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Resumen. El coldgeno, la proteina mds abundante del hueso, juega un rol fundamental en la integridad
biologica y estructural del esqueleto. Previamente se han usado membranas de colageno sin un orden
molecular, para fabricar matrices para la regeneracion del tejido dseo. El coldgeno es asi un candidato natural
para mejorar o reemplazar tejidos u organos daiiados. El objetivo del presente trabajo es caracterizar matrices
de coldgeno ordenado o no (con una distribucion al azar) y estudiar su biocompatiblidad con células dseas en
cultivo. Se estilizo coldgeno extraido del tendon de Aquiles bovino, nativo, obtenido en nuestro laboratorio con
un grado de pureza de un 98% [Ruderman et al., 2007]. Se fabricaron matrices de coldgeno no ordenado y de
coldgeno ordenado segiin patentes. Las caracteristicas de la superficie de membranas fueron observadas por
SEM y microscopia optica (coloracion de Sirius red). Las membranas ordenadas mostraron una topografia
tipica en forma de canales en correlacion con un ordenamiento molecular. Se evaluo la biocompatibilidad de
células osteobldsticas y macrdfagos murinos crecidos sobre los dos tipos de peliculas de coldgeno (No ordenado
y ordenado). Se estudio la adhesion, proliferacion (conteo de células teiiidas con Giemsa) y diferenciacion al
fenotipo osteoblasto (expresion de fosfatasa alcalina y nédulos de mineralizacion). Se encontré que las células
(osteoblasticas y macrofagos) crecidas sobre las matrices de coldgeno ordenado se adhieren mas (1.5-1.7 veces)
y crecen mejor (2.3-2.6 veces) que sobre las matrices de coldgeno no ordenado. Macrofagos Raw 264.7 tefiidos
con naranja de acridina revelaron mayor cantidad de células muertas sobra las matrices de coldgeno no
ordenado. Preosteobldstos MC3T3EI (4 semanas en medio osteogénico) expresaron mds fosfatasa alcalina (2.6
veces) y mineral en la matriz de coldgeno. Los estudios preliminares sugieren que las matrices preparadas en

base a coldgeno natural podrian ser aplicadas en la regeneracion del tejido.

Palabras Claves: Coldgeno, Matrices, Biocompatibilidad, Regeneracion osea, Ingenieria de
tejidos.

1. INTRODUCCION

Los grandes defectos 6seos debidos a fracturas o reseccidon de tumores son un importante
problema en la cirugia esquelética. Para estos fines, la ingenieria de tejidos ha surgido como
una alternativa en la estrategia biomédica. Se han desarrollado diferentes tipos de matrices
(scaffolds) como andamiajes para inducir el crecimiento y regeneracion del hueso dafiado.
Estas matrices estin basadas en la composicion de la matriz 6sea: una red de proteinas
fibrosas, principalmente coldgeno y elastina, embebidos en un gel de proteoglicanos,
glicoproteinas y agua.

El colageno tipo I es la principal proteina del hueso y el componente de la matriz que
soporta la carga. Previamente se ha usado para construir matrices en forma de membranas,
esponjas o geles, con aplicacion como ldminas dérmicas, reconstruccién de cartilago,
reconstruccion de corneas, para guiar la regeneracion del ligamento periodontal y para la
reparacion de hueso (Wang et al., 2007). Existen dos formas de coldgeno nativo, como
hidrogeles hidratados o como fibras dispersas con una organizacion de tipo red (Glowacki &
Mizuno, 2008). El coldgeno nativo se ha establecido asi como un biomaterial prometedor que
forma las bases de varios productos comerciales. Sin embargo, hasta ahora, la mayor parte de
los trabajos usan este material no presenta un ordenamiento u orientacién del colageno a nivel
molecular. Esto es importante a la hora de disefiar una matriz para uso en reemplazos 6seo y
mejorar sus propiedades mecdnicas y de osteoinduccidn. Asi, el objetivo del presente trabajo



fue desarrollar y caracterizar matrices de coldgeno ordenado y compararlas con matrices de
coldgeno con una distribucién al azar o no ordenada, e investigar sus propiedades de
biocompatibilidad en modelos de células 6seas en cultivo.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Preparacion y caracterizacion de las matrices de colageno

Se prepararon soluciones de coldgeno nativo con un grado de 98% de pureza,
provenientes de tendén de Aquiles bovino (Grigera et al., 1999). Utilizando dos métodos
alternativos, previamente descriptos en uno de nuestros laboratorios (Grigera et al., 1999,
Grigera et al., 2006) se prepararon membranas ordenadas a nivel molecular y otras con un
ordenamiento al azar (no ordenadas). Las membranas de coldgeno ordenadas o no-ordenadas,
se han caracterizado previamente (Ruderman et al., 2007).

