos candidatos a ser tratado
mediante medicina regenerativa y técnicas de ingenieria de tejidos es el tejido 6seo

(Fodor, 2003; Salgado, Coutinho y Reis, 2004).

A lo largo de la introduccion se ha expuesto la diversidad de estudios que se estan
llevando a cabo para conseguir la formacién de tejido 6seo en aquellas situaciones
donde el hueso es incapaz de regenerar por sus propios medios. No obstante, en el
momento actual, no se encuentra en las revisiones de la bibliografia consenso sobre
un protocolo valido, con resultados predecibles y que posibilite una aplicacion clinica

generalizada.

Se ha reportado en 2009 el primer procedimiento, en humanos, basado en el
empleo de ADSC; junto con BMP2 para la reparacion de grandes lesiones
maxilofaciales, habiéndose intervenido a mas de 20 pacientes con una tasa de éxito

mayor del 90% (Mesimaki y cols., 2009).

Sin embargo entre la comunidad cientifica existe una gran discrepancia sobre los
procedimientos para la elaboracién de los constructos (Kuznetsov y cols., 1997,
Schliephake y cols., 2001;Botchwey y cols., 2001; Sikavitsas y cols., 2002; Botchwey y
cols., 2003; Yu y cols., 2004; Jeon y cols., 2008; Matsushima y cols., 2009; Ozeki y
cols., 2010), el tipo de células a utilizar (Kadiyala y cols., 1997; Mizuno y cols., 2003;
Hicok y cols., 2004; Kawaguchi y cols., 2006; Duplomb y cols., 2007;) y los tipos de
materiales mas adecuados para la ITO (Kakudo y cols., 2008; Ng y cols., 2008; Xu y
cols., 2009; Ode y cols., 2010; Brammer y cols., 2010; Laranjeira, Fernandes y
Monteiro, 2010), encontrandose incluso resultados contrapuestos con el uso de una
misma sustancia (Na y cols., 2007; Mesimaki y cols., 2009; Chou y cols., 2010; Zuk y

cols., 2011).
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A la vista de esta disparidad de procedimientos utilizados, consideramos que
existen multiples razones que justifican la realizacion de este trabajo de investigacion,
en un intento de desarrollar un protocolo de regeneracion ésea sencillo y predecible,
basado en la utilizacion de células madre que mejore los resultados obtenidos con los

procedimientos actualmente utilizados, y que pueda ser de aplicacion clinica en un

futuro cercano.

77



Justificacion.

78



lIl.- HIPOTESIS DE TRABAJO
Y

OBJETIVOS






Hipdtesis de trabajo y Objetivos.

Como se ha mencionado en la introduccion, en el mundo desarrollado se esta
produciendo un considerable aumento de la incidencia y de la prevalencia de las

patologias asociadas a la pérdida de masa 0sea, tanto localizada como generalizada.

La pérdida Osea localizada se hace especialmente relevante, en el territorio
maxilofacial, a la hora de rehabilitar los maxilares edéntulos mediante implantes

osteointegrados.

En la actualidad las técnicas para la promocion Osea localizada se basan,
principalmente, en el empleo de diversos tipos de injertos, siendo el patron de
referencia (gold standard) el injerto de hueso autélogo (Salgado, Coutinho y Reis,

2004).

El injerto de hueso autdlogo es osteogénico, aporta células osteocompetentes; es
osteoinductivo, su matriz extracelular es rica en proteinas de sefalizacion; y es

osteoconductor, obviamente su estructura es idéntica a la del hueso a regenerar.

No obstante el uso de injertos de hueso autdlogo presentan algunos
inconvenientes (Tressler y cols., 2011) como son:

El causar morbilidad en la zona donante.

El proporcionar una cantidad limitada de material de injerto.

- El'suministrar poca cantidad de células osteocompetentes viables.

El prologar el tiempo de la intervencion quirdrgica.

Si analizamos el mecanismo de accion de todos los tipos de injertos empleados en
la actualidad veremos que el proceso de regeneracion se encomienda, mayoritaria y
principalmente, a las células con capacidad osteogénica existentes en los tejidos del
propio paciente, actuando nuestros tratamientos como simples facilitadores de la tarea

de estas células.
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Hipdtesis de trabajo y Objetivos.

Pensamos que las células son el pilar basico de la regeneracion, pues son ellas las
encargadas de crear el tejido. Ellas forman la matriz extracelular que les sirve a su vez
de soporte. También sintetizan los factores solubles de sefializacion presentes en la

matriz extracelular los cuales a su vez influyen sobre ellas.

Nuestra hipétesis de trabajo se basa en que la aplicacion, en la zona a regenerar,
de gran cantidad de células, vehiculizadas en un medio que facilite su implantacion,
proliferacion y diferenciacién, podria aumentar la velocidad del proceso de
regeneracion 6sea y la cantidad de tejido regenerado, en comparacion con los

procedimientos empleados en la actualidad.

Esta hipoétesis nos plantea cuestiones del tipo de:

¢, Qué clase de células implantar?. Ya hemos mencionado en la introduccion todos
los requisitos que tiene que cumplir la estirpe celular a implantar (Yang y cols., 2001).
Nosotros nos hemos decantado por las células troncales mesenquimales procedentes

del tejido adiposo. Las razones de esta eleccidn se basan en:

a) La gran disponibilidad de tejido adiposo en los mamiferos.

b) Su facil accesibilidad causando una minima morbilidad.

c) El excelente ratio de células por cantidad de tejido que presenta la grasa.

d) La evidencia cientifica sobre su capacidad de proliferacion y diferenciacion.

La siguiente cuestion que nos planteamos es ¢cual es el vehiculo méas adecuado
para la implantacion de estas células en el hueso?. Mantenemos la hipotesis de que,

ademds de reunir los requisitos citados en la introduccion, el vehiculo de soporte
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Hipdtesis de trabajo y Objetivos.

celular se tiene que poder aplicar en la practica clinica mediante un procedimiento

sencillo, asequible y facilmente reproducible.

Para corroborar estas hipétesis nos hemos marcado como objetivo principal
de esta tesis, el desarrollo de un modelo de regeneracibn OGsea basado en la
implantacion de células madre mesenquimales. Siendo dicho modelo extrapolable a la

préactica clinica diaria.

Para la conseguir este objetivo es necesario desarrollar los siguientes objetivos

secundarios :

- Conocer el comportamiento biolégico de estas células en cultivo, su
capacidad de proliferacion y de diferenciacion.

- Establecer su perfil morfologico y fenotipico en el cultivo.

- Desarrollar una matriz tridimensional adecuada para la implantacion celular
“in vivo”.

- Estudiar el efecto de los implantes celulares desarrollados, en el tratamiento
de lesiones Oseas localizadas, en el modelo de experimentacion animal.

- Comparar los resultados terapéuticos obtenidos mediante el método
experimental desarrollado y los obtenidos mediante el injerto de hueso

autdlogo.
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Material y Métodos.

1. ANIMAL DE EXPERIMENTACION.

Para realizar este trabajo de investigacion se han utilizado 7 conejos, 4 machosy 3
hembras, albinos New Zealand, (Oryctolagus cunniculus), con una edad promedio de
2 meses en el momento de obtener el material biolégico y de 5 meses en el momento
del sacrificio. Se mantuvieron en jaulas independientes a temperatura ambiente y se
les proporcioné agua y alimento ad libitum. El peso promedio en el momento del

sacrificio fue de 2,5 kg.

2. MATERIAL BIOLOGICO.

2.1. Obtencion del tejido adiposo.

Siguiendo el protocolo aprobado por la Comision Etica Asesora para la
Experimentacion Animal referencia Pl 22/10, se procede bajo anestesia general con
isofluorano, (Isovet®, Braun vetcare S.A), y en ambiente estéril a la lipectomia del
tejido graso subcutaneo interescapular y abdominal. Una vez obtenidas las piezas de
grasa se depositan en un tubo falcon de 50 ml con 30 ml de Dulbecco’s Modified
Eagle Medium, (DMEM) (Gibco®, Invitrogen), que contiene 7 sales minerales, 14
aminodcidos, 9 vitaminas, 1gr/l de glucosa, 0,5 gr/l de L-glutamina, 0,0150 gr/l de rojo
fenol y 0,11 gr/l de piruvato, suplementado con penicilina, 100 U/ml y estreptomicina,
100 pg/ml, y con suero bovino fetal, (SBF) (Invitrogen) al 10 % y se conserva en frio,

un méximo de 6 horas, hasta procesar la grasa. (Figura 7).
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Material y Métodos.

Figura 7. Aspecto de la grasa recién obtenida del anim:
experimentaciol

2.2. Obtencién de las ADSC .

Con el tejido adiposo obtenido se utilizan 2 metodologias diferentes para la

obtencién de las ADSCq:

2.2.1. Mediante disgregacion enzimdtica.

Se realiza para obtener la fraccion vasculoestromal de la grasa, (FVS), en la cual
se encuentran las células madre mesenquimales. Para el procesado de la grasa se ha
seguido el procedimiento descrito por la Dra. Patricia Zuk, con algunas modificaciones

(Zuk y cols., 2002).

Material.

» Centrifugadora (Eppendorf 5810R)
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Material y Métodos.

Cabina de flujo laminar (Holteen HBB2460)

Incubador orbital (New Brunswick, Innova 40)

Contador celular Cell Coulter (Beckman.Coulter, Hialech Florida)

Camara de Neubauer (Blau Brand, Germany)

Pinzas de Adson (Carl Martin)

Tijera quirdrgica (Carl Martin)

Tubos falcon de 50 ml

Placas de cultivo

Mallas de filtro Millipore (Becton Dickinson)

Micropipeta y puntas de pipeta estériles.

Buffer fosfato salino. PBS (Sigma)

Suero bovino fetal. SBF (Invitrogen)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium bajo en glucosa y con glutamina. DMEM

(Invitrogen)

Penicilina y Estreptomicina 100X. P/S. (Gibco)

Colagenasa tipo | (Sigma)
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Preparacion de los materiales.

Se toma una alicuota de 50 mg de colagenasa tipo 1 6X (sigma) y se mezcla con
11 ml de PBS, una vez mezclada si filtra por una malla millipore de 0,22 um, después
se activa, justo antes de utilizarse, poniéndola a 37° durante una hora en el bafio

Maria.

Se toma una botella de Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium bajo en glucosa y

con glutamina (Invitrogen) y extraemos 50 ml de medio.

Se descongela una alicuota de 50 ml de SBF (Invitrogen), se vierte en una
jeringuilla de 50 ml, a la que previamente se ha colocado en la punta un filtro millipore
de 0,22 um, y se filtra directamente en la botella de DMEM. Debemos de tener en
cuenta que para filtrar los 50 ml de SBF necesitaremos 3 6 4 filtros debido a su rapida

saturacion.

Tras el filtrado se aflade con una pipeta una alicuota, previamente descongelada,
de 5 ml de solucién antibiética conteniendo 100 U/ml de penicilina y 100 pg/ml de

estreptomicina.

Una vez preparado el medio, DMEM completo, se pueden hacer varias alicuotas
de 50 ml, en tubos falcon. Estas se pondran a atemperar a 37° C, también se puede

atemperar toda la botella de 500 ml si no queremos alicuotar.
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Método.

Se realizara dentro de la cabina de flujo laminar. Con una pinza de Adson estéril
cogeremos los pedazos de grasa obtenidos en la cirugia y con la tijera quirdrgica
procederemos a trocearlos, en una placa de cultivo, en fragmentos lo mas pequefios

posibles.

Lavados con PBS.

Una vez troceada la grasa se coloca en un tubo falcon de 50 ml que se llena con
PBS hasta alcanzar la sefial de 40 ml, lo cerramos y lo volteamos varias veces con la
mano para lavar la grasa, seguidamente aspiramos el PBS con una pipeta pasteur, se
tiene que tener mucho cuidado para no obstruirla por aspiracion de la grasa. Este paso

se repite 3 veces.

Tras el lavado de la grasa fragmentada se procede su digestion enzimatica con la

colagenasa tipo | que una hora antes hemos activado.

En el tubo falcon donde hemos hecho los lavados aspiramos todo el PBS
gquedando en el fondo la grasa, con un una pipeta afladimos un quinto del volumen de
la grasa de colagenasa tipo |, previamente activada, cerramos el falcon y lo colocamos

en el incubador orbital a 37° C y 200 rpm durante 1 hora (Figura 8).
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Transcurrida al menos una hora en el incubador orbital se procede a inactivar la
colagenasa afiadiendo en el tubo falcon SBF. La cantidad de SBF a afiadir serd de un

décimo del volumen de grasa digerida.

Se centrifuga a 300 G durante 5" a temperatura ambiente, quedandose la grasa en
la parte superior del tubo, se decanta con cuidado y después se aspira con la pipeta
pasteur el liquido restante, hay que tener muchisimo cuidado en no aspirar el pellet

que queda en el fondo del tubo.

Obtencion de la fraccion vasculo estromal.

El pellet que queda en el fondo del tubo se lava con 50 ml de PBS, (figura 9), se
procede a disgregarlo con una micropipeta y se centrifuga nuevamente a 300G 5", de

esta manera se lograra separar la fraccion vasculo-estromal de los adipocitos.
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Material y Métodos.

Figura 9. Disgregacion en PBS del pellet formado por las
células de la fraccién vasulo estromal de la grasa

Se aspira el sobrenadante dejando en el fondo el pellet adherido.

Se resuspende nuevamente el pellet en 5 ml de DMEM con 10% de SBF y
penicilina/ estreptomicina, (DMEM completo). En el caso de tener varios tubos se junta
el contenido todos en un solo tubo y se procede al filtrado en otro falcon de 50 con una
malla de nylon de 40um, (figura 10), al terminar de filtrar lavamos el filtro con igual
volumen de medio que el volumen filtrado y se vuelve a centrifugar a 300 G durante 5

minutos.

Tras el centrifugado se aspira el sobrenadante y se resuspende el pellet en 5 ml de
solucion buffer de lisis de eritrocitos, (solucion de cloruro aménico NH4CI 160 mMolar),
durante 5 minutos a 37° C, pasados estos se neutraliza el cloruro amonico con 10 ml
de DMEM completo, se vuelve a centrifugar a 300 G durante 5 minutos a temperatura

ambiente y se aspira el sobrenadante con cuidado de no llevarse el pellet.

Finalmente se resuspende el pellet en 10 ml de medio de cultivo, DMEM completo,

procediendo a realizar el contaje celular.
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Figura 10. Filtrado de la fraccién vasculo estromal con
una malla de nylon de 40 pm.

El procedimiento de contaje celular se puede realizar por dos procedimientos:

A) Mediante equipos autométicos de contaje celular.

Como el Cell Coulter (Beckman Coulter) basado en el principio de Coulter, descrito
por Wallace H. Coulter en 1945. Se fundamenta en la medida de los cambios en la
impedancia (resistencia) eléctrica que se produce cuando una particula no
conductora, en suspension, en un electrolito atraviesa un orificio en el que hay una
diferencia de potencial conocida. El cambio en la impedancia esta determinado por el
tamafio de las particulas (células), el nUmero de pulsos eléctricos indica la cantidad de
células que atraviesan el orificio. El sistema nos proporciona el nimero de células y su
distribucion por tamafo. Este procedimiento de contaje reduce el error estadistico en

unas 10 veces respecto a los métodos microscopicos.
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Método.

Con una micropipeta se cogen 150 pl de la suspensién celular homogenizada y se
colocan en un eppendorf de 2 ml. Se colocan 10 ml de solucion de Isotone® en el vaso

de contaje y se afaden 100 pl de los 150 pl de la suspension celular, se agita suave-
mente para homogenizar la mezcla, con mucho cuidado para no provocar burbujas de
aire, y se procede al contaje. (Figura 11). Una vez que nos da la concentracién de
células en el vaso de contaje se debe de calcular el nimero de células en la
suspension, teniendo presente la dilucion. El aparato nos dice la cantidad de células
que hay en 100 pl, de suspension celular, disueltos en 10 ml, al multiplicar por 100 se
obtiene la cantidad de células presentes en 1 ml, se multiplica por el numero de ml de

suspension celular y se obtiene el nimero total de células.

NT= Contaje coulter x 100 x ml de suspension celular.

Siendo:

- NT nimero total de células.

- Contaje Coulter el n° de células en 100 pl

- 100, el factor de dilucion.

- MI de suspension, la cantidad de medio en donde hemos disgregado el

pellet celular.
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Figura 11. Contador celular automatico Cell Coulter en
funcionamiento. En la pequefia pantalla superigussle
observar el paso de las células. En la pantallerigrf
aparece el numero de células contadas.

B) Mediante métodos de contaje con microscopio optico.

En estos métodos se emplean las camaras de contaje, en nuestro caso se ha
utilizado la camara de Neubauer o hemocitémetro, (figura 12), la cual consiste en un
portaobjetos con una o dos depresiones en el centro que forman uno o dos cuadrados
(segun sea simple o doble) de 3 x 3 mm en los cuales se encuentran 4 cuadrados,
formados a su vez por 16 cuadrados mas pequefios, de 1 mm?de &rea. (Figura 13). Al
colocar un cubreobjetos este queda separado del fondo de cada cuadrado 0,1 mm de

lo que resulta un volumen de 0,1 mm?® en cada cuadrado.
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Figura 12. Camara de Neubauer con doble camara.

Para realizar el contaje se cogen 15 pl de suspension celular homogenizada (para
una camara doble) y se llena la camara, con el microscopio se cuentan las células que
hay en cada uno de los 4 cuadrados y se promedia, el resultado es el n° de células

presentes en 0,1 mm?®.

Si se aplica la formula C= ¢ x f x 10 se obtiene la cantidad de células en 1ml.

Siendo:

-C, célulasen 1 ml

- ¢, promedio de células por cuadro, es decir cel. en 0,1 mm?®

- f, factor de dilucién, si se ha diluido la suspension.

Una vez se sabe el n° de células en 1 ml para saber el n° total solo hace falta

multiplicar por el n°® de ml de suspension celular que se tienen.
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1 mm

Figura 13. Camara de Neubauer, donde L
corresponde a los 4 campos de 1°wmnde
se realiza el recuento. Cada uno esta formado

por 16 cuadrados de 0,25 x 0,25 mm.

Una vez se sabe el nimero de células obtenidas de la grasa procesada se

procedera a la siembra de las células en la placa de cultivo.

Otra opcién que tenemos para la obtencion sin tener que procesar la grasa es

mediante:

2.2.2. Mediante explantes de tejido adiposo.

Presenta como ventajas el evitar la manipulacion quimica de la grasa, sus

inconvenientes son el ser un procedimiento mas lento y el no poder cuantificar el

namero de células que se obtienen por unidad de grasa.

No se encuentran en la literatura cientifica descripciones del uso de este

procedimiento para la obtencion de ADSC..

94



Material y Métodos.

Material.

> Pinza Adson

» Tijera quirdrgica

» DMEM completo

> Placa de cultivo

Método.

Se toma con la pinza un fragmento de grasa y se trocea con la tijera sobre una
placa de cultivo, (figura 14), se afladen 10 ml de DMEM completo y se introduce en el
incubador a 37° Cy 5 % de CO2, al cabo de 3 6 4 dias se revisa la placa con el
microscopio de contraste de fases y se aprecia como aparecen células adheridas al

plastico de la placa y otras con aspecto de adipocitos flotando.

Cuando se considera que hay suficiente numero de células adheridas se puede
retirar la grasa y cambiar el medio, de esta manera se eliminaran todos los detritus y

las células flotantes.

La grasa retirada puede colocarse en otra placa de cultivo y se podra obtener otro

cultivo primario.

Hay que tener la precaucion de retirar la grasa cuando haya suficiente densidad de
células adheridas, en caso contrario las células proliferardn muy lentamente o no

proliferaran.

95



Material y Métodos.

Figura 14. Preparacion de los explantes de grasa en una placa
de cultivo de 60 mm., antes de afiadir el mediouttevo.

3. EXPANSION DE LA POBLACION CELULAR

3.1. Siembra y cultivo primario.

Tras la obtencién y el contaje de las células se procede a su siembra en la placa
de cultivo para realizar el cultivo primario (aquel cultivo iniciado a partir de células,

tejidos u 6rganos tomados directamente de un organismo).

La siembra se realiza a una densidad de 3 x 10 cel. / cm?. El tamafio de la placa
estara en funcién de la cantidad de células que se vayan a sembrar, como medio de
cultivo se empleara DMEM completo, la placa se introducird en un incubador a 37°C y

5% de CO,.
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A las 24 horas de la siembra se procede a la aspiracion de la mitad del medio de
cultivo, con el fin de eliminar las células muertas y los detritus celulares del
sobrenadante, se deja la otra mitad del medio para no eliminar los factores de
crecimiento segregados por las células tras la siembra. El medio aspirado se repone
con DMEM completo atemperado a 37°C y se introduce la placa en el incubador en las
condiciones estandar. Se inspeccionara el cultivo primario cada 2 dias para ver como

proliferan las células y para ver su consumo de los nutrientes del medio.

3.2. Pasaje o repique del cultivo.

Una vez que el cultivo primario alcanza la confluencia, entre los 5 y 10 dias, se
procede a realizar el primer subcultivo mediante el repique o pasaje del cultivo
primario, (transferencia o trasplante de células de un recipiente de cultivo a otro. Es
sinbnimo de subcultivo), a partir de esta resiembra “in vitro” obtenemos una linea
celular que se define como el o los linajes celulares que se origina/originan a partir de
un cultivo primario en el momento del primer subcultivo exitoso. Implica que los
cultivos de la misma consisten en el/los linajes de células presentes originalmente en

el cultivo primario.

Material.

> Placas de cultivo

> PBS

» DMEM bajo en glucosa y con glutamina completo (SFB + P/S)

» Tripsina + EDTA 0,05% (Gibco)
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Método.

Con una pipeta pasteur conectada a la manguera de vacio se aspira todo el medio

de cultivo, luego se procede a.

Lavar y aspirar la placa con PBS, se realiza 3 veces, de esta manera se eliminan

los detritus y se permeabiliza el cultivo para mejorar la accién de la tripsina.

Se afiade con la micropipeta 1 ml de tripsina + EDTA, para placas de 100,
atemperado a 37°C. Con movimientos ondulantes nos aseguramos de que la tripsina

humedece toda la superficie de la placa, después.

Se introduce la placa en el incubador a 37°C y 5 % CO, durante 5 minutos para

gque actle la tripsina. Pasados estos se saca la placa del incubador y.

Se golpea suavemente en los bordes a la vez que la vamos girando, para
despegar las células. Se comprueba en el microscopio de contraste de fases que las
células se han despegado. En el caso de que esto no suceda se golpea un poco mas

y/o se vuelve a meter la placa en el incubador 2° mas.

Una vez que hemos comprobado que estan despegadas las células se inactiva la
tripsina afiadiendo 9 ml de DMEM completo, (para placas de 100), y pipeteando
reiteradamente para disgregar los acumulos celulares y despegar las que aun
permanezcan adheridas. Hay que tener cuidado al lavar la placa de no hacer espuma

ni salpicar la suspension celular fuera de la placa.

Una vez disgregadas las células se transfieren con una pipeta a un tubo falcon de

15 mly se centrifugan a 300 G 5" a T° ambiente.
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Tras la centrifugacion se aspira con una pipeta pasteur todo el medio, con mucho

cuidado de no aspirar el pellet celular adherido al fondo.

Una vez aspirado todo el liquido se resuspende y homogeniza el pellet en DMEM

completo y se procede al recuento celular.

Finalmente se transfiere, con una micropipeta, a las placas de cultivo nuevas la
cantidad de células deseada para la siembra, se afiaden 10 ml de DMEM completo a
37°C, se agita cada placa en forma de X e Y griega, para distribuir uniformemente las
células en a placa y se introducen las placas en el incubador a 37°C y 5% de CO,. Al
cabo de unas 2 horas las células se habran adherido a la placa y comienzan a

proliferar.

Para la expansion de las ADSCs de conejo hemos repicado, de forma habitual,

cada placa de 100 en 4 placas nuevas.

3.3. Congelacién y descongelacion.

Una vez se ha expandido la linea celular, para poder tener células de reserva se
procede a conservarlas mediante su congelacion, por este procedimiento se pueden
mantener en condiciones para su posterior cultivo durante 1 mes si se han congelado

a -80°C o indefinidamente si se congelan en nitrégeno liquido a — 192°C.

Congelacion.

El proceso de congelacion se debe de realizar lentamente con el fin de evitar la
formacion de cristales de agua intracelulares con el consiguiente dafo celular. El

dispositivo donde se colocan los tubos de congelacion, criocooler, contiene alcohol
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isopropilico el cual baja la temperatura 1°C por minuto cuando esta en el congelador

de -80°C. (Figura 15).

Material.

> SFB

» DMSO (dimetilsulfoxido)

» Filtro millipore 0,22 um

» Criotubos

> Criocooler

> PBS

» Tripsina + Edta 0,05 %

» DMEM completo

Método.

Primero se prepara el medio de congelacion mezclando un 10% de DMSO con un

90% de SFB. Tras mezclarlos se filtra la solucion con una malla millipore de 0,22 pum.

Se despegan las células de la placa igual que en el proceso de pasaje,
previamente a la obtencion del pellet se hace el recuento, una vez hecho este y

obtenido el pellet, en vez de resuspenderlo en medio para la resiembra.
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Se resuspenden las células en el medio de congelacion, se pondra 1 ml de medio de
congelacion por cada criotubo que se vaya a congelar. Podemos congelar a la
concentracion células/ml que deseemos pero siempre de 1 ml en 1 ml. No olvidarse de
etiquetar cada criotubo con la fecha, tipo celular, n® de células y n° de pase, el
etiquetado y preparado de los criotubos se realizara previo a la suspension de las

células en el medio de congelacion, pues este es citotoxico.

Cuando se han llenado los criotubos se colocan en el criocooler y se lleva lo mas
rapido posible al congelador de - 80°C, en este se deja 24 horas y pasadas estas se
colocan los criotubos en la caja de congelacion, que se podra mantener, como
maximo, 1 mes a — 80°C o se pone en nitrégeno liquido si se quieren mantener mas

tiempo.

Figura 15. A) Criocooler utilizado para congelar las célulaB8) El
criocooler abierto mostrando los pocillos dondelesleen de introducir Ic
criotubos
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Descongelacién.

La descongelacion, al contrario que la congelacion, conviene hacerla lo méas rapida

posible para evitar que las células sufran grandes cambios de volumen y estallen.

Método.

Previamente al inicio del procedimiento se debe de tener preparado un tubo falcon
de 15 ml con 9 ml de DMEN a 37°C. Se saca del nitrdgeno liquido el criotubo y se
descongela en el agua caliente a 37°C, agitdndolo suavemente con la mano hasta que

no esté el medio cristalizado.

Una vez descongelado, se saca del agua caliente y se pulveriza con alcohol de 70°
antes de introducirlo en la campana de flujo laminar, dentro esta se abre y se aspira
con una micro pipeta de 1 ml, después se vierte gota a gota, en el falcon que hemos
preparado previamente, golpeando suavemente para que se diluyan las gotas, cuando
se ha vertido todo se cierra el tubo falcon y con mucha suavidad se voltea 2 ¢ 3 veces.
En esta fase hay que ser muy cuidadoso dada la extrema fragilidad de las células

recién descongeladas.

Se lleva la suspensiéon celular a la centrifugadora y se pone 5'a 300 G a T°
ambiente, pasados estos se aspira el sobrenadante con cuidado de no llevarse el

pellet del fondo.

Se resuspende el pellet con DMEM completo y se procede a la siembra en las

placas de cultivo y se introducen en el incubador a 37°C y 5% de CO.,.

Pasadas 24 horas se aspira el medio, se hace un lavado con PBS y se pone medio

nuevo. Con este procedimiento se eliminan las células muertas y los detritus.
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4. ESTUDIO DE LA PROLIFERANCION CELULAR.

Las técnicas de cultivo celular se han convertido en herramientas fundamentales
para la investigacion pues nos permiten el control preciso del medio ambiente celular
ya que en los cultivos se utilizan pardmetros conocidos y controlables. Es muy
importante conocer la cinética de crecimiento de los cultivos celulares para poder
predecir cdmo va a evolucionar un cultivo y de esta manera controlar la poblacion

celular con el fin de poder trabajar con ella.

Las células aisladas cultivadas en un volumen finito de medio de cultivo apropiado
utilizan los nutrientes disponibles con la mayor eficiencia y rapidez posible,
sintetizando sus componentes celulares y dividiéndose en cuanto consiguen duplicar
su masa y su material genético. El tiempo que tarda una célula en hacer todo lo
anterior es lo que se denomina tiempo de generacién , este tiempo puede variar, para
un mismo tipo celular, segin sean las condiciones del medio de cultivo, sobre todo la

concentracion de nutrientes.

Cuando se realiza un cultivo celular estatico o cerrado, el crecimiento del cultivo

consta de varias fases (figura 16):

1) La fase latencia. Tras la siembra el crecimiento celular ocurre después de un cierto

tiempo en el que las células se adaptan a las condiciones del medio y ponen en
marcha su maquinaria metabdlica para poder crecer. Se trata de un periodo de ajuste
metabdlico de duracién variable, suele ser mayor cuanto mayor sea el cambio en el
ambiente celular. Al final de la fase de latencia comienza una aceleracion del

crecimiento que nos lleva a la siguiente fase.

2) La fase exponencial o logaritmica. La mayoria de las células se dividen mediante

fisiobn binaria, o biparticion, formando dos células hijas iguales. Asi, una poblacion que
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comienza como una célula (2°, se incrementa a dos células (2'), luego a cuatro
células (2%), ocho células (2°), 16 células (2%, y asi sucesivamente de forma
exponencial. La fase log tiene lugar casi siempre cuando las células estan en un
ambiente favorable, pero no puede continuar indefinidamente, en un cultivo cerrado se
puede ver frenado por la limitacion de los nutrientes y/o por la inhibicion del

crecimiento celular por contacto, pasando a.

3) La fase estacionaria en la que no hay aumento neto de células, lo que no significa

gue no se dividan algunas, sino que la aparicién de nuevos individuos se compensa

por la muerte de otros.

