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Resumen

El objetivo de este trabajo consistid en el aislamiento, cultivo,
caracterizacion y diferenciacion de células madre mesenquimales ovinas,
para posteriormente cultivarse sobre biomateriales de Col1 y B-FTC con el
fin de poder aplicarlas en un futuro en un modelo ovino de ingenieria
tisular 0sea.

La poblacion celular aislada de médula 6sea y cresta iliaca de oveja, se
caracterizo por citometria de flujo para marcadores hematopoyéticos y
mesenquimales, ademas, se valoré su capacidad de diferenciacion celular
(adipogénesis, osteogénesis y condrogénesis). Las muestras obtenidas
se analizaron mediante técnicas de histoquimica e inmunohistoquimica.
Los resultados se valoraron mediante un analisis semicuantitativo y
estadistico. Caracterizadas las células madre ovinas se crecieron sobre
biomateriales de Col1 y B-FTC induciendo su diferenciaciéon a hueso. Se
analiz6 su crecimiento y diferenciacion a hueso mediante microscopia
electronica de barrido y transmision, con un posterior analisis de energia

de dispersion de rayos x.

La poblacion celular obtenida result6 homogénea y de aspecto
fibroblastico. La caracterizacion fenotipica mediante citometria de flujo
resulté positiva para CD29, CD44, CD166 y negativa para el resto de
antigenos testados en este trabajo. La diferenciaciéon celular mostro
porcentajes bajos de tincion en los analisis histoquimicos llevados a cabo,
tanto de adipogénesis como condrogénesis, siendo algo mayor en la
osteogénesis. Se obtuvo crecimiento superficial sobre ambos
biomateriales, con crecimiento interno Unicamente en biomateriales de

Col1, en donde también se aprecia diferenciacion osteogénica temprana.

Con los resultados obtenidos, si podemos determinar a dia de hoy que la
poblacion celular aislada es una poblacion de células madre
mesenquimales y los biomateriales de Col1 y B-FTC son adecuados para
el crecimiento celular. Se aprecia una mejor predisposicidon con respecto a

ello en el biomaterial de Col1, pero seria necesario un mayor numero de
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espécimens que nos permitan obtener mas resultados para la
diferenciacion de la poblacién celular sobre ambos biomateriales y poder

llevar a cabo estudios estadisticos.
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Resumo

O obxectivo de este traballo consistiu no illamento, cultivo, caracterizaciéon
e diferenciacion de células nai mesenquimais ovinas, para posteriormente
cultivarse sobre biomateriais de Col1 e B-FTC co fin de poder aplicalas
nun futuro nun modelo ovino de enxenieria tisular 6sea.

A poboacion celular aislada de médula ésea e cresta iliaca de ovella,
caracterizouse por citometria de fluxo para marcadores hematopoiéticos e
mesenquimais, ademais, valorouse a sua capacidade de diferenciacion
celular (adipoxénese, osteoxénese e condroxénese). As mostras obtidas
analizaronse mediante técnicas de histoquimica e inmunohistoquimica.
Os resultados valoraronse mediante unha analise semicuantitativo e
estatistico. Caracterizadas as células nai ovinas, creceronse sobre
biomateriais de Col1 y B-FTC inducindo a sua diferenciacion a hueso.
Analizouse o crecemento e a diferenciacion a oso mediante microscopia
electronica de barrido e transmisidn con posterior analise de enerxia de

dispersion de raios x.

A poboacion celular obtida resultou homoxénea e de aspecto fibroblastico.
A caracterizacion fenotipica mediante citometria de fluxo resultou positiva
para CD29, CD44, CD166 e negativa para o resto de antixenos testados
neste traballo. A diferenciacion celular mostrou porcentaxes baixos de
tincion nos analisis histoquimicos levados a cabo, tanto de adipoxénese
como condroxénese, sendo algo mayor na osteoxénese. Obtivose
crecemento superficial sobre ambos biomateriales, cun crecemento
interno Unicamente en biomateriais de Col1, onde también se aprecia

diferenciacion osteoxénica tempra.

Cos resultados obtidos, si podemos determinar a dia de hoxe que a
poboacién celular aislada € unha poboacion de células nai mesenquimais
e os biomateriais de Col1 e B-FTC son adecuados para o crecemento
celular. Apreciase unha mellor predisposicion con respecto a elo no
biomaterial de Col1 pero seria necesario un maior numero de doantes que
nos permitan obter mais resultados para a diferenciacion da poboacién
celular sobre ambos biomateriais e poder levar a cabo estudios

estadisticos.
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Abstract

The objective of this work is the isolation, culture, characterization and
differentiation of ovine mesenchymal stem cells cultured on biomaterials
Col1 and B-FTC in order to apply them in the future in an ovine model of
bone tissue engineering.

The isolated cell population of bone marrow and iliac crest of sheep was
characterized by flow cytometry for hematopoietic and mesenchymal
markers furthermore, its capacity for cellular differentiation (adipogenic,
osteogenic and chondrogenic) was assessed. The samples were analyzed
by techniques of histochemistry and immunohistochemistry. The results
were assessed using a semiquantitative and statistical analysis.
Characterized ovine stem cells were grown on biomaterials Col1 and -
FTC inducing their differentiation into bone. Growth and differentiation of
bone were examined by scanning and transmission electron microscopy

with a subsequent analysis of energy dispersive x-ray.

The cell population obtained was homogeneous and fibroblastic
appearance. Phenotypic characterization by flow cytometry was positive
for CD29, CD44, CD166 and negative for other antigens tested in this
work. Cell differentiation showed very low percentages of staining on the
histochemical analyses conducted both adipogenic and chondrogenic,
being somewhat higher in osteogenic. Growth on both biomaterials
surface was obtained, with only ingrowth Col1 biomaterials. We were also

observed early osteogenic differentiation.

With the results, we can determine today that the isolated cell population
is a population of mesenchymal stem cells and Col1or B-FTC biomaterials
are suitable for cell growth. However we are not yet able to determine the
biomaterials’s ability of bone regeneration. Predisposition better
appreciated concerning that the biomaterial of Col1 but a greater number
of donors that allow us to get more results for the differentiation of the cell
population on both biomaterials and to carry out statistical studies would

be necessary.
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1. Introduccion

1.1. El tejido 6seo

El tejido 6seo es uno de los tejidos mas fuertes del cuerpo humano,
siendo el constituyente principal del esqueleto. La funcion principal del
tejido 6seo es soportar el peso de las estructuras blandas y la proteccion
de 6rganos vitales mediante la formacién de cavidades, como la cavidad
que contiene y protege a la médula ésea, la cavidad del craneo y la

cavidad toracica.

El tejido 6seo se encuentra altamente vascularizado y actua como una
gran fuente mineral, la cual sirve como reserva homeostatica de los
niveles de calcio en sangre (Lanyon E. L. et al., 2009). Ademas, el tejido
0seo actua como punto de anclaje de las multiples fuerzas que se
generan durante la contraccién muscular, transformandolas en
movimientos corporales como por ejemplo la accién de caminar o de
masticar (Arvidson K. et al., 2010). De forma general observamos su

disposicioén y localizacion (llustracion 1)
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llustracion 1: Corte trasnversal de tejido 6seo y cartilaginoso. Imagen modificada y cedida por el drea de
histomorfologia de la unidad de investigacién del Instituto de Investigacion Biomédica de A Coruia-
Hospital universitario A Coruia.

1.1.1. Componentes celulares del hueso

El tejido de hueso se caracteriza por regular la formacién ésea, el
mantenimiento y su reparacion mediante cuatro tipos celulares diferentes.
Los osteoblastos, las células de revestimiento éseo y los osteoclastos se
encargan de recubrir las superficies 6seas, mientras que los osteocitos se
encargan de recubrir el interior de la matriz 6sea (Bornstein M. et al.,
2009).

Los osteoblastos, formados a partir de la maduracion de células
osteoprogenitoras, juegan un papel fundamental en la osteogénesis
(Shrivats R. A. et al., 2014), formando una capa unica que cubre toda la
superficie peridstica y endostea, en donde se produce una formacion 6sea
activa. Ademas, se encargan de la sintesis, el ensamblaje y la

mineralizacion de la matriz 6sea (Bornstein M. et al., 2009).

Las células de revestimiento éseo participan en el inicio de la reabsorcién
O0sea mediante la liberacién de factores de activacion. Se caracterizan por
presentar una escasa sintesis proteica y actividad metabdlica (Bornstein
M. et al., 2009).

Los osteoclastos son células de la linea hematopoyética. Su funcion
primaria es degradar la matriz del tejido ademas de participar activamente
en la homeostasis 6sea, a través de su implicacién en el recambio e
intercambio de iones, junto la deteccidn de sefiales mecanicas 6seas
(Bornstein M. et al., 2009).
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Los osteocitos son moléculas de sefalizacion para la comunicacion de los
diferentes componentes celulares del tejido, éstos se encuentran
atrapados en la matriz 6sea, e interconectados por prolongaciones
citoplasmaticas a través de un denso sistema canalicular que permite la

difusién de metabolitos (Bornstein M. et al., 2009).

1.1.2. Matriz 6sea

La matriz ésea esta constituida por agua, minerales, colageno y
macromoléculas no colagenas de hueso, entre las que se encuentran las
glicoproteinas, proteoglucanos y proteinas derivadas del plasma
(Bornstein M. et al., 2009).

El colageno desempefia un papel estructural y morfolégico importante,
aportando un entramado para el asentamiento de los cristales minerales
(lustracién 1) al interactuar con las diferentes proteinas no colagenas de la
matriz (Bornstein M. et al., 2009).

La matriz 6sea esta formada por macromoléculas excretadas al ambiente
extracelular por los osteoblastos, en donde se encuentran el osteoide o

prehueso. En ella se lleva a cabo el depdsito y mineralizacion del tejido.

En el frente de mineralizacion, a una determinada distancia del
osteoblasto, encontramos el osteoide, que a posteriori se convertira en

hueso mineralizado (Bornstein M. et al., 2009).

1.1.3. La osificacion del tejido 6seo

Existen dos modos diferentes de osificacion: la osificacion

intramembranosa y la osificacion condral (endocondral).

La osificacién intramembranosa es aquella en la que el tejido conectivo
sirve como plantilla para el depdsito de matriz 6sea. Mientras que la
osificacion condral es una osificacién indirecta y se produce por la

calcificacion del cartilago de crecimiento (Bornstein M. et al., 2009).
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Varias investigaciones han demostrado que precursores de osteoblastos
son derivados de células madre mesenquimales (CMM) y de lineas
celulares osteoblasticas. Tanto las CMM como las lineas celulares
osteoblasticas producen la mineralizacion de la MEC cuando se cultiva
sobre una matriz tridimensional (Jones E. y Sanjurjo-Rodriguez C. 2014).
La mineralizacién se ve mejorada por el crecimiento de las células sobre
una matriz, la cual actua como un biorreactor, encargado de mejorar el
transporte de nutrientes que favorece la diferenciacién (Sittichockechaiwut
A. et al., 2009).

1.1.4. Funciones del tejido 6seo

El tejido 6seo posee funciones que van mas alla del mero soporte. Estas
funciones son de vital importancia para el hueso, otorgandole de una
capacidad excepcional de cicatrizacién, reparacion y regeneracion
(Bornstein M. et al., 2009).

1.2. La Pérdida del tejido 6seo

1.2.1. Incidencia y tratamiento

La pérdida de tejido 6seo se ve desencadenada por un fracaso en la
accion fisiolégica normal del tejido. Esto puede ser debido a una fractura,
a grandes defectos 6seos después de un traumatismo o a una formacion
tumoral que requiera intervencién quirurgica (Seebach C. et al., 2010;
Rosset P. et al., 2013).

