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“In biology, nothing is clear, everything is too complicated,
everything is a mess, and just when you think you undevstand

something, you peel off a layer and find deeper complications
beneath. Nature is anything but simple.”

Richard Preston

And that is the reason causes I love Biology

Arlyng Gonzdlez Vdzquez

Science is [ike sex
Sometimes something useful comes out,
But that is not the reason we are doing it

Richard P. Feynman



Abstract

Bone injury is a major health problem nowadays. Bone tissue engineering is a promising
strategy to solve it. In this field many reports pointed out the role of scaffolds containing a
calcium phosphate glass, such as G5, in the promotion of bone regeneration. These kinds of
biomaterials release Ca?* during degradation. Moreover, extracellular calcium (Ca) is able to
activate a special extracellular receptor called Calcium Sensing Receptor (CaSR), which can
modulate migration, chemotaxis and differentiation. In that sense, present work aims to evaluate
the role of extracellular calcium and CaSR as key factor in the induction of bone regeneration.
We isolated endothelial progenitor cells (EPCs) and Mesenchymal Stromal cells (MSCs) from
young rat’s bone marrow and they were stimulated with 10 mM Ca?,. Results provided strong
evidences about the role of Ca®*, and CaSR in the modulation of chemotaxis, and angiogenic
differentiation on EPCs, whilst on MSCs calcium exerted osteoinduction and proliferation
through the CaSR. Furthermore, using biodegradable releasing calcium composite (PLA/G5)
was measured the ability of that kind of biomaterials in the induction of bone and blood vessels
formation in vivo. Finally, using a shell-less chick embryo model was compared the effect of the
Ca®*, and the ionic compound released by PLA/G5, demonstrating that the released Ca®*; is the
key factor in the promotion of angiogenesis and bone formation in vivo. The knowledge
developed during this project will be a valuable tool to enhance the efficiency of biomaterials

used in bone tissue engineering.

Keywords: extracellular calcium, bone regeneration, angiogenesis, calcium sensing receptor,

tissue engineering, osteoinduction, endothelial progenitor cells and mesenchymal stromal cells.



Prologue

Current PhD thesis owes to the necessity of discovers the mechanism of action of calcium
phosphates glasses currently used in bone tissue engineering. It is widely known that bone
damage and bone loss is a major health problem in developed countries. Just in United States of
America more than 6.2 million fractures occur per year and there are more than 10 million
people diagnosed for osteoporosis. Current clinical strategies such as titanium implants and
bone transplants are not capable to restore bone functions. In this sense, the most promising
strategy to restore, maintain and enhance the bone tissue functions is bone tissue engineering
(BTE). Nowadays many approaches are being evaluated in this field; however techniques that
involve calcium phosphate glasses are the most tested and promising technigques. Calcium
phosphate glasses (CaP glasses) are highly biodegradable biomaterials that release calcium and
phosphates among other ions during degradation. Moreover, CaP glasses mimic the
extracellular bone matrix composition and they have been successfully used as bone substitutes
in vitro and in vivo. However, there are no clear evidences about how these biomaterials acts on

bone tissue regeneration.

In this sense, there are three main hypotheses about the mechanism of action of scaffolds
used to restore the bone tissue: 1) the physical properties -such as, topography, roughness,
stiffness, among others- are the responsible of induce the regeneration. 2) The chemical
properties -such as the ions release, proteins adhesion and growth factors release, among others-
are the key signal to promote new tissue formation. 3) Physical and chemical properties work
synergistically to induce the adequate cellular and tissue responses. From our point of view,
there are very little evidences about the effect of the released ions in the induction of bone and
blood vessels formation. Furthermore, even though calcium is a very relevant cation in the
intracellular signal transduction and the mineralization of bone extracellular matrix, there is no
clear evidence about the role of this ion in the bone regeneration after CaP glasses implantation.

Based in this arguments, current project owe to face with the challenge to study the role of



extracellular calcium in osteoinduction and angiogenesis in order to provide new knowledge
that could help to understand the CaP glasses actions and in this way go to develop better
biomaterials with enhanced properties. Due to the key role of calcium in biology, his relation in
the regulation of multiple intracellular signaling pathways and the presence of the Calcium
Sensing Receptor (CaSR) -this receptor is in charge of sense narrow differences in the
extracellular calcium concentration- the present PhD thesis was focused in the evaluation of

extracellular calcium effects related with bone regeneration.

In order to evaluate the role of extracellular calcium on bone regeneration the first aim was
to isolate and characterize cells with strong ability to regenerate bone and vascular tissue. In this
sense it was selected two cells populations from bone marrow: Endothelial progenitor cells
(EPCs) and Mesenchymal Stromal Cells (MSCs). The EPCs were selected due to their capacity
to promote blood vessels formation and the necessity of blood supply in bone tissue. While
MSCs selection was based in their strong ability to become in bone forming cells. The second
objective was to evaluate the role of extracellular calcium and CaSR in the regulation of
angiogenesis and osteogenesis in vitro. Third objective, it was to test the cellular and tissue
responses in vivo upon implantation of PLA/G5 scaffolds containing 50 % G5. G5 was used as
an example of CaP glass with known release of extracellular calcium. Finally, in order to
establish the relation between the effects of extracellular calcium and PLA/G5 in angiogenesis
and bone formation in vivo we used the shell less chick embryo culture. These PhD thesis
findings revealed new knowledge about the cellular and tissue responses involved in the
mechanism of action of CaP glasses in vitro e in vivo. Therefore that knowledge could be used
in the fabrication of biomaterials that enhances the calcium release activating the CaSR and the

signaling pathways associated in bone regeneration.

Vi
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Capitulo I: Introduccion




1. Introduccion

1.1. Biologia e histologia del hueso

Los huesos son 6rganos del sistema esquelético cuyas principales funciones son la de servir
de soporte estructural y la de proteger los 6rganos blandos vitales. Sin embargo, los huesos no
solo son estructuras de soporte y proteccion. Este apartado, tiene como objetivo resumir las
caracteristicas principales de este drgano, asi como resaltar la relevancia del mismo en la

homeostasis del organismo.

1.1.1. Caracteristicas generales del tejido dseo

Desde el punto de vista histoldgico el hueso es un érgano constituido por diversos tejidos,
entre ellos, el tejido adiposo, el tejido hematopoyético, los vasos sanguineos, los nervios vy el
tejido 6seo propiamente dicho. Siendo este Gltimo el tejido que le confiere al hueso su dureza
caracteristica. En particular, el éseo es un tejido conjuntivo especializado cuya matriz
extracelular se encuentra altamente mineralizada con fosfatos de calcio [Cajy (PO4)s(OH),]
(Ross, Kaye e Pawlina, 2005). Debido a la alta concentracion de iones calcio y fosfato en su
matriz extracelular, el tejido 6seo es el reservorio mas importante de dichos iones en el
organismo. Asimismo, la matriz extracelular 6sea esta constituida en un 90 % de colageno tipo |
y en menor medida colageno tipo V. Otros constituyentes minoritarios son los
glucosaminoglucanos (hialurano, condroitinsulfato y queratansulfato), las glicoproteinas
(osteocalcina, osteonectina y osteopontina), y los diferentes tipos de sialoproteinas Gseas. Estos
componentes orgénicos del tejido son de gran relevancia en el proceso de mineralizacion de la
matriz extracelular, ya que son los encargados de la fijacion del calcio en el proceso de
mineralizacion. Dentro de la matriz extracelular 6sea se encuentran numerosas cavidades

Ilamadas lagunas en donde se sitdan los osteocitos. Los cuales son células dseas especializadas



que tienen como funcion principal ayudar a la regulacion de la concentracién de calcio en la
sangre asi como la eventual secrecién de una nueva matriz extracelular. Un segundo tipo celular
lo constituyen las células osteoprogenitoras, las cuales son células indiferenciadas con la
capacidad de mantener largos periodos de latencia, ser altamente proliferativas o de
diferenciarse otro tipo celular éseo. Los osteoblastos son las células formadoras del tejido 6seo,
debido a que tienen la capacidad de diferenciarse hacia osteocitos y de secretar grandes
cantidades de colageno, glucosaminoglucanos y glicoproteinas. Por Gltimo, los osteoclastos
estdn compuestos por celulas multinucleadas producto de la fusién de mdaltiples células
mononucleares. Su funcién principal es la de segregar hidrolasas acidas que degradan la matriz
extracelular 6sea. Estan presentes en las zonas donde el hueso ha sido lesionado o se encuentra

en remodelacion (Johnson, 1991).

1.1.2. Estructura del hueso

El hueso, segln su estructura, se clasifica en hueso esponjoso o trabecular y hueso cortical o
compacto. En primer lugar el hueso esponjoso localizado en la region interna, tiene aspecto
reticular, compuesto por numerosas trabéculas fusionadas y cuyos espacios intertrabeculares
estan altamente comunicados. Dentro de estos espacios se encuentran la médula ésea -la cual es
una de las mayores reservas de células progenitoras en el adulto- y numerosos vasos sanguineos.
Mientras que el hueso compacto esta localizado en la regidn externa de los huesos, posee un
aspecto denso, sin espacios, con una organizacion caracterizada por laminillas concéntricas de

matriz 6sea alrededor de un conducto central (conducto de Havers), denominadas osteonas.

Las osteonas, tal y como se ilustra en la Fig. 1, son las unidades estructurales del hueso
compacto. Estan compuestas por numerosas laminas concéntricas de matriz 6sea mineralizada,
dentro de la cual se encuentran los osteocitos en sus respectivas lagunas. En el centro se localiza

el conducto de Havers, dentro del cual estd la arteria ostednica. También es de destacar que



existe otro tipo de conductos que comunica una osteona con la contigua, el cual es conocido

como conducto de Volkmann.
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Fig. 1: Diagrama 3D de la estructura de un hueso compacto (Ross, Kaye e Pawlina, 2005).

En este contexto, el hueso es un érgano compuesto por tejidos vivos y que como tal,
requiere de una red de vasos sanguineos capaces de cubrir sus necesidades nutricionales. En este
sentido, el hueso posee una serie de cavidades conocidas como agujeros nutricios, a través de
las cuales los vasos sanguineos lo atraviesan hasta llegar a la médula ésea (Ross, Kaye e
Pawlina, 2005). Los conductos de VVolkmann, asi como las arteriolas y/o vénulas localizadas en
los conductos de Havers también constituyen la via de entrada de los nutrientes en el hueso
compacto, mientras que los vasos periésticos se encargan de irrigar la porcion mas externa del
hueso compacto. En la Fig. 2 se puede observar un diagrama en el que se ilustran las diferentes

vias de irrigacion sanguinea del hueso.
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Fig. 2: Vascularizacion de un hueso largo (Ross, Kaye e Pawlina, 2005).

1.1.3. Fisiologia del hueso

El hueso es un 6rgano altamente dinamico, que esta en un constante proceso de resorcion y
formacion. Se estima que el 10 % del sistema esquelético es renovado en un periodo de un afio,
siendo ésta renovacion 5 veces mayor en el hueso esponjoso respecto al hueso compacto
(Mccauley e Nohutcu, 2002). Este proceso de renovacion es cominmente conocido como el
ciclo de la remodelacién 6sea, tiene una duracién aproximada de 6 meses y esta dividido en 5
fases (Fig. 3): a) Activacion de precursores osteoclasticos, que se fusionan para dar origen a los
osteoclastos maduros y funcionales. b) Resorcion, en la cual los osteoclastos se encargan de
crear una cavidad conocida como laguna de resorcion a través de la degradacion de la matriz
extracelular mineralizada, liberando asi grandes cantidades de iones calcio y fosfato que pueden
incrementar la concentracion de dichos iones hasta alcanzar valores entre los 8-40 mM (Silver,
Murrills e Etherington, 1988). c) Reversion de las sefiales de resorcion. d) Formacion del hueso

nuevo. Este proceso es llevado a cabo a través de la actividad de los osteoblastos, cuya funcion



es restablecer el tejido 6seo en la laguna de resorcion previamente formada. e) Mineralizacion,
fase en la cual los osteoblastos se diferencian a osteocitos maduros, internalizandose en sus
respectivas lagunas y liberando pequefias vesiculas matriciales que contienen fosfatasa alcalina
y pirofosfatasa. La accion de estas enzimas produce la cristalizacion del Ca** y PO, que

posteriormente mineralizan la matriz 6sea (Ross, Kaye e Pawlina, 2005; Gallagher e Sai, 2010).

Ciclo de Remodelacién Osea
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inactiva Resorcion Reversion Formacion Mineralizacion

Fig. 3 Ciclo de Remodelacion Osea. Imagen modificada a partir de la siguiente pagina web
http://www.ns.umich.edu/Releases/2005/Feb05/bone.html

Asimismo, el proceso de remodelacién 6sea provee al hueso de una funcion muy importante
en el control de la concentracion de calcio en la sangre (calcemia). Ya que, a través de la
resorcion de la matriz dsea el calcio puede ser transportado hacia la sangre cuando la calcemia
se encuentra por debajo de sus niveles fisiologicos (concentracion fisioldgica en el humano
oscila entre 89-101 mg/L) (Ross, Kaye e Pawlina, 2005). Analogamente, cuando la calcemia es
muy alta, el calcio puede ser almacenado nuevamente en el hueso. Esta homeostasis de la
concentracion sanguinea de calcio, estd controlada principalmente por dos hormonas: a) La
hormona paratiroidea (PTH) que se encarga de estimular la actividad de resorcion de los
osteoclastos, reduce la excrecion del calcio a través de los rifiones y estimula la reabsorcion
intestinal de dicho i6n. b) La calcitonina, que es producida por las células parafoliculares de la

tiroides y se encarga de inhibir el efecto de la PTH sobre los osteoclastos (Johnson, 1991).



1.2. Patologias d6seas y su relevancia

Debido a que las funciones del hueso son vitales para la homeostasis del organismo,
cualquier desequilibrio en este 6rgano tiene una gran relevancia. Son innumerables las
patologias que afectan el hueso. Sin embargo, el presente trabajo de investigacién se limitara a
hablar de la osteoporosis y la pérdida de piezas Oseas como consecuencia de traumas,
enfermedades de mal formacién, tumores, etc. Debido a que estas son las patologias de mayor

incidencia en la poblacién.