4) La fase de muerte en la que el nUmero de células vivas disminuye debido a la

muerte de las células, generalmente por lisis, es también una funcion exponencial
aunque en muchos casos la velocidad de muerte es mucho més lenta que la velocidad

de crecimiento exponencial.

| Fases del Crecimiento |

s SpeneE “

a0 —-

Log 10 Organismos Viables (Parametros de Medida)

SECC

Tiempo {cultivo} en funcion del tipo celular

Figura 16. Grafica de las fases de crecimiento celular. Gai
obtenida de “Microbiologia” de Brock y Madigan, BO®ag. 15:
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En nuestro estudio, dada la inexistencia de antecedentes bibliograficos sobre la
cinética del crecimiento de los cultivos de ADSCs de conejo, se considera
imprescindible realizar el estudio de la biodinAmica de cultivo de nuestras lineas

celulares, para poder manejarlas, por este motivo se realiza el siguiente estudio.

4.1. Estudio de la velocidad de crecimient o del cultivo.

La velocidad de crecimiento es el cambio en el nimero de células por unidad de
tiempo. En la fase de crecimiento exponencial la velocidad de incremento en el
namero de células es lenta inicialmente pero después se incrementa constantemente,
si lo reflejamos mediante una curva de crecimiento exponencial expresada
aritméticamente (n° células/tiempo de cultivo) se ve que la pendiente se va
incrementando progresivamente. Entre los datos experimentales necesarios para

calcular el tiempo de generacion, figuran los siguientes:

No. El nimero de células iniciales.

N. El nimero de células al final de un intervalo dado.

t. El intervalo de tiempo.

Cada generacion sucesiva duplicara la poblacién. La relacion entre el nimero de

células y de generaciones se puede expresar en una serie de ecuaciones, asi

N =Ngx2" Donde: - N =n°final de células.

-No = n®inicial de células y

-n = n° de generaciones.
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Si se expresa la ecuacion en término de n se deberdn aplicar logaritmos

neperianos

LogN=log No+nxlog 2 donde podemos despejarn=1log N - log No/ log 2

El tiempo de generacién en la fase exponencial se calcula t / N, donde t es el

tiempo transcurrido desde el inicio de la fase exponencial y su fin expresado en horas

o en dias.

El tiempo de generacion es la contante de crecimiento, (velocidad de crecimiento),

y es el tiempo en el que se tarda en duplicar la poblacion celular.

Para la representacion grafica de la cinética de los cultivos se realizan curvas de
crecimiento, expresando en el eje de abscisas el tiempo de cultivo, en horas o dias, y

en el eje de ordenadas el nimero total de células o el logaritmo del nimero de células.

Si se elige la representacion del numero de células respecto del tiempo se obtiene
una curva con una determinada pendiente, si tomamos la expresion del logaritmo del

namero de células frente al tiempo se obtendra una linea recta. (Figura 17)

Las ecuaciones exponenciales son muy dificiles de manejar graficamente, por ello
es mejor transformarlas en algo mas sencillo de manejar graficamente como puede ser

una linea recta.
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Para nuestra investigacion se realiza el estudio de la proliferacion celular en
diferentes pases, es decir en células con diferentes grados de senescencia, y la

proliferacion con diferentes concentraciones de nutrientes en el medio.

4.1.1. Proliferacidn a distintos pases.

Se realiza el estudio de la proliferacion de la misma linea celular en el pase 1, en el
6 y en el 15, que corresponden a la primera, sexta y quinceava semanas de cultivo

respectivamente.

Material.

> PBS
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» Tripsina + Edta 0,05 %

» DMEM completo

» Placa de cultivo de 6 pocillos.

> Placa de cultivo de 100 mm.

Método.

Las células previamente expandidas en una placa de 100 mm se tripsinizan

siguiendo el protocolo descrito para el repique, tras realizar su conteo se procede a la.

Siembra en una placa de cultivo de 6 pocillos a una densidad de 3,12 x 10°cel./cm?
lo que supone 3 x 10 células por pocillo. También se siembran células en una placa

de 100 mm para continuar la expansion de la linea celular

Cada 24 horas desde la siembra se tripsiniza un pocillo, procurando no elegir
pocillos consecutivos, se procede al contaje mediante contador coulter y se anota el

resultado en una tabla creada al efecto.

Una vez obtenidos los datos de toda la placa se confecciona las curva de

crecimiento.

4.1.2. Proliferacidon a diferentes concentraciones de SBF.

Se prepara medio de cultvo DMEM bajo en glucosa y con glutamina,
suplementandolo con penicilina y estreptomicina, se preparan 4 alicuotas de este
medio, que se suplementan con SFB, una al 10%, otra al 5%, otra al 2,5% y la ultima

al 1,25%. Se siembran 4 placas de 6 pocillos a una densidad de 3 X 10* células/pocillo
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y cada una se cultiva con una de las alicuotas de medio preparadas. (Figura 18). Cada

dia se procede al recuento celular de un pocillo de cada una de las cuatro placas.

Se realiza la curva de crecimiento de cada placa y se comparan las velocidades

de proliferacion.

Figura 18. Cultivos, de la misma linea celular, al séptimo dia dés
siembra. Cada cultivo tiene diferente centracion de suero bovii
fetal en el medio de cultivo. A) Las AD:s en DMEN con 1,25% d
SBF. B) El medio de cultivo esta suplementado aoi2,60% de SBF
C) Cultivo con 5% de SBF. D) Cultivo con el 10%SiRF.
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4.2. Estudio delaviabilidad celular

El estudio de la viabilidad celular se realiz6 mediante la prueba de exclusion de la
tincion con azul tripan. El azul tripAn es un colorante anionico del tipo azoico que
puede penetrar en las células cuando tiene la membrana celular dafiada, (no viables) y

no las tife cuando estan viables.

Al mismo tiempo que se realiza el contaje celular en el estudio de proliferacion se

procede al calculo de la tasa de viabilidad celular, mediante la siguiente formula:

Ccv
Tasa viabilidad = ------------ x 100 Donde:

CT - CV= numero de células vivas.

- CT= nUmero total de células.

Material.

Micropipeta y puntas.
Tubos eppendorf.
Azul tripan.

Céamara de Neubauer.

vV VvV Y V V

Microscopio 6ptico.

Método.

Se toma una alicuota de 25 pl de azul tripan y se coloca en un eppendorf.

Se toma una alicuota de 25 pl de la suspensién células y se mezcla con la de azul

Tripan, homogeneizando la mezcla.
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Se toman 12 pl de la mezcla y se colocan en la camara de Neubauer, procediendo
al contaje del numero de células viables, las cuales se ven blancas y brillantes,

(figura 19), y al contaje del numero total de células, blancas brillantes y azules.

Figura 19. Las células viables, con la memnna celular integre
se ven con un halo blanco refringente, mientraslagieélulas ni
viables, (circulos blancos), con la membrana celd&fiada, s

ven de color azul oscu

5. ESTUDIO DE LA CITOMORFOLOGIA.

Se realiza el estudio de la morfologia celular, en el medio de cultivo, mediante su

observacién con el microscopio.
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5.1. Microscopia Optica.

5.1.1. De células vivas

Mediante el microscopio de contraste de fases, se observa la morfologia celular
cuando las células estan a poca densidad, en la placa de cultivo, y todavia no han
establecido contactos intercelulares, (figura 20), también se observa su morfologia

cuando estan en confluencia.

Se intentan establecer las caracteristicas morfoldégicas que se repiten con mas

frecuencia y las formas basicas que adoptan en el cultivo.

Figura 20. Cuando las células estan en una conflue
muy baja se realiza observacion de su morfologia.

También se intentan evidenciar los posibles cambios morfolégicos producidos por

el envejecimiento de la linea celular, el seguimiento se ha realizado hasta el pase 33.

112



Material y Métodos.

5.1.2. De las células mediante tincidon

Material.

Solucién de Hematoxilina de Mayer, (Sigma Aldrich).
Etanol absoluto, (Panreac).
Agua destilada.

Eosina Amarillenta solucién hidroalcohdlica 1%, (Panreac).

vV VvV Vv VYV V

Xileno

Procedimiento.

Se aspira el medio de cultivo, se lava 3 veces con PBS, se aspira.

Se fijan las células con solucion de formaldehido al 10% durante 15°a T° ambiente.

Se aspira el fijador y se aclara con PBS.

Se afiade la solucién de hematoxilina de Mayer y se deja 15"a T° ambiente.

Se aclara con agua corriente durante 15°.

Se aclara con agua destilada 30 segundos.

Se pone en alcohol de 95% (9,5 ml de agua destilada + 0,5 ml alcohol absoluto)

durante 30 segundos, se aspira.

Se aflade solucién de eosina amarillenta hidroalcohdlica al 1% durante 1'a T°

ambiente.
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Se aclara con alcohol de 95% 2.

Se aclara con alcohol absoluto 2°.

Se aclara con xileno 2°, este Gltimo paso lo hacemos sacando el cubre de la placa,

si no se ha hecho antes, pues el xileno reacciona con el plastico de la placa de cultivo.

Una vez hecha la tincion se observara en el microscopio como los nucleos

celulares estan tefiidos de azul y el citoplasma esta color violeta-rosaceo, (figura 21).

Figura 21. Tincion del cultivo con hematoxilina y eosi
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Azul de toluidina

El azul de toluidina es un colorante acidéfilo derivado del tolueno que tifie los
componentes acidos celulares, pudiendo comportarse como ortocromético, (tiie de
azul), como cuando tifie los &cidos nucleicos o como metacromético, (tifie de un color

violeta-rojizo), como cuando se une a proteoglicanos y a heparan sulfato.

Material.

» Azul de toluidina, (Panreac Quimica SAU, Barcelona).

» Agua destilada

Preparacion de la solucién colorante.

La solucién colorante se prepara al 1%, para ello se disuelven en un tubo falcon de

50 ml 0°5 grs. de azul de toluidina en 50 ml de agua destilada y se filtra la solucion.

Procedimiento.

Se aspira el medio de cultivo, se lava 3 veces con PBS y se aspira.

Se fijan las células con solucion de formaldehido al 10% durante 15"a T° ambiente.

Se aplica la solucién de azul de toluidina al 1% y se deja actuar 10’a T° ambiente.

Se aspira el tinte y se aclara con agua destilada hasta obtener la saturacion de

color deseada, (figura 21).
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Se tifien los microfilamentos de actina del citoesqueleto celular mediante la

faloidina, esta es un péptido biciclico obtenido de las toxinas de la amanita faloides

que tiene una alta selectividad con la actina. La faloidina se utiliza conjugada con un

fluorocromo.

Material.

>

YV V¥V VYV V

Metanol
Cloruro de amonio 1M
Tritébn X100

Suero bovino fetal

Alexa fluor® 488 phalloidin. (Invitrogen)
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Preparacion de las soluciones.

Triton al 4%. Se toman 40ul de tritdbn X100 y se disuelven en 100 ml de PBS.

Solucion del anticuerpo al 1/100. Se toman 30pl de Alexa fluor® Phalloidin y se

mezclan con 150ul de suero bovino fetal y 2.850pl de tritdn al 4%.

Procedimiento.

Se aspira el medio de cultivo de los pocillos que vamos a tefiir y se lava con PBS 2

veces x 5.

Se afiaden 500ul/pocillo de metanol frio y se deja 5'a -20°C.

Se retira el metanol y se lava con PBS 3 veces.

Se pone 1 ml/pocillo de PBS y se afiaden 10pl/pocillo de cloruro de amonio, se

deja actuar 5" y se aspira.

Se afiade 1 ml de tritdbn al 4% en cada pocillo y se agita, (aspirando), con la

micropipeta. Se repite 2 veces y se aspira.

Se cubren totalmente los cubreobjetos con la solucion 1/100 del anticuerpo y se

dejan incubar durante 1 hora en oscuridad.

Se lava 2 veces con triton.

Se lava con PBS 2 veces, agitando (aspirando) fuertemente.

Se lava con agua destilada agitando con fuerza, (aspirando).
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En este momento ya se puede proceder a la observacion con el microscopio

confocal, viéndose la morfologia celular de color verde fluorescente. (Figura 22).

Figura 22. Inmunocitoquimica frente a la actina (verde).
Los nucleos estan tefiidos con DAPI (azul).

5. 2. Seguimiento del cultivo mediante micr  oscopia de intervalos.

Para investigar la biodinamica de las células en el cultivo se ha empleado el
sistema de microscopia multidimensional con control en tiempo real Leica AF6000 LX,
(Leica Microsystems, Germany), con el cual se monitoriza el cultivo mediante la toma
de fotografias a intervalos de tiempo previamente determinados. Este sistema consta
de un microscopio, con una camara digital, una camara de incubacién con control de

T°, CO,y humedad, y un programa informético de control y analisis, (figura 23).
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Se ha realizado la filmacion de 4 cultivos, 3 con medio de cultivo de expansion
DMEM completo y 1 con medio a-MEM al que se le aflade suplemento adipogénico
(R&D System, Europe Ltd.) a alta concentracion, 1,2 ul de suplemento por ml de medio

a-MEM, con la finalidad de sobreestimular al cultivo.

Figura 23. Sistema d microscopia multidimensional con control
tiempo real Leica AF6000 LX. Basicamente constaudemicroscopic

con una camara fotografica y un incubador paravosl

Hay que resefiar que los cultivos no se pueden realizar de forma simultanea, pues

en el equipo solo se puede filmar una placa en cada experimento, esto obliga a

realizar las filmaciones de una en una.

Es fundamental, una vez enfocada la zona de cultivo a filmar, no provocar el mas

minimo desplazamiento de la placa para no perder el enfoque.
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Material.

» Placas de cultivo para andlisis de células vivas, de 35 mm. (Ibidi Gmbh,
Nunchen, Germany).

Micropipetas y puntas desechables.

Microscopio invertido DM16000B. (Leica Microsystems, Germany).

Objetivo seco HC PL FLUOTAR 20X. (Leica Microsystems).

Cémara de incubacion para observacion in vivo. (Leica Microsystems).

Camara CCD modelo ORKA 9100-02. (Hammatsu Photonics KK, Japan).

vV Vv YV VvV V V

Programa informético LAS AF. (Leica Microsystems).

Método.

Se siembran las células en una placa de 35 mm de didmetro para analisis de

células vivas, para cada filmacion. (Figura 24).

Se monitoriza, cada cultivo durante una semana, utilizando el sistema de
microscopia Leica AF6000 LX, con la camara de incubacion ajustada a 37°C y 5% de

CO,, con el objetivo HC PL FLUOTAR 20X.

El medio de cultivo correspondiente se cambia cada 2 ¢ 3 dias, se aspira el medio
con una micropipeta y seguidamente se afiade el medio correspondiente, también con

una micropipeta. Hay que tener especial cuidado en no desplazar la placa de cultivo.

Las imagenes del cultivo se toman a intervalos de 10", con la camara CCD ORKA

9100-02.

Estas imagenes posteriormente se analizan y procesan con el programa

informatico LAS AF, para realizar el montaje de los videos.
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Figura 24. Placi de cultivo Ibidi para analisis de células viv
de 35 mm y perfil bio.

6. FENOTIPAJE.

No se ha encontrado un marcador de superficie especifico de las MSC; (Pittenger

y Martin, 2004).

Las células mesenquimales se pueden caracterizar por la expresién de ciertos
antigenos de superficie, como el CD29, CD44, CD71, CD90, CD105 y el CD166. Las

MSC; no expresan los marcadores hematopoyéticos CD14 y CD45 (Lee y cols., 2004).

En la tabla 2 se ve el fenotipo molecular actualmente aceptado para las MSC de
origen humano. Se han consensuado los prerrequisitos fenotipicos minimos para
poder considerar a una célula como mesenquimal humana, estos son que exprese el
CD73, CD90 y CD105 y sea negativa a los marcadores hematopoyéticos CD34, CD45

y para CD11, CD14, CD19, HLA-DR y c-kit. (Dominici y cols., 2006).
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Marcadores + de las ADSC* | Marcadores—de las ADSC®
CDh 9 CDh11
CD 10 CD14
CD 13 CD 19
CD 29 CD 31
CD 44 CD 34
CD 49 CD 45
CD 54 CD 79
CD 55 CD 80
CD 59 CD 117
CD73 CD 133
CD 90 CD 144
CD 105 HLA-DR
CD 106 C-kit
CD 146 My-88
CD 166 STRO-1

Tabla 2. Perfil de consenso de la expresion de los marcadigesuperfici
de las ADS@humanas en cultivos in vitro. En color rojo se nt@eslos
prerrequisitos minimos de expresién que deben dwliulas células par
considerarse ADSGumanas.

Se realiza el fenotipaje, para la identificacion de la poblacién celular, mediante el
estudio de los marcadores de superficie celulares, para esto nos valemos de técnicas
de inmunofluorescencia con los fluorocromos isotianato de fluoresceina, FITC-A, y
ficoeritrina, PE-A, y del citometro de flujo separador celular FACSAria de DB. (Figura
25). Se estudian los marcadores CD13, CD15, CD19, CD34, CD44, CD45, CD73,
CD90, CD105, CD166, HLA AB, HLA-DR y c-kit, este ultimo mediante tincion por

inmunofluorescencia indirecta sobre cubreobjetos y vision microscoépica.
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Figura 25. Citébmetro separador celular FACSAria. Es digitaton
una capacidad de adquisicion de muestras de ha€i807evento
por segundo. Posee laseres en estado sélido dd8®y,633 nm. )
un novedoso sistema Optico en octdg

Para realizar el fenotipado mediante citometria de flujo es aconsejable emplear un

elevado nimero de células, entorno a 2 x 10° células. Estas se agrupan en un tubo

falcon de 15 ml, con 10 ml del medio de cultivo.

Material.

vV VvV Y Vv VY V

A\

Puntas y pipetas seroldgicas.

Tubos Eppendorf de 2 ml. 1 por marcador.
Gradilla para los Eppendorf.

Anticuerpos.

Fluorocromos.

PBS.

Sytox blue®. (Invitrogen Life Technologies S.A.).
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» FACSAria. (bd biosciences, BectonDickinson & Company).

Procedimiento.

Se centrifugan las células a 300 G, 5°, se aspira el medio de cultivo, se lava una
vez con PBS y se prepara la suspension celular en PBS con EDTA 2nM en cantidad

suficiente para hacer todos los marcadores.

Se colocan 50yl de la suspension celular en cada tubo eppendorf, empleando un
tubo distinto para cada marcador, recomendado, aunque se pueden solapar algunos

anticuerpos en el mismo tubo, no recomendado.

Se afladen, en cada tubo, 5ul del anticuerpo deseado, este viene a una

concentracion de 0.1mg/ml.

Se deja incubar durante un cuarto de hora, en nevera a 4°C y en oscuridad.

Se centrifuga durante 7'a 290 G y se aspira el sobrenadante, con cuidado de no

arrastrar el pellet.

Se lava con PBS, 500ul por eppendorf, se centrifuga 5a300 G y se aspira el

sobrenadante.

Se resuspende en 200ul de PBS y se afiaden 0,5ul de tinte fluorescente Sytox

blue, para marcar las células muertas.

Se incuba 5a temperatura ambiente y en oscuridad y se llevan al citbmetro de
flujo. Este nos hara la lectura y nos dara una gréfica, la cual se puede imprimir. (Figura

26).
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Figura 26. Ejemgo de una hoja de impresion del contaje col
citometro de flujo. En este casc concreto se trata de la del 90.
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7. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD DE DIFERENCIACION.

Las ADSCs tienen la capacidad de diferenciarse en distintos linajes mesodérmicos
tales como adipocitos, osteocitos, condrocitos y miocitos (Pittenger y cols., 1999),
también hay evidencias de que se pueden diferenciar en células de linajes no
mesodérmicos como neuronas, (Safford y cols., 2002), y hepatocitos, (Seo y cols.,

2005).

En la presente investigacion se ha ensayado la diferenciacién hacia linaje
osteogénico, condrogénico, adipogénico y neurogenico con la finalidad de demostrar la

pluripotencialidad de las ADSCs de conejo.

7.1. Diferenciacion osteogénica.

Material.

» Placas de cultivo de 12 pocillos.
Cubreobjetos de 12 mm de didmetro.
Tubos Falco de 15 y 50 ml.

Pipetas seroldgicas y puntas.

vV V VYV V

Medio de cultivo a-MEM con 10% de SBF, penicilina/estreptomicina vy
glutamina.

» Suplemento osteogénico stemXVivo 20X. (R&D Systems, Inc.).

Preparacion del medio basal de cultivo.

Para poder llevar a cabo la diferenciacion en una placa de 12 pocillos, (figura 27),
dejando 4 de control sin diferenciar, se preparardn 200 ml de medio de cultivo,
(sobrara un poco para posibles imprevistos), en 4 tubos Falcon de 50 ml que

contendran cada uno:
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- 45 ml de medio basal a-MEM. (Invitrogen).

- 5 ml de SBF.

- 500 pl de la mezcla penicilina 100 U/ml y estreptomicina 100 pg/ml.

- Glutamina 2 mM/ml.

Se guardaran en refrigeracion a 4°C hasta su uso.

Figura 27. Placa de cultivo de 12 pocillos.

Preparacion del medio de diferenciacion.

Se afiadirdn 2,5 ml de suplemento osteogénico stemXVivo; que contiene
dexametesona, 1,25 dihidroxicolecalciferol, glicerofosfato-g, y ascorbato-fosfato en
concentracion desconocida, por decision del fabricante propietario de la patente; a 50

ml del medio de cultivo anteriormente preparado.
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7.1.1. Diferenciacién en multicapa.

Se prepara una placa de 12 pocillos introduciendo en cada pocillo un cubreobjetos
de 12 mm de diametro, previamente esterilizado en autoclave y en etanol al 70%, la
finalidad de colocar los cubreobjetos es poder obtener células en distintos tiempos de

diferenciacion sin alterar el cultivo.

Se obtienen las células mediante la tripsinizacion de una placa de expansion,
resuspendiéndolas, al final del proceso, en el medio de cultivo anteriormente

preparado.

Se siembran los pocillos a una densidad de 3,5 x 10* células/cm?, lo gue viene a

ser unas 130.000 células/pocillo.

Se afiaden 2 ml/pocillo del medio de cultivo completo, (10% SBF +
Penicilina/Estreptomicina + glutamina) y se introduce la placa en el incubador a 37°C
y 5% de CO,, se controlara diariamente el cultivo hasta que alcance el 70-80% de

confluencia.

Una vez se alcanza la confluencia deseada se sustituye el medio de cultivo por
medio diferenciador, se dejaran 4 pocillos con el medio de cultivo, son los que servirdn

de control de la diferenciacion.

Cada 2-3 dias se cambian los medios correspondientes y se observa con el
microscopio de contraste de fases los cambios que se van produciendo en el cultivo.

En funcion de estos se determina el grado de diferenciacion.
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7.1.2. Diferenciacidon en bola.

Se trata de una variante del procedimiento de diferenciacion, desarrollada por
nosotros, que presenta la ventaja de poder controlar visualmente el cultivo, sin

necesidad de microscopio.

Para preparar el cultivo se necesita una suspension celular muy concentrada, se
toma una placa de 100 en confluencia y se recogen las células en 1 ml de medio, lo

que viene a ser una concentracion de 18 x 10° cel./ml.

En una placa de 12 pocillos se coloca un cubreobjetos, de 12 mm de diametro, en
cada pocillo, se siembra a una densidad de 13 x 10* cel./pocillo. La siembra se realiza
con una micropipeta depositando unos 72 ul de la suspension celular con cuidado de

que quede en forma de gota, el pocillo obviamente esta sin medio de cultivo.

Una vez sembrados todos los pocillos se coloca la placa en el incubador a 37° y
5% de CO, durante 2 horas, con la finalidad de que las células se adhieran al

cubreobjetos.

Pasadas las 2 horas en 8 pocillos se afiaden, con mucho cuidado, 2 ml/pocillo de
medio de diferenciacion, los otros 4 pocillos se dejan de control afiadiendo en cada

uno 2 ml de medio sin suplemento osteogénico.

Los medios de cultivo se cambian cada 2 6 3 dias, a la vez que se monitorean los

cultivos. A los 15-20 dias se puede observar el progreso del cultivo a simple vista.
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7.1.3. Comprobacién de la diferenciacion.

7.1.3.1. Actividad de la fosfatasa alcalina.

Se comprueba mediante la prueba citoquimica de tincién utilizando la técnica de
los naftoles y la sal de diazonio. Como resultado de la actividad de la fosfatasa
alcalina, ALF, se libera naftol AS-MX el cual es acoplado con la sal de diazonio

formandose un pigmento insoluble visible.

Material.

Sal Fast Blue RR. (Sigma-Aldrich)
Solucion de Naftol AS-MX fosfato 0,25% (Sigma-Aldrich)

Solucién de citrato concentrado 1,5 molar. (Sigma-Aldrich)

YV VvV VYV V¥V

Hematoxilina de Mayer (Panreac)

Preparacion de los reactivos.

Solucién de citrato. En un tubo falco de 50 ml se ponen 25 ml de agua destilada y
se le afiaden 500 pl de la solucién de citrato concentrado 1,5 molar. Se conservara

entre 2°y 8° C.

Solucion fijadora. Se trata de acetona tamponada con citrato, en una proporcion de
3 partes de acetona en 2 partes de solucion de citrato. La solucion de citrato
previamente prepara se lleva a una temperatura entre 18° y 26° C, se ponen 8 ml en
un tubo falcon de 50 ml y se le afiaden 12 ml de acetona. La solucién fijadora se

prepara justo antes de su uso, desechando la que sobre después del procedimiento.
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Solucién de sal de diazonio. En un tubo falcon de 50 ml se ponen 48 ml de H,O
destilada y se disuelve a temperatura ambiente una capsula de sal Fast Blue RR, una

vez disuelta se afiaden 2 ml de naftol AS-MX fosfato mezclandolos bien.
Método.

Las células diferenciadas hacia linaje osteogénico expresan tempranamente
fosfatasa alcalina. A los 10 dias de comenzada la diferenciacion se sacan de la placa
de 12 pocillos 3 cubreobjetos, 2 de células diferenciadas y 1 de las de control, y se

depositan en una placa de cultivo de 35 mm.

Se lavan con PBS los cubres, 3 veces.

Se fijan con solucién fijadora que debe sobrepasar los cubres, hay que ponerla

suavemente para evitar que estos floten, se deja actuar durante 30" a temperatura

ambiente. Después se aspira la solucion.

Se afade la solucion de sal de diazonio, hasta cubrir los 3 cubreobjetos, y se la

deja actuar durante 30 a temperatura ambiente y protegida de la luz. Pasados estos

se aspira el tinte.

d
Se aclara con H,O destilada, durante 2 . Transcurridos estos se aspira sin llegar a

secar los cubres.

Se afiade la solucion de hematoxilina de Mayer durante 10 .

e
Se aclara con H,O destilada durante 3 y se procede a la observacién microscopica
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7.1.3.2. Deposito de calcio.

Mediante citoquimica se comprueba que las células diferenciadas hacia

osteoblastos depositan calcio en la matriz extracelular que van formando.

La alizarina es un colorante que se puede obtener de forma natural a partir de la
raiz de la rubia peregrina, (figura 28), o de forma sintética calentando la antraquinona

con  hidroxido de  sodio obteniendo la 1,2  dihidroxiantraguinona

Figura 28. Aspecto de l&ubia peregrina, planta de
la que se obtiene la alizarina natural.

La alizarina en contacto con el calcio produce su quelacion formando un
compuesto birrefringente de color rojo. El tinte se prepara diluyendo la alizarina en
polvo en agua destilada, en una proporcion de 0,5 gr de polvo en 25 ml de liquido. Es
fundamental ajustar a 4,2 el Ph de la dilucién utilizando hidréxido de sodio. Una vez

preparada a mezcla se filtra con una malla de 0,22 pm.
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Método.

Entre los 18 y 25 dias de cultivo, se sacan de la placa de cultivo los cubres que se

van a tefiir y se colocan en una placa de 35 mm, se procede a su:
Lavado con PBS 3 veces.
Se fijan con etanol al 70% durante 1 hora a -20° C, pasada esta se aspira.

Después se hacen 3 lavados con H,O destilada, de 5 cada uno a T° ambiente.
Se afiade la solucién de rojo alizarina, dejandola actuar 10 . Seguidamente

Se lava con H,O destilada y se procede a la observacion microscépica.

Tincion de Von Kossa.

Esta tincién detecta los depdsitos de Calcio o de sales célcicas. Se basa en la
sustitucion de los iones de Ca™ por iones de plata, los depdsitos de Ca’™ se colorean

de negro.
Material.

Solucion de nitrato de plata al 2%.
Carbonato de Litio.Tampdn amoniacal (Diapath).
Tampon reductor (Diapath).

Tiosulfato sédico (Diapath)
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Método.

De una placa de cultivo se extraen los cubres que se van a tefiir y se coloca cada

uno en un pocillo de una placa de 6 pocillos, a continuacion.

Se lava con PBS durante 1,, pasado este.

Se fija con formaldehido al 10% durante 15,, se aspira el fijador y

Se lava con PBS, 3 veces, después se aspira dejando humedad.

Se afade la solucion de nitrato de plata y se deja 1 hora bajo luz UV o halégena

intensa, una vez transcurrida la hora se hace.
Un lavado con H,O destilada y se aspira.
Se afiade la solucion de carbonato de litio durante 10,, luego se aspira.
Un lavado con H,O destilada y se aspira.
Se afiade el tampon amoniacal y se deja 1 hora en oscuridad.
Se lava con H,O destilada 4 veces y
Se afiade el tampon reductor durante 5, .
Se lava con H,O destilada.

Se afiade el tiosulfito sédico al 5%, dejandolo 5 .
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Se lava con H,O destilada y esta la opcién de contratefiir con Kernechtol 5 o

visualizar directamente.

7.1.3.3. Activacion de los genes que gobiernan la sintesis de proteinas de la matriz

Osea.

La actividad celular puede relacionarse con la expresion o la desactivacion de
ciertos genes, el nivel de expresion sera proporcional al numero de copias del RNAm

de un gen determinado.

De esta manera en las ADSC; indiferenciadas cuando sufren el proceso de
diferenciacion osteogénica se produce, por accién de la RNA polimerasa, la
transcripcién de la informacion contenida en algunos genes (DNA bicatenario) a los
RNAmMs, (monocatenarios) los cuales una vez madurados saldran del nucleo al
citoplasma uniéndose a los ribosomas para dirigir la sintesis de las proteinas de la

matriz 6sea.