En el presente trabajo, la caracterizaciéon de la superficie de membrana se realizo por
microscopia electrénica de barrido y por microscopia Optica. En el primer caso, las
membranas previamente cubiertas con una delgada pelicula de oro, se analizaron utilizando
un microscopio electrénico Phillips SEM 505, (Holland), con una aceleracion de voltaje de 20
kV. Las imédgenes se analizaron usando un programa de imagenes ADDAIIL. En el segundo
caso, las membranas se tifieron con un colorante especifico de coldgeno tipo I (Sirius red)
segin la técnica descripta previamente (Tullberg-Reinert, & Jundt 1999) y luego se
observaron con un microscopio Nikon Eclipse E400 y una cdmara digital Nikon Coolpix 4500
(Nikon Tokio, Japon).

2.2 Cultivos celulares e incubaciones

Se utilizaron células UMR106 de osteosarcoma de rata, células MC3T3E1 derivadas de
calvaria de ratéon y células monolitos/macréfagos Raw264.7, crecidas seglin protocolos
estandares en nuestro laboratorio (Cortizo et al., 2006, Molinuelo et al., 2005). En el caso de
la linea pre-osteoblastica MC3T3El, esta fue inducida a diferenciarse en un medio
osteogénico que contenia SmM B-glicerol-fosfato (BGP) y 25 pg/ml acido ascérbico (AA)
durante 2 o 4 semana de cultivo (Cortizo et al., 2006). Para los diferentes experimentos, una
membrana de coldgeno de 1 cm’ se colocé dentro de un disco de 35 cm”. Se agrego una
dilucién de células en medio DMEM-10% suero fetal bovino y se cultivaron por diferentes
periodos de tiempo segun se describe en la leyenda de las figuras.

2.3 Estudios de Biocompatibilidad

La capacidad de los osteoblastos para crecer y expresar marcadores de diferenciacion
asociados con la formacion del hueso se evalué por medio de diferentes ensayos (Cortizo et
al., 2008). Se estudi6 la adhesion (1 h de incubacion) y proliferacion (24 h de cultivo) de
células crecidas sobre matrices de coldgeno ordenado o no-ordenado, al final del periodo de
incubacion las células se lavaron con PBS, se fijaron y colorearon con Giemsa durante 10
min. Se evalu6 el nimero de células sobre las matrices/campo usando un microscopio Nikon
E400 y un objetivo de 40x.

La diferenciacion osteobldsticas de investigd analizando la actividad de fosfatasa
alcalina y la mineralizacién del cultivo. Para el ensayo de Fosfatasa Alcalina (FA), los pre-
osteoblastos MC3T3El cultivados durante 2 semanas en un medio osteogénico, sobre las
diferentes membranas de coldgeno, se lavaron con PBS y se solubilizaron con Tritén X-100
1%. Se usé una alicuota de este extracto para determinar el contenido de proteinas por el



método de Bradford (Bradford 1976). La FA se evalué espectrofotometricamente
determinando la hidrélisis de para-nitrophenyl-phosphato (p-NPP) a para-nitrophenol (p-NP)
a 37 °C durante 10 minutos de incubacion. La mineralizaciéon del cultivo (deposicion de
calcio en la matriz extracelular) se evalué después de 4 semanas de cultivo en presencia de un
medio osteogénico, usando la tinsién con rojo de Alizarina S (Ueno et al., 2001). Los cultivos
asi tefiidos fueron observados y fotografiados usando un microscopio Nikon E400 y camara
de fotos digital Nikon Coolpix 4500.

La posible citotoxicidad de las membranas se evalué usando la linea de macréfagos
murinos Raw264.7, crecidas durante 24h. Al final de este periodo de cultivo, las células se
lavaron con PBS y se incubaron con naranja de acridina (10 mg/ml) y ioduro de propidio (10
mg/ml), 1:1 en PBS por 5 minutos. Finalmente, las matrices con las células se colocaron sobre
portaobjetos y se observaron con un microscopio de fluorescencia Olympus BX51 con un
sistema de videoimagenes Controlador DP (Sien et al., 2007). Las células vivas se tifien con
naranja de acridina mostrando una fluorescencia verde, las células apoptdticas se observan
con citoplasma naranja, un ndcleo verde pero con cromatina condensada y globulaciones
(blebbing) de membrana plasmética. Por el contrario, las células necrdticas se observan rojas
con el ioduro de propidio con cromatina picnética dispersa alrededor del nicleo.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

Las membranas de coldgeno no ordenadas u ordenadas que se usaron en este trabajo se
observaron por SEM y microscopia 6ptica. Como puede observarse en la Figura 1 A y C, la
membrana no-ordenada de coldgeno mostré una superficie lisa, sin poros o rugosidades. Por
el contrario, en la membrana ordenada (Figura 1 B y D) puede observarse una superficie
rugosa con una estructura plegada o en forma de canales.
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Figura 1. Imagen de SEM (A y B) y de microscopia 6ptica de membranas de colageno
no ordenada (A,C) u ordenada (B,D). Magnificacién de 100x (A,B). Im4genes tefiidas
con Sirius red. Obj. 10x.