1.2.1. Osteoporosis

La osteoporosis es una enfermedad del tejido 6seo caracterizada por la desorganizacion de
la microarquitectura del tejido y la reduccion de la densidad dsea, lo que a su vez aumenta el
riesgo a sufrir fracturas (Fauci et al., 2008). En Estados Unidos mas de 10 millones de personas
mayores de 50 afios sufren osteoporosis y se estima que en el 2020 la cifra supere los 14
millones, motivo por el cual esta enfermedad tiene un alto impacto a nivel econémico (Burge et
al., 2007). Una evidencia de esto, es que en 2005 se gastaron 19 mil millones de ddlares en el
tratamiento de fracturas causadas por osteoporosis, solo en Estados Unidos, (Gallagher e Sai,
2010). Pese a que, las principales causas de esta enfermedad son la vejez y la menopausia,
también puede desarrollarse la osteoporosis como enfermedad secundaria debida a osteogénesis
imperfecta, mielomas, leucemias, hipertiroidismos, hiperparatiroidismo, artritis reumatoide,
diabetes, entre otros (Rozman, 2009). Por tanto, las cifras de la incidencia y el impacto de esta
enfermedad pueden ser aun mayores. En este sentido, el desarrollo de tratamientos efectivos,

tanto en la prevencion como en la sanacion, es de gran importancia a nivel clinico.

Durante la evolucion de la osteoporosis, se pierde el equilibrio entre la resorciéon y la
formacion Gsea, debido a perturbaciones en la produccion de alguno de los factores, moléculas y
células involucrados en el proceso de remodelacion 6sea. En la Fig. 4 se muestra un diagrama
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de la trama de sefalizacion involucrada en la regulacion de la velocidad y la frecuencia de
activacién de centros de resorcion dsea. En este proceso actlan sincronizadamente osteoblastos,
osteoclastos, células del sistema inmunitario, el Factor de Necrosis tumoral (TNF), la
Osteoprotegerina (OPG), las interleucinas 1 y 6, el ligando activador del receptor de NF-«kf
(RANKL), el receptor del RANKL (RANK), el factor crecimiento transformante (TGF), el

factor de crecimiento insulinico tipo | y tipo I, entre otros.
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Fig. 4 Factores involucrados en el proceso de remodelacién 6sea (Fauci et al., 2008)

El desequilibrio de la remodelacion 6sea se debe a un desacoplamiento de la reabsorcion y
la formacion, lo cual puede deberse a dos causas: 1) Incremento de la absorcién manteniéndose
constante la formacidon. 2) Disminucion de la formacion. Como consecuencia del desequilibrio
de la remodelacién se desencadena la disminucién del tejido 6seo, un aumento de la porosidad
del hueso compacto, disminuyendo asi la fortaleza mecanica de los huesos. Mientras que, en los
huesos esponjosos la accion de los osteoclastos conduce a la pérdida del molde para la
formacion de nuevo hueso y por ende se afecta la conectividad de las trabéculas (Fauci et al.,

2008). Todas estas caracteristicas de la osteoporosis explican el incremento del riesgo a sufrir



fracturas en los individuos afectados, asi como la pérdida de la resistencia mecénica y la

reduccion de la funcionalidad de los huesos.

1.2.2. Pérdida de piezas 6seas

Cuando la ruptura o la pérdida de piezas 6seas es pequefia la alta capacidad regenerativa del
hueso logra solventar el problema siguiendo un proceso similar al que ocurre después de
cualquier lesion. En primer lugar se forma un hematoma, que genera una respuesta pro-
inflamatoria, con secrecion de IL-1b, IL-6 y TNF-a, lo cual atrac quimotacticamente a l0s
neutrdfilos y los macréfagos hacia la zona de la lesion para encargarse de limpiar el tejido
afectado. El siguiente paso es la invasion por parte de los vasos sanguineos (capilares) y
fibroblastos, los cuales forman un tejido fibroso, conocido como tejido de granulacién. Este
tejido da origen a pequefios nucleos de tejido cartilaginoso, que proliferan junto con el tejido
fibroso hasta cubrir la zona afectada, estabilizando la estructura 6sea y formandose asi lo que se
conoce como callo fibro-cartilaginoso. Paralelamente a la formacion del callo, las células
osteoprogenitoras se diferencian en osteoblastos, los cuales comienzan a formar un nuevo tejido
6seo en la zona externa cercana a la fractura. Esta neo-osificacion avanza hasta cubrir
externamente el callo fibro-cartilaginoso. Poco a poco, el nuevo tejido 6seo invade el callo
fibro-cartilaginoso hasta transformarlo en un callo 6seo, donde el cartilago se osifica en un
proceso similar al del crecimiento endocondral. En la region interna, la cavidad medular crece a
ambos extremos de la fractura hasta fusionarse en la zona central de la misma, conformando un
tejido dseo esponjoso que serd paulatinamente reemplazado por tejido 6seo compacto. Por
Galtimo, a través de procesos de remodelacion Gsea sucesivos se alcanza la restauracion de la

forma original del hueso (Dimitriou, Tsiridis e Giannoudis, 2005; Ross, Kaye e Pawlina, 2005)

(Fig. 5).
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Fig. 5 Proceso de restauracion del hueso fracturado (Marieb e Bostwick-Taylor, 2009).

Por el contrario, cuando las rupturas del hueso superan el tamafio critico o cuando se
pierden piezas 6seas completas, el hueso es incapaz de restablecer su estructura y funcién por si
solo. Las pérdidas de piezas 6seas pueden ser causadas por los accidentes de trafico, accidentes
deportivos, catastrofes naturales, enfermedades tales como las osteoporosis, mal formaciones

Oseas, tumores, entre otras.

Segun la Academia Americana de Cirujanos Ortopédicos, solo en Estados Unidos ocurren
alrededor de 6,2 millones de fracturas anuales y un 10 % de esas fracturas evolucionan como
fracturas no consolidadas o pseudoartrosis, convirtiéndose asi en un problema de salud publica

importante.

1.3. Estrategias para solventar patologias oseas

El procedimiento clinico para solventar una fractura osteopordtica o accidental es
semejante. Siendo el objetivo principal del tratamiento la fijacion, la union y el restablecimiento
del funcionamiento del hueso o los huesos afectados. Dependiendo del nivel de gravedad de la
fractura el tratamiento puede implicar procedimientos quirurgicos aunados a la implantacién de
prétesis artificiales que puedan estabilizar o reemplazar la zona afectada. Sin embargo, en los

casos que es necesario reemplazar piezas dseas por componentes artificiales es frecuente que la
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funcionalidad de esa region sea mucho menor, o que se observen complicaciones a largo plazo

gue incluso pueden conllevar a nuevas cirugias para reemplazar o extraer la pieza artificial.

Actualmente, los tratamientos aplicados clinicamente tienen un alcance muy limitado, y son
poco eficientes en el restablecimiento de la funcionalidad del hueso afectado. En este sentido,
diversos campos cientificos han estado desarrollando nuevas estrategias que logren incrementar
la eficiencia en el tratamiento de dichas patologias 6seas. Siendo la ingenieria de tejidos una de

las estrategias mas prometedoras.

1.4. Ingenieria de Tejidos

La ingenieria de tejidos es una estrategia multidisciplinaria cuyo principal objetivo es el de
crear sustitutos bioldgicos que reemplacen estructural y funcionalmente el tejido perdido o
dafiado (Vunjak-Novakovic e Freshney, 2006). Para ello, en la mayoria de los casos se
requieren 3 componentes esenciales: a) Células que se encarguen de construir el tejido perdido.
b) materiales que funcionen como soporte estructural para el desarrollo del nuevo tejido
(andamios) (Ringe et al., 2002). ¢) compuestos tales como factores de crecimiento, proteinas de
anclaje, péptidos, entre otros, que tengan la capacidad de inducir proliferacion, quimotaxis,
transporte o liberacién de moléculas. Siendo posible acoplar estas moléculas a los andamios o
estimular a su expresion en las células formadoras. Basados en esos 3 componentes basicos en
la actualidad existe una enorme variedad de opciones, algunas de las cuales estan siendo
utilizadas a nivel clinico. Sin embargo, aln hay grandes limitaciones para alcanzar el objetivo
principal de reconstruir tejidos funcionales iguales a los tejidos bioldgicos originales. A
continuacion, se detallaran las opciones que se pueden seleccionar de cada uno de los

componentes basicos.
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1.4.1. Células formadoras de tejido

Uno de los factores determinantes del éxito o fracaso de una técnica basada en ingenieria de
tejidos es la seleccion de la fuente a partir de la cual se obtienen las células formadoras. En
general, las células utilizadas con fines regenerativos son tipos celulares con una alta tasa de
proliferacion y con la capacidad para diferenciarse en el tipo celular deseado (Vunjak-
Novakovic e Freshney, 2006). Algunos de los tipos celulares utilizados son (Fig. 6): células
madre embrionarias, células madre provenientes de adultos, células progenitoras del tejido de

interés, y células madre inducidas (iPS) (Badylak e Nerem, 2010).

Las células madre embrionarias (ESC) posen dos propiedades determinantes: 1) pueden
diferenciarse en cualquier tipo de célula o incluso formar un individuo nuevo, es decir, son
totipotentes. 2) Alta tasa de proliferacion. Sin embargo, se ha reportado que estas células tienen
una alta tendencia a formar teratomas benignos post-implantacion, debido a que son altamente
inestables genéticamente, por lo que cominmente sufren modificaciones cromosoémicas y epi-
genéticas que pueden derivar en una diferenciacion celular no deseada. Si las células
embrionarias son producto de évulos fecundados sobrantes de procedimientos de fertilizacion in
vitro las células resultantes seran alogénicas para el paciente, por lo que pueden ocasionar
problemas de compatibilidad, adicionales a los problemas ético religiosos involucrados en el

uso de este tipo de células (Vunjak-Novakovic e Freshney, 2006; Stocum e Zupanc, 2008).

Las iPS son células somaéticas diferenciadas -principalmente fibroblastos- inducidas a
revertir su diferenciacién a través de la transfeccion de genes exdgenos tales como Oct4, Klf4,
Sox2, c-Myc (Zhou et al., 2009). A través de este mecanismo las células son transformadas en
células madre pluripotentes (células con el potencial de diferenciarse en cualquier tipo celular
del organismo, pero incapaces de formar un individuo) o multipotentes (células con el potencial
de diferenciarse en varios tipos celulares provenientes de una misma capa germinal). Debido a
que las células primarias son células somaticas diferenciadas que pueden ser extraidas desde el

paciente, se evitarian los problemas de histocompatibilidad y los problemas éticos derivados del

12



uso de ESC. Otra ventaja de las iPS, es que se ha demostrado que pueden ser obtenidas a partir
de individuos de la tercera edad y son capaces de re-diferenciarse en células pertenecientes a
cualquier capa germinal (pluripotentes) (Stocum e Zupanc, 2008). Demostrando asi su potencial
utilidad en ingenieria de tejidos y medicina regenerativa. Sin embargo, muchas son las
incognitas planteadas hasta la fecha y que hacen desconfiar acerca del uso de este procedimiento
a nivel clinico. Por ejemplo, se desconoce si las iPS una vez diferenciadas e implantadas en el
individuo pueden mantener ese nivel de funcionalidad a lo largo de la vida del paciente.
Asimismo se desconoce si la progenie de las iPS puede 0 no causar teratomas o si su ciclo de
vida es méas corto comparado con las células no provenientes de una reprogramacion. Por otra
parte, en algunos paises se ha prohibido el uso de este tipo de programacion genética debido al
riesgo de que sean usados con finalidades poco éticas, tales como la clonaciéon humana. Desde
el punto de vista practico, la baja eficiencia de la reprogramacion genética (alrededor de 0,3 %),
asi como el alto costo de produccién y la larga duracién del proceso de obtencion de una linea
celular diferenciada hacen poco probable el uso de las iPS en el tratamiento de pacientes en un

futuro cercano (Stocum e Zupanc, 2008).

Una tercera opcidn son las células madre provenientes de individuos adultos. Estas células
No requieren una reprogramacion genética y pueden ser extraidas desde el mismo paciente, por
lo que se evita el problema de las posibles incompatibilidades y los problemas éticos-religiosos
relacionados con el uso de seres vivos 0 manipulaciones genéticas. Al igual que las ESC y las
iPS, las células madre adultas son altamente proliferativas y tienen la capacidad de diferenciarse
en un gran numero de tipos celulares, aunque su potencial de diferenciacion es menor al de las
ESCs. Han sido encontradas células madre en todos los tejidos del individuo adulto. Debido a
que tienen una menor potencialidad, las células madre adultas tienen una menor inestabilidad
genética, disminuyendo la probabilidad de la formacién de tumores 0 mutaciones no deseadas.
Estas caracteristicas aunadas a la reduccion de problemas éticos, y a la facilidad relativa de
obtencion, purificacion y diferenciacion, las células madre adultas son las células con mayor

aplicabilidad a nivel clinico en la actualidad. Sin embargo, es importante tomar en cuenta el
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incremento de la morbilidad en el paciente debido a que tiene que ser sometido a
procedimientos altamente dolorosos para la extraccion de la poblacion celular deseada. Otra
desventaja es que la cantidad de células madre que se obtiene suele ser baja, por lo que es
necesario realizar procesos de expansion in vitro que pueden a su vez generar problemas de
contaminacion al usar medios suplementados con sueros de animal, o al usar monocapas de
otros tipos celulares como suplemento alimenticio, entre otros (lkada, 2006; VVunjak-Novakovic

e Freshney, 2006; Stocum e Zupanc, 2008).
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Fig. 6 Diferentes tipos de células madre. Tomada de (Lutolf, Gilbert e Blau, 2009)

Aunada a la potencial capacidad que tienen todas las células descritas en formar parte del
nuevo tejido se ha descrito que estas células pueden ejercer un efecto inmunoregulador que
reduce la respuesta inflamatoria excesiva que impide la adecuada regeneracion del tejido de
interés. Asimismo una vez estas células se encuentran en la zona de interés, pueden liberar
factores que generen un efecto quimiotactico a otras células formadoras del nuevo tejido (Da
Silva M et al., 2009; Seebach et al., 2012). Sin embargo, las técnicas de ingenieria de tejidos
son deficientes en la optimizacion de las sefiales que promuevan la movilizacion celular hacia la
zona de interés y/o en la adecuada perfusion de nutrientes que permitan la supervivencia de las

células.
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1.4.2. Andamios

Los andamios utilizados en ingenieria de tejidos, proveen a las células de una estructura de
soporte sobre la cual podran formar el nuevo tejido. Idealmente, los andamios deben estar
compuestos por materiales biodegradables y biocompatibles, preferiblemente aprobados por la
Administracién de Drogas y Alimentos estadounidense ("Food and Drugs Administration”
FDA) vy/o su analogo europeo la Agencia de Medicinas Europeas. La degradacion de los
andamios debe llevarse a cabo a una velocidad que permita la deposicion de una nueva matriz
extracelular por parte de las células formadoras del tejido. Asimismo los compuestos resultantes
de la degradacién no pueden ser téxicos ni inhibir la formacién del nuevo tejido (Vunjak-

Novakovic e Freshney, 2006).