Actualmente hay una gran cantidad de estrategias diferentes para
aumentar el proceso de la regeneracion 6sea que ha sido alterada o es
insuficiente, siendo el mejor de los métodos el auto injerto de hueso. El
auto injerto de hueso, se caracteriza por ser un injerto seguro y efectivo,
proporcionando asi un sustrato natural para el crecimiento de las células,
que seran reemplazadas y remodeladas en la nueva formacion de hueso
(Gémez-Barrena E. et al., 2011; Rosset P. et al., 2013).
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Por otra parte, el éxito clinico de un auto injerto es notable, presentando
una gran fiabilidad para la zona dadora del paciente al no desencadenar
ningun tipo de respuesta inmune, junto con un mayor potencial de
diferenciacion, con respecto a los demas injertos (Kokemdiller. H. et al.,
2013). Pero su procedencia puede ser problematica, suponiendo
problemas de morbilidad, dolor y posibles infecciones; ademas de una
limitada disponibilidad de muestra (Gémez-Barrena E. et al., 2011;
Shrivats R. A. et al., 2014).La implantacién de otro tipo de injerto, como el
alo injerto, se encuentra altamente estandarizado y analizado de forma
previa al implante, mediante el empleo de un biobanco éseo, el cual se
encarga del procesamiento de las muestras 6seas donadas. Este tipo de
implantaciones se utiliza como tratamiento temporal (Shrivats R. A. et al.,
2014), junto con el uso de factores de crecimiento o soportes
osteoconductivos (Dimitriou R. et al., 2011). Por tanto, su utilizacion es
limitada temporalmente por sus posibles rechazos inmunolégicos
(Seebach C. et al., 2010; Oryan A. et al., 2012).

Otra alternativa al alo injerto, son los xenoinjertos, que son injertos
procedentes de otras especies. Comunmente, estos xenotransplantes
proceden en su mayoria de derivados de coral, pero también de cerdo u
oveja. Entre sus beneficios se encuentran su tedrica ilimitada
disponibilidad. Pero como inconvenientes: su utilizacion es temporal,
puede causar problemas inmunolégicos, ademas de su potencial

transmision de enfermedades (Oryan A. et al., 2012).

Como consecuencia de ello, hay un incremento en la demanda de injertos
0seos sintéticos, como sustitutos, de manera que se puedan evitar las
complicaciones anteriormente descritas (Seebach C. et al., 2010; Shrivats
R. A. et al., 2014). A pesar de que la mayoria de los sustitutos 6seos
presentan las mismas propiedades beneficiosas de un autoinjerto, éstos
no presentan todavia todos los beneficios de un hueso autélogo (Gémez-
Barrena E. et al., 2011).

En vista de las limitaciones que los injertos sintéticos presentan y debido
al aumento en la necesidad de injertos éseos disponibles, se han buscado
terapias mas avanzadas. De forma que, actualmente, la ingenieria tisular
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incorpora también en su estrategia la terapia celular (Gémez-Barrena E.
etal., 2011).

1.3. La regeneracion ésea

En el tejido éseo se puede distinguir entre regeneracion fisiolégica y la
regeneracion reparativa (Bornstein M. et al., 2009). Muchos tejidos estan
sometidos a una regeneracion fisiolégica, es decir, al reemplazo
continuado de elementos celulares o tisulares, presentando

reemplazamiento de células y matriz.

El hueso posee el potencial unico de restaurar completamente su
arquitectura original, pese a tener ciertas limitaciones. La inflamacion
juega un papel muy importante en el inicio del proceso de restauracion,
estimulando la angiogénesis de la zona dafiada que necesita la
reparacion (Gonzalez Suarez D. et al., 2013). Los tipos celulares
indispensables, e inmediatamente estimulados tras el proceso
inflamatorio, son la produccién de citosinas, factores de crecimiento e
interleucinas que activan a las CMM, directamente involucradas en la
reparacion 6sea (Rosset P. et al., 2013). Ademas se produce la
conjuncion de varios procesos, que también se encuentran directamente
involucrados, como un suministro de sangre muy abundante junto a una
gran cantidad de células osteogénicas, citosinas y una matriz
osteoconductiva que le proporcione un ambiente estable necesario en los

proceso de reparacion (Bornstein M. et al., 2009; Rosset P. et al., 2013).

1.3.1. Ingenieria tisular

La ingenieria tisular esta basada en la combinacion de diferentes tipos
celulares, como las CMM, con un soporte sintético adecuado y la
produccion de senales moleculares como factores de crecimiento y de
diferenciacion. Estas sefiales se observan también durante la formacion

de tejido en un individuo. De manera que se formara una construccion
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que soporte la formacion de tejido, permitiendo la adhesion, migracion y

organizacion celular (

Figura 1) (Gémez-Barrena E. et al., 2011; Paschos K. N. et al., 2014).

La ingenieria tisular 6sea debe encargarse, no solo de la restauracion de
las propiedades mecanicas del tejido, sino también de la generacién de
un tejido completamente funcional en términos de metabolismo de calcio,

hematopoyesis y produccién linfocitica (Paschos N.K. et al., 2014).

La ingenieria tisular consiste, por tanto, en la obtencion de una muestra
del paciente, el cultivo in vitro de las células obtenidas (alcanzando un
numero adecuado) y su posterior siembra en una matriz adecuada, que
servira para implantarse en el mismo paciente. Una vez implantada tendra
lugar su diferenciacion y regeneracion tisular (Gomez-Barrena E. et al.,
2011).

=
Q,‘J

Siembra y cultivo
con
osteoprogenitores

Aspiracion de Aislarmientoy amplificacion
médula 0591/ de las células de la medula
r (]

| Reconstruccion Matriz sintética con
dsea poros

Figura 1. Principio de ingenieria tisular 6sea. Modificada de Gémez-Barrena
E. et al., 2011.
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Cuando el tejido se ha perdido debido a una lesion o enfermedad se
realiza un injerto 6seo mediante materiales que permitan y favorezcan la
reparacion de los defectos 6seos, proporcionando osteoconduccion,

soporte mecanico y estabilizacion (Bornstein M. et al., 2009).

Los injertos 0seos sintéticos o biomateriales, son sustitutos que deben no
solo reemplazar el hueso perdido sino también alentar la osteointegracién
y la osteoconductividad. Ademas, deben actuar como un soporte que guie
el crecimiento 6seo dentro del injerto (Seebach C. et al., 2010) mientras el
biomaterial se va degradando (Corrales P. L. et al., 2014). El biomaterial
para ello, debe estar compuesto de polimeros bioreabsorbibles que
permitan la invasion y neo-formacion de tejido éseo (Seechach C. et al.,
2010) y por tanto se produzca el mantenimiento de la viabilidad de las

células y la regeneracion del tejido 6seo (Gomez-Barrena E. et al., 2011).

De manera que, con el tiempo, el hueso recién formado debe reemplazar

la mayoria del injerto (Seebach C. et al., 2010).

Uno de los problemas que se pueden presentar a la hora de colocar
implantes realizados por ingenieria tisular, son posibles isquemias
causadas por cambios asociados a cirugia o a la ingenieria vascular
dentro del tejido. Las CMM juegan un papel muy importante en la
angiogénesis, siendo muy utilizadas en cultivos de ingenieria vascular
(Gonzalez Suarez D. et al., 2013). Como ultimo objetivo de la ingenieria
tisular esta la creaciéon de estructuras que puedan ser implantadas in vivo
convirtiéndose en estructuras totalmente funcionales. Sin embargo, dicha
funcionalidad, puede verse condicionada por posibles limitaciones en la

capacidad de vascularizacion del implante (Paschos N.K. et al., 2014).

Hay que tener en cuenta que en condiciones in vitro, al contrario que in
vivo, no se produce esta limitacion ya que el oxigeno no es limitante y

accede por difusién (Paschos N.K. et al., 2014).
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1.3.1.1. Células madre mesenquimales

Las CMM son un tipo de células madre adultas capaces de dar lugar a los
tejidos del mesodermo (Vifia J. A. et al., 2014).

El uso de las CMM, desde su descubrimiento, se ha visto expandido
debido a las ventajas que presentan para la ingenieria y regeneracion
tisular de los tejidos. Gracias a sus caracteristicas propias de
autorrenovacion junto con un alto potencial de diferenciacion a diferentes
linajes celulares, son responsables de la regeneracion y mantenimientos
de los tejidos mesenquimales adultos (Lyahyai J. et al., 2012). Estas
células son capaces de promover el crecimiento y la reparacion del tejido,
ademas de participar en su homeostasis y diferenciaciéon terminal. Esta
ultima es especifica de CMM adultas capaces de sintetizar la matriz que

componga el grueso del tejido (Paschos N. K. et al., 2014).

Por otro lado, las CMM son beneficiosas en la ingenieria vascular como
mejora de la sefializacidn e interacciones celulares para promover la
angiogénesis reduciendo los efectos de isquemia (Paschos K. N. et al.,
2014).

Por tanto, la utilizaciéon de las CMM, son muy buenas candidatas para su
uso en terapia celular y tienen como obijetivo la formacion de tejidos de
especializacion, ademas, de ayudar a mejorar la diferenciacion terminal

de células que se encuentran a su alrededor (Lyahyai J. et al., 2012).

Las CMM sirven como alternativa a trasplantes al no presentar reacciones
adversas, siendo pues una alternativa a considerar frente a los aloinjertos,
(Banasfsheh H. et al., 2013) ya sea solas o combinadas con una matriz
(Rosset P. et al., 2013).

Las CMM son muy buenas precursoras de células osteoprogenitoras y
son actualmente las células mas apropiadas en la reparacion ésea,
debido a su gran potencial osteogénico, y su facil obtencién (Rosset P. et
al., 2013).
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1.3.1.2. Biomateriales

Los biomateriales juegan un papel importante en la ingenieria tisular

mejorando la fuerza mecanica y la integridad estructural de los injertos.

Se han desarrollado biomateriales que imiten lo maximo posible a las
condiciones in vivo donde se pueden encontrar las células (Paschos N. K.
et al., 2014). De manera que para ser un buen sustituto 6seo, éste debe
presentar facilidad tanto en su manipulacion como reabsorcién, junto con

una alta porosidad y osteoconductividad (Scaglione S. et al., 2010).

En resultados previos se ha visto que la siembra de CMM ovinas (CMMo)
solas y libres de cualquier tipo de matriz o biomaterial no producen

propiedades osteogénicas (Viateau V. et al., 2013). Por ello es importante
la utilizacion de biomateriales que favorezcan su diferenciacion y por tanto

la regeneracion 6sea.

Los biomateriales utilizados hoy en dia se pueden dividir en dos tipos:
sintéticos y naturales (), los cuales comparten su estructura en 3D que
imita lo maximo posible a la matriz extracelular (MEC) (Paschos N. K. et
al., 2014).

De todas las ventajas que supone la utilizacion de biomateriales, se
presenta también la posibilidad de un disefio individualizado para cada
paciente, debido a que cada una de las caracteristicas especificas del
biomaterial (como tamano, forma y el grado de interconectividad de los
poros) es diferente y caracteristica para cada tipo de soporte (Seebach C.
et al., 2010). Por lo tanto, un biomaterial se adecuara mejor a unas
indicaciones clinicas especificas frente a otro, con todo ello, se ha
intentado desarrollar un biomaterial que imite lo maximo posible al tejido
0seo maduro (Bornstein M. et al., 2009). Para ello, se han construido
materiales porosos con una composicion 3D que recuerde a la estructura
trabecular del tejido 6seo. Entre los mas comunes se encuentran los

biomateriales con macroporos de fosfato calcico (PCa), particulas de
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Acido hialurénico (AH), B fosfato tricalcico (3-FTC) o mezclas bifasicas
(BCP) (Gomez-Barrena E. et al., 2011).