Se estudi6 la biocompatibilidad de las membranas respecto a la adhesion, crecimiento y
diferenciacion de osteoblastos en cultivo. Las células mostraron una mayor adhesién a las
membranas ordenadas luego de 1h de incubacién, comparada con las membranas no
ordenadas (1.5 — 1.7 veces) (Fig 2 A y B). Asimismo, cuando los cultivos se prolongaron
durante 24h (evaluacion de la proliferacion celular), los osteoblastos crecieron bien en ambas
membranas de coldgeno, mostrando expansion y desarrollo de extensiones citoplasmaticas
(Fig 2 C y D). Sin embargo, el numero de células crecidas al final de este periodo de cultivo
fue mayor en las membranas ordenadas que en las no ordenadas (2.5-2.6x).
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Figura 2. Imagen de microscopia 6ptica de osteoblastos incubados durante 1 h (A y B) o
24h (C y D) sobre membranas de coldgeno no ordenada (A) u ordenada (B) tenidas con
Giemsa. Obj. 40x.

Se investigd también la posible citotoxicidad de las membranas usando la linea de
macréfagos murinos Raw264.7 crecidas durante 24h en ambos tipos de membranas. Se pudo
corroborar que el nimero de células sobre las membranas ordenadas fue alrededor del doble
que las crecidas sobre las membranas no ordenas. Mds adn, usando la técnica de naranja de
acridina/ioduro de propidio, se encontrdé que en el cultivo de macréfagos cultivados en las
membranas ordenadas, solo el 10% mostraban fluorescencia naranja indicando apoptosis. Por



el contrario, en el cultivo sobre las membranas no ordenadas, este porcentaje ascendié a un
25%, indicando algin grado de citotoxicidad.

Finalmente, investigamos la capacidad de las células pre-osteoblasticas MC3T3E1 para
diferenciarse al fenotipo osteoblasto, expresando marcadores tipicos de este tejido. Luego de
4 semanas en presencia de un medio osteogénico, las células se diferenciaron a osteoblastos
expresando mayor actividad especifica de fosfatasa alcalina sobre las membranas ordenadas
que sobre las membranas de coldgeno no ordenado (Fig 3 A). Ademds, estas células fueron
capaces de mineralizar la matriz, depositando fosfato y calcio, este ultimo detectado a través
de la coloraciéon de Rojo de Alizarina. Como puede observarse en la Figura 3 B y C, se
produjo mayor mineralizacion sobre la matriz de coldgeno ordenado.
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Figura 3. Pre-osteoblastos MC3T3E]l se cultivaron sobre membranas de coldgeno no
ordenado (B) u ordenado (C) durante 4 semanas en un medio osteogénico. Al final del
periodo de cultivo, se evalué la actividad especifica de fosfatasa alcalina (A) y la
mineralizacién (B y C). Imégenes de microscopia dptica con Obj. 10x.

CONCLUSIONES

Nuestros estudios preliminares sugieren que las membranas preparadas en base a coldgeno
natural muestran una buena compatibilidad con las células osteobldsticas. El desarrollo de
membrana con un orden molecular usando la metodologia previamente descripta, sugiere que
estas matrices son mds convenientes y podrian ser de aplicacién en la reparacién de lesiones
Oseas.
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Abstract. Collagen, the more abundant bone matrix protein, plays a fundamental role in the
biological and structural integrity of skeleton. Collagen membranes without a molecular
order has been previously use to perform scaffolds for bone tissue regeneration. Thus,
collagen is a natural candidate to improve damaged organs or tissues. The aim of the present
work is to characterize collagen scaffolds with or without a molecular order and study their
biocompatibility to bone cells in culture. A native collagen of 98% purity, from bovine Aquiles
tendon was used [Ruderman et al., 2007]. Collagen membranes, with no molecular

order, or ordered membranes were prepared ( according to patented in 1999

and2007 ).Surface membrane characterization was performed by SEM and optic microscopy
(Sirius red staining). Ordered membranes showed a typical topography like striates or
pleated sheets, correlating with a molecular ordering. Biocompatibility of osteoblasts and
murine machophages growing on non ordered and ordered collagen films was evaluated.
Adhesion, proliferation (Giemsa stained-cell counting cells) and differentiation to osteblastic
phenotype (alkaline phosphatise expression and nodules of mineralization) were assessed.



Cell growing on ordered collagen matrix adhered more (1.5-1.7 fold) and grown better (2.3-
2.6 fold) than that on the non-ordered collagen matrix. Acridine orange staying-macrophages
demonstrated more dead cells on the no-ordered collagen. Pre-osteoblasts MC3TEI (4 weeks
in osteogenic media) expressed more alkaline phosphatise (2.6 fold) and mineral in the
ordered collagen matrix. Preliminary studies suggest that the natural collagen-prepared
matrix could be useful in the bone tissue regeneration.
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