Existe una gran variedad de andamios que se diferencian principalmente en: el material a
partir del cual son fabricados (polimeros, geles, etc), la geometria (esponjas, fibras,
microparticulas, etc), la estructura (porosidad, conectividad, tamafio de los poros, etc), las
propiedades mecanicas (dureza, permeabilidad, flexibilidad, etc) y las propiedades superficiales
(topografia, etc) (Salgado, Coutinho e Reis, 2004). La seleccion de una serie de caracteristicas u
otras dependera del tejido que se desee generar, asi como las caracteristicas funcionales que se

deseen imitar (Fig. 7).
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Fig. 7 Diferentes propiedades a considerar en un andamio. Tomado de (Sundelacruz e Kaplan, 2009)

1.4.3. Moléculas con actividad biolégica

La adicion de moléculas bioactivas, tales como los factores de crecimiento, puede ser de
gran ayuda para alcanzar el éxito en la construccién de un nuevo tejido. Debido a que las
moléculas con actividad biol6gica pueden mimetizar la composicion de la matriz extracelular y
estimular respuestas deseadas tales como proliferacion, adhesion, migracion, entre otros (lkada,
2006). Algunas de las moléculas mas utilizadas son: morfoproteinas éseas (BMPs), factor de
crecimiento fibroblastico -2 (FGF-2), factor de crecimiento epidérmico vascular (VEGF), factor
de crecimiento transformante B (TGF- B), polipéptidos de adhesion conformados por Arginina,
Glicina y Acido Aspartico (RGDs), polimeros similares a la elastina (ELPs), fibronectina,

colageno, entre otros (Salgado, Coutinho e Reis, 2004).

Pese a lo anteriormente descrito, la adicion de estas moléculas afiade un nuevo reto en la

ingenieria de tejidos y son muchas las incdgnitas que han de ser resueltas. Ya que deben
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desarrollarse estrategias para la encapsulacion y posterior liberacion controlada de dichas
moléculas (lkada, 2006). Otro punto controversial es la seleccion de la molécula y la
concentracion éptima para ejercer la respuesta bioldgica deseada. En este sentido, existen
mualtiples grupos de investigacion que estan intentando resolver dichas incdgnitas. Siendo una
de las estrategias mas utilizadas es la funcionalizacion de los andamios, que consiste en unir
moléculas bioactivas a la superficie del andamio o del material transportador (Lovett et al.,
2009). De esta forma, las moléculas adheridas al material del andamio, son liberadas a medida

que este se degrada.

1.5. Estrategias utilizadas en la ingenieria de tejidos
dseos

Debido a las caracteristicas del hueso y a su relevancia en mdltiples aspectos de la
homeostasis del organismo en la ingenieria de tejidos 6seos, no solo hay que restablecer el
organo desde el punto de vista meramente estructural, sino que ademas hay que restablecer la

vascularizacion y la funcionalidad del tejido en todos los sentidos.

Muchas son las estrategias que se estan estudiando con la finalidad de crear un sustituto
6seo que mimetice al hueso bioldgico. Desde el punto de vista estructural, actualmente la
mayoria de las técnicas usan materiales biodegradables que se asemejen al hueso en su forma,
propiedades mecanicas, propiedades superficiales, etc. En este sentido, los andamios utilizados
con el fin de regenerar el hueso son: cementos y ceramicas principalmente compuestos de
fosfatos de calcio o hidroxiapatita, vidrios de fosfato de calcio, vitroceramicas, andamios
compuestos por biopolimeros y fosfatos de calcio, entre otros (Rauh et al., 2011). Todos ellos
con la caracteristica comdn de imitar alguna de las caracteristicas de la composicién de la matriz
extracelular del hueso. Sin embargo, hasta la fecha no se ha desarrollado un material ideal que
logre mimetizar todas las caracteristicas del hueso. En la Tabla 1 se muestran algunos de los

materiales mas utilizados en la ingenieria de tejidos 6seos y sus caracteristicas.
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Material del Andamio Composicion Tasa de Dureza
degradacion

- Fosfato Tricalcico Casz(P0O,), Muy Lenta (>3 afios) Rigido

Hidroxiapatita Ca1p(PO4)s(OH), Muy Lenta (~afios) Rigido

Fosfato Bicalcico Variable Répida (~dias- Rigido
semanas)

Fosfato Octacélcico CagH,(P0O,)s 5H,0) Lenta (~6-12 meses) Rigido

Sulfatos de Calcio CaS0,42H,0 Répida (4-12 Flexible
semanas)

Tabla 1 Principales Materiales utilizados en Ingenieria de Tejidos Oseos y sus caracteristicas. Extraida de
(Szpalski, Wetterau, et al., 2012).

Desde el punto de vista celular, se considera que las células con mayor potencial para
formar un nuevo tejido 6seo vascularizado son las células mesenquimales (MSCs) y las células
progenitoras endoteliales (EPCs). Debido a que tanto las MSCs como las EPCs tienen una alta
tasa de proliferacion, son capaces de diferenciarse hacia osteoblastos y células endoteliales
maduras respectivamente, ambas son atraidas a la zona dafiada in vivo, y ambas poseen grandes
reservorios en la médula 6sea (Murasawa e Asahara, 2004; Wu et al., 2004; Coreli et al., 2010;
Parekkadan e Milwid, 2010; Stephan et al., 2010). Las mayores discrepancias en el uso de estas
células radican en la necesidad o no de utilizar mono o co-cultivos pre-implantacion, o si se
deben usar andamios capaces de generar sefiales al organismo que atraigan las células

progenitoras del individuo afectado.

En este sentido, las estrategias existentes para generar nuevos equivalentes biolégicos del

hueso se pueden dividir en dos grandes grupos:

1) Uso de andamios que estimulen la regeneracion in situ. Esta estrategia tiene la ventaja de
que se pueden producir andamios en grandes cantidades, que pueden ser implantados en el
momento que lo requiera el paciente, no hay incompatibilidad debido a que las células

formadoras del nuevo tejido son las del paciente, entre otras. Sin embargo, un factor en contra

18



es la baja eficiencia, que poseen algunos materiales para inducir la regeneracién del tejido en un
tiempo corto. En este sentido, el desarrollo de andamios para la ingenieria de tejidos 6seos ha

ido evolucionando con el tiempo.

Los primeros andamios utilizados en hueso estaban compuestos a base de titanio. Fueron
desarrollados en los afios 1960-1970s con el objetivo de sustituir el hueso desde el punto de
vista estructural sin causar efectos tdxicos, tenian muy baja bioactividad, e incluso eran
considerados inertes (Hench, 1980). Esta baja bioactividad se traduce en una muy baja
capacidad para atraer células, las células que logran colonizar dichos los andamios muchas
veces se encuentran solo superficialmente, el crecimiento del nuevo tejido en los casos de que se
produzca es muy lento, entre otros. Con el objetivo de superar esos problemas, se desarroll6 una
segunda generaciéon de andamios compuestos por vidrios de fosfatos de calcio, ceramicas de
hidroxiapatita, vitroceramicas, entre otros. Cuyo uso a nivel clinico ha demostrado ser exitoso
en la induccién de respuestas biolégicas positivas en el organismo que conllevan a la
integracion de los andamios a la estructura 6sea y a la neo formacion del hueso en la zona

afectada (Hench e Polak, 2002; Rezwan et al., 2006).

Con la finalidad de aumentar la bioactividad de los andamios los investigadores
comenzaron a desarrollar una serie de modificaciones en los polimeros, vidrios y cerdmicas
utilizadas como andamios. En particular, se modific6 la composicion y la técnica de fabricacion
de los materiales con el objetivo de aumentar la velocidad de degradacién y se funcionalizaron
los polimeros para transformarlos en agentes con mayor bioactividad. De forma tal que esta
nueva serie de andamios son capaces de activar respuestas bioldgicas especificas en el paciente,
estimulando mas eficientemente la formacion del nuevo tejido in situ (Hench e Polak, 2002;

Schroeder e Mosheiff, 2011).
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2) Un segundo tipo de estrategia es el uso de andamios tridimensionales como estructura
para cultivar in vitro las células madre formadoras del nuevo tejido. Con el objetivo de generar
un tejido tridimensional inmaduro que pueda acelerar el proceso de formacidn del nuevo tejido,
asi como la restauracion de la funcionalidad (Meijer et al., 2007; Szpalski, Barbaro, et al.,
2012). Sin embargo, se ha demostrado que esta aproximacion es poco eficiente. Debido a que la
distribucion de las células no es uniforme y a que la oxigenacién en las regiones internas del
andamio es reducida. Lo cual ocasionalmente produce la muerte de los grupos celulares
internalizados en el andamio. Pese a que el cultivo dindmico es una solucion a dichos problemas
técnicos, una vez los equivalentes tisulares son implantados, no se produce una réapida
anastomosis entre los vasos sanguineos del paciente y el implante, produciéndose la muerte
celular por necrosis del nuevo tejido, debida a la deficiencia de nutrientes y la baja oxigenacion
(Santos e Reis, 2010). Actualmente, algunos investigadores sugieren el disefio de estructuras
que permitan una mejor penetracién de los vasos sanguineos hacia el andamio. Tales como los
que se muestran en la Fig. 8: 1) la funcionalizacién con factores con un alto poder angiogénico y
quimiotactico como por ejemplo el VEGF, 2) microcirugias para unir los vasos sanguineos del
paciente al andamio, 3) uso de técnicas de modificacion genética en las células con la finalidad
de que produzcan VEGF, entre otros (Meijer et al., 2007; Place, Evans e Stevens, 2009; Santos

e Reis, 2010).

Factores de crecimiento

Microfabricacion

Endoteliales maduras y progenitoras

Fig. 8 Técnicas de vascularizacion en Andamios pre-celularizados. Tomada de (Santos e Reis, 2010)
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En consecuencia, la aplicacion de esta técnica en la practica clinica es compleja y con
escasas ventajas en comparacion al uso de las nuevas protesis biodegradables y bioactivas de

2da y 3era generacion, que tienen un alto potencial de inducir regeneracion tisular in situ.

1.6. Vidrios de Fosfato de Calcio y la liberacion de iones

Existe una gran variedad de materiales biomiméticos, biodegradables y bioactivos
compuestos de fosfatos de calcio, entre los que se encuentran los vidrios de fosfatos de calcio,
pertenecientes a la segunda generacion de biomateriales. Basados en las respuestas bioldgicas
observadas in vivo los materiales bioactivos se clasificaron en dos tipos: Bioactivos de Clase A
y los Bioactivos de Clase B. Los primeros son aquellos que producen una serie de reacciones en
su superficie, asi como una liberacion de iones sodio, calcio, silicio y fésforo que promueven
procesos de osteoinduccion (diferenciacion de MSCs hacia el linaje 6seo que posteriormente
conducird a la formacion de tejido 6seo de novo), osteoconduccion (facilitacion de la
penetracidn de nutrientes en una estructura tridimensional que conduce a la posterior infiltracion
del tejido 6seo0) y osteointegracion (la integracion del tejido desarrollado por ingenieria de
tejidos con el hueso), permitiendo asi la rapida regeneracion del hueso (Habibovic e De Groot,
2007). Mientras, que en los materiales Bioactivos de Clase B la bioactividad es mas reducida, la
liberacion de iones y la reactividad de la superficie son muy bajas, y solo se observan procesos

de osteoconduccidn o osteointegracion (Hench, Xynos e Polak, 2004).

Los vidrios de fosfato de calcio pertenecen a la 2da generacién de materiales bioactivos de
clase A, siendo el ejemplo més conocido el Bioglass® 45S5 desarrollado en los afios 1970s. La
composicion del Bioglass® 4555 es Na,0O- CaO- P,0s5-Si0,. Diferentes estudios experimentales
han revelado que este material es particularmente favorable para la regeneracion del tejido 6seo,

causando una fuerte adhesion del implante al hueso (osteointegracion) y una serie de reacciones
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en el microambiente cercano al implante que favorecen la colonizacién del andamio y la
formacion de un nuevo tejido 6seo gque exhibe las mismas propiedades mecénicas que el tejido
0seo sano (Wilson et al., 1981; Hench, Xynos e Polak, 2004). En el afio 2000, fue demostrada
la relacion que tiene la liberacion de iones al espacio extracelular (causada como consecuencia
de la degradacion del Bioglass® 45S5) con la expresion de genes involucrados en procesos de
formacion de tejido 6seo. En particular, se demostrd que la expresion del factor de crecimiento
insulinico tipo Il (IGF-I1) y la proteina de anclaje del factor de crecimiento similar a la insulina
(IGFBP-3) fueron mayores al 200 % respecto a las células que no fueron estimuladas con el
medio condicionado de Bioglass ® 45S5 (Xynos et al., 2000). Esta respuesta bioldgica fue

relacionada, por los autores, con aumento de iones silicio observado en el medio condicionado.

Un segundo ejemplo de vidrio bioactivo de clase A es el vidrio G5 cuya composicion es
P,05-Ca0-Na,O-TiO,. EI G5 debe su nombre a que posee un 5% de titanio, siendo este el
encargado de la estabilizacion de las cadenas, al contrario del Bioglass® donde es el silicio el
estabilizador. Particularmente en el G5, es de destacar que al variar la proporcion de titanio en
el material se cambia la velocidad de degradacién del mismo. En trabajos de investigacion
previos se implantaron particulas de G5 en defectos 6seos del céndilo femoral de conejos
demostrandose que las particulas de G5 favorecen la osteoconduccion, la osteointegracion y la
invasion de vasos sanguineos hacia el centro del defecto éseo mientras que se lleva a cabo la
degradacion de las particulas del vidrio (Sanzana et al., 2008). La degradacion del G5, se ha
atribuido a la formacion de una capa de hidratacion creada como consecuencia de la interaccion
de las cadenas de PO, con las moléculas de agua. Lo cual concuerda con la cadena de
reacciones superficiales que fueron descritas en el Bioglass® 45S5 (Hench, Xynos e Polak,
2004). Anélogamente, estudios in vitro demostraron que el G5 durante su degradacion libera
iones calcio, sodio, fésforo y titanio, siendo de particular interés, el incremento gradual de la
concentracion de iones calcio y fosforo en el medio extracelular (Navarro et al., 2003). De igual
manera, a través de ensayos in vitro usando fibroblastos se demostré que el G5 promueve la

adhesion y la proliferacion de estas células. Mientras que a través de un ensayo usando células
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MG63 se demostrd que el contacto directo de estas células con el G5 promueve la adhesion, la
proliferacion y la expresion de la fosfatasa alcalina (ALP) (Navarro, Ginebra e Planell, 2003;
Navarro et al., 2008). En este contexto, es posible que al igual que en el Bioglass ® 45S5, los
productos idnicos liberados por el G5 ejerzan un efecto positivo en las respuestas bioldgicas

observadas.

