RESUMEN

El objetivo de este trabajo, ha sido evaluar la aplicabilidad de tres materiales
eutectoides en el sistema dicalcio silicato-tricalcio fosfato (EC1, EC2, EC3) en el
campo de la ingenieria del tejido 6seo. Por eso es necesario evaluar la
biocompatibilidad de estas ceramicas a través de estudios in vitro , la posibilidad de
utilizarlas como matrices para suportar el crecimiento celular y al mismo tiempo la
capacidad osteoinductora de lo los materiales de estimular la diferenciacion de

células indiferenciadas ( ahMSCs ) hacia osteoblastos.

LA BIO-INGENIERIA DEL TEJIDO OSEO

La bio-ingenieria es un nuevo campo inter-disciplinar que se propone de combinar
los principios de la biologia y de la ingenieria. Esta disciplina se propone reparar
dafios dseos utilizando como soportes para el crecimiento celular biomateriales que
una vez introducidos en el sito defectivo permitirian a los precursores celulares
diferenciarse bajo la influencia de los factores de crecimiento y de los iones
presentes.

Los precursores no cometidos mas utilizados para estos estudios son las células
mesenquimales adultas humanas (ahMSCs) aisladas de aspirados completos de
medula Osea, através de varios protocolos entre los cuales la centrifugacién en
gradientes de densidad como el Ficoll. Las ahMSCs son células multipotentes
capaces de originar progenitores de diferentes tejidos mesenquimales como el dseo,
cartilagineo, adiposo o muscular. Por este motivo y por la baja imunogenicidad
presentada son las celulas mas deseadas. Al dia de hoy hay algunas normas para la
caracterizacion de las ahMSCs como la adherencia al plastico y la expresion de

algunos marcadores como CD105, CD73, CD90; porque los cultivos primarios de
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células mononucleadas separadas por centrifugacion en Ficoll, se ha demostrado
contener células de la linea hematopoyética y un conjunto de progenitores
mesenquimales con diferentes grados de staminalidad. El mayor o menor contenido
de células no comisionadas varia de muestra a muestra y estd relacionado con
factores dependientes del donador como edad o condiciones fisicas y del método de

extraccion o separacion.

L.OS MATERIALES CERAMICOS (EC1, EC2,EC2)

Los materiales utilizados en este trabajo los ha producido Isabel Martinez de la
Universidad de Helche. Son ceramicas contenientes diferentes cantidades de fosfato
tricalcico Cas(POa4), (TCP) y dicalcio silicato Ca,Si04 (C,S) (EC 1: 31% TCP e 69%
C,S, EC 2: 55% TCP e 45% C,S, EC 3: 83% TCP e 17% C,S). La hipétesis es que
estos materiales sean biocompatibles, y debido a su bioactividad (comprobada
anteriormente por el laboratorio que los produce) que estimulen la regeneracion 6sea
integrandose al hueso através de la formacién de una capa de hydroxuapatita y
promocionando el diferenciamiento osteogenico de las ahMSCs através de la
liberacién de iones al medio de cultivo celular. Calcio 1 Fosfato son iones que actian
como moléculas sefial, capaces de estimular la proliferacion y el diferenciamiento
celular actuando sobre la via de sefalizacion ERK1/2. En cambio el Silicio es un
cofactor de la prolina idroxilasa, que actia sobre las cadenas alfa del coldgeno

promocionando su sintesis y secrecion extracelular.

MARCADORES DE LA DIFERENCIACION OSTEOBLASTICA

Las capacidades regeneradoras del hueso dependen de la re-activacion de vias
activadas durante la esqueletogenesis en el embrion. En la osteogenesis endocondral
como intramembranosa, la generacién de nuevo tejido éseo pasa por la formacién de
agregados de células mesenquimales previamente al inicio de su induccién al
diferenciamiento en osteoblastos. El factor de trascripcion RUNX2 se ha
determinado por varios estudios ser importante para el comisionamiento de las MSCs
en osteoblastos. RUNX?2 fosforilado por la via de ERK1/2 junto con otros cofactores

se une a la secuencia OSE presente en los promotores de genes expresados en la
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diferenciacion osteoblastica como la alcalina fosfatasa el coldgeno tipol, la

osteopontina, osteocalcina y la sialoproteina.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las ahMSC fueron aisladas a partir de aspirados de medula 6sea de pacientes
intervenidos de hernia discal. Las células fueron expandidas en pléstico hasta el pase
2 antes de empezar el experimento. Las ahMSCs fueron entonces sembradas sobre la
superficie de los materiales o sobre pldstico y los materiales introducidos en los
pocillos contenientes las células. El periodo de estudio fue de 4 semanas, y a partir de
la tercera semana las muestras fueron divididas en dos grupos y todos los materiales
y los controles cultivados en paralelo en presencia de medio de crecimiento normal e
medio osteogenico. Los resultados de los andlisis de ICP demostraron que los tres
materiales intercambian con el medio de cultivo iones Calcio, Fospato y Silicio, de
manera diferente para cada material. Los resultados de la microscopia electronica
combinados con los microanalisis EDS (Energydispersive X-ray spectroscopy)
confirmaron la formacién de nddulos de Ca-P sobre la superficie de todos los
materiales, nucleacion de la capa de hydroxyapatita. Estas formaciones son muy
importantes para las ahMSCs, porque le permiten adherir mejor, proliferar y migrar
encima de ellos.