A partir del conocimiento del nivel de expresion de los genes de una célula
podemos obtener datos relativos a la sintesis de las proteinas que caracterizan el
estado diferenciado de todas las células, asi podremos saber si el proceso de

diferenciacion se ha llevado a cabo.

Se ha utilizado la técnica de Northern blotting para obtener el RNA purificado por
electroforesis en gel de agarosa, que posteriormente se identifica mediante sondas
especificas. Su principal inconveniente es la necesidad de cantidades importantes de

RNA, no siendo efectivo cuando la cantidad de RNA es limitada.

Esto se solventa mediante el empleo de la técnica de la PCR, (polymerase chain

reaction), la cual permite la ampliacion selectiva de un fragmento de DNA especifico,
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uno de sus inconvenientes es el que la medicion se realiza al final del proceso y no se

puede cuantificar.

7

Mediante la PCR cuantitativa 6 en tiempo real se resuelve el problema de la
cuantificaciéon. Esta técnica acopla la transcripcion inversa y la PCR convencional, asi
se expresan los niveles de RNA,, interpretado como DNA., (DNA complementario),
generado por transcripcion inversa y que se amplifica por la reaccién en cadena de la
polimerasa. Aqui el proceso de deteccion y amplificacion se producen de manera
simultanea, la cuantificacion se realiza por la medicion de la fluorescencia emitida por
los agentes intercalares, con un fluorocromo, que se afiaden en el procedimiento. Para
poder llevar a cabo esta técnica los termocicladores utilizados tienen que incorporar un

lector de fluorescencia. (Figura IV. 23)

Figura 29. A) Termociclador serie GeneAmp que incorpora
lector de fluorescencia. B) Placa P96 colocada gatacture
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Material.

Como reactivos especificos se utiliza el Kit Cells to cDNA II-Ambion, (AB Applied

Biosystems. Foster City. CA. EEUU). El cual produce DNAc, partiendo de pequefias

cantidades de células, sin necesidad de aislar el RNA, asi en su procedimiento se

puede agregar el lisado celular a la reaccion de sintesis de DNAc.

Este Kit contiene:

» Tampon de lisado celular 11.

DNasa tipo I.

Tampon de transcriptasa reversa 10X.

M-MLYV transcriptasa reversa.

YV VvV VY V

Inhibidor de RNasa.

También se emplearé:

PBS

Placas de PCR. P96 Costar Flat Bottom

Vortex.

Minicentrifuga.

Termociclador Serie GeneAmp. Applied Biosystems Foster City. CA. EEUU
Micropipetas y puntas para PCR

Solucion de dioxinucleotidos de trifosfato, (INTPs). Biotools B&M S.A
Oligodecameros 6 cebadores. Oligo dT

NaOH 0,1M

Solucién HCL 0,1M

Colorante fluorescente Hoechst 33258

vV Vv ¥V VY ¥V VY VvV VYV V VY V VY

DNA calf thymus. (D4522 Sigma-Aldrich)
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Preparacion de las mezclas de reaccion.

Se preparan las mezclas para 10ul de DNAg).

Mezcla I: 1pl de los cebadores apropiados. (oligodecameros).

2ul de dNTPs.

Mezcla II: 1ul de tampdn RT 10X

0,5ul de M-MLV Retrotranscriptase

0,5ul de RNase Inhibitor

Método.

Se programa el termociclador a 75° C.

Se aspira el medio de cultivo y se lavan las células con PBS frio.

Se lisan las células con el tampdn de lisado celular. Este estara frio y la placa de

cultivo tiene que estar sobre hielo. Tras el lisado se mezcla con la micropipeta y.

Se pasan 100ul a una placa de PCR limpia depositada sobre hielo procediendo a:

Inactivar las RNasas mediante la incubacion a 75° C durante 15 en el

termociclador previamente programado. Pasados estos se lleva la placa a hielo.

Se afiaden 2ul de DNasa bovina de tipo |, en cada tubo, para evitar la interferencia

con DNA contaminante en el RNA.
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Se mezcla con un pulso en el vortex y se centrifuga, se recoge el lisado y.

Se incuba a 37° C 15" seguido de 5" a 75° C. Una vez incubado se procede a:

La sintesis de DNA¢, Para esto en una placa de PCR nueva se pondran, por

reaccion, 5ul de solucion de lisado celular y se le afiaden 3pl de la mezcla I, (2l

dNTPs, 1ul de los cebadores apropiados).

Se mezclan y centrifugan y se incuba a 75°C durante 3’, transcurridos estos se

llevara a hielo 2", para frenar la reaccion.

Se afiaden 2ul de la mezcla Il, (1pl de 10 RT Buffer, 0,5ul de M-MLV
retrotranscriptasa y 0,5ul RNase Inhibitor) y se incuba a 42°C durante 60° y luego a

95°C durante 10" para detener la accién de la enzima.

Seguidamente se procedera a la amplificaciéon y cuantificacion del DNA mediante la
coamplificacion de una concentracion conocida de un DNA control con el de estudio,

mediante una PCR relativa.

Se tomaran 200ul de la solucion de extractos obtenidos en un tubo eppendorf.

Se afiaden 400ul de NaOH 0.1M y se deja incubar 30"a T° ambiente.

Se neutraliza la reaccion con 400ul de disolucion HCI 0. 1M (NaCl+NaH,PO4+ HCI)

En una placa P96 Costar Flat Bottom se ponen 100ul del colorante fluorescente

Hoechst 33258 0.7ug/mi

Se afiaden 100pul de la solucion de extractos
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Se afiade por triplicado 100ul de patron de DNA Calf thymus

Se leerd la fluorescencia de excitacion a 360/40nm y de emision a 460/40nm.

En nuestro caso se utilizo una placa de 12 pocillos de la cual se diferenciaron en
linaje osteogénico 8 pocillos, de estos 4 se comenzaron a diferenciar 10 dias después

de los 4 primeros, los otros 4 se dejaron de control sin diferenciar.

Se investigo el nivel de RNA,, de la osteonectina y la expresion de RunXo, también

llamado Cbfa 1, el cual codifica una proteina nuclear con un dominio Runt DNA-
binding, (RUNX2), la cual es un factor de transcripcion clave en la diferenciacion de los
osteoblastos. También se investigé el nivel del mensajero de la gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa, (GAPDH), enzima que cataliza la glicélisis y es esencial para
el funcionamiento de las células. Se utiliza como control endégeno normalizador,
suponiéndose que su expresion se mantiene relativamente constante en las

condiciones del ensayo.

7.2 Diferenciacion condrogénica.

La diferenciacion hacia linaje condrogénico se puede realizar mediante dos

procedimientos diferentes lo cual condiciona el utilizar diferentes medios y materiales.

En nuestro trabajo se realiza el procedimiento clasico de formacion de micromasa en
tubo falcon y también el procedimiento de la diferenciacion en placa, el cual tiene la

ventaja de facilitar la realizacion de procedimientos citoquimicos de tincion.
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7.2.1. Diferenciacion en micromasa

Material.

» Tubos falcon de 15 ml

» Pipetas seroldgicas y puntas

» Medio de cultivo DMEM/F12, (Invitrogen), con glutamina y Penicilina /
Estreptomicina.

» Suplemento condrogénico stemXVivo 100X (R&D Systems, Inc.).

» Suplemento Insulina, Transferrina y Selenio. ITS (R&D Systems, Inc.).

» Papel de aluminio.

Preparacion del medio basal de cultivo.

Se preparan 50 ml de medio basal que seran suficientes para todo el
procedimiento. Se mezclan en un tubo falcon de 50 mi:

DMEM/F-12. (Invitrogen), 49 ml

Suplemento Insulina, Transferrina 'y Selenio. ITS (R&D Systems, Inc.), 500ul

Solucién Penicilina/estreptomicina y glutamina, 500ul a razén de 100 U/ml de

penicilina, 100pg/ml de estreptomicina y 3 mM/L glutamina.

Preparacion del medio de diferenciacion.

Para preparar el medio de diferenciacion se afiadird al medio basal DMEN-F12,
preparado anteriormente, el suplemento condrogénico stemXVivo 100X, el cual viene

para diluir 1parte en 100 partes, y que contiene dexametasona, ascorbato-fosfato,

prolina, piruvato y TGF-B3  en concentraciones desconocidas debido a secreto del

propietario de la patente.
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En un tubo falcon de 15 ml se colocan 7,5 ml del medio de cultivo anteriormente
preparado y se le afladen 75ul del medio de diferenciacion 100X, previamente
atemperado a 37°C. El resto que no se use se guardara a 2°-4°C en oscuridad,
debiéndose forrar el tubo con papel de plata. Se prepararan tubos sucesivos en

funcién del numero de diferenciaciones que estemos realizando.

Método.

Se tomaran 250.000 células mediante la trypsinizacion de una placa de cultivo y se

colocaran en un falcon de 15 ml.

Se centrifuga a 300 G durante 5" y seguidamente se aspira el medio, cuidando de

no aspirar el pellet.

Se resuspende el pellet en 1ml del medio basal DMEM/F-12 .

Se centrifuga a 300 G, 5"y se aspira con cuidado el medio.

Se resuspende el pellet en 0,5 ml del medio de diferenciacién condrogénico y

Se centrifuga a 300 G, 5, transcurridos estos se saca el tubo de la centrifuga, se

forra con papel de aluminio y se introduce en el incubador a 37° C y 5% de COo,

colocando los tubos en vertical en una gradilla. Se aflojaran los tapones de los falcon

para permitir el intercambio de gases. No se aplica ningun tipo de movimiento.

Cada 2 6 3 dias se cambiara el medio diferenciador, aspirando con mucho cuidado
para no dafar el pellet que se va formando, (figura 30), y afiadiendo, también muy

cuidadosamente, 0,5 ml del medio de diferenciacion condrogénico fresco.

Entre 15 y 20 dias la diferenciacion se habra producido.
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Figura 30. Cultivo de diferenciacion a cartilago por
procedimiento de diferenciacion en micromasa, bo.

7.2.2. Diferenciacion en placa

Material.

Placa de cultivo de 6 pocillos.

Pipetas seroldgicas y puntas.

DMEM bajo en glucosa y con glutamina (Invitrogen)

SBF. (Gibco-Invitrogen)

Penicilina/Estreptomicina (Gibco)

Suplemento Insulina, Transferrina y Selenio. ITS. (R&D Systems, Inc)

Suplemento condrogénico 100X StemXVivo (R&D Systems, Inc.)

YV Vv ¥V Vv VY V VY V

Papel de aluminio

Preparacion del medio basal de cultivo.

En un tubo falcon de 50 ml se mezclan:

49 ml de DMEM bajo en glucosa y con glutamina.
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500pl de suplemento ITS.

500pl de Penicilina/Estreptomicina.

Preparacion del medio de diferenciacion.

A los 50 ml del medio basal anteriormente preparado se les afiade una ampolla,
0,5 ml, de suplemento condrogénico stemXVivo 100X, que contiene dexametasona,

ascorbato-fosfato, prolina, piruvato y factor de crecimiento transformante (3s.

Método.

Se toman 960.000 células mediante la trypsinizacion de una placa de cultivo de

100.

Se centrifugan a 300 G, 5y se aspira cuidadosamente el medio.

Se resuspenden en 60ul de DMEM bajo en glucosa, con 10% de SBF, glutamina y

penicilina/estreptomicina, homogeneizando la suspension.

Se colocan 10ul de la suspension en cada pocillo de una placa de 6 pocillos,

cuidando de depositarlos en una sola gota en el centro de la placa.

Se introduce la placa en el incubador a 37°C y 5% de CO; durante 90", para que

se adhieran las células a la placa. Una vez transcurridos estos se saca la placay.

Se afladen en 3 pocillos 3 ml/pocillo del medio diferenciador, con cuidado de no

despegar las células recién adheridas.

En los otros 3 pocillos se afiaden 3 ml/pocillo de DMEM bajo en glucosa, con

glutamax, 10% de SBF y P/S. Estos se utilizaran como control.
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Se envuelve la placa con papel de aluminio y se introduce en el incubador a 37°C y

5% de CO».

Cada 2-3 dias se cambian los respectivos medios, produciéndose la diferenciacion

entre los 15-20 dias. El cultivo se puede monitorizar por visién directa. (Figura 31).

Figura 31. La flecha blanca sefiala el cultivo de diferenciac
condrocitica en placa. Se ha aspirado el medialtiea

7.2.3. Comprobacion de la diferenciacion.

La comprobacion de la diferenciacion condrogénica se basa en la demostracion
de la secrecion por parte de las células de mucopolisacéridos acidos también llamados
glusosaminoglucanos, que son aquellos mucopolisacaridos que en la posiciéon 1, 2
glicol poseen grupos acidos sulfato (condroitin sulfato) o carboxilo, en lugar de grupos

alcohdlicos.
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Los glucosaminoglucanos sulfatados (condroitin sulfato) se unen a proteinas
formando los proteoglicanos que son componentes fundamentales del tejido

cartilaginoso.

Para colorearlos se utiliza la prueba citoquimica de tincion con azul alcian. La
selectividad de la tincién con azul alcidn es dependiente del pH, si se emplea en
condiciones de pH entre 2,4 - 2,6, se colorean todos los mucopolisacéridos acidos
sulfatados, si se disminuye el pH hasta 0,5 solo se tefiirdn los mucopolisacaridos
acidos fuertemente sulfatados. Para nuestro procedimiento se utilizara la tincion a pH

2,5, la cual tiene un mayor espectro de tincion.

Preparacion de la solucion de tincion.

Para preparar 100ml de la solucién de azul alcian a pH 2,5 se disolvera 1gr de
polvo de azul alcian en 100ml de acido acético al 3%, se mezcla bien y después se
filtra con una malla millipore. La solucién asi preparada es estable durante dos

semanas.

Método.

Se aspira el medio de diferenciacion y se lava 3 veces con PBS.

Se fija con formaldehido al 10% neutralizado y estabilizado con metanol durante
20 a temperatura ambiente, transcurridos estos se realiza el.

Lavado con PBS y aspirado

Se cubre la preparacion con la soluciéon de azul alcian durante 307, transcurridos
estos se aspira el tinte y.

Se lava con agua y se procede a la observacion.
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Los proteoglicanos y mucopolisacéridos acidos azufrados se veran coloreados en

azul claro.

Nos centraremos en las células cercanas a la bola, pues esta al ser gruesa no
permite el paso de la luz para la observacién microscopica y por lo tanto no aparece
coloracién, buscaremos también el que las células estén en varias capas, de este
modo entre ellas hay depdsito de la matriz extracelular en un grosor que permite el

paso de la luz y por tanto la visualizacion de la tincion.

7.3. Diferenciacion adipogénica.

Material.

» Placas de cultivo de 12 pocillos.
Cubreobjetos de 12 mm de didmetro.
Tubos Falcon de 15 y 50 ml.

Pipetas seroldgicas y puntas.

vV VvV VYV V

Medio de cultivo a-MEM con 10% de SBF, penicilina/estreptomicina vy
glutamina.

» Suplemento adipogénico stemXVivo 100X. (R&D Systems, Inc.).

Preparacion del medio basal de cultivo.

Para elaborar 101 ml, en dos tubos falcon de 50 ml, se mezclaran los siguientes

ingredientes: a-MEM, 90 ml

SBF, 10 ml

Solucién Penicilina-Estreptomicina-Glutamina 100X, 1 ml.

Se conservara refrigerado a 4°C.
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Preparacion del medio de diferenciacion.

Se toma una ampolla, 0,5 ml, de solucion de suplemento adipogénico 100X que
contiene hidrocortisona, isobutilmetilxantina e indometacina, suficiente para
suplementar 50ml de medio. Si se ha formado un precipitado en la ampolla de
suplemento se deberd atemperar esta en el bafio de agua a 37°C durante 57, se

debera de agitar enérgicamente hasta la disolucion del precipitado.

Se afadira 1ul de suplemento diferenciador por cada 1ml de medio basal a-MEM
gque se vaya a preparar. Se recomienda preparar medio de diferenciacion para 1 6 2

cambios de medio, volviendo a prepararlo fresco para los siguientes cambios.

Prepararemos 24 ml cada vez, en 2 tubos falcon de 15 ml, afiadiendo 12 pl de
suplemento adipogénico en cada tubo y mezclandolo suavemente. Una vez preparado

se almacenaréa a 2°-4°C hasta su uso.

Método.

Se toman unas 750.000 células, por trypsinizacion de una placa de expansion de

100, y se resuspenden en 12ml de medio basal a-MEM.

En una placa de 12 pocillos se coloca 1 cubreobjetos estéril de 12 mm de diametro

en cada pocillo y se afiade 1 ml de la suspension celular en cada pocillo.

Se introduce la placa en el incubador a 37°C y 5% de CO» durante toda la noche.

Al dia siguiente, con las células en confluencia, se aspirara todo el medio y se
afiadird 1 ml del medio de diferenciacién en 8 pocillos, dejando 3, con el medio basal,

para control. En el caso de que las células no estuviesen en confluencia se ir4

148



Material y Métodos.

cambiando el medio basal cada 2 6 3 dias hasta alcanzar la confluencia y comenzar la

diferenciacion.

Cada 3 dias se cambiara el medio cuidadosamente para no dafiar las células. A
partir del dia 7-10 comienzan a aparecer vacuolas en el citoplasma que puede ser

monitorizadas con microscopia de contraste de fases.

El proceso de diferenciacién adipocitica se producira entre 15-20 dias, pudiendo

entonces procederse a su comprobacion.

7.3.1. Comprobacion de la diferenciacién.

La diferenciacion adipogénica se comprueba por la demostracion, mediante tincién
citoguimica, de la presencia de vacuolas de lipidos en el citoplasma celular, para esto
se utiliza el aceite rojo O, el cual pertenece a la familia de los lisocromos que son
sustancias coloreadas capaces de disolverse en los lipidos y alcoholes de baja
concentracién y que no se unen a otras sustancias celulares. Su caracteristica es el
ser mas solubles en los lipidos que en el solvente en el que se encuentran en el
momento de aplicarlos, (alcohol isopropilico), produciéndose la transferencia del

colorante por solubilidad diferencial.

El colorante se prepara haciendo una solucién del 0,5% de aceite rojo en una
mezcla 60:40 de alcohol isopropilico: agua destilada. Se pondran 0,25 gr de aceite en

50 ml de la mezcla de alcohol y agua, tras hacer la mezcla es obligado el filtrarla.

Método.

Se aspira el medio de los pocillos que vamos a comprobar y se lavan con PBS.
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Se sacan los cubres lavados, con cuidado de no romper las células y se fijan con

formaldehido al 10% durante 15 a temperatura ambiente.

Se aspira la formalina y se lava tres veces con PBS.

Se afiade la solucién de aceite rojo O al 0,5%, cubriendo los cubres, y se deja

actuar 30"a 37°C, (se mete en el incubador), pasados estos se aspira el aceite y.

Se lavan una vez los cubres con agua, una sola vez.

Inmediatamente se visualiza al microscopio.

7.4. Diferenciacion neurogénica.

La diferenciacion neurogénica se ha realizado con el AvanceSTEM Neural

Differentiation Kit, (Hyclone, Thermo Scientific). El fabricante recomienda realizar el

procedimiento utilizando previamente a la diferenciacion el medio de expansion

AvanceSTEM Mesenchymal Stem Cell Basal Medium. En este caso se ha omitido el

uso de este medio de expansién, siendo sustituido por el que utilizamos

habitualmente.

Material.

>

YV VvV V V

Placas de cultivo de 24 pocillos.

Cubreobjetos de 12 mm de didmetro.

Tubos Falcon de 15 y 50 ml.

Pipetas seroldgicas y puntas.

Medio de cultvo DMEM bajo en glucosa con 10% de SBF,
penicilina/estreptomicina y glutamina.

AvanceSTEM Neural Differentiation Kit. (Hyclone, Thermo Scientific)
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Preparacion del medio de diferenciacion.

Se toman del Kit de diferenciacion neural de Hyclon, que consta de 450ml| de Basal
Neural Differentiation Medium y 50 ml de AvanceSTEM Stem Cell Growth Supplement,
una alicuota de 45 ml del medio de diferenciacion neural y otra de 5 ml del suplemento

de crecimiento y se mezclan en un falcon de 50.

El medio de diferenciacidén contiene para la induccién neurogénica 4cido valproico,
hidroxianisol butilado (BHA), cloruro potasico, forskolin, hidrocortisona e ITS, en
proporcion bajo secreto de patente del fabricante, y viene sin antibiéticos-antifingicos,
si se desea es optativo el afiadirlos, en nuestro caso no se afiaden al medio. El medio

una vez preparado es valido para 8 semanas, debiéndose conservar entre 2°-8°C.

Método.

La diferenciacion neurogénica se produce rapidamente, entre 1 y 5 dias,

pudiéndose mantener recambiando el medio diferenciador.

Se toman las células, por el proceso habitual de tripsinizacion, de una placa de
expansion de 100, se resuspenden en 5 ml de DMEM bajo en glucosa con 10% SFB,

P/S y Glutamina y se recuentan.

En una placa de 24 pocillos se coloca un cubreobjetos estéril de 12 mm diametro

en cada pocillo.

Se siembra cada pocillo a una densidad de 2500 células/cm?, lo cual viene a ser

un 30 % de confluencia.

151



Material y Métodos.

Se afiaden 500ul/pocillo de medio basal DMEM completo y se introducen en el
incubador durante 24 horas, para que se adhieran las células y adquieran su

morfologia habitual en cultivo, pasadas estas.

Se aspira el medio basal DMEM completo y se lava con PBS dos veces.

Se afiaden 0,5 ml/pocillo de medio diferenciador neurogenico en 18 pocillos, en

los 6 restantes se afiaden 0,5 ml/pocillo de DMEM completo, estos se usan de control.

A los 2 dias se cambia el medio y se monitorea el cultivo con el microscopio de

contraste de fases, ya se apreciaran cambios citomorfologicos.

Pasados 2 dias ya se habr& producido la diferenciacion, se cambia el medio y si se

quiere mantener el cultivo se ira cambiando el medio diferenciador cada 2 dias.

El estado del proceso de diferenciacion neurogénica se puede monitorizar en

funcion de cémo va cambiando la morfologia de las células, (figura 32).

Las células al diferenciarse van condensando su citoplasma alrededor del nicleo,
al mismo tiempo van emitiendo prolongaciones citoplasméticas semejantes a dendritas
y axones, estas tienden a establecer contactos entre ellas, llegando a formar

verdadera una red.
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Figura 32. Cultivo de diferenciacion neurogénica.

7.4.1. Comprobacién de la diferenciacién.

Para comprobar que se ha producido la diferenciacion neurogénica se demostrara
la produccion por las células diferenciadas de ciertas proteinas caracteristicas de las

células nerviosas.

Se comprueba la presencia de nestina, perteneciente a la familia de proteinas de
filamentos intermedios de tipo Ill y IV, involucrada en el crecimiento del axén, la cual
se considera un marcador de neuronas primitivas. También hemos utilizado como
marcador la tubulina Bl neuronal la cual es constituyente de los microtibulos que
forman parte del citoesqueleto, también se considera marcador de neuronas. Otro
marcador neuronal que hemos utilizado es la enolasa especifica neuronal, (NSE), que
se encuentra en las neuronas y en células neuroendocrinas, asi como en algunos

tumores.
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Para caracterizar las células gliales hemos utilizado la proteina gliofibrilar acidica,
(GFAP), la cual es caracteristica de los astrocitos y de las células ependimarias del
SNC, formando parte de los filamentos del citoesqueleto, también se encuentra en las

células de Schwann y no se encuentra en las neuronas ni en los oligodendrocitos.

Estas proteinas se han evidenciado mediante pruebas de inmunocitoquimica

utilizando los siguientes:

Materiales.

» Metanol

» Tampon Citrato 10 mmol/L a pH 6,0 (Dako, Denmark).
» PBS

» Agua destilada

» Antiperoxidasa (Dako).

» Triton X100 (Sigma).

» Albumina sérica bovina. BSA (Sigma).

» Ac Tujl - ratén antihumano. (Dako).

» Ac Nestina 10c; - ratén antihumano. (Dako).
» Ac GFAP- conejo antihumano. (Dako).

» Ac NSE - ratén antihumano. (Dako).

» Ac Alexas 488 goat antiraton. (Invitrogen).

» Ac Alexas 488 goat anticonejo. (Invitrogen).
» DRAQS5, para visualizar los ndcleos celulares
» Pipetas seroldgicas y puntas
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Método.

Se toma la placa de 24 pocillos con sus 24 cubres y se emplean todas las células,
tanto las diferenciadas como los controles no diferenciados. La inmunocitoquimica se

puede realizar sacando los 24 cubres o mejor trabajando en los pocillos, primero:

Se aspira el medio de diferenciacion y se lava con PBS 3 veces.

Se fijan las células con metanol frio durante 5" a -20°C.

Se aspira el metanol y se lava con PBS 3 veces, se aspira este y.

Se realiza el desenmascaramiento de los antigenos con citrato, (1 ml de citrato en

9 ml de H,0 destilada) durante 20". Pasados estos.

Se lava con PBS 2 x 5.

Se seca y se bloquea la peroxidasa endogena con antiperoxidasa durante 20".

Se aspira el bloqueante de la peroxidasa y se lava con H,O destilada primero y

luego con PBS 2 veces x 5.

Se realizan 2 lavados de 15°cada uno con tampdn permeabilizante bloqueante de
anticuerpos inespecificos, el cual se compone de PBS+Triton X100+ BSA (Albumina

sérica bovina).

Se afiade el anticuerpo primario correspondiente y se deja incubar, a T° ambiente,

hasta el dia siguiente, maximo 24 h.

Se lava 3 veces, 57, con PBS y.
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Se afiade el anticuerpo secundario especifico, incubandolo 90°a T° ambiente y en

oscuridad, pasados estos.

Se realizan 3 lavados de 5" cada uno con PBS, se aspira y se procede a.

La tincion de los nacleos con DRAQS.

La observaciéon se realiza con microscopio de fluorescencia, viéndose los casos
positivos de color verde fluorescente mientras que en los controles no se aprecia

fluorescencia.

8. LAS MATRICES TRIDIMENSIONALES.

Las distintas matrices para ingenieria de tejidos se encargan de proporcionar
soporte para el mantenimiento y la proliferacion celulares, asi mismo deben de aportar
sefiales para que las células conserven su expresion génica o la dirijan hacia un
determinado linaje. También deben de reproducir la morfologia estructural del tejido a

reparar.

Con base en la secuencia de fendmenos que se producen en el proceso de
reparacion de las lesiones 6seas, consideramos que puede ser adecuado el empleo

de la fibrina autéloga como matriz tridimensional en ingenieria de tejido 6seo, (ITO).

8.1 Matriz de fibrina autéloga.

La fibrina es una globulina insoluble, filamentosa, elastica, de color blanco que se
forma a partir de una proteina plasmética soluble, el fibrindgeno, el cual por la accién
de la trombina forma unos mondmeros que rapidamente se convierten en polimeros

solubles, fibrina S, y en unos pocos segundos se convierten en insolubles, fibrina 1.
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Estos polimeros forman una red tridimensional con unos nudos de unidn
constituidos por agregados de plaquetas, (figura 33), los cuales por la accion de la

trombostenina contenida en las plaquetas provocan la retraccion del coagulo.

Figura 33. Imdgenes SEM cedidas por la Escuela de Medicina tmiversidac
de Pensilvania. A) Leestructura tridimensional de la red de fibrina ehorc
marrén, los hematies atrapados en la red se veojeren el centro, en verde,
puede ver un leucocito y gris las plaquetas agregada3.ABmayor aumento |
estructuratridimensional de la filina y las plaquetas en color rojo, se aprec
comienzo de su activacion por la emision de pseodidp que rompen
glicocalix, en el centro en azul se ve un leucc

Obtencidn de la fibrina.

La fibrina aut6loga se obtiene a partir del plasma sanguineo del modelo animal de
experimentacioén, en este plasma se encuentran el fibrinégeno y todos los factores de

la coagulacion.

Material.
» Tubos vacutainer con citrato sédico para extraccibn sanguinea. (Becton
Dickinson)

» Agujas de extraccién con aletas 21G. (Terumo Europe N.V)
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» Centrifugadora (Eppendorf 5810R)
» Solucién de cloruro calcico.

» Pipetas y puntas seroldgicas.

Método.

Paso 1: Obtener sangre del animal de experimentacion. Se realiza la extraccion
de la sangre en una via suficientemente grande, se recomienda puncionar en las patas
posteriores, en concreto en la vena safena externa. Es preferible depilar la pata para
acceder mejor a la via. La obtencion de sangre de conejo presenta el problema de la
obstruccion de la aguja de puncion debido a la rapida coagulacion de la sangre, se

soluciona llevando las agujas rellenas de solucion de citrato sédico al 3,8 %.

Asi previa depilacion y desinfeccion de la pata del animal se coloca un compresor

elastico para ingurgitar la vena y se inmoviliza al animal.

Se punciona con la aguja totalmente rellena de solucion de citrato sédico, en

cuanto vemos que entra sangre.

Se pincha en el vacutainer comprobando que entra la sangre en el tubo. Cuando
ya no entra sangre se retira la aguja y se agita el tubo para que se mezcle bien la

sangre con el citrato sédico, asi se evitara que comience el proceso de coagulacion.

Paso 2: Obtencién de plasma sanguineo. Por centrifugado de la sangre a 300 G x
5, se repite el centrifugado 3 veces. Tras el centrifugado se ven 3 fracciones en el
tubo, una roja en el fondo del tubo que corresponde a los hematies, otra blanca muy
fina justo encima de la roja y que corresponde a la serie blanca, y una tercera, encima

de la blanca que corresponde al plasma y las plagquetas.

Se aspirara el plasma y las plaquetas con cuidado de no aspirar la serie roja.
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El plasma sanguineo obtenido contiene el fibrinbgeno y los factores de la
coagulacion que lo transformaran en fibrina insoluble, la reaccion no se produce

debido al secuestro del Ca™ que produce el citrato.

Para obtener la fibrina se aportara el calcio que falta. Una vez obtenido el plasma
rico en plaquetas este se puede activar inmediatamente o si se prefiere se puede
conservar largo tiempo en refrigeracion entre 2°C - 4°C. Se tendré presente que en el

plasma conservado las plaquetas se habréan lisado.