Ademés del G5 y el Bioglass ® 45S5 hay un gran nimero de tipos de vidrios bioactivos, con
diferentes propiedades fisicas, quimicas, y diferente liberacion de iones. En la Fig. 9 se muestra
un resumen de los iones que son liberados por este tipo de materiales, asi como las respuestas

celulares que se han reportado.

Osteogénesis
-Estimulacion de la expresion de marcadores 6seos a nivel genético.
-Estimulacion de la diferenciacion osteogénica a través del control del ciclo
celularde los osteoblastos.

Angiogensis -Aumento de la proliferacion en osteoblastos.
-Estimulacion de la secrecién de factores de crecimiento angiogénico. Actividad Antibacterial
-Aumento de la proliferacion de células endoteliales. -Inactivacion de las bacterias a través del
- Estimulacion de la formacion de nuevos vasos sanguineos aumento de pH vy el dafo celular

p 7
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Fig. 9 Respuestas celulares a la liberacion de iones de los vidrios bioactivos. Tomado de (Hoppe, Gueldal e Boccaccini,
2011).

Es de destacar que iones inorganicos tales como el boro, el silicio, el estroncio, el calcio, los
fosfatos, el magnesio, el zinc, entre otros, tienen conocidas funciones en el control del
metabolismo del hueso y la angiogénesis (Hoppe, Gueldal e Boccaccini, 2011). Debido a que la

matriz extracelular mineralizada del hueso contiene el 90% del calcio total del organismo, es
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I6gico pensar que una variacion en la concentracion extracelular pueda influir en el ciclo de

remodelacién oOsea.

1.7. Calcioy su Relevancia en Biologia

Desde el punto de vista quimico el calcio es un metal alcalinotérreo, cuyo simbolo es "Ca" y
de namero atdmico 20. En los sistemas bioldgicos, el calcio se puede encontrar en forma de i6n
Ca”* o formando parte de moléculas mas complejas, tales como las sales de hidroxiapatita, entre
otros. Desde el punto de vista bioldgico, el calcio es uno de los iones méas importantes en la
regulacién de maltiples respuestas celulares y tisulares. Se estima que la concentracion
citoplasmatica del calcio es de 107 M, mientras que la concentracion extracelular es 10° M (1
mM). Siendo estas concentraciones altamente controladas a través del funcionamiento de
bombas y canales iénicos que regulan el paso de los iones hacia el interior y el exterior celular
(Alberts et al., 2010). Sin embargo, la concentracion de calcio puede variar puntualmente
durante ciertos procesos fisiologicos de forma rapida, generando asi respuestas celulares tales
como (Fig. 10): la despolarizacion de las células, la apertura de canales idnicos, la activacién de
vias de sefializacion acopladas a la fosfolipasa C (PLC), la via de las quinasas MAPK o la via
del fosfatidil-inositol 4 quinasa (P14K) (Alberts et al., 2010), la activacion o desactivacion de la

resorcion dsea, entre otros.

A pesar de que es ampliamente conocido el papel del calcio como molécula de sefializacion
intracelular, los efectos de variaciones de la concentracion de calcio a nivel extracelular, se
desconocian hasta el descubrimiento en los afios 80 de un receptor extracelular sensible a
variaciones de la concentracion extracelular de calcio (Smajilovic e Tfelt-Hansen, 2007). Este
receptor se conoce como Receptor Sensor de Calcio (CaSR) y fue descubierto en células

paratiroideas de rata (Brown e Macleod, 2001).
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Fig. 10 Vias de sefializacidn intracelulares donde esta involucrado el calcio. Tomado de (Www.Sabiosciences.Com).

1.8. Receptor Sensor de Calcio (CaSR): Estructura y
Funciones

Numerosos procesos celulares, tales como la migracion y la diferenciacion, dependen de la
interaccion con el microambiente, lo cual hace relevante el papel de los receptores de membrana
sobre el comportamiento celular. Dentro de los receptores de membrana se encuentra el receptor
sensor de calcio o como es conocido por su nombre en inglés “Calcium Sensing Receptor”
(CaSR). EIl descubrimiento de este receptor demostré que dicho i6n no solo puede actuar como
segundo mensajero intracelularmente, sino que también extracelularmente es capaz de ejercer la

funcidn de primer mensajero (Smajilovic e Tfelt-Hansen, 2007).

El CaSR (Fig. 11 y Fig. 12 ), pertenece a la familia C de la superfamilia de receptores

acoplados a proteinas G (GPRC) y estd compuesto por tres dominios: 1) dominio extracelular de
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612 aminodcidos, en el cual se encuentra el sitio de acoplamiento al Calcio, 2) dominio 7 hélices
transmembrana de 250 aminoacidos, en donde se acoplan los moduladores alostéricos y 3)
dominio intracelular de 216 aminoacidos, que posee 5 sitios de fosforilacién para PKC, dos
dominios de fosforilacion para PKA, multiples sitios de acoplamiento para las MAPKSs y otras

moléculas de sefializacién intracelular (Smajilovic e Tfelt-Hansen, 2007; Bu et al., 2008).
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Fig. 11 Modelo de la estructura del CaSR (Breitwieser, Fig. 12 Resumen de las vias de sefializacion en las que
2008). estd involucrado el CaSR (Smajilovic e Tfelt-Hansen,

2007)

Aunque el CaSR haya sido descrito como un receptor sensor de calcio, hoy en dia se conoce
que no solo es capaz de activarse a través de su unién con el mencionado ién, sino que también
se activa al unirse a otros como: La*, Gd**, Be*, Ba®*, Sr**, Fe**, Pb*, Ni**, Co®* y Mg*' y a
maultiples moléculas polivalentes tales como poliaminas, polilisinas, antibioticos y el péptido

amiloide 3 (Hofer e Brown, 2003; Smajilovic e Tfelt-Hansen, 2007).

Actualmente, existe un ndmero creciente de evidencias de que el CaSR estd presente en
células de tejidos involucrados en la homeostasis de calcio (paratiroides, rifién, intestino,
osteocitos, osteoclastos y osteoblastos, entre otras) como en células de otros tejidos, como por
ejemplo en tejidos del sistema cardiovascular (Brown e Macleod, 2001). Son diversos los
procesos en los que esta involucrado el CaSR. Por ejemplo en las células paratiroideas la
activacion del receptor suprime la secrecion de PTH, regulando indirectamente la concentracion

de calcio en sangre. Analogamente en el tejido 6seo los osteoclastos se activan cuando existen
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bajas concentraciones de calcio extracelular, mientras que los osteoblastos proliferan y se
diferencian a osteocitos maduros cuando el CaSR detecta altos niveles de calcio extracelular
(Chattopadhyay et al., 2004; Ahlstrom et al., 2008). A nivel sistémico, se ha demostrado que el
CaSR esté intimamente implicado en el desarrollo y maduracion del hueso y el cartilago, asi
como su relevancia en el adecuado funcionamiento de diferentes érganos (Wenhan et al., 2008).
Asimismo, este receptor parece tener importantes funciones en la regulacién de la presion
sanguinea, asi como en la sobreexpresion de VEGF, lo que podria promover la proliferacion de
células endoteliales, estimular la angiogénesis y aumentar la permeabilidad vascular (Tfelt-

Hansen et al., 2003; Smajilovic e Tfelt-Hansen, 2008).

En este sentido, cada vez existen mas evidencias de la importancia del CaSR como
modulador de respuestas celulares ante variaciones de los niveles de calcio extracelular. Aunado
a esto, es conocido que los biomateriales basados en fosfatos de calcio (carbonatos de calcio,
vidrios, cerdmicas, etc.) que son utilizados en ingenieria de tejidos dseos liberan iones al medio
extracelular, entre los que destaca el calcio. Por tanto, es particularmente importante analizar el
papel del calcio extracelular como potencial modulador de las respuestas desencadenadas por

las células en la interaccion con el biomaterial.
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Capitulo II: Metodologia
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2. Metodologia

2.1. Aislamiento de Células Mesenquimales (MSCs)

Las MSCs fueron extraidas en condiciones estériles a partir de médula désea de las tibias y
los fémures de ratas Lewis de 10 dias de vida (Fig. 13). La médula ésea se obtuvo perfundiendo
el interior de los huesos con 10 mL de medio de adhesion (Advanced DMEM (GIBCO)
suplementado con 15% de SFB (Gibco), 1% Penicilina/Estreptomicina (Gibco), 1% L-
Glutamina (Gibco) y 22,5 pg/mL de Heparina (Sigma)) con ayuda de una jeringa de 2 mL

acoplada a una aguja 21G.

La médula 6sea fue homogeneizada usando una jeringa de 2 mL acoplada a una aguja de
20G con la finalidad de disgregar al maximo las células, cultivada en placas de Petri (Nunclon)
e incubadas a 37 °C, 5 % CO, durante 24 horas. Una vez transcurridas las 24h se retir6 el
sobrenadante (que contiene mayoritariamente glébulos rojos y células no adherentes) y se
reservo para el aislamiento de las células progenitoras endoteliales (méas adelante se detallar el
protocolo de aislamiento de las EPCs); mientras que la fraccion adherente, es la fraccion

altamente enriquecida con células madre mesenquimales (MSC).

Seguidamente se realizaron dos lavados con PBS estéril y se cultivaron las células con
medio de cultivo control para células mesenquimales (Advanced DMEM (GIBCO)
suplementado con 15% de SFB (Gibco), 1% Penicilina/Estreptomicina (Gibco), 1% L-
Glutamina (Gibco)). Al alcanzar la confluencia en las placas de Petri, las células fueron
disgregadas usando TrypLE™ Express (Gibco) a 37 °C durante 1-2 min, fueron sembradas
400.000-500.000 células (P1) en frascos de cultivo T75 (Nunclon) y cultivadas en medio control
hasta alcanzar la confluencia. Las células en P2 fueron criopreservadas en nitrégeno liquido
usando medio de congelacion (90 % SFB + 10% DMSO). Todos los ensayos fueron realizados

con células de pasajes en un rango de 4-6.
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2.2. Aislamiento de Células Endoteliales Progenitoras
(EPCs)

Las EPCs al igual que las MSCs son aisladas a partir de la médula 6sea de las tibias y
fémures de ratas Lewis de 10 dias. Tanto para el cultivo como el aislamiento de las EPCs se
utilizaron placas y frascos de cultivo recubiertos con Fibronectina (FN) (Sigma). Para realizar
los recubrimientos se diluye la FN a una concentracion de 1 pg/mL y se incuba la placa o el
frasco de cultivo durante 1 hora a 37°C 0 24h a 4°C. Posteriormente se retira el sobrenadante

teniendo cuidado de no romper el recubrimiento.

A continuacion, la fraccion no adherente de la médula 6sea, obtenida durante el aislamiento
de las MSCs (ver aislamiento de MSC), se transfiere a placas (Nunclon) de 6 pozos recubiertas
con fibronectina (FN) y se incuban durante 24 horas en medio de cultivo de adhesion (Fig. 13).
Posteriormente, se repitid el proceso de transferencia, y la fraccion no adherente fue cultivada
durante 3-4 dias a 37 °C en medio control de células endoteliales (M199, 20 % SFB, 1 %
Penicilina/estreptomicina, 1% L-Glutamina, 1% Piruvato, 20 ng/mL VEGF (Peprotech), 5
ng/mL de FGFb (Peprotech), 22,5 pug/mL de Heparina, 1 pg/mL de Ascorbato (Sigma), 20
ng/mL de IGF-I (Sigma) y 5 ng/mL EGF (Sigma)). Transcurrido el tiempo, se descarta el
sobrenadante, se realizan dos lavados con PBS estéril y se agrega medio control endotelial. La
poblacion celular obtenida es fusiforme, altamente proliferativa y estd mayoritariamente
compuesta de EPCs. Una vez se alcanza la confluencia, las células son disgregadas y se
siembran 500.000 - 600.000 células por cada frasco de cultivo T75 previamente recubierto con
FN. Las células en P2 fueron criopreservadas en nitrégeno liquido usando medio de congelacién
(90 % SFB + 10% DMSO). Todos los ensayos fueron realizados con células de pasajes en un

rango de 4-6.
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Fig. 13 Diagrama del protocolo de obtenciéon de MSCs y EPCs

2.3. Caracterizacion de MSCs

Con la finalidad de confirmar la identidad de la poblacion de MSCs se realizaron ensayos de
inmunofluorescencia, donde se determind la presencia de una serie de marcadores

caracteristicos de MSCs. A continuacion se describe detalladamente el procedimiento realizado.

MSCs de P2 y P4 fueron cultivadas sobre cubreobjetos de 15 mm de didmetro colocados
dentro de una placa de 24 pocillos (Nunclon) a una densidad de 10.000 células/pocillo. Pasadas
24 horas de incubacién a 37°C con medio de cultivo control de MSCs, las células fueron fijadas
con paraformaldehido al 3 % durante 15 min. Seguidamente, se realizaron 3 lavados con PBS-
Glicina 1,5 g/L (PBS-Gli), se incubaron las muestras con PBS-Gli- 3% Albumina sérica bovina
(PBS-GIi-BSA) durante una hora a 37 °C con la finalidad de bloquear las uniones inespecificas.
Posteriormente se realizaron 3 lavados con PBS-Gli y se incubaron las muestras con el
anticuerpo primario a 4°C durante toda la noche. Los anticuerpos utilizados y sus
concentraciones se detallan en la Tabla 2. En el caso del control negativo en lugar de anticuerpo

primario se afiadio PBS-Gli-BSA.
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Anticuerpo Primario Origen Dilucion Proveedor
Stro 1 Monoclonal de Ratén 1:100 Invitrogen
CD105 Policlonal Conejo 1:50 Santa Cruz
CD44 Policlonal Conejo 1:250 Life SPAN Biosciences
CD34 Monoclonal de Ratdn 1:50 Santa Cruz
CD45 Monoclonal de Ratén 1:50 Santa Cruz
CaSR Monoclonal de Ratén 1:100 Affinitty Bioreagents

Tabla 2 Anticuerpos primarios utilizados en la caracterizacion de las MSCs. Las diluciones fueron preparadas usando

PBS-Gli-BSA como solvente.

Posteriormente, fueron realizados 3 lavados con PBS-Gli y fueron afiadidos los anticuerpos

secundarios correspondientes. La incubacion con el anticuerpo secundario se realizé durante 1

hora a 37 °C protegido de la luz (Tabla 3). Durante los ultimos 10 min de incubacion con el

anticuerpo secundario fueron afiadidos 8 pg/mL de DAPI (Sigma). Seguidamente, fueron

realizados 3 lavados de 1 min con PBS-Gli, usando una pinza de relojero se tomaron los

cubreobjetos y se realizé el montaje con Mowiol. Por Gltimo, las muestras fueron almacenadas a

4 °C por al menos 24h, protegidas de la luz y fueron observadas a través de un microscopio

confocal Leica SPE.