Hoy en dia todavia no se ha identificado el biomaterial que cumpla todas

las caracteristicas ideales como sustituto 6seo (Bornstein M. et al., 2009).

Biomateriales Polimeros naturales Polimeros sintéticos
Colageno X
Seda X
Alginato X
Acido Hialurénico X
Hidrogeles de péptidos X

Poliésteres X

Copolimeros X

Tabla I: Tipos de biomateriales segiin su naturaleza.

Biopolimeros naturales:

Los polimeros naturales se caracterizan por presentar propiedades
estructurales muy interesantes debido a su similitud con las estructuras
naturales. Sus estructuras 3D son biocompatibles y biodegradables
(Corrales P L. et al., 2014).

El colageno, como componente primario de hueso, es un buen candidato
para el disefio de biomaterial como injerto 6seo. Su biocompatibilidad y

biodegradabilidad inherente estimula la proliferacion y diferenciacién de
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las células al igual que lo hace en la MEC (Corrales P. L. et al., 2014). Es
un elemento basico de la MEC y ha sido extensamente usado debido a su
abundancia, su biodegradabilidad y biocompatibilidad en la reparacion de
heridas y regeneracion tisular. Ademas, el colageno, ademas, no solo es
una estructura de soporte, en el tejido, sino que también actua como
regulador del comportamiento celular, influyendo en su adhesion,
migracion y diferenciacion. Su estructura porosa aporta una estructura
tridimensional muy beneficiosa para el crecimiento celular (Ding L. et al.,
2014). Sin embargo, sus caracteristicas mecanicas no son tan
destacables (Corrales P L. et al., 2014).

El citosan es un excelente polimero natural a considerar en la ingenieria
tisular 6sea, con muy buenas propiedades biodegradables,
biocompatibles, antibacterianas y cicatrizadoras (Corrales P. L. et al.,
2014).

La seda es un polimero natural extensamente usado para aplicaciones de
ingenieria tisular por su gran estabilidad, biocompatibilidad y flexibilidad
morfoldgica. Siendo muy utilizada en la mejora y distribucion de la
estructura porosa de aquellos soportes que estén formados con fosfato
calcico (Corrales P. L. et al., 2014).

El alginato también se caracteriza por ser un biomaterial interesante para
la regeneracion tisular, ya que es soluble en agua y permite la formacion
de geles a temperatura ambiente y en presencia de cationes. Ademas, el
alginato suele utilizarse sobre biomateriales inertes, a modo de bafio
sobre sus superficies, lo cual consigue una mayor aproximacion mimética

a una estructura natural del biomaterial (Corrales P. L. et al., 2014).

El AH, es también un biomaterial con potencial demostrado como soporte

0seo y usandolo en combinacién con otros materiales, factores o drogas
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se ha visto su capacidad de induccién osteogénica (Corrales P. L. et al.,
2014).

Los hidrogeles peptidicos son una nueva clase de biomateriales que
actualmente estan siendo investigados por sus posibles aplicaciones en la
ingenieria tisular. Son facilmente modificables y sus unidades basicas
hacen que este biomaterial también sea biocompatible y biodegradable
(Corrales P. L. et al., 2014).

Biopolimeros Sintéticos:

Los poliésteres, tales como los acidos poliglicélico y polilactico junto con
el policaprolactona, son los mas comunes para aplicaciones de ingenieria
tisular. Sus productos de degradacion estan presentes en el cuerpo
humano, pudiendo ser eliminados por las mismas vias metabdlicas

naturales (Corrales P. L. et al., 2014).

Los copolimeros, son generalmente, materiales atractivos para la
aplicacion en ingenieria de tejidos por sus propiedades fisicoquimicas.
Estas propiedades los hace sumamente controlables, otorgandoles
caracteristicas mecanicas y propiedades de degradacion muy

aprovechables para este uso (Corrales P. L. et al., 2014).

El B-FTC es el material mas estudiado para la regeneracién 6sea
(Gonzalez Suarez D. et al., 2013), debido a su composicidén caracteristica,
muy semejante a la fase inorganica del tejido 6seo (Scaglione S. et al.,
2010) junto con muy buenas propiedades osteoconductoras y de
reabsorcion (Bornstein M. et al., 2009). Se ha visto que los biomateriales
0seos basados en B-FTC muestran una rapida cicatrizacion 6sea y
reabsorcion del biomaterial, creando un espacio para la regeneracion del
hueso (Bornstein M. et al., 2009).
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1.4. Modelos animales

1.4.1. Modelo animal ovino

1.4.1.1. Ventajas del uso de células madres mesenquimales ovinas

En los ultimos afo, las CMM han adquirido un gran interés como nueva
estrategia en la medicina regenerativa, junto con la posibilidad de
combinacion con los biomateriales adecuados y una posible aplicacidon
clinica satisfactoria (Kalaszczynska |. et al., 2013). Por ello, son
interesantes los estudios preclinicos mediante modelos animales que se
asemejen lo maximo posible a las caracteristicas fisioldgicas del humano.
Para ello se utiliza, cada vez mas, la oveja como modelo animal en
investigacion por su similitud con el ser humano en su relacion
tamano/peso junto con la forma de regeneracién y desarrollo del tejido
0seo (McCarty C.R. et al., 2008; Feitosa Tarja L. M. et al., 2010).
Posibilitando, ademas, una opcidén de gran interés como es el seguimiento
y la evolucion del espécimen durante un largo periodo de tiempo,
pudiendo seguir procesos lentos de cicatrizacion (Atayade L.M. et al.,
2014). Por otro lado, el modelo animal de oveja presenta una serie de
ventajas como su bajo coste, su disponibilidad y su aceptacion ética
(Atayade L.M. et al., 2014).0tra de las ventajas del modelo animal ovino
es su potencial de diferenciacion 6sea, habiendo mostrado que las CMMo
son inmunoldgicamente privilegiadas para su aplicacién como
alotransplante (Berner A. et al., 2013). Debido a que no se ha observado
inmunorespuesta de forma preclinica, posibilita una cémoda utilizacién en

la regeneracion 6sea con humanos (Berner A. et al., 2013).
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Objetivos
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2. Objetivos

1. Aislar y caracterizar morfolégicamente, fenotipicamente y
funcionalmente las células provenientes de cresta iliaca y médula

osea ovina.

2. Estudiar la posible utilidad de los biomateriales de Col1 y B-FTC como

soporte para el cultivo de células ovinas aisladas.

3. Analizar la capacidad osteogénica de las células ovinas aisladas
cultivadas sobre los biomateriales de Col1 y la posibilidad de

formacion de constructos osteogénicos.

4. Analizar la capacidad osteogénica de las células ovinas aisladas
cultivadas sobre los biomateriales de B-FTC y la posibilidad de

formacion de constructos osteogénicos.
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3. Material y Métodos

3.1. Obtencién de muestras y aislamiento de células madre
mesenquimales ovinas

3.1.1. Obtencion de las muestras

Las muestras de médula obtenidas pertenecen a diferentes ejemplares de

ambos sexos de oveja (Ovis Aries).

En un primer momento se han obtenido muestras por aspirado de cresta
iliaca y posteriormente se han obtenido células de la médula, mediante
lavados de la cabeza femoral, previo sacrificio y donacion del animal tras
estudios propios de la Unidad de Cirugia. De acuerdo con las directrices
de la Unidad de Cirugia Experimental del Centro Tecnoldgico de

Formacion del Complejo Hospitalario Universitario de A Corufia (CHUAC).

Este estudio ha sido aprobado previamente por el comité ético

correspondiente de experimentacion animal.

3.1.2. Extraccién y cultivo del conjunto celular presente en la médula
6sea

El procesado de las muestras se ha llevado a cabo siguiendo los
protocolos estandarizados en el area de Cultivo Celular del Instituto de

Investigacion Biomédica de A Coruna (INIBIC).

Del primer espécimen se obtuvieron células mediante aspirado de la
cresta iliaca de oveja (llustracion 2 A). Estas se centrifugaron a 1500rpm
durante 7 min, se retir6 el sobrenadante por decantacién, para obtener un
precipitado de células (boton celular) y se resuspendié en medio de
cultivo Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Lonza, Espaia)
suplementado al 20% (DMEM 20%) con suero bovino fetal (SBF)
(biowest, Francia) y 1% penincilina estrectomicina (P/E) (Gibco,
Inglaterra). Posteriormente, se llevd a cabo la siembra de las células en

placas de cultivo adherentes de 150 cm? con el medio de cultivo DMEM
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20%. Las placas se introdujeron en una estufa a 37°C, en una atmaosfera
humeda al 5% de CO..

Transcurridas 48 h, se realiz6 un lavado con suero salino (Fresenius Kabi,
Espafia) y se reemplazé el medio de cultivo, eliminandose las células no
adherentes. A las placas de cultivo se les cambio6 el medio DMEM 20%
cada 2-3 dias.

Por otro lado, a partir de los ultimos especimenes, se obtuvieron muestras
de la cabeza femoral en condiciones de esterilidad. Estas fueron
sometidas a multiples lavados, inyectando medio de cultivo DMEM
suplementado al 5% con SBF y 1% P/E (DMEM 5%) (llustracién 2B y C)
mediante punciones con una jeringa estéril de 20 ml (Kendall Monoject

Syringe, Turquia) a la que se le incorporé una aguja (BD Microbalance™

3, Irlanda) (llustracién 2C).

llustracién 2: Fotografias de la obtencion de células madre mesenquimales
de oveja. A) Puncioén en la cresta iliaca de oveja para la extracciéon de la
muestra. B) Recogida de medio DMEM 5% con la jeringa en la placa. C)
Puncién de la jeringa en la médula e inyecciéon del medio DMEM 5%. D, E y
F) recogida del medio DMEM con las células de médula obtenidas tras los
sucesivos lavados. G y H) gradiente de densidad mediante Histopaque®
(Sigma- Aldrich, EE.UU.).
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Al finalizar los sucesivos lavados se recogi6é el medio resultante (llustracién
2D, EyF)y se procedi6 a la obtencion de las células mononucleadas
mediante gradiente de densidad empleando Histopaque ® y siguiendo las

indicaciones del proveedor (llustracion 2 G y H).

Finalmente, las células de interés, que se encuentran en el botdn celular,
se resuspendieron en el medio de cultivo DMEM 20%. Posteriormente, se
llevd a cabo el sembrado de las células en frascos de cultivo adherentes
(Costar Corning Incorporated, EE.UU.) de 162cm? con medio de cultivo
DMEM 20%. Los frascos se introdujeron en una estufa a 37°C, en una

atmosfera humeda al 5% de CO..

3.1.3. Cultivos para el mantenimiento de las células madre
mesenquimales ovinas obtenidas

Cuando la confluencia celular fue de aproximadamente el 80%, se
realizaron sucesivos subcultivos para aumentar el numero de CMMo que
nos permitiesen poder iniciar los experimentos. Para ello, se retird el
medio de cultivo, se lavaron los frascos con suero salino y se incubaron a
37°C durante 2-3 min con tripsina-EDTA al 2X (Sigma Aldrich Quimica
S.A., Espafia). Para comprobar que las células no seguian adheridas a
las placas, se observaron éstas a través de un microscopio invertido 1X51
(Olympus Espafia S.A., Espafa) y una vez observado que las células no
se encontraban adheridas a la placa, se inactivo la tripsina con medio
DMEM 5%. Se recogio la suspension y se centrifugd durante 7 min a
1500rpm. El botdn celular se resuspendié en medio de cultivo DMEM 20%
con un volumen conocido para poder repartirlo equitativamente en un

numero mayor de frascos para su expansion.