Formacion de la matriz de fibrina y siembra celular.

Al ser el plasma un liquido adoptara la forma del recipiente que lo contiene, este
hecho puede ser de utilidad a la hora de conformar la forma de la matriz, bastara con

construir un recipiente con la forma del constructo que deseamos formar.

Para el cultivo y expansion celular se deposita 1ml de plasma en una placa de
cultivo de 60 y se afiaden 2 ml de solucién de cloruro calcico, si no se cubre toda la
superficie de la placa con la mezcla se puede afadir un poco de PBS, seguidamente
se introduce la placa en el incubador a 37°C, en 3 minutos tendremos toda la

superficie de la placa cubierta de fibrina.

Si observamos al microscopio la matriz de fibrina se verd como una estructura

granulosa, (figura 34).
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Figura 34. A) Matriz de fibrina conformada en un pocillo deayplaca d¢
12 pocilos. B) La matriz en una placa de 35 mm. En ambag <l tipicc
aspecto granuloso

Las células se pueden incorporar a la matriz por dos procedimientos, (figura 35):

1.- Siembra sobre la matriz ya constituida. Una vez formada la matriz se siembran
las células del mismo modo que cuando se hace sobre una placa de cultivo. Las

células se depositan sobre la matriz.

2.- Se resuspenden las células en el plasma y seguidamente se activa con el

cloruro calcico, al coagular las células quedan englobadas en la matriz.

Figura 35. A) Las células sembradas sobre la matriz. B) Ladassembrade
al tiempo que se coagula la matriz. Se aprecialajubstribucién celular €
similar en ambs procedimientos
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Objetivacion del cultivo.

Visidbn microscopica directa.

La monitorizacion del cultivo en la matriz se realizara por vision microscopica
directa con el microscopio de contraste de fases, la visualizacion cuando hay poca
densidad celular puede ser dificil por la confusion a la que induce el entramado de la

fibrina.

Tinciones.

Para la objetivacion de las células en la matriz se realizan 2 tipos de tinciones que

no colorean la fibrina.

Azul de metileno

El azul de metileno es un colorante catidnico que tifie de azul las estructuras
celulares cargadas negativamente, basofilas, como los &cidos nucleicos. El
procedimiento de tincion consiste en:

v Aspirar el medio de cultivo y lavar con PBS 3 veces.

v' Se fija con formaldehido al 10% durante 20".

v' Se aspira el fijador y se lava 3 veces con PBS.

v' Se afade la solucién de azul de metileno y se la deja 15"a T° ambiente.

v' Se aspira el colorante y se lava con agua corriente.

Una vez realizada la tincion se puede proceder a la observacion de forma

inmediata o diferida, se veran las células en tono azul sobre fondo blanco.

161



Material y Métodos.

Faloidina.

La faloidina se utiliza conjugada con un fluorocromo, el alexas fluor 488, y tifie los
microfilamentos de actina del citoesqueleto celular, debido a su alta selectividad por la
actina. El procedimiento para la tincion es similar el que se ha citado anteriormente

para la inmunocitoquimica. .

La observacién se realiza mediante un microscopio confocal, este permite la toma
de mdltiples imagenes que luego se pueden montar secuenciadas dando la impresion

de una imagen tridimensional.

8.2. Matriz de hidroxiapatita.

La hidroxiapatita o hidroxiapatito, Ca;q (PO,)s (OH),, €s un mineral compuesto por
fosfato célcico cristalizado, es el componente inorganico mayoritario de los huesos y
supone el 99% del calcio total corporal y el 80% del fésforo total corporal. El 65% del

peso 6seo corresponde al hidroxiapatito.

Es un material ampliamente usado en clinica para la regeneracion 6sea por su

elevada biocompatibilidad y su similitud con la estructura osea.

Se puede obtener de origen natural, bien a partir de hueso, generalmente bovino,
equino o porcino, tratado con procedimientos quimicos y térmicos, o bien a partir del
coral Porites porites por transformacion hidrotermal del carbonato calcico que forma su

exoesqueleto. También se puede obtener de forma sintética. (Figura 36).
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Figura 36. A) Coral Porites porites. B) Hidroxiapatita coralina obtenida tr
la eliminacion de la materia organica y el procgsantercambio hidrotérmic
en solucién de fosfatos. C) Hidroxiapatita de arigevino, su aspecto es n
parecido a la imagen d. D) Hueso hum

Para la presente investigacion se elige la hidroxiapatita obtenida a partir de hueso
bovino sometido a tratamiento térmico de alta temperatura, durante 15 horas, seguido
de tratamiento quimico alcalino y esterilizado con rayos gamma, su hombre comercial

es Bio-Oss®, (Geistlich Biomaterials).

Se trata de un biomaterial ampliamente testado para la regeneraciéon Osea en
clinica humana que posee capacidad osteoconductora (Pjetursson y cols., 2008). Se
presenta en forma de bloques y de granulado, (figura 37). Para la investigacion se ha
utilizado en forma de granulado de entre 1 y 2 mm, debido a la imposibilidad de cortar

los blogues en fragmentos lo suficientemente finos para poder visualizar las células
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sembradas en su interior. Para poder mantener compactos los granulos de Bio-Oss se

han incluido en la matriz de fibrina anteriormente descrita.

Figura 37. A) Dos bloques de B-Oss, su inconveniente es su m
manipulacion. B) El mismo biomaterial en forma dénglos, esto
conservan la microestructura del hueso siendo na@jable:

Formacion de la matriz de hidroxiapatita y siembra celular.

El procedimiento y los materiales a utilizar son los mismos que para la formacion
de una matriz de fibrina, con la Unica diferencia de que, antes de afiadir el cloruro
célcico para la coagulacion del plasma, se afadira el granulado de hidroxiapatita,
dejando que se empape del plasma, seguidamente se afiade el cloruro célcico y se
mete en el incubador a 37°C. Al afadir la hidroxiapatita la coagulacién del plasma se

produce un poco mas rapida.

Una vez obtenida la matriz, (figura 38), se siembran sobre ella las células por el
procedimiento habitual, bien dejando que penetren en la matriz o bien se siembran y

después se coagula el plasma, formandose la matriz con las células ya incorporadas.
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Figura 38. Matriz de hidroxiapatita con fibrina. A) A simplasta, el coloi
rojizo se debe al medio de cultivo. B) Se apretdarporos y como los granul
se superponen suspendidos en la fibrina, el asplecta matriz recuerda al c
hueso.

Objetivacién del cultivo en la matriz.

La monitorizacion del cultivo se realizara cada dos o tres dias.

Al principio puede ser un poco complicado el localizar las células, después, cuando
la densidad celular aumenta, nos interesara objetivar la relacion de las células con las
particulas de hidroxiapatita. Esto lo realizaremos por medio de visibn microscopica

directa con el microscopio de contraste de fases.

Se comprobara mediante la técnica de fluorescencia con faloidina con fluorocromo
y visionado en microscopio confocal. Las iméagenes del microscopio confocal se
procesaran y montaran con ayuda informatica para poder visualizar en una misma

imagen las células y la hidroxiapatita. (Figura 39).
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Figura 39. Microswmopia confocal, el relieve de
hidroxiapatita, (HA), se ve en blanco. Los filopaslicontactal
con la HA de la matri

Tras la realizacion de los estudios “in vitro” y como aplicacion de ellos se procede

a la fase de experimentacion “in vivo”.

9. MODELO DE EXPERIMENTACION ANIMAL.

Como modelo animal de experimentacion se utiliza el conejo albino New Zealand,
Oryctolagus cunniculus, (figura 40). En este modelo de estudio se produjeron cuatro

lesiones 6seas femorales, dos en cada fémur, en 7 animales.

Estas se trataron mediante el relleno de la lesion con:

1) ADSC; indiferenciadas incluidas en una matriz de hidroxiapatita con fibrina

autbloga.
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2) ADSC; diferenciadas hacia linaje osteogénico incluidas en una matriz de

hidroxiapatita con fibrina autéloga.

3) Hueso autdlogo triturado.

4) sin tratamiento, confiando la curacion al relleno por el coagulo sanguineo.

Se realizaron controles radioldgicos inmediatamente tras la cirugia y a los 30 dias
postcirugia, momento este en el que fueron sacrificados y se sometieron a estudio

histomorfoldgico las muestras obtenidas de las zonas de lesion.

Figura 40. Oryctolagus cunniculus, conejo albino de Nueva
Zelanda utilizado como modelo de experimentaciémaln
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9.1. Implantes biologicos.

El material biologico de implantacion se prepara por dos procedimientos diferentes.
En uno de ellos las células se incorporan a la matriz inmediatamente antes del
procedimiento quirdrgico, mientras que en el otro las células proliferan y se diferencian

en la matriz que posteriormente se implantara.

En ambos procedimientos se emplea el mismo material, con la salvedad de que en
el caso de la proliferacion y diferenciacion dentro de la matriz los medios de cultivos
estdn suplementados con SBF, P/S, Glutamina y suplemento diferenciador
osteogénico respectivamente mientras que en el caso de sembrarlas inmediatamente

antes de la implantacién se emplea medio de cultivo sin ningun tipo de suplemento.

Material.

Placa de cultivo de 24 pocillos.

Plasma autdlogo de conejo.

Cloruro célcico.

Hidroxiapatita en granulos, (Bio-Oss®, Geistlich Biomaterials).
Medio ce cultivo DMEM bajo en glucosa completo.

Medio de cultivo DMEM bajo en glucosa, sin ningdn suplemento.

vV Vv ¥V Vv VY V V

Medio de diferenciacion osteogénica.

Métodos.

Procedimiento 1: Consiste en preparar la matriz y después cultivar en ella las

células durante unos dias, para después implantar todo el constructo en la lesion Osea.

En dos pocillos de la placa de 12 pocillos se colocan 0°5 gr de Bio-Oss/pocillo.
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Se afladen 0°5 ml/pocillo de plasma autélogo de conejo, se deja que el Bio-Oss se

empape del plasma.

Se siembran 8 x 10° ADSC; indiferenciadas/pocillo que se llevan resuspendidas en

100 pl de DMEM completo.

Se afladen 0°5 ml de cloruro célcico y se introduce en el incubador a 37°C durante
3" para que coagule, una vez ha coagulado, en un pocillo se ponen 2 ml de DMEM
completo y en el otro se colocan 2 ml de medio diferenciador osteogénico. Se cambia

el medio cada 2 6 3 dias. (Figura 41)

Procedimiento 2: Las células se expanden y se diferencian previamente en una
placa de 12 pocillos, el dia de la cirugia se prepara la matriz de fibrina e hidroxiapatita

y se afiaden las células a la vez.

En dos pocillos de la placa de 24 pocillos se colocan 0°5 gr de Bio-Oss/pocillo.

Se afladen 0°5 ml/pocillo de plasma autbélogo de conejo, se deja que el Bio-Oss se

empape del plasma.

Se siembran 30 x 10° ADSC; indiferenciadas en uno de los pocillos que se llevan
resuspendidas en 100 pl de DMEM sin ningun tipo de suplemento. En el otro pocillo se
siembran todas las células diferenciadas osteogénicas, no se recuentan pues muchas

suele estar incluidas en la malla de matriz extracelular que forman al diferenciarse.

Se afladen 0’5 ml de cloruro célcico y se introduce en el incubador a 37°C durante

3’para que coagule el plasma autélogo.

Una vez se ha formado la red de fibrina se afiade 1ml de DMEM bajo en glucosa

sin ningun tipo de suplemento y después se afiaden 80 pl de plasma autélogo.

169



Material y Métodos.

Se mete en el incubador a 37°C y 5% de CO, hasta el momento de la cirugia.

Figura 41. A) Corstructo en el que las células se han expandi
diferenciado en su interior. B) La matriz se cdogt afiadiendo las célul
previamente expandidas y diferenciadas, se apoec al haber quedar
trazas de cloruro célcico sin consumir al afiadidimee cultivo con suer
autologo el medio de cultivo se ha coagulado, fidadance

9.2. Cirugia de implantacion

Previo a la cirugia se prepara el animal depilandole las dos patas traseras. Se
procede a la anestesia general con isofluorano inhalado, (Isovet®. Braun vetcare S.A),
se inyecta via intramuscular 0,4 mg/kg de hidrocloruro de buprenorfina, (Buprex®. RB
Fharmaceuticals Limited) y se pincelan ambas patas con solucidon antiséptica de
povidona yodada, (Betadine®. Meda Farma SAU). Todo el procedimiento se realiza en

ambiente estéril.

Una vez preparado el animal se comienza la intervencion, se realiza una incision
en la cara externa de cada muslo, despegando los tejidos por planos hasta acceder a
la metéfisis y a la epifisis femorales distales, una vez expuestas se desperiostizan y se
producen dos lesiones circulares de 6 mm de didmetro mediante una trefina, (Ace
Surgical) montada en una pieza de mano reductora 1:27, (W&H Wheledent Iberica), y

bajo abundante irrigacion con suero fisiologico estéril. (Figura 42).
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Figura 42. Proceso quirargico. A) Anestesia y desinfeccionadehpo.
B) Aislamiento del campo quirdrgico. C) Trefinadajdirrigacion de
fémur del conejo. D) Las lesior 6seas producidas.

Los fragmentos 6seos obtenidos con la trefina se guardan en una batea y se

trituran con un molinillo de hueso, (Kholer. GmbH & Co. Kg).

Las lesiones producidas, en cada animal, se rellenan de forma aleatoria de la

siguiente manera:

1) Una se rellena con un implante de ADSC; indiferenciadas incluidas en la matriz

de fibrina e hidroxiapatita.

2) Otra se rellena con un implante de ADSC; diferenciadas en linaje osteogénico e

incluidas en la matriz de fibrina + HA.

3) La tercera lesion se rellena con el hueso autologo triturado.
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4) La lesién restante se deja sin tratamiento, confiando en la regeneracion a partir

del relleno por el coagulo.

Una vez tratadas todas las zonas es de suma importancia el proceder a anotar en

la historia clinica la posicion y tipo de tratamiento de cada lesion.

Seguidamente se procede al cierre por planos mediante sutura con acido

poliglicélico de 4 ceros, (Vicryl, Ethicon). (Figura 43)

Figura 43. A) Los fragmentos 6seos obtenidos con la trefing
lesién distal rellena con constructo con célulaifénenciadas, flech
blanca, la lesiébn mesial se rellen6 con hueso egwdriturado, flech:i
negra. C y D) Sutura | planos,

Tras la realizacion de la cirugia, en todos los casos, se ha procedido a comprobar la

vitalidad de los implantes.
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9.3. Comprobacion de la vitalidad de los implantes.

Como los constructos son transportados desde el laboratorio donde se encuentra
el incubador hasta el quir6fano, y esto comporta el sacar las células de su ambiente de

cultivo, es necesario comprobar que las células que se han implantado estén vivas.

El procedimiento que se ha empleado consiste en conservar, tras la cirugia, un
resto de la matriz que se ha implantado, se traslada de nuevo al laboratorio y ahi:
v Se coloca en una placa de cultivo de 35 mm.
v' Se deshace todo lo posible frotando contra la placa. Los restos se dejan.
v' Se afiade medio de cultivo completo, DMEM bajo en glucosa, con 10% de
SBF, con penicilina/estreptomicina y glutamina.

v Se introduce en el incubador y se monitoriza diariamente.

Los restos asi manipulados se comportan como si fuesen un explante de tejido, al
haberlo desecho si hay células vivas estas proliferardn y se adheriran al plastico de la

placa.

9.4. Estudio radiolégico.

Se estudia la evolucién de las lesiones mediante seguimiento radioldgico, se
realiza una radiografia de cada fémur inmediatamente después de la cirugia y otra de

control a los 30 dias de la cirugia, comparandose las imagenes.

Para la realizacién de las radiografias, a los 30 dias, se utiliza un aparato de
radiologia intraoral Kodak 2200 a 70 kV y 8 mA, (Kodak Dental Systems). El 1° dia, en
todos los casos, se realiz6 radiologia en placa, ajustando el tiempo de exposicion a

cada caso. (Figura 44).
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Figura 44. A) Rx del fémur derecho el dia de la cirugia. Brar
izquierdo el dia de la cirugia. C) Fémur dho a los 30 dias.D)
Fémur izquierdo a los 30 dias. En rojo 1. Relleadvdeso autélogo.
Relleno con implante diferenciado osteo. 3. Silenel. 4. Relleno co
implante de células indiferenciac

9.5. Estudio histolégico e histomorfométrico.

Para la realizacién del estudio histolégico es necesario obtener previamente las
muestras que se desean analizar, para esto en todos los casos se procedié al
sacrificio del animal de experimentacion, a los 30 dias tras la intervencion, mediante la

inyeccion intramuscular de una sobredosis de sulfato de ketamina, (Imalgéne 500.
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Merial S.A. Lyon) y de diacepan (Valium 10 solucién inyectable. Roche Farma S.A.

Madrid).

Tras la muerte de los animales se procede a la extraccion de los fémures,

eliminando las partes blandas, (Figura 45).

Figura 45. Fémur recién estirpado, se aprecia gar donde
se provocaron las lesiones con la tre

En las piezas obtenidas se identifican visualmente las zonas donde se provocaron

las lesiones.

Se procede a obtener un bloque dseo, conteniendo cada bloque una zona de
lesiébn completa, mediante el corte con disco de diamante de 19 mm de didmetro, (NTI
— Kahla GmbH. Germany), montado en una pieza de mano, (Kavo INTRAcompact 10

CHC. Kavo Dental Excellence. Biberach, Germany). (Figura 46).
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Figura 46. Disco y pieza de mano con los que se
obtienen los bloques de hueso que incluyen cada
zona lesionada.

Cada bloque obtenido se introduce en un tubo falcon de 15 ml. con formaldehido al 10
%, correctamente etiquetado, se dejara la muestra en el tubo 24 horas como minimo
para que se fije completamente. Una vez fijada la muestra, esta se procesara hasta

obtener los cortes histoldgicos.

Procesado de la muestra.

Material.

Acido Nitrico

Agua destilada

Etanol absoluto

Xilol

Parafina

Micrétomo de rotacion. (Micron HM 350 S. Thermo Scientific. Germany)

Portaobjetos

YV Vv YV Vv VY V VY V

Cubreobjetos
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Preparacion de la soluciones.

Solucion de Acido Nitrico al 5 %. Se toman 5 ml de &cido nitrico y se diluyen en 95

ml agua destilada.

Soluciones de etanol al 50%, 70%, 80% y 95%. Se toman 50, 70, 80 y 95 ml de
etanol absoluto y se mezclan con 50, 30, 20 y 5 ml, respectivamente, de agua

destilada.

Procedimiento.

Decalcificacion del hueso. Se introduce la muestra en solucion de acido nitrico al

5%, en una relaciéon volumétrica de 1/20 como minimo, a 25°C durante 24 horas.

Tras la decalcificacidon se aclara el 4cido con en agua destilada.

Deshidratacion de la muestra. Se elimina toda el agua de la muestra mediante su
inmersidon en soluciones de etanol de concentraciones crecientes, 50%, 70%, 80%,
95% y absoluto. La muestra se tendra una hora en cada solucion a fin de que la

deshidratacion se produzca de lentamente, evitando asi que se deforme la muestra.

Aclaramiento o diafanizacion. Una vez deshidratada la muestra se procede a la
sustitucion del etanol mediante inmersién en una sustancia miscible tanto en el etanol
como en la parafina, se emplea el xilol o xileno. Se mantendr& el bafio una hora a T°

ambiente.

Inclusion y formacion de bloques en parafina. Se introduce la muestra en un vaso y
se le afiade la parafina fundida a 60°C, se coloca la muestra en la estufa a 60°C hasta
un maximo de 6 horas, en dependencia del grosor de la muestra. Luego se coloca la
muestra, orientandola, en un molde con parafina fundida y se deja solidificar a T°

ambiente para formar el bloque.
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Obtencion de los cortes. Mediante un micrétomo de rotacion, se obtienen cortes
de entre 4 y 6 micrones, estos se dejan flotando en un bafio termostatizado con agua
tibia, los cortes se extienden con cuidado, para evitar que se formen arrugas y se
recogen con un portaobjetos desengrasado cubierto por una capa de adhesivo de

Mayer, se pueden “pescar” varios cortes en un mismo portaobjetos.

Tincién de los cortes. Previo a la tincion se deben de desparafinar los cortes
mediante un bafio en xilol a 58°C durante 15". Después se rehidratan en solucion
alcoholica de concentracién decreciente, comenzando por etanol absoluto seguido del
de 95%, 80%, 70% y 50%, la muestra se bafiara 30"" en cada uno, seguidamente se

aclarara 30" en agua destilada y se procede a la tincion con hematoxilina y eosina.

Una vez tefido el corte se deshidrata con alcoholes de gradacion creciente, se
aclara con xilol y se pega un cubreobjetos con una gota de adhesivo balsamo de
Canada, el cual tiene un indice de refraccion similar al del vidrio. Se deja secar unas

horas y ya se puede proceder a la observacion en el microscopio Optico.

Estudio histoldgico comparativo.

Se realiza mediante la observacion de las caracteristicas de cada muestra en el

microscopio Optico.

Estudio histomorfométrico.

Se lleva a cabo mediante el contaje del niumero de células presentes en un area
conocida, previamente escogida, de cada preparacion y la comparacion de los

resultados obtenidos en todos los casos.
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‘Material.
v" Microscopio Nikon binocular YS 100. (Nikon Europe B V).

v" Malla de titanio de 50 x30 x 0,1 mm. (Mozo-Grau, Valladolid). (Figura 47).

i hd r L e ) AL A A~k Vptt 1 £ K22
dODBPoeOOLs0bbPDBB® R
sdh0COPOPDOOCROOLDIBDOOD eados
S0ODPBOSIPOIOODOVSIS oo dase
do00DOOSCLENRDRERODLADS a008
' E NN BN NFEFENEFREEREENNEE ende

EEEEEEFEF R R R ERERNRNRRRFRYE aoce )
' EE R R N RN FEEEENEENNENENEEE @ e s
0PI INODOOIOISLELDPOIODD FERENER

éoecsoPestG s dobODBNOOOBsOS
| 80000 CP 030000000000 CNBOGS
DOPOPIPDIOVIODAD LPOVOUBOBNLOOO S

fP00s00000eaGvRRVOOOOODES 0

| 00V VSOIDSOBNVOESLIDIVDOBDOAS S
C0dsoedsremasnsevessesnsane
ilﬂﬂ!llﬂﬂ.dd#iﬂlaﬁtdﬂldl'8

l.‘llﬁttt‘drf&iéuﬂudl)uI&l'&‘ 9
Haillood.idﬁdcéﬁjualobad L
AR R R N N N R R R R Y
IOV IODIODISIDD VOO EDO DD 52884

Figura 47. Malla de titanio, su grosor de u
décima de mm permite tener enfocados oros
y la preparacion histolégica de debajo.
diametro de cada poro es de 1°2.

Método.

Se corta la malla de titanio, con poros de 1,57 mm? de superficie, hasta un tamafio

de 30 x 20 x 0,5 mm para poder ajustarla a los portaobjetos.

Se visualiza la preparacion histologica, a estudiar, a 100 aumentos y se selecciona

la zona que se considera con mayor concentracion celular.

Se marca esta zona, en el cubreobjetos, con un rotulador fino, se pone el
microscopio a 40 aumentos y se coloca la malla sobre la preparacion, centrando la

zona marcada con un poro. Finalmente se fija la malla con cinta adhesiva. (Figura 48).
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Figura 48. Portaobjetopreparado con la mal

Se coloca el portaobjetos, con la malla posicionada y fijada, en el microscopio, se

localiza la zona previamente seleccionada, a 40 aumentos, y se procede al.

Recuento celular en el poro seleccionado con 100 aumentos. Se anota la cifra

obtenida. (Figura 49).

Figura 49. Preparacion histologica colocada, en la
platina del microscopio, para realizar el recue
celular en el areescogida. Este recuento se realiza

a 100 aumentc
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Una vez se han obtenido los resultados del recuento de todas las preparaciones,
estos, se agrupan en una Unica tabla por orden creciente de rangos, conservando su

categoria.

En la tabla se han establecido 3 categorias:

1) Corresponde a las lesiones tratadas con hueso autélogo.

2) Corresponde al tratamiento con ADSC; indiferenciadas y la matriz.

3) Corresponde a las lesiones tratadas mediante las ADSC; diferenciadas

osteogénicas con la matriz.

El grupo de las lesiones sin tratamiento, regeneracion a expensas del coagulo

sanguineo, solamente se somete a estudio histol6gico comparativo.

Los resultados tabulados se someten a andlisis estadistico mediante la prueba de
Krustal-Walis para variables de tres categorias y si aparece diferencia significativa, en
la cantidad de celularidad, entre los grupos se realizara la prueba de la U de Man-

Whitney, comparando 2 a 2 los grupos, para averiguar a cual es debida la diferencia.
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Resultados.

1 OBTENCION DEL MATERIAL BIOLOGICO.

Obtencién del tejido adiposo y de la fraccién vascu lo-estromal de la grasa .

Para llevar a cabo la investigacion se han realizado 9 lipectomias, 3 de grasa
abdominal/perirrenal y 6 de grasa interescapular, en 7 especimenes. Se ha obtenido
una cantidad de grasa con un rango entre 6 - 16 grs./lipectomia, (tabla 3), con un valor

promedio de 11,66 grs.

ESPECIMEN PESO en grs.

1 Abdominal/perirrenal 16
1 Abdominal/perirrenal 7
2 Abdominal/perirrenal 13
3 Interescapular 12
4 Interescapular 13
5 Interescapular 14
5 Interescapular 6
6 Interescapular 14
7 Interescapular 10

Tabla 3. 1. Distribucién por lipectomias del peso de tejatbposo
obtenido.
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Tras la disgregacion enzimatica de la grasa se obtiene un rango de células de

entre 25 — 45 x 10° células/ gr. de grasa, con un promedio de 38 x 10° células/gr.

Estas se siembran en una placa de 100 mm. de didmetro y van proliferando hasta
confluir al cabo de un promedio de 10 dias. En la figura 51 se ve el aspecto de las
células a las 2 horas de obtenidas, se observa una baja densidad, a las 24 horas
tienden a contactar a la par que proliferan, a la semana alcanzan un 70% de
confluencia y en 10 dias estan al 100% de confluencia, momento en el cual se procede
al repique de la placa y se obtiene la linea celular, pase 1, que se va seleccionando

mediante su expansion y cultivo en el medio especifico.

A B

Figura 51. A) Células a las 2 horas de la siembra. B) A lah@ds. C) a los
dias. D) Cultivo primario a los 10 di
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En lo que respecta a la obtencion de las ADSC; mediante la técnica de explantes,
la poblacion celular se consigue més lentamente, estando el tiempo de consecucion de
la linea celular en dependencia del ndmero, volumen y grado de disgregacion

mecanica de los explantes de tejido adiposo.

Al principio la proliferacién es lenta. Esto es debido a que a las células les cuesta
comenzar a migrar del explante y adherirse a la placa, tardando entre 2 y 3 dias, una
vez las células estan adheridas, al sustrato de la placa de cultivo, comienzan a
proliferar a la misma velocidad que las obtenidas por disgregaciéon enzimética. (Figura

52).

Las células obtenidas por esta técnica son las mismas que las obtenidas por
disgregacion enzimética, y por lo tanto se comportan, en los sucesivos pases, de la

misma forma.

Hemos observado que a la vez que las células adheridas a la placa van

proliferando contindan saliendo otras células de los explantes.

Esto nos posibilita el sembrar varias placas con los mismos explantes,
simplemente cambidndolos de placa. Hay que tener la precaucion de retirar los
explantes cuando las células que proliferan en la placa han alcanzado un porcentaje

de confluencia suficiente para que el cultivo sea viable.

El rendimiento promedio de los explantes ha sido de 10 dias, tiempo suficiente para

poder sembrar 3 placas de cultivo.

185



Resultados.

Figura52. A) Cultivo a las 3 horas de la siembra de los explantes. B) A la
horas. C) A los 4 dias de la siembra, se aprea@stos de tejido adipo:
flotando y las células adheridas. D) Detalle declmstacto entre las células.
Al 7 dia el cultivo esté consolidado, ya seden retirar los explante

2. ESTUDIO DE LA PROLIFERACION CELULAR.

2.1. Proliferacién celular del cultivo a diferente s pases.

Se han tomado las células de la fraccion vasculoestromal de dos especimenes, se
han obtenido las lineas celulares correspondientes y se ha realizado el analisis de la
proliferacion celular en los pases 1, 6 y 15, de las 2 lineas celulares. Los resultados de
la proliferacion de las células obtenidas de los 2 especimenes se han promediado y se

ha confeccionado una tabla con los valores promedio calculados. (Tabla 4)
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Pasel Paseb Pase15

Dia N2 Células Dia. N2 Células Dia. N2 Células
0 30.000 0 30.000 0 30000
1 26.500 1 27.324 1 26200
2 30.950 2 30.650 2 30750
3 46.700 3 42.300 3 39200
4 73600 4 6£9.000 4 61100
5 105.300 5 109.600 5 96200
156.400 b 152.200 6 148800

Tabla 4. Tabulacién de los promedios de los recuentos, dita de
los cultivos celulares en los pases 1, 6 y 15, midvs de do
especimenes.

Se han confeccionado las graficas con las curvas de crecimiento, tanto aritméticas

como logaritmicas. (Figura 53).

En todos los casos se ha observado una fase de latencia, tras la siembra celular,
de 1 dia, en esta se aprecid una ligera disminucion, de alrededor de un 10%, en el n°®
de células con respecto al n°® de células sembradas. Pasado este periodo de latencia
las células han entrado en fase de crecimiento exponencial, siendo este mas marcado
en los 2 ultimos dias antes de alcanzar la confluencia. En el pase 1 el tiempo medio de
duplicacion de la poblacion celular fue de 2,51 dias, en el pase 6 de 2,56 y en el pase

15 de 2,59.