Anticuerpo secundario Origen Dilucion Proveedor

AlexaFluor 488 Policlonal de Cabra 1:300 Invitrogen
anti Ratén

AlexaFluor 635 Policlonal de Cabra 1:300 Invitrogen

anti Conejo

Tabla 3 Anticuerpos secundarios. Las diluciones fueron preparadas usando PBS-Gli-BSA como solvente.
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2.4. Caracterizacion de EPCs

Las células progenitoras endoteliales aisladas siguiendo el procedimiento descrito
anteriormente, ya habian sido caracterizadas en nuestro grupo de investigacion mediante
inmunofluorescencia y se demostré que son: VEGFR -2* (receptor del VEGF tipo 2), CD34",
VWF" (Factor de vonWillebrand), CD31", todos ellos marcadores caracteristicos de EPCs
(Aguirre et al., 2010). Con la finalidad de profundizar en la caracterizacion de esta poblacion
celular, se realizé un ensayo de inmunofluorescencia para revelar la expresion de CaSR en dicha
poblacion. El ensayo de inmunofluorescencia se realizé siguiendo el protocolo detallado para la
caracterizacién de las MSCs. El andlisis por citometria de flujo también fue empleado con la
finalidad de determinar la pureza de la poblacion celular. El procedimiento aplicado para la

citometria de flujo se detalla a continuacion.

En primer lugar las EPCs se cultivaron hasta alcanzar la confluencia en frascos de cultivo
T75 usando medio de cultivo control de EPCs. Seguidamente, se procedio a disgregar las
células usando TrypLE Express a 37°C durante 1-2 min. En este punto, es importante controlar
el tiempo de tripsinizacion, debido a que puede afectar la estructura de los marcadores
extracelulares que se desea analizar. Una vez disgregadas, el TrypLE fue inactivado afiadiendo
medio control de EPCs y las células fueron centrifugadas a 300 g durante 5 min. A
continuacion, fue descartado el sobrenadante y las células fueron resuspendidas en la solucién
tampodn de blogueo (PBS + 6 % p/v de BSA) y se realizaron 2 lavados en solucion de blogueo.
Posteriormente, se bloquearon las uniones inespecificas incubando 10 min a temperatura
ambiente en solucién de bloqueo. Se realizaron 2 lavados con PBS y se procedi6 a fijar las
células agregando 1 mL de solucion de PBS + 1 % PFA por cada millén de células. Las células
fueron incubadas en la solucion de fijacion durante 1 hora a temperatura ambiente con agitacion
continua. Al finalizar la fijacion, se realizaron 2 lavados con PBS, y fueron colocadas 500.000
células en cada tubo Eppendorf de 1,5 mL. Una vez separadas las muestras, se agreg6 1 ug de

cada uno de los diferentes anticuerpos primarios (Tabla 4) y se incubaron las muestras durante
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30 min a 37 °C con agitacion continua. A continuacion se realizaron 2 lavados con PBS y se

afiadié 1 pg del anticuerpo secundario. La incubacion con el secundario se realiz6 a 4°C, con

agitacion constante, durante 30 min. Finalmente, se realizaron 2 lavados con PBS, y se

resuspendieron las células en un volumen de 500 pL de una solucion tampén de pH 7.4

compuesta por PBS + 1 mM EDTA + 25mM de HEPES + 1 % SFB.

Anticuerpos Origen Proveedor

Primario Secundario
CD45 Monoclonal Ratén SantaCruz
CD11b Monoclonal Ratén SantaCruz
AlexaFluor 488 Policlonal de Cabra anti Ratén Invitrogen

Tabla 4 Anticuerpos utilizados en la Citometria de flujo

Una vez finalizado el marcaje se procedi6 a analizar las muestras en un citémetro de flujo

FC500-MPL (Beckman Coulter).
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2.5. Composicion de los medios de Cultivo utilizados

2.5.1. Medios de cultivo para las MSCs:
Medio Control MSCs Contenido (100 mL) Proveedor
Advanced DMEM 83 mL Gibco
SFB 15 % viv Invitrogen
L-Glutamina (L-Glu) 1% viv Gibco
Penicilina/Estreptomicina (P/E) 1% viv Gibco
Medio Minimo MSCs Contenido (100 mL) Proveedor
Advanced DMEM 95 mL Gibco
SFB 3% viv Invitrogen
L-Glutamina (L-Glu) 1% viv Gibco
Penicilina/Estreptomicina (P/E) 1% viv Gibco
Medio Osteogénico Contenido (100 mL) Proveedor
Advanced DMEM 81 mL Gibco
SFB 15 % viv Invitrogen
L-Glu 1% viv Gibco
P/E 1% viv Gibco
Acido Ascorbico (AA) 50pg/mL Sigma
B-Glicerolfosfato (BGP) 10 mM Sigma
Dexametasona (Dex) 10 nM Sigma
Medios Suplementados con Ca** Contenido
EGTA (0 mM Ca”™) Medio control o minimo MSC + 1,8 mM EGTA
3 mM Ca** Medio control o minimo MSC + 1,2 mM CaCl,
10 mM Ca* Medio control o minimo MSC + 8,2 mM CaCl,
20 mM Ca?* Medio control o minimo MSC + 18,2 mM CaCl,
10 mM Ca*" + Ost Medio osteogénico + 8,2 mM CaCl,
10 mM Ca*" + AntiCaSR Medio 10 mM Ca®* + 10 ng/mL AntiCaSR

(Affinity Bioreagents)

Tabla 5 Composicion de los medios usados para el cultivo de MSCs



2.5.2. Medios de cultivo para las EPCs

Medio Control EPCs Contenido (100 mL) Proveedor
M199 77 mL Invitrogen
SFB 20 % viv Invitrogen
P/E 1% viv Gibco
L-Glu 1% viv Gibco
Piruvato 1% viv Gibco
VEGF 20 ng/mL Peprotech
FGFb 5 ng/mL Peprotech
Heparina 22,5 pg/mL Sigma
IGF-| 20 ng/mL Sigma
AA 1 pg/mL Sigma
EGF 5 ng/mL Sigma
Medio Minimo EPCs Contenido (100 mL) Proveedor
M199 96 mL Invitrogen
SFB 1% viv Invitrogen
P/E 1% viv Gibco
L-Glu 1% viv Gibco
Piruvato 1% viv Gibco

Medios suplementados EPCs

Contenido

EGTA
3 mM Ca**
10 mM Ca**
20 mM Ca**
VEGF
10 mM Ca** + VEGF

10 mM Ca”* + AntiCaSR

Medio Control o minimo EPC + 1,5 mM EGTA

Medio Control o minimo EPC + 1,5 mM CaCl,

Medio Control o minimo EPC + 8,5 mM CaCl,

Medio Control o minimo EPC + 8,5 mM CaCl,

Medio Control 0 minimo EPC + 40 ng/mL VEGF

Medio VEGF + 8,5 mM CaCl,

Medio Ca®* + 10 ng/mL AntiCaSR

Tabla 6 Composicion de los medios usados para el cultivo de EPCs



2.6. Viabilidad y Proliferacion

La viabilidad de MSCs y de EPCs se midi6 a través de la estimacién de la actividad de las
deshidrogenasas mitocondriales. Para ello se cuantifico la formacion del formazan a partir del
WST-1 (Roche). De esta forma se obtuvo una estimacion de la viabilidad de las células y se

pudieron hacer estimaciones de la cantidad de células presentes en el cultivo.

Para llevar a cabo este ensayo se sembraron 40.000 células por pocillo en placas de 24
pocillos recubiertas con FN, en el caso de las EPCs, y sin FN para las MSCs, en el medio de
cultivo control correspondiente al tipo celular. Al producirse la adhesion celular, fue cambiado
el medio de cultivo por el medio de tratamiento. Los tratamientos aplicados a las células se

muestran en la Tabla 7:

Células Tratamientos
MSC Control EGTA 10 mM Ca** 20 mM Ca**
EPC Control EGTA 3mMCa* 10mMCa* 20mM Ca*

Tabla 7 Tratamientos evaluados en los ensayos de viabilidad y proliferacion

Las células se cultivaron con los medios de tratamiento durante los siguientes tiempos: 24
horas, 72 horas y 7 dias. Transcurridos cada uno de los tiempos, fue suministrado a cada pozo la
cantidad de WST-1 (Roche) necesaria para que el reactivo estuviese 10 veces diluido. Al cabo
de 60 min a 37 °C el sobrenadante fue transferido a una placa de 96 pozos, por triplicado, y se
determiné la absorbancia en un lector de placas ELISA a una longitud de onda de 450 nm
usando como referencia la absorbancia a 630 nm. En cada ensayo se utilizaron 2 réplicas por

cada tratamiento y el experimento fue repetido tres veces de forma independiente.
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2.7. Ensayos de Migracion

La migracién se cuantificé utilizando el método de la camara de Boyden con membranas de

policarbonato con poros de 8 um (Corning). Las membranas de las cAmaras fueron previamente

recubiertas con FN a 10 pg/mL a ambos lados, posteriormente 10.000 células resuspendidas en

medio minimo (ver Tabla 8 y Tabla 9) fueron sembradas en el compartimiento superior de las

camaras. Mientras que en el compartimiento inferior de cada camara se colocaron las

condiciones de tratamiento con la finalidad de crear gradientes de concentracion. Transcurridas

24 horas las células fueron fijadas con formalina al 10 % (Sigma) durante 1 hora, marcadas con

5 mM DAPI durante 10-15 min y los nucleos en la cara inferior de la membrana de cuatro

campos diferentes fueron contados para cada una de las membranas utilizando un microscopio

invertido Leica con lampara fluorescente (Fig. 14). En cada ensayo se utilizaron 2 réplicas por

condicion, y fue repetido cuatro veces de forma independiente. Los datos de cada condicidn

fueron promediados y expresados relativos al control.

Medios con potencial
quimiotactico.
Concentraciones de
calcio (0-20 mM) y
Controles.

Ensayos de Migracion

10.000 MSC 6 EPC

Se cuantificaron

las células en el

lado inferior de
la membrana.

N

Medio minimo

Fig. 14 Diagrama del procedimiento que se utilizé en los ensayos de migracion
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2.7.1. Tratamientos aplicados a las Células

Mesenquimales
Medio Minimo ~ VEGF (Control EGTA(OmM 3mMCa® 10mMCa” 20 mM Ca**
MSC (Control) Positivo) ca’™)
Advanced DMEM Medio Minimo  Medio Minimo Medio Medio Medio
+3%SFB+1% MSC + 60 MSC + 1,8 Minimo MSC  Minimo MSC  Minimo MSC
P/E + 1% L-Glu. ng/mL VEGF mM EGTA +1,2mM + 8,2 mM + 18,2 mM
Ca* Ca* Ca®
Tabla 8 Detalle de los tratamientos evaluados en los ensayos de Migracién con MSCs
2.7.2. Tratamientos aplicados a las

Progenitoras Endoteliales:

Medio Minimo ~ VEGF (Control EGTA(OmM 3mMCa*  10mMCa* 20 mM Ca”

EPC (Control) Positivo) Ca’"
M199+1% SFB+ Medio Minimo  Medio Minimo Medio Medio Medio
1%PE+1%L- EPC+40ng/mL EPC+15mM Minimo EPC Minimo EPC  Minimo EPC
Glu + 1% Piruvato VEGF EGTA +1,5mM + 8,5 mM + 18,5 mM

Ca2+ Ca2+ Ca2+

Tabla 9 Detalle de los tratamientos evaluados en los ensayos de Migracion con EPCs

2.8. Aislamiento de ARN

Con la finalidad de cuantificar los efectos de la estimulacion a nivel genético, se
procedié a aislar el ARN de células previamente cultivadas con medios ricos en calcio. En
particular, se escogi6 la concentracién de 10 mM de Ca?* debido a los resultados obtenidos

en los ensayos de viabilidad y migracion.

En este ensayo fueron sembradas 40.000 células en cada pozo de placas de 24 pozos.
Transcurridas 24 horas de incubacion a 37°C en el medio control correspondiente, las
células fueron sometidas a los diferentes tratamientos. La Tabla 10 ilustra los tratamientos

y los periodos de tiempo empleados en cada tipo celular.
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Células Tratamientos Tiempos

MSC Control MSC 10 mM Ca** Ost 30 min, 24h,
72h, 7d, 10d,

15dy 21d.

EPC Control EPC 10 mM Ca? 30 min, 6 h,
24h, 72hy 7d.

Tabla 10 Detalle de los tratamientos evaluados en los ensayos de expresion genética

El ARN fue extraido utilizando el Kit de extraccion de ARN comercial “RNeasy Mini
Kit” (Qiagen) y se realizd siguiendo el protocolo recomendado por la casa comercial.
Seguidamente se procedio a cuantificar la cantidad y calidad del ARN obtenido a través de

un espectrofotometro Nanodrop modelo ND 1000 (Nanodrop Technologies).

2.9. Reaccion en cadena de la Polimerasa con
transcriptasa reversa (RT-PCR)

El ADNc fue obtenido por medio de la aplicacion de la reaccion de la transcriptasa
reversa utilizando el Kit de transcripcion reversa “Quantictec Reverse Transcription Kit”

(Qiagen), y se empled siguiendo el protocolo recomendado por la casa comercial.

2.10. Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo
real (Real Time PCR).

Este procedimiento se realiz6 a través de la reaccién en cadena de la polimerasa y de
cebadores o “primers” especificos para los genes de interés. Para ello se utiliz6 el kit comercial
para PCR “Quantitec SYBR Green PCR Kit” (Qiagen). Los primers especificos utilizados para
cada tipo celular se describen més adelante (Tabla 11). La amplificacion se realizé siguiendo la
recomendacion de la casa comercial y cuyas condiciones son: un paso de activacion de la
Polimerasa de 15 min a 95 °C, seguido de 40 ciclos de denaturalizacion (15 s 94 °C), hibridacion

(30s a 55 °C) y extension (30s a 72°C); se realiz6 en un termociclador en tiempo real Applied
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Biosystems Step One Plus. Los datos fueron analizados a través del método de comparacion de
Ct. Este ensayo se realiz6 de forma independiente 4 veces y cada una de ellas poseia 2 réplicas

de las condiciones de interés.