Diferenciacion in vitro de CMMo sobre biomateriales de Col1 y -FTC.

33



3.1.4. Preplating

La técnica de preplating es un procedimiento necesario en los primeros

dos pases de nuestro cultivo celular para la eliminacion de fibroblastos y
macréfagos que pudieran ser arrastrados en la obtencién de la muestra

de CMMo.

La técnica se basa en la rapida capacidad de adhesién de los macrofagos
y fibroblastos frente a una capacidad de adhesién mas lenta de las
CMMo.

Por tanto, la técnica consiste en que cuando las células estan al 80% de
confluencia, se elimina el medio de cultivo DMEM 20%, se realiza un
lavado con suero salino, se aiade tripsina y cuando las células no estan
adheridas, se procede a su inactivaciéon dejando las placas a 37°C
durante 15 min. Este tiempo sera suficiente para la adhesién temprana de
fibroblastos y macrofagos, frente a las CMMo que todavia se encontraran
en suspension. Tras este tiempo, se recogera esa suspension y se
centrifugara a 1500 rpm durante 7 min. El botdn celular obtenido se
resuspendera en DMEM 20%, en un volumen conocido, para dividirlo
equitativamente en un numero mayor de placas que facilite la expansién
del cultivo y conseguir asi un numero suficiente de células para iniciar los

experimentos.

3.2. Caracterizacion fenotipica de las células madre mesenquimales
mediante citometria de flujo

Para realizar el analisis de la expresion de los marcadores de superficie
celular se analizaron las muestras de un espécimen macho y dos
hembras en un citometro de flujo FACScalibur (Becton-Dickinson,
Espafa). Se emplearon, para ello, Anticuerpos (Ac) para los siguientes
marcadores: CD29, CD34, CD44, CD45, CD69, CD73, CD90, CD105,
CD106, CD166, CD271, STRO, SSEA- 4 y antifibroblasto (Tabla II).

Tras la tripsinizacion de las células de cada especimen se resuspendieron

en tampon Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS; BD Biosciences),

Diferenciacion in vitro de CMMo sobre biomateriales de Col1 y -FTC.

34



en una placa de 96 pocillos (NUNCTM, VWR International, Dinamarca) y
se transfirieron 2x105 células/pocillo. Se centrifugd a 1500 rpm 5 min, se
elimino el sobrenadante y se homogeneizo la suspension celular en un

agitador.

Se procedid a una primera incubacién afiadiendo los Ac primarios para
cada marcador en los pocillos correspondientes y se incubd durante 40
min a 4°C en oscuridad. Tras la primera incubacion, se realizaron dos

lavados con tampdn FACS junto con dos centrifugaciones.

Finalmente se realiz6 una segunda incubacion de 30 min a 4°C en

oscuridad en aquellos pocillos en los que era necesario el marcaje con un
Ac secundario polyclonal rabbit anti-mouse immunoglobulins/FITC Rabbit
F (ab’)2 (Dako Cytomation, EE.UU.) y se realizaron otros dos lavados con
FACS junto con dos centrifugaciones. Posteriormente, se traspasaron las

células a tubos de citometria en un volumen final de 200 pl.

El analisis se realiz6 utilizando el citometro junto con el programa Cell-
Quest (Becton Dickinson, EE.UU.), observandose el porcentaje de

positividad de cada uno de los marcadores.

3.3. Estudio de la multipotencionalidad de las células madre
mesenquimales

Para valorar la capacidad de diferenciacion de las poblaciones celulares
(procedente de ovejas hembra y macho), se cultivaron las células en
distintos tipos de medio de cultivo, para estimular la diferenciacién de
estas células hacia 3 linajes celulares diferentes, todas ellas de origen

mesenquimal: adipocitos, osteoblastos y condrocitos.
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3.3.1. Diferenciacion adipogénica

Las células se sembraron en una chamber-slide (BD Falcon, Francia) en
una densidad de 10 x 103 células/pocillo. El primer dia se incubaron con
medio DMEM 20% hasta alcanzar la confluencia. Tres de esos pocillos se
cultivaron con el kit Bullekit Adipogenic Differenciation Medium (Lonza,
Bélgica) de diferenciacion adipogénica para inducir la adipogénesis. Este
kit esta compuesto por un medio de induccion adipogénico y otro de
mantenimiento, los cuales se alternaron cada tres dias, comenzando la
estimulacion con el medio de induccion. El cuarto pocillo se utilizé a modo
de control negativo de la diferenciacion, cultivando las células sélo con
DMEM 20%.

Transcurridos 21 dias, se elimin6 el medio de estimulacién y el medio
DMEM 20% de la chamber-slide. Los pocillos fueron lavados con suero
salino y se fijaron las células, para su posterior tincién, con
paraformaldehido al 4% (Panreac Quimica S.A., Espafia). La tincién se
llevd a cabo con el colorante Oil Red O (Sigma Aldrich Quimica S.A.,
Espafia) y para este colorante se determiné mediante el programa

informatico. Analysis D de Olympus (Olympus).

3.3.2. Diferenciacién osteogénica

Para poder testar la diferenciacion osteogénica, las células se sembraron
en una chamber-slide en una densidad de 10x 103 células/pocillo. Se
cultivaron en cuatro pocillos y durante el primer dia se incubaron con
medio DMEM 20% hasta alcanzar confluencia. En tres pocillos se trataron
las células con el medio de diferenciacion osteogénica hMSC Bullekit
Osteogenic Differenciation Medium (Lonza, Bélgica) para inducir la
osteogénesis y un cuarto pocillo se utiliz6 a modo de control negativo sélo
con DMEM 20%. Tras 21 dias se fijaron las células en paraformaldehido y
se tifieron con Rojo Alizarina (Sigma Aldrich Quimica S.A., Espafia) y para
este colorante se determiné mediante el programa informatico. Analysis D

de Olympus( Olympus).

3.3.3. Diferenciacion condrogénica
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Para testar la diferenciacién condrogénica se utilizé la técnica de
formacién de micromasas (Johnstone et al., 1998). Para ello, se
sembraron con una densidad celular de 25 x 104 células en tubos con
fondo coénico de polipropileno (J.C. Catalan S.L., Espafa). Se cultivaron
de cada espécimen dos réplicas para la estimulacion condrogénica y una

réplica para control de condrogénesis cultivadas en DMEM 20%.

Para la formacion de las micromasas, las células se centrifugaron a
1500rpm durante 7 min. La formacion de este agregado tridimensional por
parte de las células facilita la comunicacion celular, y por tanto, la

formacién de MEC.

El medio de estimulacién condrogénica utilizado fue hMSC Bullekit
Osteogenic Differenciation Medium (Lonza, Bélgica) suplementado con
TFGB 3 10ng/ml (Prospec, EE.UU.)

A los controles de condrogénesis, se les afiadio tras la siembra de las
células DMEM 20%. Las muestras se mantuvieron en cultivo durante 21

dias y se reemplazo el medio cada tres dias.

Una vez transcurrido este tiempo, las micromasas se deshidrataron, se
incluyeron en parafina y se cortaron en el microtomo. A los cortes se les
realizaron diferentes tinciones histologicas como Hematoxilina-Eosina
(HE), Tricromico de Masson Modificado (MM), Azul de Toluidina (AT) y
Safranina O (SO).

3.4 Tipos y descripcion de biomateriales utilizados

Los biomateriales fueron suministrados por la empresa italiana Opocrin,
S.P.A., Corlo di Formigine-Modena para el caso del colageno tipo 1,
mientras que el B-FTC fue suministrado por el Instituto Coruriés de
Implantologia Oral y Cirugia (Iciro). Para este estudio, los biomateriales

de B-FTC presentaron una granulometria de 1000-2000 pm.
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3.5. Cultivo tridimensional de las células madre mesenquimales
sobre los biomateriales

3.5.1. Siembra del grupo celular en los biomateriales

En una placa estéril de 24 pocillos (Costar Corning Incorporated) para
cada espécimen, se introdujo el biomaterial de Col1, previamente cortado
con un sacabocados de 1 cm?, de forma independiente en cada pocillo

correspondiente de la placa.

Se incluyeron entonces para cultivo 6 réplicas de biomaterial y células,
sembrando un total de 2x10° células /cm? y 2 réplicas control con el

biomaterial sin células.

Para el primer biomaterial de B-FTC se utilizaron también 6 réplicas de
tubos de polipropileno con el biomaterial y células, sembrando un total de

2x10° células/ tubo, y dos replicas control sin células.

3.5.2. Cultivo

A cada pocillo de la placa y a cada tubo de polipropileno se le afiadié
medio osteogénico de diferenciacion hMSC Commercial Chondrogenic
Differentiation Medium. Cada 3 dias se recogi6 el sobrenadante de cada
pocillo y cada tubo para cambiarlo por medio nuevo. Los sobrenadantes
retirados, en cada cambio de medio de cultivo, se congelaron en tubos
independientes a -20°C.

Tras 30 dias de diferenciacion, se recogieron ambos biomateriales para
realizar analisis histolégico/citologicos, analisis de expresion génica y

analisis de microscopia.

3.6. Analisis histolégico y citolégico

3.6.1. Valoracion de células diferenciadas en cultivo sobre
biomateriales

3.6.1.1. Microscopia de barrido

A los biomateriales con células y a los biomateriales control sin células se

les realizaron varios lavados con suero salino. Se fijaron con tampdn
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cacodilato y glutaraldehido al 3% diluido en tampén cacodilato
continuandose el protocolo en los Servicios de Apoyo a la Investigacion
(SAIl). Una vez alli, las muestras se tifieron con tetradxido de osmio
(Os04) y se deshidrataron en concentraciones crecientes de etanol, ya
que éste es miscible con el diéxido de carbono (COz). ElI CO2 se eliminé
en un equipo de deshidratacién en punto critico Bal-Tec CPD 030
(Balzers, Alemania) y posteriormente, se realiz6 una metalizacion en oro
con un equipo de electrodeposicion catddica Bal-Tec SCD 004 (Balzers).
Las muestras se observaron en un microscopio de barrido (MEB) (JEOL
JSM-6400, Japon), para un analisis morfométrico de las CMMo

diferenciadas sobre cada biomaterial.

3.6.1.2. Microscopia de transmision

A los biomateriales con células se les realizaron varios lavados con suero
salino. Se fijaron con tampon cacodilato y glutaraldehido al 3% diluido en
tampodn cacodilato. En el SAI, se continu6 el proceso y se realizé una
tincion bioldgica con OsO4, para ofrecer un mayor contraste debido a su
unién a los lipidos. Las muestras se deshidrataron en concentraciones
crecientes de acetona y se incluyeron en Spurr. Se realizaron cortes en
un ultramicrotomo Reichert Ultracut E (Leica, Alemania) y se observaron
en un microscopio de trasmisién (MET) (JEOL JEM 1010, Japdn), para un
analisis ultraestructural de las CMMo diferenciadas sobre cada

biomaterial.