A una densidad de siembra de 3,12 x 102 cel./cm? se produjo, en todos los casos,
la confluencia a los 7 dias. No hemos encontrado relacion entre la velocidad de
crecimiento y la edad de las ADSC,, considerada en pases. En el pase 1 la fase de
latencia fue un poco més amplia, un dia, respecto al pase 15, pero después en la fase

exponencial recuperan este ligero retraso.
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Curva aritmética pase 1
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Figura 53. Representacion del n°® de células frente al tiempdiante
curvas @ crecimiento, en el pase lyene

2.2. Proliferacién celular del cultivo con diferen tes concentraciones de SBF.

Se ha realizado el andlisis de la velocidad de proliferacion de una misma linea
celular, en el pase 8, cultivada con 4 alicuotas de medio de cultivo con
concentraciones diferentes de SBF:

A) Una alicuota se suplemento con 1,25% de SBF.
B) La segunda con 2,50%.
C) La tercera con el 5%.

D) La cuarta con la concentracion habitual del 10%.

Las células cultivadas con medio con el 1,25% de SBF apenas proliferan siendo su
proliferacion dependiente de los cambios de medio y no llegando a duplicar la
poblacion celular, (Figura 54). Las células cultivadas con una concentracion del 2,50%

de SBF se comportan de forma similar a las cultivadas con el 1,25%.
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. Da | Necelulas | SBF 1,25%
0 30.000 35000 P—
1 2€.500 00 T —
IR000
2 28.300 4 20000 —— o Celulas
3 28.500 || %o o
4 32.100 10000
5 33.000 5””;'
E' 32.900 1 H 3 4 5 & 7

Figura 54. Tabla y representacion gréfica de la proliferacétular de ur
cultivo con una concentracion de SBF, en el medioudtivo, del 1,25%

Las células cultivadas con 5% de SBF proliferan, siendo su tiempo de duplicacion
de la poblacion de 4,21 dias. Las cultivadas en condiciones normales, con un 10% de

SBF en el medio de cultivo, duplican su poblacion en 2,5 dias. (Figura 55).

/

il i ‘, LM
N7
i JE

Figura55. A) Cultivo tras una semana con DMEN al 1,25% de.
B) Una semana de cultivo con un 2,50% de SBF. @)sA3 dias di
cultivo con 5% de SBF, el circulo sefiala una nmstoB) Una seman
con 10% de SBF en el medio de cult
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Al realizar el estudio de la proliferacion celular, todos los dias al hacer el recuento
celular, se determind la viabilidad celular mediante la prueba de exclusion de la tincion
con azul Tripan. En esta las células vivas, con la membrana celular integra, se
observan rodeadas de un halo refringente y no tefiidas, mientras que las células con la

membrana deteriorada, muertas, estan tefiidas y deformadas. (Figura 56)

Figura 56. Prueba de exclusion de la tincién con azul Tri|
Los circulos blancs sefialan células muertas.

Se ha observado que cuando las células estan en una confluencia alta, mayor del
60%, presentan un pequefio aumento de su viabilidad, de un 1% aproximadamente,

respecto a cuando se encuentran en un porcentaje bajo de confluencia.

La tasa de viabilidad promedio encontrada en el pase 1 fue del 89,80%, en el pase

6 del 91% y en el pase 15 del 90%. (Tabla 5)
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Viabilidad diaria en el pase 1

W %vivas W% muertas

Tabla 5. Porcentaje de células viables diario en el pase 1.

3. ESTUDIO DE LA CITOMORFOLOGIA.

Cuando las células se encuentran cercanas a la confluencia adoptan un aspecto
similar al de los cultivos de fibroblastos, con una morfologia celular alargada, (figura
57), cuando comienzan a confluir, con relativa frecuencia, se observan algunas células

gue no alarga su morfologia sino que mantienen una forma redondeada. (Figura 58).

Figura 57. Las ADSG al 95% de confluencia. Las
flechas indican células que todavia estan dividiéa
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Figura 58. La flecha blanca sefiala una célula de morfol
redondeada.

La parte principal del estudio de la citomorfologia se ha realizado cuando las
células estan en un porcentaje de confluencia muy pequefio, esto nos permite el

poder analizarlas de forma individualizada.

3.1. Caracteristicas morfolégicas generales

Son comunes a los diversos tipos de morfologia que presentan las células, cuando
no se encuentran en confluencia, hemos encontrado la presencia de lamelipodios,
estos son prolongaciones transitorias de la membrana citoplasmatica, de forma
laminar ancha, constituidas a partir de los filamentos de actina del citoesqueleto y que
se relacionan con los mecanismos de desplazamiento celular, proyectando el
lamelipodio en la direccién hacia la que se quiere desplazar la célula. Su estructura la
hemos evidenciado mediante tincion con faloidina marcada con un fluorocromo, esta
tiene la capacidad de impedir la despolimerizacion de los filamentos de la fibrina,
estabilizandola al unirse a ella, este hecho nos permite observar la distribucién de los

microfilamentos del citoesqueleto. (Figura 59)
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Figura 59. Las flechas blancas sefialan los lamelipodios. AniBklipodio
se forma desde un extremo y un lado de la célyla.(&lula con form:
conica, proyectando un lamelipodio desde la bakeot®

Otra caracteristica morfoldgica general, comdn a las distintas morfologias que
presentan las ADSCs, es la presencia de filopodios, estos estan formados por fibras de
actina dispuestas en haces paralelos que se extienden en el eje directriz de la célula.
Estan relacionados con el desplazamiento de las células y su adhesion a la placa del
cultivo. En nuestro estudio hemos observado que las ADSCs los emplean para

establecer contacto entre ellas. (Figura 60).

~

Figura 60. A) Flecha blanca filopoo de contacto. Flecha negra, célula
morfologia redonda B) Célula con 2 filopodios, asimesentan rest
citoplasmaticos, flechas roj

Otra caracteristica general que hemos encontrado es la presencia, hasta en un

30% de células binucleadas, e incluso en ocasiones con 3 nucleos, no habiendo
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encontrado relacion entre este hecho y la morfologia que presentan las células.

(Figura 61).

Figura 61. Células multinucleadas. A) Redondeada con 3 nucBp<ilindrica
con lamelipodio lateral y binuclda.

También es una caracteristica morfolégica general, tipicamente postmitotica,
comun a todas las ADSC; el presentar unos nucléolos relativamente grandes y nitidos,
(Figura 62), se ha relacionado el tamafio de los nucléolos con la actividad nucleolar,

interviniendo esta en la sintesis del RNA ribosémico.

Figuran 62. En Ia
telofase tardia se apreci
las caracteristicas de |
nucléolos.
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En todas las morfologias que presentan las ADSCs hemos hallado que los
organulos citoplasmaticos siempre se ven muy concentrados alrededor del ndcleo y

con un aspecto punteado. (Figura 61 A) y (Figura 63).

Figura 63. Disposicién de los organulos celulares
ADSC; con diferentes morfologiz

En un cultivo, antes de confluir, encontramos varias formas morfolégicas basicas.

(Figura 64).

Figura 64. Cultivo de
ADSC; en pase 3, ¢
aprecian distinta
morfologias ceulares
bésicas.
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3.2. Caracteristicas morfoldgicas particulares bésicas.

Se han clasificado las formas en 5 grupos principales:

Morfologia de tridngulo isésceles. Esta morfologia se ve con frecuencia,

alrededor del 30%, se presenta con un lamelipodio en la base del triangulo, este
aspecto recuerda al de un “cucurucho de helado”. Una evolucién de esta forma es la
variante en la que se aumenta la base con el lamelipodio y se reducen los 2 lados
iguales del triangulo isésceles hasta quedar como un filopodio, aspecto que recuerda a

un abanico abierto. (Figura 65 Ay B)

Morfologia rectangular o cilindrica. Las células adoptan una forma

alargada, como un “puro” y suelen presentar un pequefio lamelipodio en cada extremo,
se pueden encontrar con 1 6 2 nudcleos. La frecuencia de observacion de esta
morfologia esta sobre el 35%. (Figura 65 C). Pensamos que una evolucion de esta

forma es la siguiente forma morfolégica.

Morfologia en C. Esta forma que se observa con una frecuencia del 20%,

pensamos que se trata de una evolucion de la anterior, en la cual la célula aumenta los
lamelipodios de los extremos, prolongandolos por un lateral hasta hacerlos confluir,
entonces la célula queda anclada por los extremos y avanza un poco por la accion del
lamelipodio quedando ligeramente curvada, es la forma de C. (Figura 61 B) y (figura
65 D).

Morfologia redondeada. Estas células suelen tener 1 6 2 nicleos centrados,

con los organulos citoplasmaticos rodeandolos y una gran expansion del citoplasma.
Esta morfologia esta presente en el 10% de las células. Hemos observado que las

células con esta morfologia no suelen dividirse ni moverse, (figura 61 A), (figura 65 E),
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y suelen ser muy poco cambiantes, manteniendo su forma incluso cuando el cultivo

esta en confluencia.

Asi mismo como fenémeno llamativo hemos observado, mediante filmacion del

cultivo, que los nucleos presenta un movimiento de tipo rotatorio en el citoplasma.

Morfologia tripolar. En estas se encuentra el nicleo centrado y tres

prolongaciones citoplasmaticas a modo de hélice, con un tamafio similar en cada una.
Los extremos de las prolongaciones citoplasmaticas suelen contener elementos de
anclaje de la célula a la placa, mientras que la parte central suele estar ligeramente

separada de esta. (Figura 65 F).
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Figura 65. Morfologias particulares basicas. A y B) Triangul@)
Rectangular o cilindrica. D) En C. E) Redonda. fdiar.
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En ciertas situaciones especificas, generalmente cuando las células del cultivo
reciben algun estimulo potente, reaccionan y adoptan unas morfologias especificas de

estas situaciones.

3.3. Caracteristicas morfolégicas especificas

Se van a describir:

La morfologia en la mitosis. Cuando la célula entra en mitosis va

condensando el citoplasma y se va alargando, al mismo tiempo se va despegando de
la placa de cultivo, esto se ve al microscopio de contraste de fases como un halo
blanco refringente, aparece una zona donde el citoplasma queda como una ligera
prolongacion, (figura 66), después la célula se separa en dos, expandiendo de golpe el
citoplasma y uniéndose a la placa de cultivo, en este momento la célula tiene una
morfologia poliédrica o casi redondeada. Una vez completada la division cada célula

adquiere su propia forma. (Figura 67)

Figura66. A B C y D) Divisién celular seriada. E) Distintasses de la mitos
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En la figura 67. Podemos observar distintas morfologias que adoptan las células

justo antes de completar su division, en este momento las células ya se estan fijando a

la placa.

Figura 67. Morfologias jisto antes de finalizar la divisic¢

Morfologia por modificacion del sustrato basal. Se ha encontrado que la

modificacion de la base de la placa, raspandola, condiciona las disposicion y forma de
las ADSC;, estas tienden a alinearse, generalmente en fila de a uno, contactando. Las
células se alargan hasta adquirir una morfologia filiforme, en mayor o menor grado.

(Figura 68).

Figura 68. Placa con
el fondo rayadao
flechas blancas. Le
células con morfologi
alargada, se dispon:
en fila siguiendo [
direccion de los surcc
labrados en la plac
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Morfologia por sobreestimulacion. Se ha observado que en ciertas

ocasiones que provocan estrés en el cultivo, sobreestimulacion del cultivo, como es la
adicion de un suplemento de diferenciacién a una concentracion excesiva, las ADSCq
cambian su morfologia, comenzando a formar grandes vacuolas citoplasmaticas que

liberan fragmentos de citoplasma.

Esta pérdida de citoplasma condiciona una morfologia con largas prolongaciones
gue posteriormente van desapareciendo, quedando las células con una morfologia

alargada, que se ancla a la base de la placa por unos pocos puntos.

La pérdida de citoplasma ocasiona una disminucion del tamafio de las células, con
lo cual se ven mas separadas en el cultivo Si cesa la sobreestimulacién del cultivo las

células son capaces de recobrar su morfologia original en 2 dias. (Figura 69).

Hemos objetivado esta morfologia en algunas células presentes en cultivos que se

someten a diferenciacion adipogénica, sin sobreestimular a las células. (Figura 70)

Este proceso de pérdida citoplasmatica también lo hemos observado en cultivos
sobre los que se han aplicado pulsos eléctricos para permeabilizar la membrana

plasmatica. (Figura 71)

Estos hechos nos llevan a preguntamos si la formaciébn de vacuolas
citoplasmaticas que liberan fragmentos de citoplasma podria ser un paso previo a la

diferenciacién?
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Figura 69. Cambios morfologicos por sobrtimulacion. A) El dia 1. B) A los
dias. C) A los 7. D) El dia 13. E) El dia 15. F) H dia tras cesar
sobreestimulacion. G) Célula que comienza a redcicitoplasma. H e ). L
flecha amarilla sefiala una mitosis, las flechasdala sefialan céas en diferent

fase de pérdida citoplasmati

BRI
%7

~

Figura 70. Cultivo de diferenciaciéon a adipocitos, las flectssialan algune
células que han adoptado la morfologia tipica dsolareestimulacion. La flect
roja marca una célula con vacuolas citopleicas y separando parte del citoplas
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Figura 71. Cultivo que ha sufrido un pulso eléctrico, lazfias
sefialan algunas células con morfologia de solimadation

También hemos analizado las modificaciones que se producen en la forma celular

con el transcurso del tiempo.

Cambios morfoldgicos con el envejecimiento del cultivo. Hemos

mantenido la misma linea celular en cultivo estatico durante 12 meses, hasta el pase

38, controlando en cada pase la forma que presentaban las células.

No hemos encontrado ningin cambio morfolégico en las células que se pueda

asociar a la senescencia del cultivo. (Figura 72)

203



Resultados.

Figura 72. Morfologia con el transcurso del tiempo. A) El d&ala siembra. B) E
dia 21, pase 3. C) La linea celular en el paséa76%sl D) El dia 104. E) A los 2(
dias de expansion de la linea celular. F) Translmsr315 desde el inicio de

expansion.

Morfologia al despegar las células. Cuando se despegan las células, de la

base de la placa, mediante el uso de tripsina, estas se van reduciendo y van

adquiriendo una forma esférica caracteristica. (Figura 73)

Figura 73. A) Las células al comienzo de la trypsinizacion. Byma
esfégica de las células despegadas, se ven rodeadasn dealo de
refringencia al estar flotanc
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Se han observado otras morfologias especificas cuando las células se diferencian
0 cuando se cultivan sobre matrices. Estas morfologias se describen en los resultados

de las diferenciaciones hacia diferentes linajes y de las siembras en distintas matrices.

También se ha estudiado la morfologia en células fijadas y tefiidas por distintos

procedimientos. (Figura 74).

Figura 74. A) Tincién con azul de toluidina. B) Inmunocitoquéa con
faloidina y fluorocromo. C) Tincién con hematoxd-eosina.

3.4. Seguimiento del cultivo mediante microscopiad e intervalos.

Mediante la microscopia de intervalos y posterior montaje en video se ha
observado como adquieren su morfologia las células, y se ha estudiado la dinamica

celular en los cultivos.

Se ha observado que las células con morfologia redondeada, que en la
observacion directa del cultivo parece que no tienen casi actividad, tienen los nacleos

en constante movimiento, tanto rotacional como traslacional.

También se ha constado la condensacion del citoplasma que acontece durante la

mitosis y cambios morfoldgicos no asociadas a la mitosis.
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4. CARACTERIZACION POR MARCADORES DE SUPERFICIE.

Fenotipaje.

El estudio de los marcadores de superficies se realizé6 cuando los cultivos estaban
en confluencia. En el estudio de los marcadores de superficie, (tabla 6), se ha
encontrado que la mayoria de las células no expresan marcadores hematopoyéticos
como el CD34, con un 946 * 1'9% de células negativas, y el CD45, con un 91°6 *

7"5% de negativas.

El CD13, aminopeptidasa N, se expreso en el 73 * 7% de las células. El CD14, el
CD15, marcador de células linfoides y el CD19, miembro de la superfamilia de las
inmunoglobulinas se han considerado de expresion negativa, siendo estas del 0°4%
del 1'6%, del 12 % y respectivamente, mientras que el CD29 lo expreso el 37 * 8,8 %

de las células.

El CD31, que se encuentra en células endoteliales y en las plaquetas, lo han
expresado el 57 = 9% de las células analizadas. EI CD44, el cual es una glicoproteina
involucrada en la adhesidén, migracion e interacciones célula a célula, solo se ha
expresado por el 7,9% de las células considerdndose su negativa su expresion. El
CD73 se han expresado por el 32 * 0'5% y el CD90 o Thy-1 que es un marcador
asociado a diversos tipos de células troncales y al proceso axonal de las neuronas, se

ha expresado por encima del 95%.

El CD105, (figura 75), solo se han expresado claramente positivo, por encima del
grupo control, por el 25°9% de las células, el resto de las células mostraban una
intensidad de fluorescencia por encima de 107 pero dentro de los rangos del grupo

control.
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CD13 +++

CD29 + + CD31 + +

CD49 (d)

CD54 CD79%.
CD55 CD80

CD59 CD117
CD73 + CD133
CD90 + + + CD144

CD105 +

Tabla 6. Marcadores de superficie expresados y no expresados por las hADSC,, en
negrita los requisitos imprescindibles que tiene que cumplir la célula para ser
considerada mesenquimal humana. Las filas blancas sefialan marcadores que no hemos
estudiado en las ADSC, de conejo. Las amarillas indican los positivos, la intensidad del
positivo se muestra por el tono y el n2 de +. Los negativos en verde con signo --.
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El CD166, una glicoproteina de tipo 1 miembro de la superfamilia de las

inmunoglobulinas, ha sido expresado por menos del 1% de las células.

__ Specimen_001-105 Specimen_001-105

10°
ol

vl

SSC-A

FSC-A o AL I a L e L L
10 n0° 107 10" 10°

FITC-A

Specimen_001-105

Experiment Name: Experiment_065
Specimen Name: Specimen_001
Tube Name: 105

Record Date: Dec 5, 2008 12:47:14 PM

$OP: Javier

GUID. 907a1b80-353f-424f-950b-0ba3df94ab52
Population #Events Y Parent

[H p1 1,079 420

ez 280 259

Figura 75. Citometria de flujo para el marcador CD105, solo una
parte de las células, 26%, lo expresan claramente positivo.

El 509 * 1"3% de las células han expresado el HLA-AB, mientras que menos del
1% han expresado el HLA-DR. El c-kit o CD117 es un receptor de membrana del SCF
(Stem cell factor), se ha comprobado su grado de expresion mediante la técnica de
inmunofluorescencia realizada sobre células cultivadas sobre cubreobjetos
introducidos en el cultivo y vision en microscopio. Se ha encontrado que algunas de

las células, una minoria, lo expresan, considerando negativa su expresion (Figura 76).
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Figura 76. A) ADSC que expresa e-kit, las células de su alrededor ape
se aprecian como sombras. B) Tras tefiir los nidensDAPI se observe
gran cantidad de ADSsque no expresan el c-kit.

5.- ESTUDIO DE LA PLURIPOTENCIALIDAD.

Se ha estudiado la capacidad de diferenciacién en diversos linajes, comprobando
que las ADSC, de conejo tienen una capacidad de diferenciacion pluripotencial. Se ha
demostrado que tienen capacidad de diferenciacibn hacia linaje osteogénico,

adipogénico, condrogénico y neurogénico.

5.1.- Diferenciacion osteogénica.

Siguiendo el protocolo indicado en material y métodos, se ha inducido la
diferenciacion osteogénica en 4 placas de 12 pocillos observando como las células, en
las fases iniciales de esta, modifican su morfologia mediante la emision de
prolongaciones citoplasmaticas que buscan el contacto con las células vecinas,

formando una especie de red.

Las células a la vez que se van diferenciando van proliferando, de manera que se

van cerrando los huecos de esta red y se forman una estructura en multicapa tipica,
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donde las células estan en confluencia. Esta esta perfectamente estructurada a los 25

dias de diferenciacion. (Figura 77)

Figura 77. Diferenciacion de las ADSs hacia linajeosteogénico. Ay B) /
los 5 dias. C) A los 7 dias las células prolifeyaran cerrando los huecc
D) Las células diferenciadas, a los 20 dias estaoefluencia y adoptan
disposicion tipica en multicaj

También se ha inducido la diferenciacion osteogénica formando bolas, en una
técnica desarrollada por nosotros, esta técnica nos permite tener un control, a simple
vista, del desarrollo del cultivo, ya que la matriz que forman las células es visible sin

necesidad del microscopio. (Figura 78).
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Figura 78. Diferenciacién osteogénica erola. A) Las masas esti
adheridas a los bordes de un fragmento de cubtesbf®) La bola est
adherida a la base de la pl:

Para comprobar la capacidad osteogénica de las ADSC; de conejo, estas se han
cultivado en medio de diferenciacion osteogénica durante 25 dias. La diferenciacion
osteogénica temprana en osteoblastos se caracteriza por la actividad de la enzima
fosfatasa alcalina, (ALP), que comienza a expresarse sobre el quinto dia de cultivo. Se
ha examinado la expresion de ALP, en el dia 10 de diferenciacion, mediante la prueba
citoquimica de tincion con sal de diazonio, encontrandose una alta expresion de ALP
en las células diferenciadas y no expresandola las ADSC;s indiferenciadas usadas

como control. (Figura 79).

Figura 79. A) Tincion positiva de ALP con sal de diazonio, Itskast
violet” al 10 dia de diferenciacién osteogénica. B) Alsindiferenciadas
empleadas como contrt
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Para evaluar la diferenciacion osteogénica, junto a la ALP, se han empleado otros
marcadores osteogénicos. Uno de estos es la formacidbn de matriz extracelular
calcificada. Esta se ha comprobado mediante la demostraciéon citoquimica de la
presencia de sales de calcio en el entorno de las células diferenciadas asi, mediante
la tincién con rojo alizarina (el cual reacciona con el calcio por quelacién formando un
compuesto birrefringente de color rojo), en 4 lineas celulares de ADSC; diferenciadas
en multicapa y 1 diferenciada en bola se ha constatado la presencia de sales de calcio.
También se ha comprobado la presencia de sales célcicas extracelulares mediante la
tincion de Von Kossa con el cultivo en monocapa, en esta se sustituyen los iones de
calcio por iones de plata, viéndose las sales de calcio, con las células en monocapa,

como zonas negras entre ellas. (Figura 80).

Figura 80. A) Tincion con rojo alizarina. B) Rojo alizarina gitivo
en cultivo en bola. C) Tincién de Von Kossa. D)cBhtrol negativo
no se tifie con la alizarir
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Resultados.

Otro marcador especifico osteogénico es la sintesis de proteinas de la matriz 6sea,
para que se produzca esta formacion es necesaria la activacion de los genes que

regulan su sintesis, y la formacion de su RNA,.

Se ha investigado, mediante RT-PCR, el nivel de RNA,, de la osteonectina y de la
proteina RUNX,, la cual es el factor de transcripcidn mas relevante en osteogénesis.
Como control enddgeno se ha utilizado la cuantificacion del RNA,, de la enzima

GAPDH, enzima glicolitica fundamental para el metabolismo celular.

Se ha realizado la evaluacion de 3 grupos de ADSCq:

1) Un grupo de control, con células indiferenciadas, en el cual los valores de
expresion de los marcadores estudiados se consideraron 1, expresando GAPDH y no

expresando osteonectina y RUNX,.

2) Otro grupo estaba formado por las células diferenciadas durante 15 dias.

3) Un tercer grupo constituido por células diferenciadas durante 25 dias.

Hemos hallado que la GAPDH tiene unos valores similares en los 3 cultivos,
mientras que la osteonectina y la RUNX, solo se encuentran aumentadas en los

cultivos de diferenciacion 6sea.

Los resultados obtenidos y su representacion grafica se muestran en la tabla 7.
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Resultados.

Osteonectina Runx2

GADPH normalizada normalizada

Diferenciada 2 | 1,183356 8,411787572 10,95385631

12

10

W Control

m Diferenciada 1

4 m Diferenciada 2

GADPH Osteonectina  Runx2 normalizada
normalizada

Tabla 7. Valores hallados en la RT-PCR y su representacién
grafica. Las células diferenciadas osteogénicas expresan los
mensajeros de la osteonectina y del RUNX,.

5.2.- Diferenciacién condrogénica.

La diferenciacion condrogénica se puede llevar a cabo mediante 2 técnicas, en una
de ellas las células forman una bola, micromasa, que se encuentra en suspension en
el medio de cultivo, en la otra técnica se forma un aglomerado de células que esta

rodeado por una multicapa de células en confluencia.
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Resultados.

La diferenciacién por la técnica de micromasa, en un tubo falcon, la hemos
realizado en 7 ocasiones, el problema que nos ha planteado ha sido la imposibilidad

de monitorizar el cultivo con microscopio de contraste de fases.

Otro inconveniente ha sido la dificultad de manejo de la bolita para la

comprobacion citoquimica de la diferenciacion.

Estos inconvenientes se han solventado llevando a cabo la diferenciacion en placa,
mediante la formaciéon de un conglomerado celular, esta técnica la hemos llevado a

cabo en 2 placas.

La morfologia de las células, cuando se observan al microscopio de contraste de

fases, solo se puede apreciar en las que estan en monocapa o en multicapa fina.

Estas presentan, cuando estan en confluencia, un aspecto de fibroblastos. En las
zonas donde las células estdn en mono capa, sin llegar a confluir, se aprecian las
morfologias particulares basicas del cultivo en placa, no habiendo observado
modificaciones morfolégicas respecto a los cultivos de células indiferenciadas. (Figura

81).

Figura 81. A) Agregado celular diferenciado condrogénico |ézlia sefiala ur
mitosis. B) Detalle con células en varias capatjal conglomeradc
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Resultados.

Las masas celulares condrogénicas presentan una matriz extracelular rica en
coldgeno y en proteoglicanos sulfatados, estos se puede detectar de forma especifica

mediante la tincién, en medio acido, con azul alcian.

El tinte no penetra en el conglomerado celular, por su densidad, pero si que tifie la
matriz extracelular formada cuando las células estan en multicapa alrededor del
conglomerado. Las células que se encuentran en la periferia, en monocapa, no forman

matriz extracelular y por lo tanto no se capta el colorante. (Figura 82)

Figura 82. A) Tincién con azul alcian de un cultivo condrogénien
placa, conglomerado central. B y C) Células entimaga rodeando
conglomerado central y células en mono capa. D) B&SC
indiferenciadas, control, no se tifien el azul alcian, se ven residuos
tinte.
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Resultados.

5.3.- Diferenciacion adipogénica.

En el proceso de diferenciacion adipocitica de las ADSCs que hemos realizado en
4 placas siguiendo el protocolo detallado en material y métodos, se observa que a
partir del octavo dia, en una fraccion de las células, comienzan a aparecer unas
gotitas en su citoplasma, estas corresponden a lipidos, que van aumentando, en
namero, hasta ocupar la mayor parte del espacio intracelular. Esta morfologia asemeja

a la de los adipocitos.

También hemos observado la presencia de células aisladas que presentan la
morfologia tipica de la sobreestimulacion celular. Una proporcién importante de
células, entre el 70% y el 85%, no sufre modificacion morfolégica significativa. (Figura

83).

Figura83. Ay B) ADSCscon diferentes concentraciones de vesiculas ligé
en su citoplasma. C) Cultivo de diferenciacion adipica. D) Tincion col
aceite rojo O, visibn de microscopia en campo cliue destaca las célul
tefiidas.
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Resultados.

La diferenciacion se ha comprobado mediante la tincién de las vacuolas lipidicas
con aceite rojo O, el cual es un lisocromo muy soluble en los lipidos y que no se une a
ninguna otra sustancia celular. Los lipidos se observan como gotitas rojas en el interior
del citoplasma, en algunas ocasiones han aparecido entre un 5% y un 15% de células

vacuoladas que no han captado el colorante. (Figura 84).

Figura 84. El aceite rojo O tifie claramente las ALs diferenciadas
a adipocitos. Se observan algunas células que rpassdorma:s
citoplasmaticas similares a la gotitas lipidicaomgie no se tifie

5.4.- Diferenciacion neurogénica.

Se han cultivado las ADSC, en medio neurogénico, a las 24 horas ya se evidencian
cambios morfoldgicos en las células, se ha observado como estas van condensando el
citoplasma, van emitiendo varias prolongaciones y van adquiriendo una morfologia

similar a la de las células nerviosas. En 3-5 dias la diferenciacion se completa, las
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Resultados.

células que se han diferenciado tienden a establecer contacto entre ellas, mediante
prolongaciones que semejan a dendritas y axones, formando una especie de red no
muy tupida. También se puede observar un alto porcentaje de células, 85%; que no

sufren ningun tipo de transformacion morfolégica. (Figura 85).

Figura 85. A) Inicio de la diferenciacion neurégena. B) La cé
adquiere morfologia tripolar. C, D, E, F y G). Lpslongacione:
tienden a contactar ya es perceptible la red foamaar las célula
diferenciadas. H) Células en distinto grado dereifeiacior
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Resultados.

Las células nerviosas producen ciertas proteinas caracteristicas. (Figura 86)

Nestina . Nestina

20.0 pm 200 pm

Tubulina [ Tubulina

Figura 86. Algunas ADS(cultivadas en medio neurogénico expre:
Ay B) nestina. C y D) Tubulinf lll. E y F) Protina gliofibrilar acida
la cual es caracteristica de los astrocitos. G .yBtiplasa especific
neuronal, esta es especifica de las neuronasras.
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Resultados.

Como se ve en la figura 86, mediante técnicas de inmunocitoquimica se ha
investigado la produccion de estas proteinas por parte de las ADSCs cultivadas en
medio, hemos encontrado que parte de las células diferenciadas expresan estas
proteinas. La nestina esté involucrada en el crecimiento del axén y se considera un
marcador de neuronas primitivas al igual que la tubulina Blll neuronal, la cual forma
parte del cito esqueleto de las neuronas neurogénico. La GFAP es un marcador de
astrocitos mientras que la enolasa neuronal especifica se considera un marcador de

neuronas maduras.

6. CRECIMIENTO EN MATRICES.

Una vez demostrada la pluripotencialidad de las ADSCs de conejo, debemos de

analizar los resultados de su crecimiento en distintas matrices.

Las matrices proporcionan el soporte para la viabilidad y proliferacion celulares. Se
ha evaluado la relacion que establecen las células con las matrices, su viabilidad y su

capacidad de proliferacion en los dos tipos de matrices desarrolladas.

Los resultados obtenidos en la matriz de fibrina autéloga, respecto al método de

siembra, han sido similares con los 2 procedimientos empleados.