2.10.1. Cebadores usados con Ilas Células
Mesenquimales

Gen Secuencias Proveedor

GAPDH 5'-agaaggtggtgaagcaggcegg -3' Biomers.net

5'-atccttgctgggetgggtgg-3'
ALP 5'-actgctggcccttgaccect-3' Biomers.net
5'-atccggagggccacctccac-3'
Sialoproteina Osea (BSP) 5'-ctgctttaatcttgcetctg-3' Biomers.net
5'-ccatctccattttcttcc -3'
Coléageno | (Col lal) 5'-gacctccggctectgetect-3' Biomers.net
5'-tcgcacacagccgtgcecatt-3'

Osteocalcina (OC) N° de Catélogo: QT01084573 Qiagen

Tabla 11 Detalle de los cebadores especificos utilizados para revelar la expresion genética de marcadores

2.10.2. Cebadores usados con las Células
Progenitoras Endoteliales

Gen N° de Catéalogo Proveedor
B-Actina QT00193473 Qiagen
VEGF-A QT00198954 Qiagen

IGF-2 QT00195594 Qiagen

vWF QT00403095 Qiagen

CD31 QT01289939 Qiagen

Tabla 12 Detalle de los cebadores especificos utilizados para revelar la expresion genética de marcadores

angiogénicos
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2.11. Andlisis genético de multiples marcadores
angiogénicos

Fueron sembradas 100.000 EPCs/pozo en placas de cultivo de 6 pocillos recubiertas con
FN. Basados en los resultados previos las células se cultivaron con medio control de EPC o con
medio 10 mM Ca®" durante 3 dias. Cada condicién posefa 3 réplicas. Una vez culminado el
periodo de incubacién, el ARN fue obtenido a través del protocolo de extraccion de ARN
detallado previamente en este mismo capitulo. Posteriormente se afiadié un paso de eliminacion
del ADN gendmico, el cual es recomendado por la casa comercial del kit del array y se realizé
la retro transcripcion del ARN hacia ADNc. En particular, se utilizaron 0,2 pg de ARN por
reaccion y se sigui6 el protocolo recomendado por la casa comercial del kit RT? First Strand Kit
(SABiosciences). A continuacion, se mezclaron 0,2 pg de ADNc con la mezcla de SYBR Green
-reactivo fluorescente que se utiliza para medir la cantidad de ADN durante la reaccion de la
polimerasa en cadena en tiempo real (Real Time PCR)- contenida en el kit RT?> gPCR SYBR
Green Master Mix (SA Biosciences). Seguidamente, 10 pL de la mezcla de reaccion fueron
cargados en los pocillos de las placas de PCR array contenidas en el kit de rat Angiogenesis
PCR Array (SA Biosciences). Las placas de 384 pocillos utilizadas estan cargadas con 4 copias
de cada gen: 1) los cebadores especificos de 86 genes relacionados con angiogénesis, 2) 5 genes
constitutivos que son utilizados como control (housekeeping), 3) un control negativo de
retrotranscripcion y 4) control de contaminacion por ADN genémico (Fig. 15). La amplificacion
fue realizada siguiendo las indicaciones de la casa comercial, 1) Activacién: 10 min 95 °C, 2) 40

ciclos de: 15 s a 95 °C (denaturalizacién) y 1 min a 60°C (extension). Cada gen fue analizado

por cuadruplicado y la expresion genética fue evaluada utilizando el método de comparacién de

CT.
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Fig. 15 Listado de genes evaluados en el ensayo de Angiogénesis PCR Array

2.12. Ensayo de Formacion de titbulos en Matrigel

Con la finalidad de evaluar funcionalmente el efecto del calcio como agente promotor
de procesos angiogénicos, se procedio a realizar el ensayo de formacion de tubulos en
Matrigel (Sigma). Para ello, se diluyd el matrigel 1:1 en medio minimo de EPC. La
solucion de matrigel fue homogenizada y gelificada en placas de 48 pozos a 37°C durante
45 min. Después de la gelificacion del matrigel las células resuspendidas en las condiciones
de tratamiento fueron sembradas a una densidad de 30.000 células por pozo. Transcurridas
20 horas fueron tomadas 4 imagenes por cada condicion a través de un microscopio
invertido acoplado a una camara CCD, s6lo los tubulos mayores a 100 um de cada
tratamiento fueron contabilizados, promediados y expresados relativos a la condicion
control (medio minimo). Cada ensayo contenia 2 réplicas por condicion, y fue repetido

cuatro veces de forma independiente. Los tratamientos aplicados fueron: 1) medio minimo
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de EPC, 2) 10 mM Ca*": medio minimo + 8,5 mM CaCl,, 3) VEGF: medio minimo + 40
ng/mL VEGF, 4) EGTA: medio minimo + 1,5 mM EGTA, 5) 10 mM Ca’" + VEGF:

medio VEGF + 8,5 mM Ca*".

2.13. Expresion Proteica de Marcadores Osteoblasticos

La expresion a nivel proteico de marcadores de diferenciacion osteoblastica fue revelada
usando la técnica de la inmunofluorescencia. Para ello se cultivaron MSCs que fueron
sometidas a los siguientes tratamientos: 1) Control, 2) 10 mM Ca?" y 3) Ost. Los tiempos
evaluados fueron 7 y 15 dias. EIl protocolo seguido para realizar el marcaje fue analogo al
descrito previamente en la seccion de caracterizacion, con la diferencia de que los marcadores

evaluados fueron los que se muestran en la Tabla 13:

Anticuerpos Origen Proveedor
Primario Secundario
ALP Monoclonal Ratén SantaCruz
oC Policlonal Conejo ABBIOTEC
Osteopontina (OPN) Policlonal Conejo Abcam
AlexaFluor Policlonal de Cabra anti Invitrogen
488 Raton
AlexaFluor Policlonal de Cabra anti Invitrogen
635 Conejo

Tabla 13 Anticuerpos usados para revelar la expresién a nivel proteico de marcadores osteoblasticos

2.14. Actividad de Fosfatasa Alcalina

La actividad de la fosfatasa alcalina (ALP), fue cuantificada midiendo la cantidad de
p-Nitrofenil fosfato que es desfosforilado en cada muestra, en un periodo de tiempo
determinado. Para ello, se cultivaron 30.000 MSCs por pocillo en placas de 12 pozos. Las

células fueron sometidas a las siguientes condiciones: Control MSC, 10 mM Ca*", Ost y 10
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mM Ca?" + Ost. Los periodos de tiempo evaluados fueron: 24h, 3 d, 7 d, 10d y 15d.
Seguidamente, las células fueron disgregadas y resuspendidas en 1 mL de PBS. A
continuacion se siguio el protocolo sugerido por la casa comercial del kit Sensolyte pNPP
Alkaline Phosphatase Assay Kit (ANASPEC).

Los datos fueron expresados como cantidad de ALP/min.cél. La cantidad de celulas se
estimd cuantificando la cantidad de ADN genémico en cada muestra y comparando con una
curva de calibracién cantidad células vs cantidad de ADN gendmico. Las mediciones de la
cantidad de ADN gendmico se realiz6 empleando el Nanodrop modelo ND 1000 (Nanodrop

Technologies).

2.15. Rojo de Alizarina (AR)

La capacidad de mineralizar la matriz extracelular es una caracteristica funcional de las
células pertenecientes al linaje osteoblastico. Por ello, se utiliz6 la tincion del Rojo de Alizarina
para determinar el grado de mineralizacién de la matriz extracelular de las MSC cultivadas bajo

diferentes condiciones. El protocolo seguido fue el que se describe a continuacion.

20.000 MSCs por pocillo fueron cultivadas en placas de 12 pozos y fueron sometidas a los
siguientes tratamientos: 1) Control MSC, 2) 10 mM Ca?*, ¢) Ost, d) 10 mM Ca**+ Ost. Los
periodos evaluados fueron: 3, 7, 10, 15 y 21 dias. Una vez culminados los tratamientos, las
células fueron lavadas, muy cuidadosamente, 2 veces con PBS y 2 veces con agua MilliQ.
Seguidamente se afiadieron 300 pL por cada pocillo de la solucion de Rojo de Alizarina (Sigma)
previamente preparada a 40 mM (pH 4.2). Las placas fueron incubadas durante 5 min en
agitacion suave y constante a temperatura ambiente. La AR no incorporada en la matriz
extracelular fue descartada y se procedié a realizar 4 lavados de 2 min con agua MilliQ en
agitacion constante. Una vez retirado el excedente de solucion AR, se adquirieron las imagenes

usando un microscopio invertido (Leica) acoplado a una camara digital (muestras de 3 dias), 0 a

45



través de una cdmara digital Sony CiberShot TX1 de 10,2 megapixels (muestras de 7, 10, 15y
21dias).

Finalmente, las muestras fueron incubadas durante 20 min con una solucién tampén de
Solucioén de cloruro de Cetilpiridinio (CPC) a temperatura ambiente y en agitacion constante.
Este tratamiento se encarga de disolver el AR que reacciond con la matriz mineralizada.
Seguidamente, fueron tomadas alicuotas de 100 pL de cada muestra y fueron trasvasadas a una
placa de 96 pocillos. Posteriormente, se midié la absorbancia de la solucion a 570 nm usando el
lector de ELISA Infinite M200 Pro ELISA multiplate reader. Haciendo uso de una curva de
calibracion mM de AR vs absorbancia se estimo la cantidad de calcio en la matriz extracelular
mineralizada que contenia cada muestra. La conversion de cantidad de AR a cantidad de calcio

se realizo siguiendo el manual del proveedor (cantidad de calcio = 2 X cantidad de AR).

2.16. Ensayos de Bloqueo del Receptor Sensor de Calcio

Con el objetivo de determinar el grado de implicacion del receptor sensor de calcio en la
modulacion de las respuestas celulares obtenidas en EPCs y MSCs se procedi6 a bloquear dicho
receptor. Para ello se incubaron las muestras con 20 ng/mL de antiCaSR, debido a que el
epitope de dicho anticuerpo esta localizado en la zona de union del calcio al receptor, por lo que
impide la interaccion del CaSR con el calcio extracelular. Los ensayos en los cuales se emple6
el blogueo del CaSR fueron elegidos usando como base los resultados previos en MSCs y EPCs.

En particular, se realizaron los siguientes ensayos especificados en la Tabla 14.
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Células Madre Mesenquimales Células Progenitoras Endoteliales

Ensayo Tratamientos Ensayo Tratamientos
Migracién Control, 10 mM Migracién Control, 10 mM Ca*",
Ca®*, 10mM 10mM Mg**y
Mg*y AntiCaSR
AntiCaSR
PCR Tiempo Real Control, Ost, 10 Formacion de Control, 10 mM Ca**
mM Ca**y Tabulos y AntiCaSR
AntiCaSR
Rojo de Alizarina Control, Ost, 10
mM Ca**y
AntiCaSR

Tabla 14 Ensayos en los que se evalud el papel del CaSR

Los protocolos aplicados, asi como la composicion detallada de cada uno de los

tratamientos aplicados fueron analogos a los descritos previamente en este capitulo.

2.17. Fabricacion de Andamios de PLAy PLA/G5

Los andamios utilizados en el presente proyecto de investigacion estdn compuestos por
acido polilactico (PLA) 95L/5DL (casa comercial PURAC) y particulas del vidrio bioactivo
llamado G5 que fue desarrollado previamente en nuestro grupo de investigacion. La fabricacion

de los andamios estuvo a cargo de la Dra. Melba Navarro.

2.17.1. Fabricacion del G5

El G5 es un vidrio bioactivo altamente soluble de fosfato de calcio en el sistema P,05-CaO-
Na,O-TiO,. Tiene una composicion equimolar de P,Os y CaO (44,5%), 6 % de Na,O y 5 % de
TiO,. Para la fabricacion del G5 se realiz6 una mezcla homogénea de NH;H,PO,, Na,COs,
CaCOs y TiO, que fue fundida en un crisol de platino a 1350 °C durante 3 horas. Seguidamente,

el vidrio fue colocado en su temperatura de transicion a 530 °C.
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2.17.2. Fabricacion de andamios de PLA y PLA/G5

Los andamios biodegradables fueron fabricados utilizando el método del “solvent casting”
usando el NaCl como agente porogeno (Navarro et al., 2005; Navarro et al., 2008). EI PLA fue
disuelto en cloroformo (5 % p/v) en un agitador orbital a 200 rpm a temperatura ambiente.
Seguidamente la solucién de PLA fue mezclada con particulas de NaCl de 80-120 um a una
concentracion del 94 % p/v. En el caso de los andamios de PLA/G5 a la mezcla de PLA-
Cloroformo-NaCl se le afiadié un 50 % p/v de particulas de G5 < 40 um hasta obtener una masa
homogénea (jError! No se encuentra el origen de la referencia.). La mezcla fue colocada en
oldes cilindricos de teflén del tamafio deseado (3 mm didametro y 5 mm largo). Durante 24-48
horas se dejo evaporar el cloroformo a temperatura ambiente, se procedié a desmoldar los
andamios y se colocaron dentro de un vaso de precipitado con agua MilliQ (3 cambios por dia)
durante 2 dias, para eliminar el NaCl. Por altimo los andamios se dejaron secar a temperatura
ambiente. Los andamios obtenidos poseen 95% de porosidad con un tamafio de poro de 80-210

UM y un alto grado de interconexion de poros (Navarro et al., 2004).

PLA PLA/G5
PLA 100 % 50 %
(¢ — 50 %

Tabla 15 Composicién de los andamios utilizados en los ensayos in vivo

2.18. Implantacion de andamios de PLA y PLA/G5 en
condilos femorales de rata

Previos analisis realizados por nuestro grupo de investigacion determinaron que el PLA/G5
es capaz de inducir respuestas pro-angiogenicas in vitro (Aguirre et al., 2012). Asimismo se ha
demostrado que el PLA/G5 podria tener efectos positivos en la regeneracién del hueso (Sanzana

et al., 2008). Por ello, en el presente proyecto de investigacion se procedio a realizar pruebas in
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vivo con la finalidad de evaluar el potencial uso de andamios de PLA/G5 en la regeneracion
Osea in situ. Estos experimentos fueron realizados durante una estancia de 4 meses y 3 semanas
en la unidad U1026 del INSERM dirigido por la Dra. Joélle Amédée-Vilamitjana, en Burdeos,

Francia.

Para determinar el potencial del PLA/G5 se escogio el modelo del defecto de céndilo
femoral de rata, modelo ampliamente utilizado en la ingenieria de tejidos 6seos. Particularmente
se utilizaron 40 ratas hembra Wistar de 12 semanas de edad. Los procedimientos aplicados se
realizaron siguiendo la normativa vigente y bajo la supervision de personal calificado para

garantizar la adecuada manipulacion de los especimenes.