3.6.1.2.1. Analisis de energia dispersiva de rayos x

Para la realizacion de esta técnica de analisis de energia dispersiva de
rayos x (EDX) se obtuvo una seccion transversal de la muestra
previamente incluida en spurr, segun el protocolo habitual para MET. Con
la ayuda de un ultramicrotomo se obtuvieron secciones de
aproximadamente 5 um de grosor, que fueron recogidas y depositadas en
un portaobjetos de MEB. La muestra se dej6 secar al aire libre y a
continuacion se recubrié con una fina capa de carbono grafito puro. Para
el recubrimiento de la muestra se realizé la técnica de evaporacién de
carbono al vacio y posterior depdsito por gravedad sobre esta en un
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equipo BAL-TEC CEA 035. Posteriormente, se analizé en un MEB (JEOL
JSM-6400) equipado con un sistema de microanalisis quimica por
dispersion de energia de rayos x (OXFORD INCA ENERGY 200,

Inglaterra).

3.7. Analisis estadistico.

El analisis estadistico de los datos se realiz6 empleando el programa
SPSS 19.0 (IBM, Espafa). Los p-valores <0,05 se consideraron
estadisticamente significativos. Los resultados se expresan como la

media * error estandar (E.E.).
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Resultados
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4. Resultados

4.1. Poblacién celular de médula 6sea de oveja
4.1.1. Caracterizaciéon morfolégica de la poblacién celular
La poblacién celular obtenida tiene una morfologia irregular y con grandes

prolongaciones citoplasmaticas, tipicamente fibroblastica, siendo

caracteristica de CMM (llustracién 3).

llustracién 3: Células en cultivo monocapa. A y B: CMMo en pase celular 14
(S14). C y D: CMMo en S13.

4.1.2. Caracterizacion fenotipica de la poblacién celular

La poblacién de células fue caracterizada fenotipicamente por citometria
de flujo, probandose la expresion de diferentes receptores de membrana
descritos para las CMMh y CMMo. Esta poblacion celular (Figura. 2 A)
resulté negativa para los antigenos hematopoyéticos CD34 y CD45 (Fig.
B y C), mientras que para los antigenos CD29, CD44 y CD166 descritos
en la bibliografia para CMMo (Figura. 2 D, E y K) la poblacion celular
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mostré positividad. Para el resto de antigenos descritos para CMMh, la
citometria resulté negativa: CD69, CD73, CD90, CD105, CD106, CD271,
SSEA4, STRO y antifibroblasto (Fig. 2 F, G, H, |, J, L, M, Ny O).

o [ 1ot
(e

antifibroblasto

Figura. 2: Caracterizacion fenotipica mediante citometria de flujo. A:
Poblacién de células acotada en una regién donde son mas homogéneas.
B y C: En verde el histograma correspondiente al fluorocromo control
comparandolo con el histograma violeta, correspondiente a la
fluorescencia para el anticuerpo utilizado en cada caso. En este caso nos
indican negatividad para los anticuerpos de células hematopoyéticas, CD34
y CD45. D, E y K: muestran rangos de fluorescencia positivos frente a sus
controles, para anticuerpos de células madre mesenquimales, CD29, CD44
y CD166.F, G, H, I, J, L, M, N y O: nos indican negatividad para cada uno de
estos anticuerpos testados.

4.1.3. Potencial de diferenciacion de las células estudiadas

4.1.3.1. Adipogénesis

Después de cultivar las células en medio de diferenciacién adipogénica y
tefirlas con Oil Red O, se observé que solo un 2% de media de las
células presentaban las vacuolas lipidicas tipicas de adipocitos (llustracién
4). El control negativo de diferenciacion no fue cuantificado debido a no

presentar tincion.
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Tincion Oil Red O-adipogénesis
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A. Control sin estimular B. Células estimuladas

llustracién 4: Diferenciaciéon adipogénica, revelada con tincién Oil Red-O.

41.3.2. Osteogénesis

Tras cultivar las células en medio de estimulacion osteogénica y tefirlas
con Rojo Alizarina, se observé que células presentaban depédsitos
calcicos, caracteristicos de la diferenciacion osteogénica, en un 81% de
media de los precipitados de PCa (llustracién 5). El control negativo de

diferenciacion no fue cuantificado debido a no presentar tincion.
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Tincion Rojo alizarina-osteogénesis

A. 20X

A. Control sin estimular B. Células estimuladas

llustracién 5: Diferenciacion osteogénica revelada con tincion rojo
alizarina.

4.1.3.3. Condrogénesis

4.1.3.4. Histoquimica

La tincidon con HE revela, tanto en las micromasas estimuladas (llustracién 6
E) como en las no estimuladas (llustracién 6 A), la estructura celular de la
micromasa. Se observan células de aspecto redondeado con nucleos
resaltados con una coloracién azulada y los citoplasmas de color rosa, de
apariencia condrocitica. La tincion con MM evidencia una coloracién
azulada en las micromasas estimuladas (llustracién 6 F) debido a la
presencia de colageno. Sin embargo, en las micromasas presentan una

ligera coloracion azulada para las no estimuladas. (llustracién 6 B).
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llustracién 6: Tinciones histoquimicas realizadas a micromasas. A, B,Cy
D: Micromasas control en DMEM 20%. E, F, G y H: Micromasas
estimuladas.

4.1.3.5. Inmunohistoquimica

Con respecto a los analisis de Col | y Col Il, se observa una fuerte tincion
positiva de Col Il y una tincion débil de Col | para las micromasas
estimuladas ( llustraciéon 6 G y H). Con respecto a las micromasas no
estimuladas se observa para Col Il, ningun tipo de tincion positiva
(llustracién 6 D), mientras que en el caso del Col | aparece una ligera

tincion (llustracion 6 C).

4.1.4. Cultivo y crecimiento de células madre mesenquimales de
oveja sobre biomateriales

Tras sembrar las CMMo sobre los biomateriales de Col1, se pudo
observar cambios en la morfologia del biomaterial (llustracién 7) en donde a
simple vista se aprecia, como con el paso del tiempo de cultivo, se reduce
el tamano del biomaterial. A mayores se observan cambios en la
morfologia, debido a una mayor colonizacién de las células en la parte
central de este biomaterial. Esta disposicion celular solo es apreciable al
posicionar la placa a contra luz.
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A.Dia 11 B. Dia 17 C. Dia 29

Réplicas del Réplicas del Réplicas del
experimento experimento experimento

Controles Controles Controles

llustracién 7: Biomateriales de Col1 sembrados con CMMo y sus controles
sin CMMo en presencia de medio osteogénico. A: Réplicas de
biomateriales con CMMo y sus controles sin CMMo, tras 11 dias de cultivo.
B: Réplicas de biomaterial con CMMo con sus controles, tras 17 dias. C:
tras 29 dias.

Por otra parte, en la siembra de los materiales de B-FTC apenas se
observan cambios morfoldgicos a simple vista. Con respecto al B-FTC
(lustracion 8), se aprecia una posible consistencia de los biomateriales con
células con respecto a los biomateriales control sin células. Estos ultimos
carecen de compactacion, como en los estadios iniciales del cultivo en

donde el biomaterial esta suelto.
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B-FTCConcélulas diall B-FTC Concélulas dia 17 B-FTC Concélulas dia 29

B-FTC Control sin células dia 29

llustracién 8: Biomateriales de B—FTC sembrados con CMMo y sus
controles sin CMMo en presencia de medio osteogénico. A, By C:
Biomaterial con células que con el paso del tiempo en cultivo, parece que
presenta una estructura mas compacta. D, E y F: Biomaterial sin células
que presenta una estructura carente de compactacion.

4.1.5. Analisis citolégico e histolégico de los biomateriales

Tras el analisis mediante tincion de H-E se han podido observar
diferencias entre los biomateriales. Con respecto al biomaterial de B-FTC
se observan grandes diferencias en la disposicion del biomaterial, al verse
una consistencia mas estructurada y definida en presencia de CMMo
(llustracion 9 A, B y C). Se observan pocas células y éstas de forma
estirada y aglomerada, entrelazandose, unicamente en la parte superficial
del biomaterial, quedando asi espacios internos de éste totalmente
vacios. En el caso del biomaterial sin células esta estructura definida se
pierde (llustracién 9 A1, B1y C1) y en ella solo observamos restos del
biomaterial, con una apariencia totalmente dispersa sin ningun tipo de

estructura.
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Biomaterial BFTC con CMMo

A. 10x

llustracién 9: Tincién H-E del biomaterial B-FTC. Para el biomaterial con
CMMo se observa, A: Imagen general de la formacion del biomaterial con
células a 10x visualizando una estructura compacta y con forma definida.
B: Imagen a 20x donde vemos la estructura compactada con células
aglomeradas solo en la zona derecha. C: Imagen a 40x del biomaterial con
células dispuestas de forma estirada en la zona superior del biomaterial. En
el caso del biomaterial sin CMMo. A1: Imagen general del biomaterial
totalmente disperso a 10x. B1 y C1: Imagen a 20x y 40x y por tanto a mas
aumentos, donde se siguen observando los restos del biomaterial sueltos,
sin ningun tipo de unién entre ellos.

La tincién de H-E realizada al biomaterial de Col1 no es tan llamativa de
los posibles cambios por presencia celular como en el caso del B-FTC,
siendo las diferencias que aparecen en él mucho mas sutiles. Podemos
ver que para el biomaterial de Col1 con células (llustracion 10 A, By C) esta
mas engrosado. Su estructura porosa interna, caracteristica, apenas
muestra espacios libres. Esto se debe una presencia celular, ocupando la
mayoria de dichos espacios. En ellos se encuentran de forma mucho
menos estiradas que el caso anterior. Las zonas superficiales del
biomaterial se observan mas libres, no observandose apenas presencia

celular sobre él.

Por otro lado, el biomaterial de Col1 sin células (llustraciéon 10 A1, B1y C1)

se corresponde con un biomaterial menos engrosado, visualizando su
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estructura porosa interna. Por tanto en la parte central como superficial,
quedan espacios libres por la ausencia de células.

Biomaterial Col | con CMMo

B.20x

llustracién 10: Tincién H-E del biomaterial Col1. A: Estructura del
biomaterial engrosada con CMMo a 10x, teniendo una imagen general en
donde se ve un material grueso y sin apenas espacios libres. B: Imagen de
la estructura del biomaterial con células 20x, igualmente sin espacios
libres y sin CMMo , observables, en su superficie. C: finalmente la
estructura en detalle, a 40x, del conjunto del biomaterial confirma el
recubrimiento, de la porosidad interna de éste, por un gran nimero de
CMMo dispuestas de forma interconectada y encogida rodeadas del
biomaterial, ocupando asi todo el hueco disponible. En el caso del
biomaterial sin CMMo. A: Presenta a 10x una estructura del biomaterial
mucho menos engrosada, debido a un aspecto de mayor vacio en sus
estructuras internas, al comparar la imagen con la de biomaterial con
CMMo. B1: Se observa a 20x la tipica estructura porosa del biomaterial de
Col1 en donde se puede comparar mejor ese vacio del interno. C1: de forma
mucho mas clara a 40x, se observan los huecos en la imagen.

4.1.6. Analisis de la diferenciacion osteogénica sobre biomateriales

4.1.6.1. Analisis morfométrico

4.1.6.1.1. Microscopia electronica de Barrido
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Con esta técnica (MEB), hemos observado grandes diferencias entre los
biomateriales con células y sin células, observando en el caso del
biomaterial de B-FTC sin células una estructura dura y rigida sin apenas

porosidad o con poros muy pequefos (llustracién 11).

Microscopiade Barrido BFTC. Control

llustraciéon 11: MEB para B—FTC sin CMMo. A: Se observa la estructura
general del biomaterial de B-FTC sin células. B, C, D, E: Se ve en mas
detalle la estructura del biomaterial, donde se observa la rigidez y la
compactacion del mismo junto con la ausencia casi absoluta de porosidad,
el unico poro visible puede verse en la imagen D. F: Observamos una
imagen superficial con un posible desgaste, debido a la posible
permanencia del biomaterial en cultivo durante 30 dias.