En la matriz de fibrina las células adoptan una disposicién tridimensional. A la
observacién con el microscopio de contraste de fases, cuando hay una baja densidad
de células es dificil el distinguirlas, pues suelen adoptar morfologias de tipo alargado
gque se confunden con la estructura de la fibrina, conforme las células proliferan y van

confluyendo se pueden distinguir mejor. (Figura 87).

221



Resultados.

Figura 87. A) Las flechas blancas sefialan 2 células que seniiglas, las
flechas rojas sefialan 2 estructuras alargadassgupueden confundir cc
células. B) Al haber mayor densidad celular estasmecian mejor. L
flecha blanca sefala unaitosis, signo de que las células proliferan e

matriz.

Las células cultivadas en la matriz de fibrina autéloga se hacen facilmente visibles
mediante la tincion con azul de metileno, asi es mas sencillo confirmar su disposicion

tridimensional y su morfologia predominantemente alargada. (Figura 88)

Figura 88. Tincion con azul de metileno de las células e
matriz de fibrine
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Resultados.

Si el cultivo de ADSC; se observa con el microscopio confocal, tiiendo las células
mediante inmunocitoquimica con faloidina, se aprecia muy claramente que las células
estdn situadas tridimensionalmente dentro de la matriz y que estas tienden a
contactar. La morfologia celular se aprecia mucho mas clara que con los otros
métodos, encontrdndose que las células mantienen sus formas particulares basicas,

con la salvedad de que casi no se aprecian células de con morfologia redondeada.

Como con el microscopio confocal la fibrina de la matriz no interfiere la
observacion, se ha observado que muchas células tienen morfologia alargada, pero

otras muchas conservan formas rectangulares. (Figura 89).

Figura 89. Microscopia confocal. A) Las células predominarges
alargadas, se ven algunas con morfologia de rucho”, las flecha
blancas sefialan células donde se aprecia clararteemtisposicior
tridimensional. B) La forma predominante es rectdaug Se aprecia
como las células estan situadas a varios ni
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Resultados.

Cuando las células se cultivan en una matriz de hidroxiapatita compactada con
fibrina se presentan los mismos problemas a la observacion que en las matrices de
fibrina autéloga. Con microscopio de contraste de fases se ha observado la misma
morfologia alargada, aqui si se puede ver como se relacionan las células con la
hidroxiapatita de la matriz, las células emiten unas pequefias prolongaciones

citoplasmaticas que les sirven de anclaje sobre el mineral. (Figura 90).

Figura 90. Microscopia de contraste de faseslas células incluida
en una matriz de HA compactada con fibrina. A) flashas blanca
indican donde se encuentran las células en contactda HA. B) A
mayor aumento, la flecha muestra la forma comaéadas se ancla
a la matriz.

La observacion con microscopia confocal presenta la dificultad de captar la
hidroxiapatita, la cual pierde su aspecto natural, no obstante ilustra con mucho detalle
tanto la morfologia que presentan las células como la forma en que se relacionan con

la matriz, de este modo sirve para confirmar los resultados. (Figura 91).

Los resultados obtenidos muestran una integracion y proliferacion celulares

correctos en el interior de las matrices.
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Resultados.

Figura 91. A) Se aprecia el relieve de los granulos de HA, derc
blanco, y como una célula se ancla a ellos, fledilaacas. B) La
células, en la matriz, emiten prolongaciones @ndue se relacion:
con ella.

7. RESULTADOS “IN VIVO” EN EL MODELO ANIMAL.

7.1. De la cirugia de implantacion.

Se operaron 7 animales de experimentacion, provocando un total de 28 lesiones
femorales, de estos 1 murié en el postoperatorio, otro sufrié la fractura de un fémur,
curando con pseudoartrosis, por lo que las 2 lesiones de ese fémur se excluyeron del

estudio, (Figura 92), los otros 5 especimenes evolucionaron satisfactoriamente.

El resultado fue que se obtuvieron 22 lesiones aptas para el estudio, su

distribucion fue de:

5 lesiones tratadas con implantes de ADSC; diferenciadas osteogénicas + matriz

de HA/fibrina.
6 lesiones tratadas con ADSC; indiferenciadas + matriz de HA/fibrina.
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Resultados.

6 lesiones tratadas con relleno de hueso autélogo triturado.

5 lesiones que se dejaron sin tratamiento.

Figura 92. A) Rx de fémur con una fractura comp por
trefina a nivel de la lesion proximal. B) A los 8f&s se obsen
un gran callo de fractura, con pseudoartrosis. lezagp se
desech¢ para el estud

Las células de 3 constructos, uno de ADSCs diferenciadas y 2 de ADSCs

indiferenciadas se expandieron, en la matriz ya constituida, segun el procedimiento 1.

Las células de los otros 8 implantes celulares se expandieron y diferenciaron en
placa de cultivo y unas horas antes de la cirugia, tras varias series de lavados con

PBS, se sembraron en la matriz segun el procedimiento 2.

Para la realizacion de la cirugia los constructos se retiraron del incubador y se
llevaron al quiréfano, se realizaron las intervenciones y se guardaron restos de los

constructos, después estos restos se volvieron a colocar en el incubador. Los
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Resultados.

constructos con las células estuvieron en condiciones ambientales varias horas, por
este motivo al dia siguiente de las cirugias se procedi6 a la comprobacion de la

viabilidad de las células en los restos de los implantes.

7.2. Comprobacion de la viabilidad celular enlosi  mplantes.

Tras realizar la cirugia se tomaron los restos de los constructos y se colocaron en
placas de cultivo nuevas, se deshizo la matriz, frotando contra la placa, y se afiadié
medio de cultivo. Al cabo de unos dias se observé que aparecian células pegadas a la
placa y a los restos de la matriz, sefial inequivoca de que habia células vitales y con

capacidad de proliferacion en los restos de la matriz. (Figura 93).

Figura 93. Se observan varias AD entre los restos de
matriz, la fibrina esta degradadandose como un punteac
La flecha blanca sefiala una célula que contacta la
hidroxiapatita.
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Resultados.

Como resultado extraordinario, en un caso donde tras la cirugia los restos del
constructo fueron sometidos a calor, tardando mas de 8 horas en devolverlos al
incubador, se observé conservacion de la vitalidad de las células, pero estas tendieron

a unirse de forma semejante a un sincitio por fusion celular. (Figura 94).

Figura 94. A) Células flotando, células adheridas y célulesha blanca, qu
forman un agregado. B) Flechas blancas, las céfatasan un agregado y
adhieren a la placa. C) Células adheridas juntaspdaca. D) Flechas, célul
que parece que fusionan sus citoplasmas. E) Uatasdusionadas parece
células gigantes. F) Célula gigante con célulaspguece se estan fusionand

ella, flechas.
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Resultados.

7.3. Analisis radiolégico.

Se realizd6 estudio radiografico de 12 femures, 6 animales, inmediatamente
después de finalizar la cirugia y a los 30 dias de esta, tras sacrificar al animal. Las
imagenes fueron evaluados radiolégicamente por el mismo observador. Dos de las
radiografias se excluyerdn del estudio por presentar, en una placa, una fractura y en

la 2° radiografia un gran callo de fractura y pseudoartrosis. (Figura 95).

Figura 95. A) Rx tras la cirugia, se aprecia una fractura fiend)
Rx a los 30 dias, tras el sacrificio del animal,veeun callo de
fractura hipertrofico, se constato que se habiadymido une
pseudoartrosis.

22 radiografias se consideraron aptas para el estudio, 11 correspondian al

momento de la cirugia y otras 11 a los 30 dias de esta.

Se evalu6 si habia diferencia significativa entre las imagenes radiologicas de la
misma lesion el dia 1 y el dia 30. También se evaluo si habia mas evidencia

radiologica de curacion entre los distintos grupos.
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En el grupo donde no se tratd la lesién no se evidenciaron signos de curacion a los

30 dias.

En los 2 grupos tratados con los implantes bioldgicos surgio el problema de la
radiopacidad de la hidroxiapatita, la cual impidio observar signos claros de curacion,

tanto en el tiempo como entre los 2 grupos.

En el grupo tratado con hueso autologo triturado hubo pocas o nulas evidencias

radioldgicas de curacion. (Figuras 96. 97 y 98).

Figura 96. A) Rx tras la cirugia. B) F a los 30 dias. Las flech
amarillas indican una lesion que se dejo sin tregato. Las
flechas naranjas sefialan una lesion tratada corFibidda +
ADSC indiferenciadas. La proyeccion de las 2 Ryigsyente cor
lo cual se aprecia el efecto de desgmiento del objeto en |
visualizacion del construc

230



Resultados.

Figura 97. A) Rx el dia 1. B) Rx el dia 30. Flechas amari
implante con ADSs indiferenciadasFlechas verdes implante c
ADSC; diferenciadas. Se aprecia el desplazamiento detmligor
ser disthta la proyeccion radioldgica al hacer cada radifig

Figura 98. A) Rx el dia 1. B) Rx el dia 30. Las flechas anfas
sefialan una lesion tratada con hueso autélogofléasas verde
sefialan una lesion tratada con implante de célifesenciada:

osteogénicas.

231



Resultados.

7.4. Estudio histolégi co.

Se realiz6 el estudio histologico de las muestras obtenidas de los bloques
conteniendo los distintos tipos de tratamientos efectuados en las lesiones. La
obtencion de los bloques se realizo por observacion visual directa de los femures, tras
la extirpacion de las partes blandas. Con frecuencia se observé una fina menbrana
blanca que recubria las zonas lesionadas, esta se ha tefiido con tinta china para

orientar los cortes histologicos. (Figura 99).

Figura 99. Aspecto de tres fémures después de extirpar ldss|
blandas. Se aprecia, a simple vista, donde seaeat las lesione

En todos los casos, tras la fijacion y la obtencién de los cortes histologicos, se
realizé tincion con hemtoxilina y eosina. Se realizaron, mediante observacion en

microscopio éptico, dos tipos de andlisis:

7.4.1. Andlisis histologico comparativo.

En el grupo de lesiones que se dejaron sin tratamiento se encontro una reaccion
fibrosa cicatricial, en ocasiones desbordando los margenes de la herida, y no se

observaron signos de regeneracion ésea. (Figura 100).
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Figura 100. A) Reaccion fibrosa en una lesion sin tratamiehtoflecha
sefiala un resto de biomatd que contamin6 desde la lesidn adyacente
La reaccion fibrosa cicatricial desborda los limie la lesion. No ¢
aprecia ningun signo de regeneracion 6sea rea

En los 2 grupos tratados con matriz y células, a la observacién microscopica, no

se aprecio ninguna diferencia entre ellos.

En los 2 primeros casos, en los cuales se expandieron y se diferenciaron las
células en la matriz por procedimiento 1, apenas se encontraron signos de
regeneracion 6sea, apareciendo un infiltrado inflamatorio crénico con presencia de

células gigantes multinucleadas. (Figura 101).
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En los cuatro casos restantes se realizo la preparacién del constructo por el
procedimiento 2, en estos se encontraron signos de regeneracion 0sea y una
disminucion considerable de la reaccién inflamatoria. (Figuras 102 y 103). Mediante la
vision microscopica fue imposible distinguir los casos tratados con células

indiferenciadas de los tratados con células diferenciadas hacia linaje 6seo.
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Figura 101. Constructo de células indiferenciadas, formadogb
procedimiento . A) 2 particulas del biomaterial y compone
inflamatorio crénico. No se aprecia ningun signoregeneracior
B) Detalle de una particula de biomaterial con leslwgigante:
multinucleadas adheridas. Las flechas rojas indiglamfiltrado
inflamatorio y las flechas amarillas sefialan las células gig:
multinucleadas. Al realizar la preparacion se hapdendido e
tejido de las particulas, por este motivo aparessparadas di
tejido.
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Figura 102. Cortes histologicos de lesiones tratadas con raies
con ceélulas diferenciadas. A) Entre las particdilsbiomaterial hay
trabéculas 6seas neoformadas. B) Particula de ldéada de hueso
neoformado, la flecha roja sefiala una célula gegamiltinucleada. La
flecha negra muestra un osteoblasto a punto deftramarse en un
osteocito en una laminilla de hueso inmaduro can grelularidad,
todo esto es sefial de gran actividad osteoformad@jraHA rodeada
de hueso neoformado, este adquiere las formas atagude la HA,
signo tipico de hueso formado por osteoconducé&rlunto a la HA
se ve una trabécula con un frente de osteoblasts@os, hecho que
se aprecia por su forma cuboidea, flecha negra
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Figura 103. Cortes histoldgicos de lesiones tratadas con constructos de
células indiferenciadas. A) Las particulas de HA no estan rodeadas de
hueso, se ve hueso nuevo en los bordes de la lesién. B) Se ve mayor
formacion de hueso reactivo en los bordes, en el centro de la lesidn ha
guedado una zona de fibrosis. Algunas particulas de HA estan rodeadas
de hueso. C) Algunas particulas de HA y bastante hueso neoformado. El
recuadro amarillo se ve ampliado en D) Se ven tres particulas de Bio-Oss
englobadas en el hueso neoformado. Flechas negras

En el grupo tratado con hueso autdlogo se encontré una gran regeneracion 0sea,
con una celularidad muy aumentada, evidenciando osteoblastos activos, con
morfologia cuboidea, también se ha observado como van quedando incluidos en la
matriz osteoide. Se encontrd, en algunas zonas, bastante hueso de tipo reticular,
inmaduro, asi como en otras se observé la formacion de varias lineas de osificacion.

Estas zonas se hicieron muy evidentes en la vision con la luz polarizada. (Figura 104).
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Figura 104. Cortes histolégicos de lesiones tratadas con hueso autélogo. A) Se
aprecia una gran regeneracion 6sea, no se distinguen los bordes de la lesion. B)
hueso regenerado en varias fases, se observan con nitidez las lineas de aposicion
Osea. C) La imagen de B vista con luz polarizada, se aprecian zonas con lineas de
osificacién paralelas, signo de hueso maduro, junto con lineas muy
desorganizadas, hueso reticulado, tipico del hueso inmaduro neoformado. D)
Formacidn de una laminilla dsea, se aprecian lineas de osificacidn, osteocitos y
zonas de osteoide con células precursoras osteoblasticas y osteoblastos
parcialmente incluidos en el osteoide, al que van calcificando, estas zonas estan
sefialadas por las flechas negras. E) Se ha establecido un puente dseo que une
los dos borde de la lesién, por encima queda un resto de tejido cicatricial
fibroso. F) Se ve en detalle la zona recuadrada en negro en la imagen E. Se
aprecia tejido dseo con abundante celularidad y actividad regeneradora, por
encima se ve el grosor del resto fibroso.
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Tras realizar el andlisis histoldgico comparativo se procedio a realizar:

7.4.2. Andlisis histomorfologico.

El analisis histomorfologico se ha llevado a cabo en tres de los cuatro tipos de
lesiones, se ha descartado el grupo de las lesiones sin tratamiento por ser muy

evidente en el analisis histologico la ausencia de regeneracion 0sea.

Se ha realizado el recuento de osteocitos y osteoblastos en: 5 lesiones tratadas
con constructos de ADSC; diferenciadas osteogénicas; 6 lesiones tratadas con hueso
autodlogo triturado y 6 lesiones tratadas con constructos con ADSC; indiferenciadas. El
recuento del nimero de células 6seas se realizd en un area de 1,57 mm?. Se eligieron
estas areas en funcion de la concentracion celular observada, seleccionandose la
zona de mayor concentracién celular en cada una de las preparaciones. (Figura 105).

El mismo operador selecciono las areas y realizé el contaje.

Figura 105. Aspecto a 40 aumentos de 3 dareas de contaje celular. A)
Corresponde al grupo de hueso autdlogo. B) Se trata de una de las
preparaciones del grupo de constructos con ADSC, indiferenciadas. C)
Corresponde a un corte histolégico de una lesidén tratada con un constructo
con ADSC, diferenciadas a linaje osteogénico.
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Los datos obtenidos en los distintos recuentos fueron tabulados, (tabla 8 ), y
seguidamente se agruparon en una Unica serie, ordendndolos por rangos, los

resultados se tabularon. (Tabla 9)

Se considerd hipétesis nula el que no existia diferencia significativa entre las 3
muestras. Las sumas de los rangos de cada grupo, Ri, R, y Rs; fueron

respectivamente, 86, 30 y 37.

GRUPO | GRUPO 2 GRUPO 3
Hueso autdlogo ADSC Indiferenciadas ADSC Diferenciadas
493 387 139
467 356 437
625 113 106
393 83 95
459 325 364
547 124

Tabla 8. Los resultados de los distintos recuentos de células 6seas en cada
grupo. No se incluyé el grupo de sin tratamiento.
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GRUPO | GRUPO 2 GRUPO 3
15 10 6
14 8 12
17 4 3
11 1 2
13 7 9
16 5

Tabla 9. Se han ordenado conjuntamente, en una Unica serie, los rangos de todos los
datos obtenidos. Se asignd el rango 12 al valor mas pequefio (83) y el rango 172 al
valor mayor (625). Aunque se ordend en conjunto se respetd la pertenencia de cada
valor a su grupo correspondiente.

Se aplico el estadistico del analisis de la varianza de Kruskal-Wallis.

12k R}
H= > -3 (N+1)
N(N+1) j=1 n

Siendo N= n° de rangos.
R= suma rangos de cada grupo.

n=suma elementos de cada grupo
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Se ha hallado un valor de H de 12,23, el cual es mayor que 9,21 que es el x* al
nivel de confianza del 1% para 3-1 grados de libertad. Por consiguiente se considero
gque habia diferencia significativa entre las 3 muestras. Aplicando la prueba de la U de
Mann-Whitney se investigb en que grupo o grupos radicaba la diferencia hallada, los
grupos se tiene que comparar por parejas, asi se ha comparado el grupo | con el 2, el
1 con el 3y el2con el 3, habiendose encontrado que esta diferencia significativa entre

los grupos es debida al grupo I, los tratados con hueso autélogo.
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Discusion.

La ingenieria del tejido 6seo requiere la combinacion de factores osteoinductivos,
células osteoprogenitoras, una matriz que de soporte a las células y un adecuado
aporte sanguineo (Vacanti, 2006). Es aqui donde las células troncales pueden jugar un

papel fundamental.

1. ADECUACION DEL TEJIDO ADIPOSO DEL MODELO DE
EXPERIMENTACION.

En la actualidad el tejido adiposo se encuentra en el punto de mira de los

investigadores , debido a que es una fuente de células troncales muy atractiva por:

1) La poca morbilidad que produce su extirpacion, la cual se puede realizar bajo

anestesia local.

2) Lo sencillo del procedimiento de obtencién de sus células estromales, segun el

protocolo de disgregacion enzimatica descrito por la Dra. Patricia Zuk en 2001.

3) El buen ratio de células troncales que presenta.

En este trabajo de investigacion se ha demostrado que del tejido adiposo de los
conejos albinos New Zealand es posible obtener una fraccion celular con capacidad de
diferenciarse en diversos linajes mesodérmicos y ectodérmicos, de manera similar a lo

gue acontece con la obtenida del tejido adiposo de diversos mamiferos.

La mayoria de las investigaciones realizadas se han centrado en las células
obtenidas de la grasa humana, asi Zuk y cols., han empleado lipoaspirados humanos,
en 2001 y 2002, para aislar, definir y caracterizar a las células troncales obtenidas de
la grasa. En 2003, se ha planteado su utilizacidon en terapia génica, o que abre una
nueva linea en las terapias celulares (Morizono y cols., 2003).
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Se ha sugerido y demostrado la pluripotencialidad de estas células (Xu y cols.,

2005).

Mitchell y Mcintosh, ambos del grupo de investigacion del Dr. Gimble, han
realizado sendas investigaciones sobre el inmunofenotipo y la inmunogenicidad de las
hADSC; habiendo sido publicados los resultados de ambos trabajos en 2006 en Stem
Cells. Recientemente, en 2010, Yu y cols., también perteneciente al grupo del Dr.

Gimble, ha presentado sus resultados en la caracterizacion de estas células mediante

andlisis de RNA, y citometria de flujo.

También han sido objeto de investigacion las células madre obtenidas de modelo
murino, asi se comunico la capacidad de diferenciacion neurogénica de las ADSC,

murinas (Safford y cols., 2002; Safford y cols., 2004).

Zheng y cols., en 2006 han investigado sobre la capacidad de diferenciacion “in
vitro” e “in vivo” de las células mesenquimales de la grasa de raton demostrando que
“in vitro” se diferenciaban facilmente a linaje cartilaginoso y 6seo, pero “in vivo” su

capacidad para regenerar hueso y musculo era limitada.

Existen numerosos estudios realizados con las células obtenidas de la grasa de
diversos mamiferos como el caballo, el perro y el cerdo. Schwars y cols., han
publicado 2 estudios en 2011. En uno analizan y comparan la capacidad de
proliferacion y diferenciacion de las células estromales de la grasa en un medio
suplementado con SBF y en un medio que contiene el sustituto de SBF UltroserG. En
el otro han estudiado la viabilidad celular en una matriz de hidrogel de agarosa

disefiada para la implantacion “in vivo”.

Se ha notificado un estudio comparativo del comportamiento de las ADSC; y las

bMSC; porcinas obtenidas de 3 cerdos castrados (Kim y cols., 2010).
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Lopez-Laguna y cols., en 2011, han marcado con Oxido de hierro en
nanoparticulas las ADSCs de 10 ovejas de la raza assaf, seguidamente han
comprobado su capacidad de diferenciacion y posteriormente las han implantado en la
tibia siguiéndolas mediante resonancia magnética, han comprobado que las células
marcadas se diferenciaban igual que las no marcadas y ademas se podian rastrear,

con resonancia magnética, una vez implantadas.

Se ha comparado la capacidad de diferenciacién condrocitica y el fenotipo de las

ADSC; humanas, de oveja y de conejo (Martinez-Lorenzo y cols., 2009).

Respecto a las ADSC de conejo, Peptan, Hong y Mao en 2006, de 3 conejos
albinos New Zealand obtuvieron tejido adiposo subcutaneo e intraabdominal, aislaron
las ADSC; de las distintas muestras de grasa y las diferenciaron osteogénicamente
comparando el grado de diferenciacion alcanzado segun el origen de la muestra de
grasa, concluyeron que las ADSC; provenientes de grasa intraabdominal alcanzaban
mayores niveles de diferenciacion osteogénica. Por el contrario, en 2011, se ha
comunicado un estudio comparativo entre la capacidad de proliferacion y
diferenciacion de las ADSC, provenientes de la grasa obtenida en 3 regiones
anatomicas diferentes, intraabdominal, interescapular e inguinal subcutanea, de
conejos albinos New Zealand, concluyendo que con la grasa subcutanea de la regién

inguinal se obtiene la mayor tasa de éxito (Chen y cols., 2011).

El conejo también se ha empleado como modelo quirdrgico en terapia con ADSC..
Pieri y cols., en 2010, han realizado regeneracion 6sea vertical, de lesiones en la
calota, con hidroxiapatita y ADSC, en diferentes concentraciones, seguida de la
colocacion de implantes de titanio y posterior medida del nivel de oseointegracion.
También se ha comparado, en 12 conejos, la capacidad de curacion de lesiones

tibiales no tratadas, tratadas con hidroxiapatita, tratadas con ADSC; y tratadas con
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hidroxiapatita y ADSCs (Girolano y cols., 2011). Los resultados de estos trabajos los

contrastaremoos con los nuestro mas adelante.

El conejo albino New Zealand es un animal relativamente facil de conseguir a un
coste razonable, debido a su tamafio no presenta problemas de manipulacién y
ademas posee un tejido adiposo de facil acceso. Estos datos junto a los que antes
hemos citado, para confirmar la obtencion de células trocales del tejido adiposo de los
mamiferos, validan la adecuacion del tejido adiposo de nuestro modelo de

experimentacion.

2. RENDIMIENTO CELULAR DEL TEJIDO ADIPOSO DE CONEJO.

Hemos observado que el rendimiento, considerado como n°® de células por gramo
de grasa, que hemos obtenido, por medio de la disgregacion enzimatica del tejido

adiposo de conejo, es inferior a los reportados en la literatura cientifica.

Esta diferencia pensamos que es debida al momento en que se realiza el recuento,
en nuestro caso el recuento se realiza siempre inmediato a la obtencion de las células,

justo antes de realizar la siembra del cultivo primario.

Otro dato que consideramos muy importante es que en nuestro procedimiento de
obtencion de las células, eliminamos los adipocitos y lisamos los eritrocitos. Estas
células si no se eliminan antes de realizar los recuentos celulares los aumentan de

forma notable.

Hemos constatado una gran disparidad en los resultados publicados, tanto en el
ratio de células/ unidad de grasa, como en el momento de realizar el contaje. De esta
manera en 2001 Zuk y cols., comunicaron la obtencién de 2-6 x 10° células en 300 ml

de lipoaspirado humano, lo que equivale a un promedio de 1,3 x 10° células/ml. En su
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procedimiento aplica cloruro aménico para lisar los eritrocitos, pero al dia siguiente
lava el cultivo primario para eliminarlos, no especifica el momento del recuento ni el n®

de lipoaspirados procesados.

De 3 mujeres sometidas a liposuccion se comunico la obtencién de un promedio
de 12,5 x 10° cel./300 ml, sin especificar el procedimiento de obtencién ni el momento
del recuento (Hattori y cols., 2004). Si que especifican el momento del contaje Yu y
cols., quienes en 2010 publicaron los resultados obtenidos en una serie de 63 mujeres
sometidas a liposuccién, comunicando un promedio de 375 * 142 x 10° cel./ml,

realizando el recuento celular al 4° dia de cultivo.

Cuando la obtencién del tejido graso se realiza por medio de lipectomia los
resultados en humanos son mas homogéneos. En un estudio realizado con una
poblacion de 3 pacientes sometidos a lipectomia abdominal, en el cual se correlaciono
el rendimiento celular de la grasa con el indice de masa corporal, se obtuvo un valor
promedio de 8,6 * 1,4 x 10* cel./gr., el recuento se realizé a las 24 horas de la siembra

de las células (Halvorsen y cols., 2001).

En una investigacion, sobre la capacidad de las ADSCs humanas de producir
sustancia osteoide cuando se implantan en ratones atimicos, se comunic6 el
rendimiento del lipoaspirado en grs., obteniendo 70 x 10° cel./gr., a las 24 horas de la

siembra (Hicok y cols., 2004).

Se ha publicado el rendimiento de 10 muestras, de entre 5 y 10 gr. de grasa
obtenida de ovejas assaf adultas, realizando el contaje inmediatamente antes de la
siembre del cultivo primario, el valor promedio hallado ha sido de 172 * 132 x 10°
cel./gr. (Lépez-Laguna y cols., 2011). En un estudio en 3 especies, 5 conejos, 5
ovejas y 4 humanos, se ha encontrado un rendimiento celular de 0,7 x 10°, 0,39 x 1O6y

0,3 x 10° cel./gr. grasa, respectivamente. Los autores obtuvieron la grasa, de las
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ovejas, de los conejos y de 3 humanos, mediante lipectomia de la almohadilla grasa
retrorrotuliana (grasa de Hoffa). La del 4° humano, incluido en el estudio, se obtuvo por
lipectomia de la cadera. No se ha especificado el momento del contaje, pudiendo ser
este hecho, unido a la diferencia en la cantidad de grasa de conejo utilizada,
(retrorrotuliana versus interescapular), en su procedimiento respecto al nuestro, la

causa de la discrepancia con nuestros resultados.

En lo que respecta al rendimiento celular, cuando se obtienen las células a partir
del cultivo de explantes, no es posible establecer la discusion debido a la ausencia de
publicaciones sobre este procedimiento, pensamos que la posible causa es el pobre
rendimiento obtenido, en cuanto a rapidez, comparado con el conseguido mediante el

procedimiento de disgregacion enzimatica.

3. PROLIFERACION CELULAR DEL CULTIVO.

Las ADSs de conejo, sembradas en medio de expansion, proliferan facilmente,

adhiriéndose al sustrato de la placa formando una monocapa.

En ningln caso hemos apreciado la formacion de colonias, a diferencia de lo que
puede suceder en otras especies como la porcina, modelo en el que, tanto las ADSC,
como las bMSC;, se ha visto que proliferan formando colonias, las cuales
posteriormente confluyen, siendo mas numerosas las formadas por las ADSCs (Kim 'y
cols., 2010). Pensamos que el hecho de no formar colonias nuestros cultivos se debe,
por lo menos en parte, a la densidad de siembra y al homogenizar la suspension

celular en el momento de la siembra.

Esta facilidad de proliferacion también se ha visto en las células provenientes de otras

especies como en la equina, en la cual se ha estudiado la capacidad de proliferacién
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utilizando medio suplementado con SBF y medio con un sustituto de este (Schwarz y
cols., 2011) y en las células obtenidas del tejido adiposo canino, cuando se expanden

en un sustrato de hidroxiapatita coralina (Cui y cols., 2007).

El tiempo de duplicacién de la poblacién celular, considerado como valor promedio
de dos de nuestros cultivos, hallado ha sido de 2,5 * 0,4 dias, equivalente a 60 * 9,6
horas, tiempo ligeramente superior al comunicado en 2001 por Halvorsen y cols.,
quienes encontraron un tiempo de duplicacion de entre 45 y 56 horas para ADSC,
humanas cultivadas en medio de expansion, cuando el medio fue suplementado con

dexametasona y thiazolidina el tiempo de duplicacion aumento hasta 127 horas.

Por otro lado nuestro tiempo coincide con el descrito en la expansion de las ADSC;
de 20 pacientes humanos en los que se realizaron los cultivos con 10 lotes diferentes
de SBF y se calculo el tiempo de duplicacion desde el pase 1 hasta el pase 13, 165
dias, (Zuk y cols., 2001). Se han comunicado tasas de proliferacién parecidas en
ADSC; de diferentes especies, en el estudio de Schwarz y cols., comparando la
proliferacién y la capacidad de diferenciacion en cultivos suplementados con SBF o
suplementados con UltroserG, un sustitutivo del SBF, se encontr6 un tiempo de
duplicacion de la poblacion de ADSC de 48 a 68 horas para las de origen canino, de

54 a 65 horas para las porcinas y de 54 a 70 horas para las equinas.