El estudio de proliferacion con MTT demostré que los materiales solo débilmente
afectaron la proliferacion celular durante las primeras 24 horas; pero no hay indicios
de toxicidad por parte de los materiales. El estudio de apoptosis por Annexina V-
Fosfatidil Serina confirmé que la apoptosis en las muestras incubadas con los
materiales era comparable en cada momento con las muestras control. El material
EC2 demostré estimular la proliferacion de ahMSCs a partir de la segunda semana,
superando la muestra control, y aumentando mucho mas en presencia del medio
osteogenico, probablemente debido al elevado contenido de fosfatos introducido por
este medio. Las imagenes de SEM confirmaron en parte que el material EC2
estimulé mas eficazmente la proliferacion de las ahMSCs, pero demostraron que
también los otros dos materiales permiten el crecimiento normal de las células. La
osteoinductividad de los tres materiales fue comprobada evaluando la expresion de

marcadores osteoblasticos por las ahMSCs con el pasar del tiempo. Los resultados de
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la PCR cuantitativa mostraron el aumento de la expresion del gen RUNX2 a partir de
la segunda semana en las células cultivadas sobre los materiales EC1 y EC2; el
medio osteogenico aumentd ulteriormente su expresion en estas muestras,
confirmando la hipétesis que este marcador es importante para dirigir las celulas
hacia la diferenciacién osteoblastica. Siempre segin los resultados obtenidos por
gPCR, se observo la inhibicion de la expresion del gen que codifica por la fosfatasa
alcalina para estos materiales, siendo la fosfatasa un clasico marcador de las células
osteoblastica. La fosfatasa aumenta a los 28 dias de estudio cuando las ahMSCs
fueron incubadas en EC2 en presencia de medio osteogenico. Fueron estudiadas
también la formacion y la maduracion de la matriz extracelular. El coldgeno de tipo I
y la osteonectina son marcadores precoces de la diferenciacion hacia osteoblastos;
sin embargo no hubo cambios significativos en la expresion de su mRNA en
presencia de los materiales, sugiriendo una regulacion de estas proteinas
postraducional. Esta hipétesis seria confirmada por las imédgenes de
inmunofluorescencia del Colageno I. De hecho por inmunofluorescencia el coldgeno
I se detectd a partir de los primeros momentos en cultivo y en las muestras control,
aunque se detecté un mayor numero de grupos celulares que expresaban Coll en las
muestras de EC1 y EC2. Este dato podria estar relacionado con la mayor liberacion
de Si registrada por estos materiales, sabiendo que el Si interviene en las
modificaciones post-traduccionales de las cadenas alfa del coldgeno. A partir de la
tercera y quarta semana, EC1 y EC2 se demostrdé que eran capaces de estimular la
expresion de genes codificantes por proteinas de la matriz extracelular como
osteopontina, osteocalcina, bone sialoprotein, que regulan también la mineralizacion.
Los datos de g-PCR mostraron que las células sembradas sobre el material EC2
expresaban los mayores niveles de estas proteinas a los 21 dias con medio
osteogenico; las células cultivadas sobre EC1 mostraron en cambio la mayor
expresion a las 4 semanas. Los datos de q-PCR ademds fueron confirmados por las
inmunofluorescencias, demostrando maduracion de la matriz extracelular durante las
ultimas dos semanas de experimento con medio osteogenico. Las imdgenes de SEM
confirmaron la sintesis de matriz extracelular: en los espacios intercelulares se pudo
fotografiar material fibrilar que aumenta en los dichos periodos. Las tinciones de

alizarin red para el estudio de la mineralizacion mostraron datos significativos solo
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para las muestras incubadas in medio osteogenico. Solo el material EC2 parece
estimular la mineralizacién también en presencia de medio de cultivo basal. El
andlisis de los marcadores mesenquimales demostré la disminucién con el paso del
tiempo de la expresion del CD105 para las muestras sembradas sobre los materiales
EC1 y EC2, significativa respecto al control, sugiriendo perdida de la staminalidad.
En conjunto los resultados ensefian que los materiales EC1 y EC2, y el EC2 en
particular manera, son los dos materiales que mejor activan la diferenciacion
osteogenica; aunque el EC2 obtiene esto en menor tiempo.

El material EC2, sobre todo en presencia de medio osteogenico, demostré estimular
la proliferacion de las ahMSCs y tener un efecto positivo sobre la formacion y
maduracion de la matriz extracelular, induciendo la sintesis de proteinas que dirigen
la nucleacién de los cristales de apatita. La formacién de una capa de hydroxyapatita
en la superficie del material es importante porque reproduce las caracteristicas del
hueso. Esta superficie estimula la adhesion, proliferacion y diferenciamiento de las
ahMSCs, y durante este proceso la producciéon de matriz extracelular. Por eso
definimos la cerdmica EC2 como la que tiene mejores caracteristicas osteoinductoras
y lo proponemos para ulteriores estudios previos al utilizo como implante en bio-

ingenieria del tejido dseo.
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