En el caso del biomaterial con CMMo, debido a su estructura, nos
encontramos un gran numero de células capaces de crecer en presencia

de éste, de forma totalmente estirada sobre su superficie (llustracion 12).
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Microscopia de Barrido BFTC. Con células

llustraciéon 12: MEB para el biomaterial de B—FTC con CMMo. A: vemos de
forma general el biomaterial totalmente colonizado superficialmente por las
células. B, C, D, E y F: La disposicion expandida del conjunto de células
que colonizan la superficie del biomaterial.

Gracias ala MEB hemos podido ver diferencias estructurales entre los
biomateriales, y por tanto, ver como ésta influye directamente en la
disposicion de las CMMo sobre ellos. En este caso, para el biomaterial de
Col1, observamos en el control sin CMMo una estructura mucho mas
compleja imitando al medio natural en donde se encuentran las células,

recordando incluso a una MEC (llustracién 13).

Diferenciacion in vitro de CMMo sobre biomateriales de Col1 y -FTC.

52



Microscopia de Barrido Colageno Control

llustraciéon 13: MEB de Col1 sin CMMo. A: observamos una imagen de la
estructura globosa general que presenta el biomaterial. B: en este caso se
puede ver un poro del biomaterial junto con un entramado de fibras que
hace pensar en una MEC. Complementando esto se observa en las
imagenes C, D, E y F una estructura totalmente intricada de fibras y
estructuras globosas, caracteristicas de la estructura del biomaterial de
Col1.

Con respecto al biomaterial de Col1 con CMMo se observé una
colonizacion superficial mas compleja al apreciarse las células estiradas
y sus interconexiones celulares (llustracion 14 A, B, C ,D y E). Ademas, se
pudo observar como las células no solo colonizan la superficie del
biomaterial sino que, en este caso, también son capaces de disponerse

en el interior de la estructura de forma interconectada (llustracién 14 F).
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Microscopia de Barrido Colageno con células

llustraciéon 14: MEB de Col1 con CMMo. A: Biomaterial de Col1 de forma
muy similar al control, con alguna célula en su superficie. B, C, Dy E: En
donde las células fueron mas facilmente observables al obtener imagenes
a mas aumentos, viéndose una colonizacién celular mas mimética con el
biomaterial, apareciendo conexiones intercelulares entre ellas. F: imagen
perteneciente a una zona de hueco del biomaterial, en donde se produce la
disposiciéon de un niumero abundante de células conectadas de forma
estirada colonizando asi al biomaterial.

4.1.6.1.2. Microscopia electronica de Transmisién

Con esta técnica se evaluaron unicamente las muestras de biomaterial
con células. En el caso del biomaterial Col1 visualizamos tanto las células
como sus organulos de una forma perfectamente distinguible en cada una
de las imagenes (llustracion 15 E y F). Ademas, en ellas también podemos
apreciar la produccion de precipitados, tanto extracelulares (llustracién 15 A,
D, G y I) como precipitados intracelulares (llustracién 15 B, C y H). Por otro
lado, se aprecian en algunas de las imagenes posibles restos de

biomaterial en el medio (llustracién 15 A, G y I).
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Microscopia Transmision

on Células:

llustracién 15: MET de Col1con CMMo. A: Se observa una célula muy bien
definida con precipitados en el exterior y posibles restos de biomaterial en
el margen inferior izquierdo. B, C y H: Se observan células con precipitados
en el interior de ellas, en forma de acumulo de cristalitos. D: imagen de
precipitados de forma abundante, siendo incluso de mayor tamano que la
célula. E y F: Nos muestran células a mayor aumento apreciando sus
organulos. E: Imagen de una mitocondria en el interior celular. G e I,
también encontramos restos del biomaterial de Col1, siendo mayor en la
imagen G.

Por otra parte, en el caso del biomaterial de B-FTC, se observa también
de forma clara las células que estan presentes en la preparacién, ademas
de su estructura interna (llustracién 16 C, E y F). En este caso también
apreciamos de forma menos abundante precipitados, unicamente de

forma extracelular (llustracién 16 A, B y D).
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Microscopiade transmision de BFTC con Células:
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llustracién 16: MET de B-FTC con CMMo. C, E y F: Observamos las células
de forma mas estirada con respecto al biomaterial de Col1. Ademas
también vemos posibles precipitados, pero en menor abundancia que para
el biomaterial de Col1 en la imagen A, B, D, y E.

4.1.6.1.2.1. Analisis de energia dispersiva de rayos x

Tras la visualizacion de precipitados, dispuestos tanto extracelular como
intracelularmente, en las preparaciones de MET del biomaterial de Col1
se ha decidido realizar un estudio mas exhaustivo para conocer la
composicidn de los precipitados observados. Se han realizado cortes de
las muestras en la zona de interés, y se ha estudiado la composicién
mediante analisis de energia dispersiva de rayos x (EDX) (llustracién 17).
En este analisis por mapas de rayos x (Rx) se puede observar una nube
de puntos, con la misma forma que el precipitado, en la que aparecen los
compuestos de los que esta formado. En este caso abundan, para los dos
tipos de precipitados (llustracién 17 A 'y B, con mapas marcados de

amarillo), compuestos de calcio y fosfato.
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llustraciéon 17: Analisis de precipitados del biomaterial de Col1 mediante
EDX. Imagenes de cortes a MEB, en donde se observan diferentes regiones
de los precipitados. En estas imagenes, que son de tamafno mas grande,
se observa en una tonalidad mas clara los precipitados y en una tonalidad
mas grisacea las células presentes en ese mismo corte. A: Se refiere a un

corte en concreto, en donde apreciamos una zona de precipitado
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aumentada, y su analisis de Rx correspondiente. De este analisis
obtenemos como resultado, imagenes mas pequeinas y punteadas que se
conocen como mapas de RX. Cada una de ellas se corresponde con la
localizacion de un elemento presente en el corte de la muestra, dandonos
informacion de cual es el elemento presente y cual es su localizacién,
mediante la disposicion del punteado. De manera que para la imagen A se
observa una localizacion del elemento calcio y fosfato en la zona que
corresponde al precipitado. Para la imagen B vemos el mismo analisis para
otro precipitado distinto, en este caso no se encuentra aumentado, y en él
se observa el mismo resultado de colocalizacién del elemento calcio y
féosforo para la misma zona de precipitado.

En el analisis de Rx localizado en dos puntos del precipitado (llustracién
18), se estima una cantidad de calcio aproximada de 12% para ambos
casos, seguida de la estimacién de una cantidad de fésforo

aproximadamente del 9%, tanto para la imagen A como B (llustracién 18).
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llustracion 18: Analisis EDX localizado en precipitados extracelulares de
los biomateriales de Col1. A: Region oscura del precipitado B mostrado en
la ilustraciéon 16 B, acotada para el estudio, con su tabla de analisis
correspondiente, en la cual destacan, tras un alto valor de 25,60
correspondiente al carbono residual con el que cubrimos la muestra para
su visualizacién, los valores de fosfato, 9.10, y calcio, 12.73, como los
valores mas abundantes frente a los demas elementos presentes en el
analisis. Junto a estos valores se presenta ademas un espectro de picos
especificos para cada elemento, avalando por tanto la presencia de calcio y
fosfato en la region de analisis. B: En este caso hemos decidido acotar
una region blanca del precipitado A mostrado en la ilustracion 16 A, su
junto su tabla de resultados y el espectro de picos especifico para su
anadlisis. Obtenemos en este analisis lo mismos resultados de abundancia
de calcio y fosfato junto con su regién de picos especifica
correspondiente y con una abundancia en carbono ligeramente superior.

Ademas para contrastar éstos resultados, hemos decidido realizar un
nuevo analisis de EDX para las células que aparecen en ese mismo corte
de estudio. En él observamos diferencias en la cantidad de elementos
presente (llustracién 19), obteniendo incluso ausencia de elementos que
anteriormente si estaban presentes. Es decir, el compuesto de carbono
presenta mayor cantidad, junto a una inexistente cantidad de calcio y

fésforo.
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llustraciéon 19: Andlisis EDX de CMMo en biomateriales de Col1. Presentado
con amarillo la regién de células seiialada en donde se realiza el estudio de
RX localizado con su tabla de resultados del analisis y su region de picos
correspondiente. A: El analisis en este caso nos releva una cantidad de
carbono mucho mas elevada, 52,84, que el caso del analisis de
precipitados. Ademas observamos la inexistencia de elementos de calcio y
fosfato para dicha regién celular analizada. B: En este caso, para esta zona
analizada, se obtuvo la misma desapariciéon de elementos de calcio y
fosfato, presentes en los analisis de precipitados, siguiendo con la misma
abundancia de carbono de 52, 56.
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5. Discusion

En la regeneracion 6sea surge una gran alternativa, como es la
conjuncion de CMM y biomateriales que ofrezcan, por un lado, una buena
diferenciacion de las células a hueso y por otro, un soporte facilmente
biodegradable para el crecimiento y extension de las CMM diferenciadas

a hueso.

Para ello hemos decidido realizar un estudio, in vitro, utilizando
concretamente especimenes de oveja (Ovis Aries). La utilizaciéon de la
oveja se encuentra bastante extendida debido a su gran similitud con el
ser humano tanto en su relacién tamafo/peso como en la forma de
regeneracion y desarrollo del tejido 6seo de interés (McCarty C.R. et al.,
2008; Feitosa Tarja L. M. et al., 2010). Ademas, también presenta un
potencial de cicatrizacidn ésea junto con un aporte sanguineo en dicha
cicatrizacion, comparable a la del ser humano (Reichert C. J. et al., 2010).
Aparece asi la posibilidad de seguimiento en la evolucién durante largos
periodos de tiempo (Atayade L.M. et al., 2014). El modelo animal de oveja
presenta otras ventajas como su bajo coste, su disponibilidad y su
aceptacion ética (Atayade L.M. et al., 2014). Y es por todo esto, que

hemos decidido su utilizacion como modelo animal para nuestro estudio.

A pesar de la popularidad de la oveja como modelo, tanto para estudios in
vitro como in vivo y sus aplicaciones en ingenieria tisular, existe muy poca
informacion con respecto a sus CMMo (Rentsch C. et al., 2010; Lyahyai J.
et al., 2012). De manera que se hace necesaria la estandarizacion de
marcadores y protocolos especificos para la caracterizacion de estas
CMMo (Adamzyk C. et al., 2013), dado que la mayoria de estudios en
investigacion de células madre han sido prioritariamente con células
humanas y de raton (Leeda S. et al., 2010; Rentsch C. et al., 2010). Por
tanto la caracterizacion de las CMMo hoy en dia es todavia limitada
(Lyahyai J. et al., 2012).

En nuestro caso, la obtencion de las CMMo se ha realizado de dos formas
distintas. En un primer momento, se realizaron aspirados de cresta iliaca
como método preferente en la obtencion de la muestra, siendo el mas
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utilizado en la mayoria de estudios previos consultados (McCarty C. R. et
al., 2009; Payer M. et al., 2009; Boos M. A. et al., 2010; Reichert C.J. et
al., 2010; Rentsch C. et al., 2010; Scaglione S. et al., 2010; Viteau V. et
al., 2013) debido a cuestiones de mayor esterilidad en la obtencion de la
muestra. Pese a ello, finalmente la obtenciéon de muestras se produjo por
lavados de médula ésea de cabezas femorales, simplemente por ser el
unico método posible, debido a la disponibilidad de muestras por parte de
los servicios de la Unidad de Cirugia Experimental del Centro Tecnoldgico
de Formacién del CHUAC. Este método es mucho menos generalizado,
dado que no garantiza las condiciones de esterilidad y ademas es
necesario el sacrificio previo del animal. A pesar de ello, es un método
igualmente efectivo en la obtencién y por eso es utilizado en algunos
estudios consultados (Heidari B. et al., 2012; Mrugala D. et al., 2012).