2.18.1.  Cirugia

Previo a la cirugia las extremidades posteriores de las ratas fueron afeitadas, con la finalidad
de reducir la probabilidad de infecciones. Durante la cirugia las ratas fueron anestesiadas con
gas de isofluorano. Seguidamente se procedié a exponer los condilos femorales y se realizaron
perforaciones bilaterales de 3 mm de didmetro. Dentro del defecto femoral infringido fue
aplicado uno de los siguientes tratamientos: 1) Sin implante (Control), PLA, PLA/G5.
Seguidamente, las extremidades inferiores fueron suturadas y una solucion antibidtica de
absorcion cutanea fue aplicada sobre las heridas, con la finalidad de reducir el riesgo de

infecciones. En la Fig. 16 se ilustra el procedimiento realizado durante la cirugia.

Al transcurrir los periodos de implantacion las ratas fueron sacrificadas en cdmaras de gas, y

se procedio a realizar la diseccion de las extremidades posteriores.
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40 Ratas Lewis

Camara de anestesia
previa a la cirugia

Defectos de 3,5 mm de diametro.

Tratamientos:

1) Sin implante (Control)
2) PLA (95/5)

3) PLA/G5 (50% G5)

-e

Fig. 16 Cirugia e implantacion de andamios de PLA, PLA/G5 en céndilos femorales de rata.

2.18.2. Plan experimental

3 dias
15 dias
80 defectos
40 ratas Femorales —
30 dias
60 dias

=]
L PLA/GS

FControI

—

Control
LA

PLA
PLA/GS

—

——

—

—

—

Control
PLA
PLA/G5

Control
PLA
PLA/G5

\

J

Analisis Genético: Osteogenesisy
Angiogenesis PCR Arrays (SA
= Biosciences).

Analisis Histolégico: Ex vivo uCT,

> Analisis Histologico: Ex vivo uCT,

Fig. 17 Periodos de implantacion y ensayos aplicados a las muestras in vivo.
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2.19. Extraccion de ARN a partir de andamios
implantados en condilos femorales de rata

Una vez obtenido el tejido de interés a partir del defecto dseo infringido, se introdujo la
muestra en un criotubo debidamente rotulado y se congeld la muestra en nitrégeno liquido, con
la finalidad de reducir al maximo la degradacién del tejido y como consecuencia del ARN.
Seguidamente, se procedio a macerar las muestras a -180 °C hasta obtener un polvo homogeéneo.
Una vez maceradas, las muestras fueron resuspendidas en TRIzol® en tubos coénicos de 1,5 mL,
y fueron centrifugadas a 12.000 g a 4°C durante 10 min. El sobrenadante fue transferido a otro
tubo conico, se mezcl6 con cloroformo hasta obtener una solucion homogénea y se realizé otro
paso de centrifugacion a 12.000g a 4 °C durante 15 min. La fase acuosa fue transferida a un
nuevo tubo, se afiadid isopropanol, se incub6 la muestra durante 15 min a temperatura ambiente
y la mezcla fue centrifugada a 12.000 g a 4°C durante 10 min. El sobrenadante fue descartado,
mientras que el precipitado fue resuspendido en etanol absoluto y se procedié a realizar otro
paso de centrifugacion con las mismas caracteristicas que el anterior. El sobrenadante fue
descartado, mientras que el precipitado obtenido fue resuspendido en agua MilliQ previamente
esterilizada. La concentracion de ARN asi como la calidad fue determinada con la ayuda del
Nanophotometer™ 'y el analizador Agilent. Finalmente, el ARN fue almacenado a -80°C hasta

tu uso.

2.20. Reaccion en cadena de la polimerasa con
transcriptasa reversa del ensayo in vivo

Se tomaron 4 ug de ARN de cada tratamiento para sintetizar el ADNc. El primer paso fue la
eliminacion del ADN gendmico, para lo cual se afiadié 1 pL de DNAse | 1 unidad/pL (Thermo
Scientific), 2 puL de la solucion tampdn de la DNAse 10X y agua MilliQ estéril hasta completar

un volumen final de 10 pL. Se homogenizé la mezcla y se incubaron las muestras durante 15
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min a temperatura ambiente. 0,5 pL de una soluciéon de EDTA 0,5 mM fue utilizada para

detener la reaccion.

Seguidamente se realizo la reaccion de sintesis del ADNc con el Superscript system (Fisher
Scientific). El volumen final de la reaccion fue de 40 pL y contenia 20 mM de tris-HCI (pH
8,4), 50 mM de KCI, 2,5 mM de MgCl,, 0,1 mg/mL de BSA, 10 mM DTT, 0,5 mM de dATP,
dCTP, dGTP y dTTP, 0,5 pg de oligo(dT) 12-18 (usado como cebador de la reaccién) y 50
Unidades de transcriptasa reversa. La solucion fue cuidadosamente homogenizada y se procedié
a realizar la incubacion a 42°C durante 50 min. La reaccion se detuvo incubando 15 min a 70

°C.

2.21. Andlisis genético de multiples marcadores
osteogénicos in vivo

Se mezclaron 2 ug de ADNc con la mezcla de SYBR Green contenida en el kit RT? gPCR
SYBR Green Master Mix (SA Biosciences). Seguidamente, 25 pL de la mezcla de reaccion
fueron cargados en los pocillos de las placas de PCR array contenidas en el kit de Osteogenesis
PCR Array (SA Biosciences). Las placas de 96 pocillos utilizadas estan cargadas con 1 copia de
cada gen: 1) los cebadores especificos de 86 genes relacionados con osteogénesis, 2) 5 genes
constitutivos que son utilizados como control (housekeeping), 3) un control negativo de
retrotranscripcion y 4) control de contaminacion por ADN gendmico (Fig. 18). La amplificacion
fue realizada siguiendo las indicaciones de la casa comercial, 1) Activacion: 10 min 95 °C, 2) 40

ciclos de: 15 s a 95 °C (denaturalizacién) y 1 min a 60°C (extension). La expresion genética fue

evaluada a través del método de comparacién de Ct.
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Fig. 18 Listado de genes evaluados en el Osteogénesis PCR Array in vivo
2.22. Andlisis genético de miultiples marcadores

angiogénicos in vivo

Se mezclaron 2 pg de ADNc con la mezcla de SYBR Green contenida en el kit RT? gPCR
SYBR Green Master Mix (SA Biosciences). Seguidamente, 25 L de la mezcla de reaccion
fueron cargados en los pocillos de las placas de PCR array contenidas en el kit de Angiogenesis
PCR Array (SA Biosciences). Las placas de 96 pocillos utilizadas estan cargadas con 1 copia de
cada gen: 1) los cebadores especificos de 86 genes relacionados con angiogénesis, 2) 5 genes
constitutivos que son utilizados como control (housekeeping), 3) un control negativo de
retrotranscripcion y 4) control de contaminacion por ADN gendmico (Fig. 19). La amplificacion

fue realizada siguiendo las indicaciones de la casa comercial, 1) Activacion: 10 min 95 °C, 2) 40
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ciclos de: 15 s a 95 °C (denaturalizacién) y 1 min a 60°C (extensién). La expresion genética fue

evaluada a través del método de comparacion de Ct.

1 23 45 6 7 8 9101112
" 000000 00000 O
- 000000 000090 O
c000000 00000 0O
P 000000 00000 O
t 000000 0 0000 O
F 000000 00000 O
- 000000 00000 O
' 000000 000000 /
Agpt2 ktl  Angptl Anpep Bail Ccl2 CdhS Col18al1 Col4a3 Ctgf Cxcll Cxcl2
Cxcl9 Ecgfl Edgl Efnal Efna2  EfnaS Egf Eng Epasl Ereg F2 Fgfl
Fgfle6 Fgf2 Fgf6 Fgfr3 Figf Flt1 Fnl Fzds Hgf Hifla Id1 Id3
Ifnal Ifnbl Ifng Igf1 I11b 116 ItgaS Itgav Itgb3 Jagl Kdr Lama5

Lectl Lep Mapkl4 Mdk Mmpl9 Mmp2 Mmp3 Mmp9 Nprl Nrpl Nrp2 Pdgfa
Pdgfb Pecam Pgf Plau Plg Ptgsl Serpinb5 Serpinfl Sphkl Thbx4 Tek Tgfa

Tgfbl Tgfb2 Tgfb3 Tgfbrl Thbs4 Timpl Timp2 Timp3 Tnf Vegfa Vegfb  Vegfc

I 6 m m O O ™ >

Rplp1l Hprt Rpli3a Ldha Actb RGDC RIC RTC RTC PPC PPC PPC

Fig. 19 Listado de genes evaluados en el Angiogenesis PCR array in vivo.

2.23. Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo
real de muestras in vivo

Con la finalidad de ratificar los resultados obtenidos en los PCR arrays in vivo, se decidio
evaluar individualmente la expresion de algunos de los genes involucrados en angiogénesis y
osteogénesis a partir de las muestras obtenidas in vivo. Para ello se tomaron 25 ng de ADNCc por
reaccion que fueron diluidos en una solucién de reaccion de SYBR Green que contiene 2X iQ:

50mM KCI, 20mM Tris-HCI (pH 8,4), 0,2mM de cada dNTP, 25U/mL iTaq DNA polimerasa,
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3mM MgCl,, SYBR-Green, 200 nM de los cebadores listados en la Tabla 16, y agua MilliQ

estéril hasta completar un volumen final de 25 pL.

Gen Secuencias
5’-gggcttccgttacaagatga-3’

Proteina Ribosémica L9 (control) 5°_catccttctgggettgagag-3

5’-cggaagcgtcttagtccag-3’

BMP-2 5’- catgccttagggattttgga3’
5’-agctcccggaaaagattgat-3’
MMP-2 5°-tccagttaaaggcagcegtct-3°
5’-ccaccgagctatccactcat-3°
MMP-9 5°-gtccggtttcageatgtttt-3°
5°-gcctcaggacatggcactat- 3°

VEGF-a

5’-cttcttccaccactgtgtet-3°

Tabla 16 Listado de cebadores utilizados en la PCR tiempo real de muestras in vivo

Las reacciones fueron realizadas en un termociclador iCycler iQ (Biorad) y los resultados
fueron analizados a través del método de comparacion de Ct. Cada reaccion de PCR fue

realizada por triplicado para su validacion.

2.24. uCT Ex vivo

Una vez cumplidos los periodos de implantacién, las ratas fueron sacrificadas y las
extremidades inferiores fueron diseccionadas, y fijadas en paraformaldehido (PFA) al 4 %
durante 4 dias. Seguidamente se descarto el PFA, se realizd un lavado con PBS y las muestras

fueron almacenadas a 4 °C hasta su uso.
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La cantidad de tejido 6seo formado en los defectos Oseos fue cuantificado a través del
método del uCT Ex vivo. La adquisicion de las imagenes fue realizada en el Microscanner
Locus SP ex vivo (GE Healthcare), usando el filtro nimero 3. El equipo fue programado para
adquirir 900 iméagenes por cada muestra, se utilizé la herramienta de escaneo de 360 Degree del
equipo a un tiempo de exposicién de 3000 ms y un tamafio de pixeles efectivos de 14 pum. Las
reconstrucciones 3D de la muestra fueron realizadas con el software proporcionado por la casa
comercial GE Healthcare. En cada una de las imagenes reconstruidas se procedié a seleccionar
la regidn donde se localizé el defecto 6seo y con la ayuda del software se determind el volumen
total (VT) del defecto, y el volumen de tejido 6seo mineralizado (VO), con la finalidad de
determinar qué tratamientos indujeron una mayor regeneracion del tejido dseo en la zona del

defecto.

Reconstruccion de Region de Volumen Volumen de
la muestra Interés Total (VT) tejido 6seo
(VO)

C

Fig. 20 Procedimiento de seleccion de la region de interés en la muestra, el volumen total y el volumen 6seo.

2.25. Cultivo de embriones de pollo Ex-Ovo

El cultivo de embriones de pollo ex ovo consiste en la incubacion de embriones de Gallus
gallus (gallina coman), fuera del huevo. El sistema ex ovo fue elegido con la finalidad de

eliminar cualquier fuente de calcio enddgena que pudiera interferir con los resultados. Otro
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aspecto a considerar es que la eleccion de este sistema permite una facil visualizacion de los
vasos sanguineos, asimismo es un buen modelo para realizar ensayos de angiogénesis en
biomateriales. A continuacion se describird detalladamente el procedimiento aplicado para el

establecimiento de este sistema.

Los huevos fecundados de Gallus gallus de O dias de desarrollo, fueron adquiridos de la
Granja Gibert. Previo a la incubacion los huevos fueron lavados con etanol al 70 % incubados
en su cascara durante 3 dias en una estufa con ventilacion constante que permite la circulacion
del aire a 37 °C a 80-90 % de humedad (Fig. 21). Una vez cumplido el primer periodo de
incubaciodn, los huevos fueron abiertos en condiciones estériles y la totalidad del contenido del
huevo fue transferido a una placa de Petri de 90 mm (Corning). El punto de transferencia del
embrion es un paso critico. El embrion debe quedar situado en el centro del vitelo (yema) y en
la cara superior, de lo contrario el embrion no se desarrollard adecuadamente. La placa de Petri
fue colocada dentro de una segunda placa de Petri de 150 mm (Corning) donde se afiadieron
previamente 20 mL de PBS estéril. Este sistema de doble placa permite crear una camara
himeda que reduce al minimo el riesgo de deshidratacion del embrién. Seguidamente, los
embriones fueron incubados a 37 °C a 80-90 % de humedad hasta alcanzar los 8 dias de
desarrollo. Los diferentes materiales y condiciones experimentales fueron colocados en
condiciones estériles sobre la membrana corioalantoidea (CAM) de los embriones de 8 dias de

desarrollo hasta que alcanzaron los 13 dias de desarrollo (5 dias de tratamiento).
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Placa de Petri 150 mm
Vitelo

Embrién

Placa de Petri 90 mm

Vasos Sanguineos

Embrion

Andamio colocado Andamio

Vasos Sanguineos
sobre la CAM.

de la CAM

Fig. 21 Sistema de cultivo de embriones Ex ovo.

2.25.1. Condiciones experimentales evaluadas

Cada una de las condiciones experimentales mostradas en la Tabla 17 fue colocada sobre la

CAM por cuadruplicado en cada embrion, tal y como se ilustré en la Fig. 21.

Condiciones Experimentales
GFR Matrigel (Matrigel con GFR Matrigel +

Controles Cionr:t:’:rl]t(es)m reduccion de factores, BD VEGF (Control
P Biosystems) positivo, 100 ng/mL)
Andamios PLA PLA/G5
Calcio GFR Matrigel + Ca®* (100 mM CaCl,)

Tabla 17 Condiciones experimentales evaluadas en el sistema Ex ovo.