Para las obtenidas del tejido adiposo de oveja se ha comunicado que confluyen en
9 dias, con una tasa de expansion media de 4 veces por placa, sembrando a una
densidad, en placas de 24 pocillos, (2 cm®/pocillo), de 5 x10° células por cm? (Lopez-
Laguna y cols., 2011). También se ha visto, en cultivos llevados hasta el pase 10 que
las de origen ovino proliferan mas rapido que las humanas y las de conejo hasta el

pase 3, igualandose después su tasa de proliferacion (Martinez-Lorenzo y cols., 2009).

249



Discusion.

Cuando reducimos el porcentaje de SBF con el que suplementamos el medio de
cultivo hemos encontrado que disminuye la tasa de proliferacién, no consiguiendo
duplicar la poblacién celular cuando las concentraciones de SBF en el medio de cultivo
son del 1,25% y del 2,50%. Si el medio de cultivo lo suplementamos con un 5% de
SBF el tiempo de duplicacion celular aumenta hasta 4,21 dias o lo que es lo mismo a

101 horas.

Se han realizado diversos estudios para evaluar la capacidad de proliferacion de
las ADSC, cuando se expanden en medios en los que se sustituye el SBF por otros
suplementos. En 2007 se publico el primer estudio de la proliferacion de ADSC, en un

medio con 3 condiciones de cultivo diferentes:

12, el medio se suplemento6 con 10% de SBF.

22, se suplemento con un 10% de suero humano homologo del grupo AB, AB-HS.

32, con un suplemento del 10% de plasma rico en plaquetas, PRP, activado con

trombina humana y al que se afiadié heparina para evitar la coagulacion.

Las células expandidas en AB-HS y en PRP mostraron un mayor ratio de
proliferacion, en especial las expandidas con PRP, que las expandidas con SBF. No
obstante los autores aconsejan el uso del suplemento AB-HS, pues los resultados del
PRP pueden estar aumentados por el uso de la heparina y de la trombina

(Kocacoemer y cols., 2007).

Por otro lado, en la universidad de Tempere, en Finlandia, se ha llevado a cabo un
estudio comparando la proliferacion de las ADSCs humanas cuando se expanden en
un medio de cultivo suplementado con suero humano homologo, alloHS, a unas

concentraciones del 5%, 10%, 15% y 20% respectivamente, frente al mismo medio
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suplementado con 10% de SBF, encontrando que a los 7 dias de cultivo solamente el
medio con un 20% de alloHS consiguié un ratio de proliferacion comparable al

obtenido con el SBF al 10% (Lindroos y cols., 2010).

Las ADSC; de origen canino y equino proliferan mejor en un medio suplementado
con SBF al 10% que en mismo medio suplementado con UltroserG, por el contrario las
de origen porcino mostraron el mismo ratio de proliferacion con ambos suplementos

(Schwarz y cols., 2011).

Nosotros, a la vista de nuestros resultados, hemos considerado que el patron mas
predecible para la proliferacion de las ADSCs de conejo es el SBF al 10%. Solamente
hemos empleado suero autélogo, sin fines de expansion de la poblacién, en la

preparacion de los constructos previa a la cirugia.

4. ESTUDIO MORFOLOGICO.

Cuando la poblacion celular esta en confluencia presenta una citomorfologia
alargada, similar a la de los fibroblastos, presentando diversas morfologias cuando se
encuentran en niveles bajos de confluencia. Los factores que determinan la morfologia
particular de cada ADSC, en el cultivo en baja confluencia, no son del todo conocidos
(Kocacoemer y cols., 2007), aunque pueden responder a variaciones en el entorno

celular.

Nosotros hemos comprobado que modificando el sustrato de asiento de las
células, como sucede al rayar la placa de cultivo, se influye en la morfologia, y en la
distribucion espacial las células. Este hecho ha sido recientemente confirmado, en
2012, por las investigaciones de Abdul Kafi y cols., sobre la adhesion y proliferacion

celulares sobre 3 distintos sustratos artificiales. También la modificaciéon del modo de
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adhesion al sustrato puede iniciar diversas vias de sefializacion (Zhong y Rescorla,

2012).

Todas las ADSC; de conejo presentan unos rasgos morfoldégicos comunes como
son el poder emitir prolongaciones transitorias de la membrana plasmética, el mostrar
unos nucléolos muy marcados en diferentes momentos del ciclo celular, el encontrar
un porcentaje significativo de células binucleadas y el concentrar los organulos
celulares agrupados alrededor del nucleo, resultados que estdn de acuerdo con los

gue mostraron Roura y cols., en 2006.

Sin embargo en nuestro estudio un grupo de células, con morfologia redondeada,
sufre minimas modificaciones en su forma durante las distintas circunstancias del
cultivo, este hecho junto a la observacion mediante microscopia de intervalos del
desplazamiento que sufren los nucleos de estas células, puede sugerir que en el
cultivo no se tenga una poblacion celular homogénea, hecho que también han

sugerido Prunet-Marcassus y cols., en 2006.

También hemos constatado que las modificaciones extremas del medio ambiente
del cultivo, como por ejemplo su sobreestimulacion, pueden originar cambios en la
citomorfologia como ya describieron Kocacoemer y cols., en ADSCs humanas en cuyo
medio de cultivo se habian afadido heparina y trombina humanas (Kocacoemer y

cols., 2007).

En nuestro trabajo, a partir de las observaciones microscopicas, hemos clasificado
las formas que adoptan las células, en cultivo a baja confluencia, en 5 formas béasicas
definidas: triangulares; cilindricas o rectangulares; en C; redondeadas y tripolares. En
lo referente a la morfologia de las ADSCs, en los cultivos estaticos, no hemos
encontrado un estudio detallado de las variaciones morfoldgicas, si hemos encontrado

pequefias descripciones morfolégicas, como en el estudio de Kocacoemer y cols., en
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2007, sobre la sustitucion del SBF como suplemento del cultivo, en el cual describen
formas redondeadas y en huso. Se concreta, un poco mas, en las morfologias de
estas células en el trabajo sobre el marcaje celular para seguimiento con resonancia
nuclear, llevado a cabo en 2011 por Lopez-Laguna y cols., en el cual se describen
formas bipolares, tripolares y redondeadas. No obstante en la observacion de las
imagenes y videos que acomparfian a diferentes publicaciones hemos comprobado la
presencia de las formas morfolégicas descritas por nosotros (Mizuno, 2003;

Kocacoemer y cols., 2007; Lindroos y cols., 2010; Lopez-Laguna y cols., 2011).

5.- FENOTIPADO DE LAS ADSCs.

Respecto a la identificacion de esta poblacién celular mediante marcadores de
superficie, fenotipado, a pesar de que todavia no se ha encontrado un marcador
especifico definitivos que permita identificar a una célula como célula troncal
mesenquimal (Lin y cols., 2010), si que existe consenso entre los investigadores sobre
los prerrequisitos fenotipicos minimos que deben de darse en las células troncales
mesenquimales humanas. Estos comprenden la expresion de los marcadores CD73,
CD90, CD105, la ausencia de los marcadores hematopoyéticos CD34 y CD45 y la no

expresion del HLA-DR y de CD117 6 c-kit (Dominici y cols., 2006).

En el presente trabajo, se ha procedido al fenotipado en los pases 4, 5y 10, de las

ADSC; de 3 conejos.

El nivel de expresion del CD13, aminopeptidasa, hallado en nuestras células esta
en ratios comparables a los encontrados en ADSC; humanas, en las cuales aumenta
desde un 79% de positivos en el pase 1 hasta valores cercanos al 96% en el pase 5
(Mitchell y cols., 2006). También coincidimos con lo reportado en los marcadores
CD14 y CD19, tanto nuestras células mesenquimales del tejido adiposo de conejo
como del de humano son negativas para el CD14 y el CD19 (Mclntosh y cols., 2006).
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El CD31 es un marcador de células endoteliales que también se encuentra en las
plaguetas, y que no se expresa en ADSC; humanas, ovinas y de conejo (Zuk y cols.,
2002; Martinez-Lorenzo y cols., 2009). No obstante Mitchell comunica que en la
fraccion vasculoestromal y en el pase 1 hasta un 20% de ADSC; humanas lo
expresan para después negativizarse, volviendo a expresarse, hasta un 20%, en el
pase 5. En nuestras células se ha expresado en un 60%, pensamos que esto puede
ser debido a la presencia de células endoteliales en el cultivo o bien a que se haya
producido diferenciacion celular espontanea hacia linaje endotelial, hechos que han
sido descritos por Planat-Benard y cols., en cultivos semisoélidos (Planat-Benard y

cols., 2004).

Nuestras células apenas han expresado, menos del 5 %, el marcador de superficie
CD 34, este se ha considerado un marcador fiable de los precursores de los tejidos
hematopoyéticos y vasculares, asi como una importante molécula de adhesion, no
obstante se sabe poco sobre su funcibn exacta. Nuestro resultado estd en
concordancia con lo comunicado para las mesenquimales de origen humano, en
células mesenquimales humanas se ha descrito que se expresa en pases tempranos
del cultivo para desaparecer su expresion a partir del pase 3 (Glimbe y cols., 2007). Su
expresion se ha reportado con gran variabilidad, expresandose en las células del
cultivo primario y no en pases posteriores (Varma y cols., 2007). Se ha descrito la
existencia de variaciones en el fenotipo de las células mesenquimales en funcién de la
especie estudiada (Peister y cols.,, 2004). Asi Peister y cols., comunicaron que las
MSC de 5 cepas de ratdn expresaban CD34, Sca-1 y VCAM-1 (CD106), mientras que
las humanas y las de rata no los expresaban. En otro trabajo tampoco se expresa,
coincidiendo con nosotros, el CD34 en las ADSCs humanas, ovinas y de conejo

(Martinez-Lorenzo y cols., 2009).
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El marcador CD45 se considera un marcador hematopoyético, en nuestro estudio
mas del 91% de las células fueron CD 45, dato que coincide con practicamente la

totalidad de los autores (Zuk y cols., 2002; Lee y cols., 2004; Mclintosh y cols., 2006).

Nuestro resultado en la expresion del CD73 es discordante con todas las
comunicaciones, asi su expresidn se notifica muy positiva en las mesenquimales
humanas, mientras que en otras especies, CoOmo oveja y conejo, su expresion se ha
encontrado claramente negativa, por debajo de 5,5% y del 2% respectivamente

(Martinez-Lorenzo y cols., 2009).

Nuestro resultado del 32% difiere claramente del 2% comunicado por Martinez-
Lorenzo y cols., para las mesenquimales de conejo. Pensamos, como comentamos
anteriormente que la discrepancia puede ser debida al distinto volumen y localizacion
del tejido adiposo del que se han obtenido las células, esta misma argumentacion
justificaria el hecho de que, los citados autores, encuentren solo un 40% de células

CD90"en las ADSC;de conejo.

Respecto al CD 90, marcador de diversos tipos de células, entre ellas las trocales
mesenquimales, coincidimos con la expresion unanime de su positividad en las células
mesenquimales, tanto derivadas de la grasa como de la médula 6sea, unanimidad que
es semejante a la comunicada para la negatividad del marcador hematopoyético CD
45 de todas las especies revisadas (Zuk, 2002; Peister, 2004; Lee, 2004; Mitchell,

2006).

También hemos encontrado concordancia entre nuestros resultados y los
notificados en mesengquimales humanas respecto a la negatividad del marcador HLA-
DR, lo que sugiere que estas células no tiene capacidad antigénica, dato a tener en

cuenta a la hora de poder realizar injertos heterdlogos (Schéffler y Buchler, 2007)
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En lo que concierne a otro antigeno leucocitario de histocompatibilidad, el HLA-AB,
Mcintosh y cols., comunicaron, en 2006, que las ADSCs humanas son positivas, por
encima del 90%, en todos los pases, nosotros o hemos encontrado positivo en la
mitad de las células mesenquimales de la grasa de conejo, atribuyendo esta diferencia

a la variabilidad entre especies.

El CD105 o endoglina, es una glicoproteina de membrana que es componente del
receptor del TGFgz que, para la mayoria de los autores, se expresa en un alto
porcentaje de las células mesenquimales humanas (Zuk y cols., 2002; Bieback y cols.,
2008; Maumus y cols., 2011;), y para otros autores se expresa de forma variable,
oscilando entre el 42% y el 70% de positivos (Mitchell y cols., 2006). El nivel de
expresion encontrado por nosotros, 26% de positivos, estd en concordancia con lo
obtenidos por Martinez-Lorenzo y cols., en conejo y oveja, con la salvedad de que en
nuestro caso la citometria indica que casi toda la poblacion lo expresa pero solamente
el 26% lo expresa por encima del grupo control, este hecho podria sugerir la existencia

de dos poblaciones celulares.

Expresiones muy variables se ha encontrado en el CD116, el cual es expresado
por las células mesenquimales ovinas y humanas por encima del 70% y 90%
respectivamente mientras que en nuestro trabajo lo han expresado menos del 1% de
las células, dato que coincide con lo reportado por Martinez-Lorenzo y cols., para las

ADSC; de conejo.

El c-kit lo hemos analizado mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta
con las células fijadas sobre la placa de cultivo. Este marcador es un receptor
transmembrana del SCF que es expresado por las células troncales hematopoyéticas,
las células pluripotenciales y las células intersticiales de Cajal entre otras (Junquera y

cols., 2007). Apenas se ha expresado en las mesenquimales del conejo, dato que
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coincide con lo publicado en la literatura cientifica. No obstante se expresan, por

encima del 80%, en las mesenquimales ovinas (Martines-Lorenzo y cols., 2009).

Todos estos datos no llevan a pensar que existe una gran variabilidad en el nivel
de expresion de los marcadores de superficie, entre distintas especies e incluso dentro
de una misma especie, segun lo expandida que haya sido la poblacion celular o la
zona de obtencion de la grasa (Bieback y cols., 2008). Incluso, a la vista de los
resultados respecto al CD31, al HLA-AB y a la Endoglina, no deberiamos descartar la
existencia de mas de una poblacion celular en nuestro cultivo, como han sugerido
algunos autores (Planat-Benard y cols., 2004; Roobrouck y cols., 2008). Estas
poblaciones celulares provendrian de los tejidos vasculares y de los restos de sangre

presentes en la grasa.

6. ESTUDIO DE LA CAPACIDAD DE DIFERENCIACION.

Las células mesenquimales obtenidas del tejido adiposo, al igual que las obtenidas
de la médula ésea (Pittenger y cols., 1999), pueden diferenciarse “in vitro” en
multiples tipos celulares mesodérmicos, como adipocitos, condrocitos, osteocitos y

miocitos (Gimble y Guilak, 2003).

Se ha publicado que los cultivos de ADSCs, bajo condiciones especificas, son
capaces de cruzar la linea germinal del mesodermo y diferenciarse a células de tipo
neural (Kang y cols., 2004) y epiteliales (Trottier y cols., 2008), propias de la capa
embrionaria del ectodermo. No obstante, como vamos a discutir seguidamente, hay
autores, como Phinney y Prockop que dudan de esta supuesta pluripotencialidad,
atribuyendo la supuesta pluripotencialidad a errores en la evaluacién de las diversas
series de proteinas reguladoras que expresan las células mesenquimales (Phinney y

Prockop, 2007).
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6.1. Diferenciacion osteogénica.

Desde los estudios de Pittenger y cols., sobre la diferenciacion de las células
mesenguimales adultas, se acepta que la adicion al medio de cultivo de suplementos,
necesarios para la formacion y la mineralizacion de la matriz extracelular 6sea “in
vivo”, como el 4cido ascorbico y la 1, 25, dihidroxicolecalciferol junto a una fuente de
fosfatos organicos como el glicerofosfato-p produce la diferenciacion de las células
hacia osteoblastos, expresdndose esta diferenciacion con la formacion de

hidroxiapatita (Pittenger y cols., 1999).

Se han comunicado otras sustancias que inducen esta diferenciacion, asi Cheng y
cols., en 1994, diferenciaron células estromales obtenidas de la médula ésea humana
hacia osteoblastos suplementando el medio con dexametasona. También Na y cols.,
en 2007, suplementando un cultivo de ADSCs; de conejo con BMP, lograron su
diferenciacion a osteoblastos. Por el contrario Zuk y cols., en 2011, demostraron que la

BMP2 no influye en el grado de diferenciacion osteogénica de las ADSCs humanas.

En nuestro trabajo hemos conseguido la diferenciacién osteogénica mediante la
adicibn al medio de cultivo de dexametasona, ascorbato-fosfato, 1, 25,
dihidroxicolecalciferol y glicerofosfato-B, la eleccibn de estos suplementos se ha
debido al hecho de ser los que mejores resultados obtienen en la diferenciacion de
células mesenquimales de distintos origenes y de distintas especies segun la revision

publicada en 2007 por Duplomb y cols., en Stem Cells.

La diferenciacion temprana de estas células hacia osteoblastos inmaduros se
caracteriza por la actividad de la enzima fosfatasa alcalina, esta es frecuentemente
usada, junto con la expresion de otros marcadores especificos osteogénicos, como

indicador de osteogénesis. (Zuk y cols., 2001). En nuestro estudio, la actividad de la
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ALF se ha comprobado mediante la prueba citoquimica de la tincién de los naftoles

con Fast Blue B Salt.

La capacidad de mineralizacion de la matriz extracelular por los osteoblastos se
puede evaluar “in vitro” mediante la tincion de Von Kossa o mediante la tincién con rojo
alizarina (Duplomb y cols., 2007). Nosotros hemos comprobado, mediante las pruebas
anteriormente citadas que las ADSC; de conejo diferenciadas a linaje éseo expresan
fosfatasa alcalina y forman una matriz extracelular con depdsito de sales calcicas,

hechos que siguiendo a Zuk y cols., en 2001, sugieren la diferenciacién osteoblastica.

Los principales factores de transcripcion que intervienen en el proceso de
osteogénesis son Osterix (Cao y cols., 2005) y Cbfa-1, también llamado Runx,, el cual
activa al gen promotor de la osteocalcina y regula la expresion de la mayoria de los
genes de las proteinas constitutivas de la matriz 6sea, como la sialoproteina 6sea, la

osteopontina y el colageno tipo | (Komori, 2008).

Nosotros mediante RT-PCR hemos detectado, en las células diferenciadas
osteogénicamente, la presencia de los RNA,, de la osteonectina y del factor de
transcripcién Runx,, lo que implica que sus genes se estan expresando. No obstante
la presencia del RNA,, no implica que se produzca necesariamente la diferenciacién
(Phinney y Prockop, 2007), pero si que es un dato relevante si se considera junto a los

citados anteriormente.

Asi podemos afirmar con seguridad que hemos logrado la diferenciacién
osteogénica de nuestras células, pues estas presentan actividad de la ALP, expresan
los genes del factor de transcripcion Runx, y de la proteina de la matriz 6sea
osteonectina y forman una matriz extracelular con evidentes signos de calcificacion,
como hemos demostrado por las tinciones de Von Kossa y con rojo alizarina. La

formacion de esta matriz extracelular, con depdsitos de hidroxiapatita, ha sido
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especialmente evidente en la técnica, desarrollada por nosotros, de diferenciacion en

bola.

En nuestro trabajo el grado de diferenciacion observado asi como el tiempo
necesario para conseguirlo ha sido similar al comunicado para las ADSCs humanas.
Estas expresan claramente calcificacién a los 21 dias de comenzar la diferenciacion

(Zuk y cols., 2001).

Hicok y cols., en 2004, estudiaron el grado de diferenciacion osteocitica, en ADSCs
humanas, los dias 7, 14 y 21 comprobando que ya el dia 7 se expresaba ALP y al 14
comenzaba la mineralizacién de la matriz extracelular siendo muy evidente el dia 21.
En células porcinas Kim y cols., llevaron la diferenciacién hasta el dia 28, encontrando
una matriz ya mineralizada a partir del dia 21. Schwarz y cols., han comunicado ratios
de diferenciacion similares, en ADSC, caninas y equinas, cuando se diferencian en un

ambiente a 37°C o a T° ambiente.

6. 2.- Diferenciacion condrogénica.

La diferenciacion de las células mesenquimales al linaje condrogénico se realiza
por la adicion al medio de cultivo de varios factores solubles, como son el TGFj, las
BMPs, la dexametasona y el IGF-I, existe controversia respecto a sus distintas
combinaciones, asi se ha demostrado la sinergia en la diferenciacién condrogénica de

la mezcla del TGF-B y el IGF-I (Mobasheri y cols., 2009).

Existe unanimidad en considerar al TGF-B como el factor fundamental en la
diferenciacion condrogénica, Mrugala y cols., en el afio 2008, comunicaron la
diferenciacion a condrocito de células mesenquimales ovinas solo con la adicion del
TGF-B, siendo estos capaces de reparar lesiones cartilaginosas. También se ha

utilizado la asociacion del TGF- con la dexametasona, afiadiendo al medio de cultivo

260



Discusion.

ITS, en la diferenciacién condrogénica (Pittenger y cols., 1999; Zuk y cols., 2001). Xu y
cols., en 2005, describieron el procedimiento de diferenciacion empleando TGF-$ e

ITS, sin afiadir dexametasona.

En nuestro estudio hemos empleado un medio de induccion comercial que
contiene la combinacion de TGF-B y dexametasona, afiadiendo nosotros el
suplemento ITS al medio, el motivo de nuestra eleccidén ha sido la alta predictibilidad

del procedimiento, como se demostrd por Zuk y cols., en 2001.

Hemos realizado la diferenciacién mediante dos procedimientos:

El primero ha sido el procedimiento de uso habitual, descrito por Pittenger y cols.,
en 1999, mediante la formacion, en un tubo falcon, de micromasas en suspension.
Con este procedimiento hemos obtenido unas micromasas con forma redondeada a
partir del 2° dia de diferenciacion, estas no han aumentado ostensiblemente de
volumen durante el procedimiento. Este dato es contradictorio con lo descrito por Zuk y
cols., en 2001, en su procedimiento las micromasas iban aumentando de tamafio
durante el proceso de diferenciacién. El motivo de esta discrepancia de resultados
podria imputarse tanto a la diferencia de especies como al medio de cultivo utilizados.
Nosotros hemos empleado a-MEM con células de conejo mientras que Zuk y cols.,

emplearon DMEM con células humanas.

El segundo ha sido el procedimiento de cultivo de alta densidad en placa, en
contra de la afirmacion de que no se puede inducir la diferenciacion condrogénica en
cultivos en monocapa (Zuk y cols., 2002). Nosotros hemos obtenido unos agregados
celulares, adheridos a la placa, con la mitad del tamafio de las obtenidas por la técnica
anterior. Hemos empleado, en esta técnica, de DMEM como medio de cultivo, estos
resultados coinciden con los comunicados por Schulze-Tanzil y cols., cuando describio

el procedimiento en 2002. Este menor volumen puede ser debido a la disminucion de
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la tasa de agregacion celular en este procedimiento, que suele ser la mitad respecto a
la del procedimiento de micromasas, el cual favorece la condensacion celular, aspecto

esencial de la diferenciacion condrocititica (Zuk y cols., 2001).

La diferenciacion condrocitica se manifiesta por la formacion de una matriz
extracelular rica en colageno de tipo Il y en proteoglicanos, conteniendo condroitin-4-
fosfato, que se unen formando grandes moléculas como el agrecan. Estas se hacen

evidentes mediante la tincion, en medio acido con el Azul Alcian (Leey cols., 2004).

Las células mesenquimales de conejo cultivadas en medio de diferenciacion
condrogénico, han formando una matriz extracelular, con forma de bola, que contiene
proteoglicanos sulfatados, como hemos demostrado mediante la tincién con el Azul
Alcian, esta la hemos podido realizar facilmente, sin tener que recurrir a la inclusién en
parafina y realizacién de cortes con micrétomo, gracias al método de diferenciacion en

placa.

Los resultados obtenidos, tanto en la forma de los cultivos como en la composicion
de la matriz extracelular sugieren que se ha producido la diferenciacion hacia linaje

condrocitico de las ADSC, de conejo.

6.3.- Diferenciacion adipogénica.

La diferenciacion adipogénica de las ADSC,, tanto humanas como murinas, ha
sido muy bien documentada (Zuk y cols., 2001; Gimble y Guilak, 2003), esta se
caracteriza por la aparicién, en un porcentaje significativo de las células, de mudltiples
gotas lipidicas intracitoplamaticas que se tifien con el aceite rojo O, este se considera

un tinte especifico de los lipidos.
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Ademéas se ha demostrado la capacidad, por estas células diferenciadas, de
secretar leptina, lo cual es una propiedad distintiva de los adipocitos maduros
(Halvorsen y cols., 2001). También se ha comprobado, en estas células diferenciadas,
la sobreexpresién del ligando de la proteina 4 acida grasa y del receptor y del
receptor-activador de la peroxina, expresdndose en mayor grado, este ultimo
marcador, cuando la diferenciacién se lleva a cabo suplementando el medio con suero

humano homélogo en vez de con SBF.

El suero humano homoélogo parece que induce la diferenciacion espontanea de las
ADSC;, ya que también se ha observado la sobreexpresion del citado marcador en los
cultivos de control negativo de la diferenciacion, ademas de haberse observado
diferenciacion adipogénica espontanea en cultivos con medio de induccién

osteogénica y suero humano homélogo (Lindroos y cols., 2010).

La distribucion intracitoplasmatica de las gotitas lipidicas se ha mostrado con gran
variabilidad, asi Zuk y cols., en 2001, comunicaron que a partir del dia 14 de induccién,
se habian diferenciado el 42% de las células del cultivo, presentando estas células del
90% al 98% de su citoplasma ocupado por la gotas lipidicas, si el cultivo se prologaba
por encima de 24 dias las células no aumentaban su grado de diferenciacion sino que

se despegaban de la placa y morian.

Kim y cols., en 2010, observan gotas lipidicas, en ADSCs porcinas, al 2° dia de
comenzar la diferenciacion, comprobando que se tifien con aceite rojo O y que
expresan adipofilina, un marcador temprano de la diferenciacion adipogénica. A los 14
dias de diferenciacion encontraron un 50% de células diferenciadas, las cuales
presentaban un 70 % de su citoplasma ocupado por gotas lipidicas, si el cultivo se
prologaba hasta los 28 dias de diferenciaciéon las células no se despegaban y se
diferenciaban el 100% de las células, ocupando los lipidos el 80% del citoplasma.

Estos autores sugieren que en el cultivo existen células con distinta sensibilidad al
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medio adipogénico, también han comunicado que observan cambios en la morfologia
celular al comienzo de la diferenciacion adoptando formas redondeadas, poligonales y

estrelladas.

En nuestro trabajo hemos observado, coincidiendo con Kim y cols., desde una sola
gotita lipidica intracitoplasmatica, hasta todo el citoplasma ocupado por ellas, también,
al igual que el grupo Zuk, hemos encontrado gotas que no se han tefiido con el aceite

rojo O.

El porcentaje de células diferenciadas, en nuestro caso, ha oscilado entre el 15-
30%, observando que algunas se han diferenciado manteniendo la misma forma que
poseian en estado indiferenciado. Estas observaciones nos inducen a pensar que las
células mesenquimales de la grasa del conejo se diferencian a adipocitos en menor

proporcién que las de otras especies.

Un dato llamativo ha sido la presencia, en el cultivo, de hasta un 15% de células
con la morfologia tipica de la sobreestimulacion, esto junto a las observaciones
anteriores nos lleva a pensar que no solo pueden haber en el cultivo células con
diferente sensibilidad al medio adipogénico, sino que es posible que haya distintas

subpoblaciones celulares, con diferente capacidad de diferenciacion a adipocitos.

6.4.- Diferenciacion neurogénica.

El proceso de diferenciacion neurogénica de las ADSCs humanas fue descrito por
Zuk y cols., en el afio 2002, la autora describi6 como el cultivo, de las células
mesenquimales, en medio neurogénico provoca rapidas modificaciones en la
morfologia celular. Asi entre la 1% y 92 horas de induccion se apreciaban cambios

citomorfoloégicos en un rango de entre el 10% y el 70% de las células.
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Estos cambios son similares a los que nosotros hemos observado en las ADSC;
de conejo, consistiendo en retraccion o pérdida citoplasmaticas, en la condensacion
del citoplasma alrededor del nucleo y en la aparicion de prolongaciones ramificadas,
conformando todos estos cambios un aspecto similar al que presentan las células

neurales.

Zuk y cols., comunicaron que en 9 horas ya se habia conseguido la diferenciacion
neurogénica, la cual mantenian hasta una semana utilizando un medio de

mantenimiento de progenitores neurales, cuya composicion no cita.

Nosotros hemos hallado células que se diferencian a los 3 y 4 dias de iniciada la
induccién neurogénica, el motivo de esta discrepancia de resultados se podria achacar
al hecho de que en nuestro experimento no hemos empleado ningin medio de
preinduccion y hemos mantenido el suplemento neurogénico durante todo el tiempo de

cultivo.

Kang y cols., en 2004, diferenciaron las células mesenquimales obtenidas de la
médula 6sea y de la grasa de monos Rhesus, en su procedimiento utilizaron como
inductores neurogénicos el FGF bésico, el BDNF (factor neurogénico derivado del
cerebro) y el EGF, este suplemento lo suministraron de 4 a 7 dias, observando
cambios morfolégicos similares a los que hemos encontrado en nuestro procedimiento
de diferenciacioén. El grado de diferenciacion que comunicaron fue muy alto, superior al
70% muy alejado, de nuestro discreto 10% de células diferenciadas. En nuestra
opinién este alto grado de diferenciacion conseguido fue debido a su procedimiento de
diferenciacion, ya que, hacen una seleccion previa, de las células a diferenciar,
mediante un cultivo de alta densidad, escogiendo las células que proliferan formando
de manera espontdnea acumulos celulares redondeados, fijados a la placa o que
estan flotando, que ellos consideran neuroesferas, las células asi seleccionadas se

llevan a otra placa donde procede a la induccion neurogénica.
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Se han publicado resultados similares a los nuestros, en cuanto a los cambios
morfolégicos, en células mesenquimales humanas y murinas, expandidas en un medio
de preinduccion suplementado con EGF y con FGF, el cual aumenta la diferenciacion,
para después diferenciarlas suplementando el medio con &cido valproico e
hidrocortisona, los cambios morfolégicos se observaron a las pocas horas de

comenzar la diferenciacién (Safford y cols., 2004).