En nuestro estudio, las CMMo obtenidas han mostrando adherencia al
plastico, morfologia fibroblastica y mantenimiento de las caracteristicas de
indiferenciacion a diferentes pases de cultivo, como en otros trabajos
(McCarty C. R. et al., 2009; Payer M. et al., 2009; Lyahyai J. et al., 2012;
Banasfsheh H. et al., 2013) y al igual que en estudios previos de CMM de
ratén y humanos (Rentsch C. et al., 2010).

En su caracterizacion, mediante analisis fenotipico, hemos obtenido
expresion positiva para los marcadores CD29, CD44 y CD166, que
reaccionan con CMMo, y expresion negativa para CD34 y CD45 como
marcadores hematopoyéticos, al igual que en publicaciénes anteriores
(Boos M.A. et al., 2010; Reichert C. J. et al., 2010; Field R. J. et al., 2011;
Boxal A.y S. Jones E., 2012; Mrugala D. et al., 2012; Adamzyk C. et al.,
2013; Kalaszczynska |. et al., 2013). Apareciendo un estudio previo, en
donde se nos indica que los Ac CD29, CD44 y STRO-4 presentan igual
positividad fenotipica tanto para las CMMo como CMMh (Zannettino
W.C.A. et al., 2010).

Existen otros estudios que ademas de presentar positividad para los
mismos marcadores que nuestro trabajo también expresan positividad
para otros marcadores distintos, como son CD73, CD90 y CD105 en la
caracterizacion de las CMMo (Rentsch C. et al. 2010; Lyahyai J. et al.,

2012) y para los cuales, en nuestro trabajo, hemos obtenido un resultado
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negativo. Los anticuerpos empleados CD73 y CD90 (BD Bioscience) son
coincidentes con los de nuestro trabajo, sin embargo para el anticuerpo
CD105 (Ancell) no coinciden con el utilizado por nosotros (ABD Serotec).
Esta diferencia, con respecto a nuestros resultados debido a la inexistente
expresion de CD73, CD90 y CD105 en nuestras CMMo, ha sido estudiada
en otro trabajo previo. En él se ha analizado la influencia que pudiesen
tener los medios de cultivo, entre ellos el DMEM 1g/L glucosa (PAA,
Coelba, Alemania), en la expresién de los diferentes marcadores,
anadiéndoles a cada uno distintas cantidades de suero de ternero fetal
(STF) (Pan Biotech, Alemania) (Adamzyk C. et al., 2013). Result6 que, los
medios DMEM suplementados con cantidades de un 10% de STF,
favorecen el incremento de sefal para los marcadores CD73, CD90 y
CD105 en CMMo, lo cual va en contra de nuestros resultados de
expresion fenotipica. Esto puede verse influenciado por diferencias en los
compuestos utilizados, que en nuestro caso fue DMEM 4,5g/L glucosa
(Lonza, Espafia) suplementado con 10% de SBF. Por otro lado, se
detecto para todos los tipos de medio en estudios previos consultados, sin
importar la cantidad de SCF utilizada, una alta presencia del marcador
mesenquimal CD44 tanto para las CMMo como CMMh. Algunos autores
concluyeron que CD73, CD90 y CD105 son marcadores especificos para
CMMh (Seebach C. et al., 2010; Teti G. et al., 2012). Sin embargo, otro
trabajo habla de que la expresién para CD73, CD90 y CD105 puede verse
influenciada por la composicion del medio de cultivo utilizado para el
crecimiento celular, e incluso por posibles variaciones en la zona de
extraccion de muestra a la hora de la obtencién de las células. En este
sentido, tanto el crecimiento celular como la expresion de marcadores de
superficie, se vean influenciados posiblemente por la zona dadora de las
células (Adamzyk C. et al., 2013). Otro factor a considerar por su posible
influencia en las diferencias de expresion fenotipica de las CMMo, es el
uso de anticuerpos humanos, ya que es probable una pérdida de
reactividad de las células, frente a estos anticuerpos (Boxal A. S. y Jones
E., 2012). Estos no necesariamente presentan reaccion cruzada con otras
especies (McCarty C. R. et al., 2009; Adamzyk C. et al., 2013). A pesar de
que se ha observado que en el analisis fenotipico de marcadores de

superficie, los anticuerpos que reaccionan anti CMMh no presentan
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reaccion frente a CMMo (McCarty C. R. et al., 2009), son con frecuencia
utilizados en estudios previos como una metodologia desafortunada
(Adamzyk C. et al., 2013). Seria importante entonces, la estabilizacién de
protocolos en la caracterizacion de las CMMo, tan empleadas en los
ultimos afos, mediante Ac especificos para la especie ovina que nos

garantice la fiabilidad de los resultados obtenidos.

En vista de nuestros resultados, y la bibliografia correspondiente
analizada, consideramos que la positividad para los marcadores
especificos CD29, CD44 y CD166, seria suficiente a dia de hoy, para
indicarnos la obtencion de CMMo, al igual que para la gran mayoria de los
estudios consultados. Ademas, los marcadores CD29, CD44 y CD166 son
caracteristicos de células con fuerte expresion de indiferenciacion
(Adamzyk C. et al., 2013). Hemos obtenido expresion negativa para el
resto de la bateria utilizada (CD90, CD73, CD105, CD146, CD90 y STRO-
1), al igual que en los articulos de caracterizacion de CMMo consultados
(Boos M.A. et al., 2010; Reichert C. J. et al., 2010; Field R. J. et al., 2011,
Boxal A. S. y Jones E., 2012; Mrugala D. et al., 2012; Adamzyk C. et al.,
2013; Kalaszczynska I. et al., 2013) y coincidentes con nuestros mismos

resultados.

Hemos observado coincidencias para los anticuerpos CD73 y CD90 (BD
Bioscience) de forma que, posiblemente seria recomendable aumentar el
tamafo muestral para comparar mejor estos resultados. Por otro lado, el
anticuerpo CD105 (Ancell) no coincide con el utilizado en el trabajo (AbD

Serotec) siendo de interés adquirirlo para testarlo con nuestras células.

Nuestro estudio de multipotencialidad de CMMo se ha completado al
inducir su diferenciacion a tejidos de origen mesodérmico como
osteoblastos, adipocitos y condrocitos (Lyahyai J. et al., 2012). Esta
diferenciacion se ha inducido mediante medios comerciales para
diferenciaciones de CMMh, al igual que en otros muchos trabajos previos
consultados (Reichert J. C. et al., 2010; Rentsch C. et al., 2010; Lyahyai J.
et al., 2012; Adamzyk C. et al., 2013; Berner A. et al., 2013; Viateau V. et
al., 2013). Esto refleja, por otro lado, la carencia existente de medios
especificos disponibles para CMMo y quizas, es por ello que no se han

obtenido grandes resultados hasta la fecha. Sin embargo, esta relacién de
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influencia del medio todavia no esta tan clara, tal y como se indica en un
estudio comparativo de la utilizacion de medios para CMMo frente a
CMMh (Adamzyk C. et al., 2013). En este trabajo previo ya citado
anteriormente se ha visto que, medios suplementados con SBF (como es
nuestro caso) presentan una fuerte influencia en la proliferacion de las

CMMo, mayor incluso que para las CMMh (Adamzyk C. et al., 2013).

En la segunda parte del trabajo correspondiente a la siembra de CMMo
sobre biomateriales, se visualizd crecimiento tanto en Col1 como B-FTC.
En un estudio previo se vieron diferencias en la capacidad de crecimiento
sobre ellos, por parte de las CMMo frente a las CMMh. Siendo mucho
mayor la capacidad de crecimiento de CMMo, sobre la mayoria de los
biomateriales utilizados, entre los que se encontraban el AH, B-FTC,
particulas de sulfato calcico o biomateriales formados por la combinacién
de Col1 con AH y B-FTC (Zannettino W.C.A. et al., 2010). En primer lugar,
para el biomaterial de Col1, se ha observado en trabajos previos, que éste
permite una mejor adhesion y proliferacion de las CMMo (Zannettino
W.C.A. et al., 2010), debido a su estructura tridimensional caracteristica
(Ding L. et al., 2014) que imita a la MEC (Bernhardt A. et al., 2010).
Ademas, en resultados previos en nuestro laboratorio, para este
biomaterial de Col1 se ha observado un buen crecimiento de CMMh
diferenciadas con medio condrogénico (Sanjurjo-Rodriguez C. et al.,
2014). Debido a ello que hemos escogido este biomaterial para nuestro

estudio.

En nuestro trabajo, ademas de un buen crecimiento celular, tanto en la
zona superficial como la zona interna del biomaterial de Col1, se ha
podido observar la aparicion de precipitados de fosfato calcico. Para
confirmar dicha presencia de fosfato calcico en estos precipitados, hemos
realizado un analisis EDX (Reichert J. C. et al., 2011). Este analisis se ha
llevado a cabo en cada una de las regiones de interés y se han obtenido
espectros de picos caracteristicos, para los elementos presentes. El
resultado del analisis de EDX para las regiones de precipitado mostrd
presencia de compuestos de calcio y fosfato en nuestros estudios, lo cual
hemos visto que coincide con los mismos valores de un estudio previo

(Reichert J. C. et al., 2011). En él se ha analizado una region de tejido
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6seo mediante EDX, a diferencia de nuestro estudio donde hemos
analizado precipitados en nuestros constructos osteogénicos (Reichert J.
C. etal, 2011). A mayores se analizaron otras regiones de células de
interés, para las cuales en este caso, los resultados tanto para nuestro
trabajo como para el anterior estudio mencionado coinciden (Reichert J.
C. etal., 2011). En ambos, el espectro de picos que se obtuvo fue un
unico elemento, el carbono, mientras que los picos para los elementos de

calcio y fosfato han sido inexistentes.

La aparicion de dichos precipitados de PCa podria ser debida a la
imitacion de la MEC por parte del biomaterial de Col1 (Rentsch C. et al.,
2010). Por tanto, éste se ve involucrado ademas en el crecimiento y
proliferacion celular, en la diferenciacién de las CMMo a células
precursoras de hueso. Llegando incluso a segregar los precipitados de
PCa caracteristicos en la neoformacion de tejido 6seo (Bernhardt A. et al.,
2010).

De manera que, en funcion de nuestros resultados, dicho material forma
un constructo de tejido éseo. Apoyando ésto, se ha visto en trabajos
previos que el biomaterial de Col1, junto con CMMo, permite la formacion
de un constructo mas eficiente que otros biomateriales (Reichert J. C. et
al., 2011). Con la particularidad de que esta eficiencia se da en
poblaciones de CMM que expresan positividad para CD29 (como es
nuestro caso), ya que esta expresion significa que las células presentan
moléculas de adhesion de superficie (B-integrina) receptoras para el
colageno (Zannettino W.C.A. et al., 2010). Con lo cual, la unién del
biomaterial y las células induce la formacion de colonias de CMM, y éstas
a su vez ven facilitada su actividad de diferenciacion (Zannettino W.C.A.
et al., 2010).

Por otra parte, en el caso del biomaterial de B-FTC, la siembra de CMM
sobre él tiene como resultado una exitosa reparacion de los defectos
0seos (Paschos N.K. et al., 2014). Se ha visto en estudios previos como
CMMh junto con el biomaterial de B-FTC consiguen una buena formacion
de neotejido (Bernhardt A. et al., 2011). Esto nos hace pensar en la
posibilidad de un proximo estudio en un modelo animal, con el biomaterial

de B-FTC para la regeneracién 6sea, como ya se ha visto en otros
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trabajos (Bernhardt A. et al., 2011). En el caso que nos ocupa, no se ha
observado ningun tipo de formacién de neotejido, Unicamente se ha visto
crecimiento superficial y por tanto ausencia de osteoinductividad por parte
del biomaterial. Ademas se observé una inexistente diferenciacion celular,
como fue el caso del estudio previo (Viteau V. et al., 2013). Este hecho,
puede ser debido a la influencia de factores microambientales derivados
de las caracteristicas estructurales del biomaterial, como pueden ser la
geometria del B-FTC, su porosidad o sus caracteristicas quimicas.
Afectando éstas posiblemente a la interconectividad celular y, por tanto, a
la produccién de una saturacion local de iones fosfato y calcio que limite
la actividad celular (Viteau V. et al., 2013). Por tanto, las caracteristicas
morfoldgicas y estructurales del biomaterial pueden impedir a las células
su actividad normal y que no se observe ningun tipo de neoformacion

celular o reabsorcion del biomaterial (Viteau V. et al., 2013).

Se ha visto mediante imagenes de cortes al MET del biomaterial de [3-
FTC, ciertos precipitados extracelulares. Por causas de incompatibilidad
de la técnica de analisis EDX utilizada, es imposible mostrar su
composicion real. Esto es debido a la composicion caracteristica del
biomaterial, que se solaparia con los elementos de calcio y fosfato que
componen los precipitados de interés de las células diferenciadas a
hueso. En este sentido seriamos incapaces de distinguirlos. Seria
interesante un analisis de los cortes de interés del biomaterial de B-FTC
mediante alguna otra técnica alternativa que nos permita diferenciar entre
la composicion del biomaterial y el precipitado celular y, por tanto, poder

concretar el origen de la composicion de éstos.
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4. Conclusiones

1.

La expresion de marcadores de células madre mesenquimales y la
capacidad de diferenciacion osteogénica y condrogénica permiten
considerar a las células aisladas de cresta iliaca y médula ésea

ovina como CMMo.

Las CMMo crecen tanto en la superficie como en el interior de la
estructura tridimensional del biomaterial de Col1, mientras que

crecen solo superficialmente sobre el biomaterial de B-FTC.

El analisis EDX muestra diferenciacion osteogénica temprana de
las CMMo cultivadas en el biomaterial de Col1, debido a la
aparicion de precipitados de PCa, y la formacion de constructos

osteogénicos.

El analisis EDX del biomaterial de B-FTC no permite determinar la
existencia de diferenciacion osteogénica de las CMMo y tampoco

permite determinar la formacién de constructos osteogénicos.
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ANEXOS

Anexo 1:

Anticuerpos utilizados en la citometria de flujo
Anticuerpo Clon Descripcion Casa comercial

FITC-ratén IgG1 Pufificado BD PharmingenTM
Kappa Isotipo Control

PE-ratén IgG1 Kappa Abcam
Isotipo Control

Raton IgG1 Isotipo CLON: 1F8 1gG1 BD PharmingenTM
Control-PECy5

Conejo Anti-raton FITC Dako (PALEX
Immunoglobulinas- MEDICAL, S.A.)
FITC

Ratén Anti-Humano Pufificado BD PharmingenTM
CD34-PE anticuerpo

monoclonal

Rata anti-Ratén CLON: 25.32 FITC AbD Serotec
CD44-FITC
anticuerpo

monoclonal

Rata anti-Ratén TS2/16 PE Biolegend
CD29-FITC
anticuerpo

monoclonal

Raton Anti-Humano CLON: HI30 Pufificado BD PharmingenTM
CD45-FITC
anticuerpo

monoclonal

Ratén anti-Humano CLON: FN50 Pufificado BD PharmingenTM
CD69 anticuerpo

monoclonal

Raton Anti-Humano CLON: AD2 Pufificado BD PharmingenTM
CD73-PE anticuerpo
monoclonal
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Ratén Anti-Humano
CD90-PE-Cy5
anticuerpo

monoclonal

Raton Anti-Humano
CD105-FITC

monoclonal

Ratén Anti-Humano
CD106-PE-Cy5

anticuerpo monoclonal

Ratén Anti-Humano
CD166-PE anticuerpo

monoclonal

Ratén Anti-Humano
CD271 Anti- Factor de
crecimiento nervioso
(NGFR-p75)
Monoclonal

Antigeno especifico de
la etapa embrionaria
Anti-humano/ratén
(SSEA-4) Monoclonal

Raton Anti-Humano
STRO-1 (CD34+
células de médula

Osea)

Ratén Anti-Humano
Fibroblasto

CLON: 5E10

CLON: SN6

Pufificado

CLON: 3A6

CLON: ME20.4

CLON: MC-813-70

Sobrenadante de

cultivo celular

CLON: 5B5

Pufificado

Pufificado

BD PharmingenTM

Pufificado

Fluido ascitico de

raton

IgG3a

GRUPO 3

Pufificado

BD PharmingenTM

AbD Serotec

Ratén Anti-Humano
CD106-PE-Cy5
anticuerpo
monoclonal

BD PharmingenTM

Sigma

R&D Systems

Ratén Anti-Humano
STRO-1 (CD34+
células de médula

osea)

Abcam

Tabla Il: Anticuerpos utilizados en la citometria de flujo.
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Anexo 2:

Estrategia de busqueda bibliografica:

Objeto de Estudio:

¢ Son capaces las células madre mesenquimales de oveja, CMMo, de
diferenciarse a osteoblastos sobre materiales de colageno y p—fosfato

tricalcico?

Con el fin de llevar a cabo una busqueda de CMMo y la utilizacion
biomateriales de colageno y B—fosfato tricalcico en la regeneracién ésea,
se realizdé una estrategia de busqueda en las siguientes bases de datos a
principios de diciembre de 2013, complementandose con nuevas

busquedas a finales de Enero y entre finales de Abril y Mayo

Criterios de Inclusién y de Exclusion:

Se ha decidido escoger articulos sobre la diferenciacion de CMM ovina,
junto con otra busqueda de articulos de revision sobre bioingenieria 6sea
en oveja, debido a la escasez, se ha ampliado la busqueda a la

utilizacion de CMM humanas. Articulos siempre en inglés.

Se ha limitado los estudios de entre los afios 2005 -2014. Posteriormente
se ha acotado la busqueda en el area de la bioingenieria a los materiales

de colageno y B—fosfato tricalcico

Estrategia de busqueda:

Se ha llevado a cabo una busqueda en MEDLINE, Pubmed, por serla

mas significativa en ciencias de la salud:

« "Mesenchymal Stromal Cells"[Mesh] AND "Sheep,
Domestic"[Mesh]

« "mesenchymal stromal cells"[MeSH Terms] OR ("mesenchymal”[All
Fields] AND "stromal"[All Fields] AND "cells"[All Fields]) OR
"mesenchymal stromal cells"[All Fields] OR ("mesenchymal”[All
Fields] AND "stem"[All Fields] AND "cells"[All Fields]) OR
"mesenchymal stem cells"[All Fields]) AND (("cell
differentiation"[MeSH Terms] OR ("cell"[All Fields] AND
"differentiation"[All Fields]) OR "cell differentiation"[All Fields] OR
"differentiation"[All Fields]) AND osteogenic[All Fields]) AND
(domestic[All Fields] AND ("sheep, domestic"[MeSH Terms] OR
("sheep"[All Fields] AND "domestic"[All Fields]) OR "domestic
sheep"[All Fields] OR "ovine"[All Fields])).
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« osteogenic[All Fields] AND (scaffold[All Fields] AND colagenol[All
Fields]) OR ("beta-tricalcium phosphate"[Supplementary Concept]
OR "beta-tricalcium phosphate"[All Fields] OR "beta tricalcium
phosphate"[All Fields]) AND ("sheep, domestic"[MeSH Terms] OR
("sheep"[All Fields] AND "domestic"[All Fields]) OR "domestic
sheep"[All Fields] OR "sheep"[All Fields] OR "sheep"[MeSH Terms])
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Anexo 3:

Consentimiento informado

SERVIZO
GALEGO
de SAUDE

Xerencia Xestion Integrada
A Corufa

CERTIFICADO

D. Alberto Centeno Cortés v D, * Nieves Domenceh Garcia en calidad de presidente v
vicepresidente del Comité Etico de Experimentacion Animal (CEEA) del Complexo
Hospitalario Universitario A Corufia (CHUAC) v en virted de lo dispuesto en ¢l Real
Decreta 12012005 de 10 de octubre. sobre proteccidn de los ammales utilizados para
experimentacion v otros fines cientificos:

CERTIFICAN:

s Que D. Francisco ). Blanco Garcia ha presentado para su evaluacion por ¢l
CEEA ¢l proyecto de investigacion titulado: INGENIERIA TISULAR EN UN
MODELO ANIMAL DE IMPLANTOLOGIA ORAL

s Que una vezr evaluado dicho provecto por todos los miembros del CEEA ha
obtenido por unanimidad la valoracion de APTO conforme a la legislacion
vigente.

e Oue la totalidad del proyecto va a realizarse en las instalaciones de la Unidad de
Investigacion v la Unidad de Cirugia Experimental del CHUAC inserita en o
Libro de Registro de la Conselleria de Agricultura de la Xunta de Galicia como
Centro Usuano de Animales de Experimentacion con ¢l n® ES 150300014801 //
150002AE.

¢ Que todos los procedimientos de cuidado, manipulacion, quinirgicos v
cutandsicos a los que se someta a los animales, serdn realizados por ¢l personal
de la Unidad de Cirugia Experimental. Dicho personal esti cualificado en todos
los grupos profesionales: A, B, C, DI y D2,

Lo cual firmamos v sellamos en A Coruiia a 20 de julio de 2012,

D. * Nieves Domenech Garcia
Presidente del CEEA Vicepresidente del CEEA

rto Centeno Cortés
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Anexo 4:

Difusiéon de los resultados obtenidos en el presente TFM.

* Biointegrasaude 2014. 3 Junio 2014. Instituto de Investigacion Biomédica de A
Corufia (INIBIC), A Corufia. Comunicacién tipo péster. Titulo del pdster:
Ingenieria tisular del hueso empleando células madre mesenquimales ovinas
cultivadas en biomateriales de coldgeno y beta fosfato tricalcico. Autores:
Sanjurjo-Rodriguez C, Fernandez-Vazquez T, Seijo-Calvifio |, Hermida-Gémez T,
Fuentes IM, Cruz JM, Diaz-Prado S, Blanco FJ.

¢ |l Jornadas Cientificas Universitarias en Implantologia Oral “Balcon del
Atlantico”. 30-31 Mayo de 2014. Universidade da Coruifa, A Corufa.
Comunicacion tipo pdster. Titulo del pdster: Regeneracion dsea mediante el uso
de células madre mesenquimales y biomateriales: modelo ovino. Autores:
Sanjurjo-Rodriguez C, Fernandez-Vazquez T, Seijo-Calvifio I, Hermida-Gémez T,
Seoane-Mato V, Cruz-Valifio JM, Fuentes-Boquete IM, Diaz-Prado SM, Blanco FJ.
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