Las células que diferenciamos a linaje neural expresaron de forma discreta,
nestina, tubulina Blll, enolasa especifica neuronal y proteina gliofibrilar acida,
marcadores de neuronas y células gliales tipo astrocitos. Zuk y cols., comunicaron
que, mediante técnicas de inmunofluorescencia, RT-PCR y western blot, las células
mesenquimales humanas diferenciadas expresaban NSE y nestina y no expresaban la
GFAP ni la proteina 2 asociada a los microtubulos (MAP-2), concluyendo que tras el
proceso de diferenciacion se obtenia un cultivo de células precursoras de las neuronas

(Zuk y cols.,, 2002).

Por el contrario se ha comunicado que las células mesenquimales de monos
Rhesus expresan un 43% de nestina, un 53% de MAP-2,, y un 55% de GFAP (Kangy

cols., 2004).

Safford en su trabajo de 2004 encontrd, mediante tincibn inmunocitoquimica y
western blot, la expresion de nestina, GFAP y filamento intermedio N en las células

mesenguimales murinas y humanas diferenciadas neurogénicamente.

Esta disparidad en los resultados, que incluye a los nuestros, pensamos que se
debe a la diversidad de procedimientos de diferenciacion empleados, los cuales

provocarian distintas tasas de diferenciacion.
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La diferenciacion neurogénica de las células mesenquimales no esti exenta de
controversias. Se ha comunicado que los cambios producidos en la citomorfologia,
durante el proceso de diferenciacion, podrian ser debidos a la retraccion del
citoplasma por roturas de la red de actina, asi los antioxidantes y los agentes que
aumentan el AMP ciclico provocarian este efecto induciendo a la morfologia neural,
ademas inducirian la expresion de varias proteina neurales con la nestina, la GFAP y

la tubulina Bl (Neuhuber y cols., 2004).

Lu y cols., en 2004, demostraron que la exposicibn a agentes causantes de estrés
celular puede inducir un fenotipo neural en las células mesenquimales, en los
fibroblastos y en los queratinocitos. Esta observacidn coincide con nuestra descripcion
de los cambios morfolégicos que se producen en las ADSC, de -cultivos
sobreestimulados. Estudios de microarrays han demostrado que los genes que se
activan en las células mesenquimales diferenciadas a neural son diferentes a los que

se observan activos en las células nerviosas (Choi y cols., 2006).

Los resultados que hemos obtenido en el estudio de la capacidad de diferenciacion
de las células mesenquimales obtenidas de la grasa de conejo son coincidentes con el
consenso existente sobre, como minimo, la multipotencialidad de las células

mesenquimales.

Este consenso desaparece cuando se postula su pluripotencialidad, hay autores
que en absoluto dudan de ella (Kang y cols., 2004; Seo y cols., 2005; Timper y cols.,
2006; Wagner y Ho, 2007; Trottier y cols.,, 2008; Asti y cols.,, 2010; Zuk, 2010),
mientras que otros las cuestionan (Ko¢ y Lazarus, 2001; Jiang y cols.,, 2002),
atribuyendo las observaciones descritas a artefactos en los procedimientos de cultivo
(Neuhuber y cols., 2004; Schaffler y Buchler, 2007), o a fendmenos de fusion con
células de otras estirpes presentes, en el tejido adiposo, en el momento de la

obtencioén de la poblacion celular (Spees y cols.,, 2003).
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Se ha planteado el que entre la poblacién celular aislada pudiese existir algun tipo
celular pluripotencial procedente de los tejidos vasculares, ya que es seguro que al
triturar la grasa también se deshacen los pequefios capilares que indudablemente
irrigan al tejido adiposo, llegando a proponer un origen vascular de las células

mesenqguimales (Lin y cols.,, 2010).

También se ha postulado que en determinadas circunstancias las células
mesenquimales podrian expresar marcadores de células de origen ectodérmico
porque derivarian de células troncales mesoteliales a través del mecanismo de la
transicion epitelio-mesenquimal, (EMT), similar al que acontece en los mamiferos

durante la formacién del mesénquima embrionario primitivo (Phinney y Prockop, 2007).

A pesar de la disparidad de criterios respecto al origen y capacidad de
transdiferenciacion de las células mesenquimales, por los resultados que hemos
obtenido en la diferenciacion celular sabemos que contamos con una poblacion celular

vélida para pasar a la fase de experimentacion “in vivo”

7. CULTIVO EN MATRICES.

Actualmente, el tratamiento de los defectos del tejido éseo se basa sobre todo en
la implantacién de diversos tipos de injertos, siendo los injertos de hueso autélogo el
patron de oro, el hueso autélogo aventaja al homologo en su histocompatibilidad y en
no ser vehiculo de transmision, al receptor, de nuevas patologias, no habiendo sido
superados sus resultados con otros tipos de injertos, como comprobaron Samartzis y
cols., en 2005, en su estudio sobre los resultados de la artrodesis cervical en 65

pacientes.

268



Discusion.

Desde los trabajos de Langer y Vacanti en 1993 hasta la actualidad, se han
propuesto gran cantidad de biomateriales para su uso en la ingenieria de tejidos, de
este modo, en la ingenieria del tejido 6seo se estan utilizando materiales poliméricos
naturales o sintéticos; materiales ceramicos naturales o sintéticos; materiales
compuestos y vidrios bioactivos (Jones y cols., 2010). Estos materiales deben de
poseer unas propiedades mecanicas similares a las del hueso, al menos hasta la
regeneracion de este, tiene que ser biocompatibles y biodegradables, porosos, como
minimo deben de ser osteoconductores y ademas debe de haber una
biodisponibilidad abundante a un coste razonable (Frohlich y cols., 2008; Jones y cols.,

2010).

La fibrina es una proteina polimérica, insoluble en medio acuoso, que se origina a
partir del fibrinégeno plasmatico formando una red tridimensional, esta red de juega un

papel fundamental en el proceso de curacion de las heridas.

“In vitro”, Gardin ha comunicado en 2011 que las ADSC; y las células troncales
epiteliales obtenidas de 7 pacientes han proliferado y se han diferenciado a linajes
neurales en matrices de fibrina y de acido hialurénico, no habiendo encontrado

diferencias en la capacidad de proliferacion y diferenciacion entre ambas matrices.

“In vivo”, se ha evaluado la vitalidad de ADSC, de raton diferenciadas a adipocitos,
al implantarse en ratones mediante constructos de fibrina y de matrigel. Se ha
comunicado que la matriz de fibrina ha sido muy efectiva en la supervivencia celular,
més de 28 dias, después de su trasplante, no hallandose diferencia significativa entre
los resultados hallados en la matriz de fibrina y los encontrados con el matrigel, matriz

comercial ampliamente contrastada (Aoyagi y cols., 2011).
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Estos datos son coincidentes con nuestros resultados en cuanto a la proliferacién y
mantenimiento del cultivo de las ADSC; de conejo en fibrina autéloga y validan su uso

“in vivo”.

Nosotros hemos demostrado que las células mesenquimales penetran en la matriz
de fibrina aut6éloga formada, adoptando en su interior una distribucion tridimensional y
que proliferan dentro de la matriz, lo que nos permite afirmar que los nutrientes del

medio de cultivo pueden difundir entre los filamentos de la matriz de fibrina.

El hueso se puede considerar como un material compuesto natural, formado por la

mezcla de una red de polimero y de un mineral (Jones y cols., 2006).

La parte mineral del hueso esta formada por ortofosfatos célcicos que cristalizan
formando la hidroxiapatita, (HA), esta es un material ampliamente usado en clinica
para la regeneracion 6sea por su elevada biocompatibilidad y su similitud con la
estructura 6sea, Pjetursson y cols., en su excelente articulo de revision sobre la tasa
de éxito en la cirugia de osificacion parcial del suelo sinusal encontraron que en mas
del 70% de los 839 articulos revisados se habia utilizado hidroxiapatita, sola o

mezclada con hueso autélogo, como material de injerto (Pjetursson y cols., 2008).

Un problema asociado al uso de bloques de HA en regeneracion ésea es que se
produce una buena regeneracion en la periferia del bloque y una nula regeneracién en
el centro, esto hecho se ha tratado de paliar mediante la creacion de canales
alineados en el constructo sin variar el tamafio de los poros. Estos canales no han
alterado las propiedades de resistencia del material y han aumentado la tasa de

penetracion celular “in vitro” (Rose y cols., 2004).

Una manera muy comun de solucionar este problema es mediante el empleo,

ampliamente difundido en la préctica clinica, de HA particulada (Pjetursson y cols.,
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2008). Este procedimiento es el que hemos utilizado en nuestro trabajo. De esta
manera hemos compactando las particulas de HA con fibrina aut6loga, hemos
demostrado que las células en esta nueva matriz han mantenido su tasa de viabilidad

y conservado su capacidad de proliferacion.

Asi hemos observado, tanto con microscopia de contraste de fases como con
microscopia confocal, que las células se han relacionado con la superficie de la

hidroxiapatita a través de prolongaciones citoplasmaticas.

El hecho de utilizar un material autélogo, que participa en los procesos de
curacion 6sea “in vivo”, junto con un biomaterial cuya eficacia clinica estd ampliamente
testada nos asegura que la matriz asi constituida sera totalmente compatible cuando

se implante “in vivo”.

Se han comunicado resultados similares a los obtenidos por nosotros, en lo que
concierne a la formacion de la matriz, en un estudio donde se compar6 la capacidad
de osificacién “in vivo”, en la calota de 134 ratas, de una matriz de HA coralina con
plasma rico en plaquetas y células mesenquimales de médula 6sea, con la de una
matriz de acido polilactico con plasma rico en plaguetas y células mesenquimales de
médula 6sea (Kretlow y cols., 2010). La diferencia con nuestro procedimiento radica en
gue nosotros empleamos un plasma obtenido previamente y conservado refrigerado,
con lo cual las plaguetas ya estan lisadas en el momento de la activacion, ademas no

hemos empleamos trombina para activar el fibrindgeno.

Podemos concluir que hemos disefiado una matriz que complementa las
cualidades de la HA y de la fibrina autéloga, y en la que, a diferencia de las reportadas
en la literatura cientifica, las células en el momento de la siembra no se ven

influenciadas por ningun factor de sefializacion proveniente de las plaquetas.
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8. IMPLANTACION EN EL MODELO ANIMAL.

Una vez que comprobamos que las células mesenquimales obtenidas del tejido
adiposo de conejo eran capaces, “in vitro”, tanto de diferenciarse osteogénicamente
como de anidar y proliferar en la matriz de experimentacion, procedimos a la

implantacién celular en el modelo de experimentacion animal.

Se han reportado diversas técnicas de ingenieria de tejido 6éseo “in vivo”.

Se ha descrito la implantacion de matrices cerdmicas, compuestas por un 65% de
HA y un 35% de fosfato tricalcico 3, en lesiones cilindricas femorales, de 21 mm de
diametro, en 12 perros, en 4 casos las matrices se sembraron con bMSC
indiferenciadas, en otros 4 se implantaron sin células y en otros 4 casos se dejaron las
lesiones sin tratamiento. En el estudio histolégico no hubo regeneraciéon en los casos
sin tratar, en los casos tratados la regeneracion fue mayor en los que se implantaron
células mesenquimales de médula Osea, no obstante el buen resultado, la
regeneracion solo penetr6 3,14 mm como maximo en el constructo (Bruder y cols.,

1998).

Ya hemos comentado que este era uno de los inconvenientes del empleo de
bloques cerdmicos, en nuestro caso la compactacidon con la fibrina nos permite

asegurar el flujo de nutrientes al interior del constructo.

En 2009, Matsushima y cols., compararon la capacidad de producir osificacién “in
vivo” de 2 matrices, una de HA y la otra de fosfato tricalcico 8, sembradas con bMSC,
humanas, diferenciadas “in vitro” a osteoblastos e implantadas, durante 8 semanas, en
el tejido subcutaneo de 7 ratas atimicas, se encontrd osificacion ectdpica en todos los
casos, comprobando mediante microtomografia computarizada que el grado de

osificacion era mayor en las matrices de hidroxiapatita. Se concluyé que las matrices
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de ceramicas de fosfatos célcicos mantenian la capacidad osteogénica de las células

diferenciadas al implantarse en zonas ectopicas.

Recientemente se ha comprobado la eficacia, de un novedoso hidrogel sintético
llamado RAD 16, en la capacidad de sustentar la diferenciacion osteogénica “in vitro” y
la osificacion ectépica “in vivo”, para esto se diferenciaron “in vitro” bMSC de rata
wistar en mas de 200 matrices de RAD 16. Posteriormente se confeccionaron
constructos de RAD 16 con o sin HA, incluyendo las células diferenciadas a
osteoblastos y se implantaron en el tejido subcutaneo de las ratas, a las 4 semanas se
evaluaron los implantes, observando més proliferacion de osteoblastos y células
sanguineas y mas expresion de los RNA,, de ALP, OPN y OCN en los implantes con
RAD 16 + AH que en los de RAD 16 solo. En ninguno de los 2 tipos de implantes se

observo mineralizacién ectépica (Ozeki y cols., 2011).

La utilizacion de hidrogeles ya ha sido reportada con anterioridad, asi Vacanti y
cols., en 2001, comunicaron como, mediante ingenieria de tejido 6seo, habian formado
una falange dista,l en un paciente de 36 afios que la habia perdido en un accidente
laboral, implantaron un constructo de HA coralina con forma de falange,
inmediatamente después le inyectaron, en el interior de la matriz, 20 x 10° células
troncales autdlogas obtenidas del periostio y seguidamente encapsularon el
constructo con un gel de alginato calcico. A los 3 meses el paciente volvio a trabajar,
en 28 meses recuperd parcialmente la sensibilidad en el dedo. Mediante una biopsia

observaron la formacion de hueso en el interior de la matriz y su neovascularizacion.

Otra opcion empleada ha sido el modificar genéticamente las ADSCs; humanas,
para inducirles a la formacion de BMP-2, e implantarlas, mediante matrices de
coldgeno e hidroxiapatita, en fracturas completas femorales producidas en ratones

atimicos, los implantes de ADSC; productoras de BMP-2 lograron curar las fracturas,
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mientras que en el grupo de HA y colageno sin células no hubo reparacion (Peterson

y cols., 2005).

También se ha empleado la BMP-2 impregnando el constructo, de este modo se ha
descrito por investigadores de la universidad de Tampere y Helsinki el primer caso de
reconstruccion maxilar humana mediante un constructo de fostato tricalcico B,
disefiado a medida del defecto, empapado de BMP-2 y con ADSC; que previamente se
habia implantado en tejido muscular para lograr su microvascularizacion y calcificacion
ectopica , tras lograr estas se ha fijado al maxilar mediante un colgajo pediculado,

(Mesimaéki y cols., 2009).

No obstante hay autores que ponen en cuestién la utilidad de la induccion de las
ADSC; con BMP-2. Asi se trataron durante 8 semanas defectos femorales en ratas
atimicas mediante constructos con un 70% de AH compactada con un 30% de PLA,
con o sin ADSC; humanas y con diferentes concentraciones de BMP-2 recombinante.
En los resultados se encontré que la asociacion ADSC¢/BMP-2, independientemente
de la concentracion de BMP-2, no mejoraba la capacidad de osificacion respecto al

empleo de la BMP-2 sola (Chou y cols., 2011).

Seguidamente se ha evaluado la via de sefializacion de la diferenciacion
osteogénica en ADSC; humanas tratadas con BMP-2, con o sin la adicion
dexametasona en el medio de diferenciacion, encontrando que no se producen
cambios en los niveles de fosforilacion de Smad 1/5/8, tampoco se activaron 3
factores de transcripcion, dix3, dIx5 y osterix que se incluyen en la via que sefaliza la
BMP-2, de estos hechos, junto al resultado de la experimentaciéon “in vivo”
anteriormente citada, los autores sugieren que la diferenciacion osteogénica de las

ADSC; podria no estar influenciada por la BMP-2 (Zuk y cols., 2011).
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Otra forma de aplicacion ha sido mediante la combinacion de terapia celular e
ingenieria de tejido 6seo, de este modo, Tadokoro y cols., en 2009, comunicaron un
caso de hipofosfatasia, una rara enfermedad hereditaria que afecta a la fosfatasa
alcalina no especifica de tejido, en un bebé de 3 meses. Se trataron las lesiones
localizadas mediante la implantacion de constructos de HA con las MSC;,
diferenciadas a osteoblastos, obtenidas de la médula 6sea paterna y expandidas “in
vitro”. Al mismo tiempo se realizé la perfusion sistémica de una mezcla de MSCq
indiferenciadas y diferenciadas. En un principio el tratamiento fracaso, se retiraron los
constructos y se realiz6 una segunda perfusion sistémica de las células, entonces el
paciente mejoré. El estudio histolégico de los constructos retirados mostro la presencia

de osificacién de novo originada tanto de las células del padre como de las del bebe.

Las matrices de fibrina se han utilizado “in vivo”, asi en 2004, Lendeckel y cols.,
comunicaron la curacion de lesiones 0seas, refractarias al tratamiento convencional,
en la calota de una nifia de 7 afios, mediante la implantacion, en las lesiones, de una
matriz de fibrina sembrada con una mezcla de MSC; y ADSC; autblogas y estabilizada

con una membrana de regeneracion reabsorbible y un colgajo de tejidos blandos.

También se ha evaluado la posible incidencia en la osificacion, “in vivo”, de los
constructos de fibrina/HA y células progenitoras humanas procedentes del cordén
umbilical. De este modo, se utilizd un constructo de particulas de hueso bovino
desmineralizado compactadas con una matriz de fibrina, se sembré con MSC; y
células progenitoras endoteliales humanas, solas o en combinacién, y se implantaron
en lesiones producidas en la calota de ratones atimicos, se observo que los implantes
de las células endoteliales solas no producia regeneracion dsea pero si un aumento en
la vascularizacién del injerto, cuando los injerto portaban MCSs se produjo
regeneracion ésea, pero esta no se vio influenciada por la presencia o ausencia de

células progenitoras endoteliales (Koobs y cols., 2011).
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En nuestro estudio hemos comparado el grado de osificacion obtenido en el
tratamiento de lesiones dseas criticas, con la implantacion de constructos de
hidroxiapatita compactada con fibrina sembrados con ADSC; autdlogas, diferenciadas

osteogénicamente 6 indiferenciadas, con el obtenido tratando dichas lesiones con

hueso autblogo y con el obtenido sin aplicar ningun tipo de tratamiento.

Para nosotros la comparacion mediante la evaluacion radioldgica de las lesiones
no ha sido relevante debido a la radioopacidad que presenta la hidroxiapatita
empleada en la matriz. Pensamos que serian necesarios intervalos de tiempo mayores
para poder objetivar signos de osificacion en las matrices con base cerdmica. Este es
uno de los inconvenientes de la radiologia cuando se emplean matrices de ceramicas

radiopacas de reabsorcion lenta, hecho que ya comunicaron Peterson y cols., en 2005.

No obstante otros autores la consideran de utilidad para seguir la evolucion de los
constructos y su integracién con el hueso circundante (Bruder y cols., 1998; Vacanti y
cols., 2001). Justificamos nuestra discrepancia con estos autores en que el periodo de
tiempo del seguimiento radiolégico que han hecho es mayor, ellos hacen un
seguimiento muy largo, de varios afios el grupo de Vacanti, y sobre todo no hablan de
grado de osificacién sino de integridad del constructo. En este ultimo punto si que
consideramos valido el seguimiento radiolégico, pues, en nuestro caso, podriamos
valorar signos de reabsorcion temprana del constructo, por ejemplo en caso de

inflamacién aguda severa o infeccién del injerto.

En el estudio histolégico hemos encontrado que en todos los casos tratados con
injerto de hueso autélogo hemos obtenido un nivel éptimo de osificacion, evidenciando
osteoblastos activos, con morfologia cuboidea, también se ha observado una gran
celularidad en las trabéculas 6seas neoformadas junto a la presencia de distintas
lineas de osificacion. Este grado de osificacion fue significativamente mayor que los

obtenidos con el reto de tratamientos. Estos resultados estan en concordancia con el
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criterio general de considerar, todavia, el injerto de hueso autélogo como el patrén de

oro en regeneracion 6sea (Tressler y cols., 2011)

No obstante no hay consenso entre los investigadores en los resultados

conseguidos con injertos autélogos versus implantes celulares.

De este modo se ha comunicado un estudio en 27 conejos en los cuales se realizé
fusién espinal entre L4 y L5 con injerto de hueso autdélogo, en 15 ejemplares, y con
injerto de hueso autdlogo suplementado con MSC, autélogas previamente
diferenciadas, “in vitro”, a linaje 6seo en 12 ejemplares. La tasa de éxito en el grupo
tratado solo con injerto autélogo fue del 53%, mientras que todos los casos del grupo

con MSC; fracasaron (Urrutia y cols., 2010).

Por otro lado, se han reportado estudios como el de Nakajima y cols., en 2007,
donde se realizaron artrodesis intervertebrales lumbares en 24 conejos japoneses
blancos, en 6 casos se utilizé un injerto autélogo, en otros 6 un injerto de HA sola, en
otros 6 un constructo con HA sembrada con MSC autblogas indiferenciadas y por
ultimo en otros 6 un constructo de HA y MSC; diferenciadas osteogénicamente. A las 6
semanas encontraron fusion espinal y formacién de hueso nuevo en el 66% de los
casos tratados con injerto autélogo de hueso y con constructo HA/MSC; diferenciadas,
no habiendo diferencias significativas entre los 2 grupos. ElI grupo HA/MSC;
indiferenciadas la tasa de éxito fue del 33% observandose un menor grado de
regeneracion. En el injerto de HA sola no se produjo la fusién vertebral en ningln

caso, apareciendo tejido fibroso cicatricial.

Nuestros resultados con los implantes celulares han sido dispares, en los casos
donde las células fueron expandidas en los constructos no hubo regeneracién Osea.
Achacamos este fracaso uso de SBF, el cual provoca, como hemos comprobado, una

reaccién inmunoldgica severa con la aparicion de un infiltrado inflamatorio crénico y la
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presencia de células gigantes multinucleadas. Creemos que esta reaccion no puede
ser atribuida a la fibrina, pues es autoéloga, ni a la HA del constructo, pues se trata de

una HA ampliamente testada en el uso clinico.

Asi se ha comunicado que el uso, “in vivo”, de células cultivadas en medios con
SBF puede provocar reacciones inmunologicas severas. Esto ha llevado a la
busqueda de diferentes sustitutos, como el suero humano homélogo al 20%, con el
gue se ha conseguido mantener el mismo grado de viabilidad y proliferacion celulares
que con el uso del SBF. No obstante, en la diferenciacion osteogénica temprana, el
suplemento de SBF se ha mostrado superior al suero homologo (Lindroos y cols.,

2010).

Pensamos que los resultados comunicados por Urrutia y cols., podrian, al igual
gue nos ha sucedido a nosotros, estar condicionados por la presencia de trazas de
SBF en los implantes celulares. En nuestro caso cuando hemos cambiado el
procedimiento de fabricacion del constructo, sustituyendo el SBF por suero autdlogo,

ha desaparecido la reaccion inflamatoria y se ha logrado regeneracion 6sea.

Este hecho apoya la hipétesis de que el SBF provoca una respuesta inmunitaria que
inhibe el proceso de regeneracion. Esta respuesta, en nuestra opinién, es tan intensa
que no puede ser modulada por las ADSCs las cuales se postula que poseen
propiedades inmunosupresoras, Como comunicaron por primeras vez Puissant y cols.,
en 2005. Este realiz6 cocultivos de células mesenquimales, de la grasa y de la médula
O0sea, con células mononucleares de la sangre periférica, linfocitos y monocitos,
observando que cuando los ADSC; se exponian a los linfocitos en un ratio de 1 a 1 no
se estimulaba la proliferacion de estos, mientras que si los linfocitos se exponian a

células HLA-DR incompatibles (grupo control) proliferaban rapidamente. También
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demostré que las ADSCs en contacto con los linfocitos inhibian la proliferacion de
estos ante la exposicion a los agentes mitogénicos  fitohematoaglutinina vy
concanavalina A. Esta inhibicion esta en dependencia del nimero de ADSC; y precisa
del contacto de estas con los linfocitos, de hecho cuando en los cocultivos se

separaban las células no se producia la inhibicion de la proliferacién linfocitaria.

Nosotros mediante el andlisis histologico y el analisis histomorfométrico no hemos
podido encontrar diferencias significativas, en el grado de regeneracion 6sea, entre las
lesiones tratadas con implantes de células indiferenciadas y las tratadas con las
células diferenciadas. Sugerimos que esto puede ser debido a que “in vitro” el estimulo
de diferenciacion es muy intenso y en cuanto cesa las células no mantienen la
diferenciacion, al implantarlas “in vivo” tanto las células diferenciadas como las

indiferenciadas reciben el mismo estimulo, con lo cual su comportamiento sera similar.

En la literatura cientifica la formacién ésea se ha comunicado con procedimientos
muy dispares. Asi con la aplicacion de células indiferenciadas, “in vivo” se comparo el
grado de osificacion ectdpica, en ratones atimicos, de matrices de HA/PGLA con y sin
células indiferenciadas y dentro de este 2° grupo con o sin la adicion de BMP-2. A las
8 semanas de la implantacion se aprecié un area mayor de formacion 0sea en los
grupos que incorporaban ADSC; indiferenciadas, siendo mayor la expresion de ALP,
OPN y OCN en el grupo que asociaba BMP-2 a las células indiferenciadas (Jeon y

cols., 2008).

En 2011, Rhee y cols., compararon la capacidad de reparar lesiones de 8mm de
didmetro, en la calota de 50 ratas, utilizando, en grupos de 10 ratas, una matriz 6sea
desmineralizada sola; esta matriz mas las células de la FVS de la grasa; la matriz junto
a acido polilactico y la misma matriz junto a acido polilactico y células de la FVS de la
grasa, un 5° grupo se dej6é sin tratamiento. A las 8 semanas se evalu6 el grado de

osificacion en cada grupo encontrando que los grupos con FVS presentaban mas
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osificacion y dentro de estos el que no contenia acido polilactico, 52% y 42%
respectivamente, también se encontr6 mayor osificacion en el grupo que contenia
matriz 6sea desmineralizada sola comparado con el que asociaba acido polilactico. El
grupo control present6 reaccion fibrosa sin osificacion, resultado similar al encontrado
en nuestro trabajo, esta ausencia de regeneracion puede ser debida al tamafio critico
de las lesiones que anula en mecanismo natural de regeneracion a partir del coagulo

sanguineo.
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Conclusiones.

Con base en los resultados obtenidos en nuestra investigacion podemos concluir

que:

1. El tejido adiposo del conejo albino New Zealand, (Oryctolagus cunniculus),
proporciona, mediante el procedimiento de disgregaciéon enzimatica de la
grasa, una buena fuente de células madre mesenquimales con gran capacidad
de proliferacion, por lo que puede ser propuesto como un modelo de

experimentacion adecuado.

2. Mediante el cultivo de explantes de grasa, por el método empleado por
nosotros, se obtiene la misma poblacion celular que la obtenida por la

disgregacion de la grasa.

3. La proliferacion de las ADSCs de esta especie animal es dependiente de la
concentracion de suero bovino fetal en el medio de cultivo, siendo la

concentracion 6ptima, para la proliferacion de estas células, del 10%.

4. Hemos definido con detalle 5 morfologias caracteristicas de estas células en
los cultivos. Determinando que algunas de ellas estan inducidas por las

condiciones del cultivo.

5. Este estudio morfolégico nos ha permitido establecer la existencia de, al
menos, dos subpoblaciones celulares distintas en el cultivo. Una que presenta
cambios fenotipicos constantes y una segunda subpoblacion con una
morfologia que permanece invariable durante la progresion dinamica del

cultivo.
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Conclusiones.

El estudio de la progresién dinamica de los cultivos, mediante microscopia de
intervalos seriada en video, nos ha permitido definir dos hechos inéditos:
- Los nucleos de las células mesenquimales poseen un movimiento de
rotacion y pueden desplazarse por el citoplasma celular.
- Ante situaciones de estrés celular se produce la pérdida de fragmentos

citoplasmaticos, mediante un proceso de vacuolizacion.

El perfil fenotipico de las ADSCs de conejo difiere del establecido para las
células madre mesenquimales humanas, estando en discordancia el nivel de

expresion de los marcadores CD31, CD44, CD73, CD105 y CD166.

Las células mesenquimales que hemos obtenido de la grasa del conejo son
pluripotenciales, pues las hemos diferenciado a estirpes celulares originarias de

dos capas germinales diferentes.

Las ADSC; se diferencian a linaje osteogénico mediante el procedimiento,
desarrollado por nosotros, de diferenciacion osteogénica en micromasas

adheridas.

La matriz desarrollada en este trabajo es biocompatible, las células
mesenguimales se adhieren a ella, mediante prolongaciones citoplasmaticas, y

proliferan adecuadamente en su interior.

En el conejo albino New Zealand el tratamiento que proporciona mejores

resultados, en la curacién de lesiones 6seas criticas, es el injerto de hueso

autdlogo. El tratamiento de estas lesiones mediante la implantacion de
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constructos con células madre mesengquimales consigue mejores resultados

que el tratamiento a expensas del coagulo sanguineo.
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INDICE DE VIDEOS.

Microscopia de intervalos:

Video 1. En el centro de la imagen una célula binucleada que mantiene constante
su morfologia. Sus 2 ndcleos estan en constante rotacion y traslacion.

También se ven varias mitosis.

Video 2. Dinamica del cultivo. Las células se van alargando y adelgazando

conforme confluye el cultivo.

Tincién con faloidina de las ADSC; en la matriz de HA/Fibrina ant6loga:
Video 3. Relacién de una ADSC binucleada con la HA.
Videos 4 y 5 . Las ADSC; contactan mediante filopodios con la HA.

Video 6. Célula de morfologia redondeada sobre unos granulos de HA. Se ve la

impronta de estos en la célula.

Tincién con faloidina de las ADSC; en la matriz de fibrina antéloga:

Video 7. Disposicion tridimensional, en la fibrina, de células con diferentes

morfologias, incluida la de la mitosis.

Video 8. Disposicion tridimensional de las células. Detalle de la disposicion de la

actina inmediatamente después de la mitosis.

Video 9. Cultivo control. Las ADSCs en monocapa sobre la base de la placa de

Cultivo.
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