58



2.25.2. Ensayo de angiogénesis ex ovo

El efecto angiogénico fue evaluado cuantificando la cantidad de vasos sanguineos alrededor
de cada uno de los implantes colocados en la CAM de los embriones. Para ello, se adquirieron
iméagenes el dia de la implantacion de los tratamientos y al cumplirse los 5 dias de tratamiento.
Las imagenes fueron adquiridas con una cdmara digital CiberShot TX1 de 10.2 Megapixels
(Sony). Una vez obtenidas las imégenes, se estimé la densidad de vasos sanguineos alrededor de
cada implante, haciendo uso de herramientas de procesamiento de imagen que permitieron

calcular la cantidad de pixeles que ocupan los vasos sanguineos que rodean los implantes.

2.25.3. Ensayo de formacion de hueso

El esqueleto de los embriones de pollo, en condiciones ex ovo, estd compuesto
principalmente de cartilago en los estadios de desarrollo utilizados en el presente proyecto de
investigacion. Por ello, con la finalidad de evidenciar el efecto de los diferentes tratamientos
sobre la formacion del hueso en los embriones se aplicé una doble tincién de Azul de Alcian-

Rojo de Alizarina.

Una vez cumplidos los tiempos de incubacion, los embriones fueron decapitados, se
extrajeron las extremidades posteriores y se fijaron en una solucién de formalina al 10 %
(Sigma) durante 48 horas a temperatura ambiente. Seguidamente, se realizaron 3 lavados de 8
horas en agua MilliQ. Posteriormente se retird la mayor cantidad de tejido no deseado (tejido
epidérmico y muscular) y se sumergieron los fémures en una la solucion de Azul de alcian (9
mg de Alcian Blue 8GX (Fluka) disueltos en 60 mL de EtOH absoluto y 40 mL Acido Acético
glacial) durante 24 horas en agitacion constante a temperatura ambiente. A continuacion, se

realizaron lavados de 12 horas cada uno, durante 4 dias con agitacion constante en EtOH
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absoluto. Al culminar los lavados, se sumergieron las muestras durante 48 horas en una solucion
de Rojo de Alizarina (Sigma) al 1% en una solucién al 0,5 % de KOH a pH 4,2. Finalmente, se
realizaron lavados de 12 horas en agua MilliQ durante 24 horas para eliminar la tincién no
especifica. Una vez culminada la tincion se puede distinguir en color azul el tejido cartilaginoso

y en rojo el tejido osificado.

2.26. Analisis Estadistico

Todos los ensayos se realizaron, como minimo, por triplicado con la finalidad de aplicar el
analisis estadistico correspondiente. Los resultados cuantitativos fueron expresados en funcién
de la Media + Error estandar, las diferencias entre las medias fueron evaluadas a través del
andlisis de varianza de dos vias ANOVA seguido de la prueba post hoc de Bonferroni y fueron
realizados con la ayuda de un programa computarizado conocido como Graphpad Prism versién

6.0.
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Capitulo III: Aislamiento y
Caracterizacion de Células
Progenitoras
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3. Aislamiento y caracterizacion de células progenitoras

3.1. Introduccion

3.1.1. Células Progenitoras Endoteliales y sus
caracteristicas

Numerosas fuentes de células endoteliales han sido utilizadas por los investigadores para
desarrollar vasos sanguineos y/o estimular su formacion, algunas de ellas son: células
endoteliales maduras, células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC), células madre
embrionarias, células progenitoras endoteliales (EPCs), entre otras. En los ultimos afios se ha
incrementado el uso de las EPCs respecto al de otras fuentes de células endoteliales, no
obstante, existe gran controversia sobre su origen y caracterizacion. Los primeros investigadores
en aislar estas células las describieron como una poblacién celular que expresa la proteina de
adhesion célula-célula CD34, provenientes de sangre periférica y que son capaces de formar
vasos sanguineos de novo en adultos (vasculogénesis). El cual era un proceso descrito
Unicamente durante el desarrollo embrionario (Asahara et al., 1997). Posteriormente, otros
estudios reportaron que las EPCs poseen un reservorio importante en la médula 6sea, que
también expresan la glicoproteina CD133 y el receptor tipo 2 del factor de crecimiento vascular
endotelial (VEGFR2), siendo esos tres marcadores los mas aceptados como caracteristicos de

las EPCs tempranas.

Al transcurrir varios dias en cultivo o al llegar a la sangre periférica las EPCs pierden la
expresion de CD133 y expresan marcadores de células endoteliales, tales como: el receptor de la
Angiopoyetina 1 (Tie-2 también conocido como TEK), la glicoproteina conocida como factor
de Von Willembrand (VWF), expresan la proteina de adhesion conocida como Cadherina de
endotelio vascular (VE-Cadherina) y la proteina llamada CD31 (Hristov, Erl e Weber, 2003;

Ingram, Caplice e Yoder, 2005). Debido a que cada una de estas caracteristicas se puede
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encontrar en otras fuentes de células endoteliales y a que las EPCs han demostrado poseer un

perfil de marcadores celulares poco estable aln no existe unanimidad en su caracterizacion.

Pese a dicha controversia, existen numerosas evidencias que hacen a las EPCs un excelente
modelo para formar vasos sanguineos en ingenieria tisular. En este sentido, se ha demostrado
gue son capaces de migrar desde sus reservorios en la médula désea a través de la circulacion
periférica hasta el tejido dafiado, incorporarse en los vasos sanguineos y/o formar nuevos vasos
en respuesta a sefiales quimotéacticas (factores inducibles por hipoxia, citocinas, etc) (Murasawa
e Asahara, 2004). Asimismo las EPCs son usadas en ingenieria tisular debido a que: 1) pueden
ser obtenidas por aspirado de médula 6sea o sangre periférica en individuos adultos, 2) son
capaces de diferenciarse in vitro de forma estable hacia células endoteliales maduras, 3) forman
microcapilares in vitro usando andamios y técnicas de cultivo 3D y 4) en condiciones adecuadas

la viabilidad de los micro capilares se mantiene por largos periodos de tiempo (Wu et al., 2004).

Aunado a lo descrito anteriormente, estudios realizados in vivo han demostrado que las
EPCs estan involucradas en la induccion de la vasculogénesis y esta capacidad puede ser usada
para la formacién de redes vasculares. Experimentalmente se demostré que las nuevas redes
vasculares formadas por las EPC son capaces de interconectarse con las redes vasculares del
individuo receptor del implante (Melero-Martin et al., 2007). No obstante, los mecanismos de
estimulacién e inhibicién a través de los cuales las EPCs migran, se adhieren, diferencian y
forman nuevos vasos sanguineos no estdn completamente descritos (Hristov, Erl e Weber,

2003).

En base a estos argumentos, en el presente trabajo de investigacion se decidié utilizar las
EPCs como modelo de estudio para analizar aspectos que puedan mejorar la angiogénesis en la

ingenieria tisular.
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3.1.2. Células Madre Mesenquimales y sus
caracteristicas

Las células madre mesenquimales o como se conocen por su nombre en inglés
“Mesenchymal Stromal Cells” (MSCs) son células adherentes no hematopoyéticas
indiferenciadas con una alta capacidad proliferativa y con la habilidad de dar origen a células
especializadas de diversos tejidos (potencialidad), como por ejemplo, osteoblastos, condrocitos,
miocitos y adipocitos, entre otros (Tae et al., 2006). En los afios 70s las MSCs fueron aisladas
por primera vez a partir de médula dsea de rata, y desde entonces se han llevado a cabo diversos
estudios para evaluar su capacidad regenerativa, de diferenciacion, y terapéutica en animales y
en humanos (Friedenstein, Chailakhjan e Lalykina, 1970; Da Silva M et al., 2009). Se ha
demostrado que la principal fuente de MSCs esta localizada en la médula 6sea, sin embargo
también han sido aisladas de otros tejidos, tales como, el adiposo, la sangre de cordon umbilical,
el musculo esquelético, la piel, la pulpa dental, los vasos sanguineos, entre otros (Coreli et al.,
2010). Aunque existen algunas diferencias en el perfil de expresion de las MSCs obtenidas
desde cada una de las fuentes, segin el Comité Internacional de Tejidos y Células Madre
Mesenquimales hoy en dia se consideran MSCs las células que tengan las siguientes
caracteristicas: 1) las células aisladas son capaces de adherirse en placas de plastico sin el uso de
recubrimientos especiales. 2) Al menos el 95% de las células expresan CD105 (Endoglina), la
ectonucleotidasa CD73 y la glicoproteina de superficie celular CD90. Ademas, el 95 % de las
células no deben expresar la fosfatasa de tirosinas conocida como CD45, la proteina de adhesion
célula-célula CD34, Yy la integrina conocida como CD11b, el antigeno de linfocitos B (CD19),
ni el complejo de histocompatibilidad tipo Il (HLA-DR). 3) Son capaces de diferenciarse a
osteoblastos, adipocitos y condroblastos in vitro al ser cultivadas con los respectivos medios de
diferenciacion (Arthur, Zannettino e Gronthos, 2009). Por otra parte, multiples autores y casas
comerciales utilizan los siguientes marcadores como caracteristicos de MSCs: la proteina de

superficie STRO-1", CD105" (Endoglina), la glicoproteina de superficie celular CD44" (H-
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CAM), la molécula de adhesion celular CD166" (ALCAM), CD29" (Integrina 1), CD34,

CD11b y CD45 (Simmons e Torok-Storb, 1991; Rojewski, Weber e Schrezenmeier, 2008).

La potencialidad de las MSCs ha sido evaluada por multiples autores tanto in vitro como in
vivo. Especificamente, se ha reportado que las MSCs sometidas a un microambiente adecuado
son capaces de diferenciarse hacia células dseas, cartilaginosas, musculares, células estromales
de médula 6sea, tenocitos, células adiposas y de tejido conectivo. En la Fig. 22 se muestra un

esquema que describe la alta capacidad de las MSC para dar origen a diferentes tipos celulares.

THE MESENGENIC PROCESS
(%) Mesenchymai Stem Cell (MSC) ] §
Proliforation MSC Proliferation @ @
Ost: ‘{/47!.‘ I H?:WMMHM! Other §
Oheadcre uv}u‘ s‘:rr:\fn:og. Traneitory prutpoc_ﬂe l
TN T . S
Myoblast Fusion carly adipocyte

- k| <. |

i@l

Mesenchymal Tissue

Stromal
Myotube ipocy
Cells Fibroblast Adipocyte Other Cells
TENDON/ ADIPOSE CONNECTIVE
MUSCLE MARROW LIGAMENT TISSUE TISSUE

Fig. 22 Esquema que describe la alta potencialidad de las Células Madre Mesenquimales. Imagen extraida de (Caplan,

AnaAy

La alta potencialidad de las MSCs, aunada a la posibilidad de extraerlas a partir de tejidos
adultos ha hecho que las MSCs sean hoy en dia el tipo celular méas utilizado en aplicaciones
terapéuticas relacionadas con la medicina regenerativa y la ingenieria de tejidos (Parekkadan e

Milwid, 2010).
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3.1.3. Potencial de las EPCs y las MSCs en la
reparacion de tejidos dafiados

Desde su descubrimiento, las EPCs se han convertido en una de las fuentes celulares ideales
para la formacion de vasos sanguineos in vitro e in vivo. Esto se debe a que las EPCs son
capaces de migrar hacia zonas isquémicas en condiciones fisiologicas y patoldgicas, asi como su
habilidad de promover la neovascularizacion al diferenciarse in situ y formar parte de los
nuevos vasos sanguineos (forma directa) y/o al liberar al medio extracelular factores pro-
angiogénicos y quimiotacticos (forma indirecta). En este sentido, es importante resaltar algunas
de las aplicaciones a nivel experimental y clinico que permitieron demostrar el potencial de las

EPCs en la formacion de vasos sanguineos.

Uno de los primeros experimentos que demostraron la aplicabilidad terapéutica de las EPCs
fue la inoculacion intracardiaca de EPCs de sangre periférica humanas en ratones
inmunodeficientes con isquemia en una de las extremidades posteriores. Al transcurrir 28 dias
del trasplante los ratones inoculados con EPCs presentaron un significativo aumento de la
vascularizacién y el flujo sanguineo en la extremidad afectada. En el mismo estudio también
demostraron que el tratamiento con EPCs redujo un 50 % la presencia de necrosis y auto-
amputaciones de la extremidad afectada, observandose ademas que las EPCs fueron capaces de
formar parte de los nuevos vasos sanguineos. Demostrando asi que las EPCs son capaces de
migrar hacia las zonas isquémicas e incrementar la vascularizacion de la zona afectada de forma
directa (Kalka et al., 2000). Otro estudio realizado en humanos demostré que la terapia con
EPCs aut6logas en pacientes con isquemia en sus extremidades inferiores incrementa la presion
parcial de oxigeno transcutanea, reduce el tamafio de la ulcera, aumenta la distancia recorrida
total y la distancia recorrida sin dolor a partir de los 12 dias post tratamiento (Asahara,
Kawamoto e Masuda, 2011). Similares resultados han sido obtenidos al inocular EPCs humanas
en un modelo de isquemia de miocardio en ratones inmunodeficientes, en el cual se observé que

el tratamiento con EPCs logr6 reducir la fibrosis del miocardio e incremento la funcionalidad
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del ventriculo izquierdo (Kawamoto et al., 2001). Otros investigadores han demostrado que el
cultivo previo de EPCs de médula 6sea en injertos artificiales adrticos promueve una mayor
endotelizacion que el tratamiento sin el uso de EPCs (Bhattacharya et al., 2000). Analogamente,
en un estudio realizado en ratones ha sido demostrado que la aplicacién tépica de EPCs
favorece el cierre de heridas en la piel y aumenta la vascularizacion en la zona afectada (Asai et
al., 2012). Por otra parte, fue reportado que la implantacion de EPCs co-cultivadas con MSCs
sobre andamios de B-TCP incrementa la vascularizacion de fracturas Oseas criticas en
comparacion con los andamios cultivados solo con MSCs. Particularmente, fue demostrado que
las EPCs son capaces de promover la neovascularizacion directamente al formar parte de los
nuevos vasos sanguineos asi como de forma indirecta al incrementar la cantidad de VEGF
liberado en la zona (Seebach et al., 2012). En este sentido, la cantidad de pruebas que
demuestran la potencial aplicabilidad terapéutica de las EPCs, tanto exdgenas como enddgenas,
junto a las caracteristicas descritas previamente, confirman a las EPCs como la mejor fuente
celular para la formacién de tejidos vasculares, siendo este el motivo por el cual las EPCs

fueron escogidas en el presente proyecto.

Por otra parte el uso de las MSCs con fines terapéuticos es muy amplio. Esto se debe
principalmente a las siguientes caracteristicas: 1) su potencialidad, 2) su baja capacidad de
producir reacciones inmunitarias y 3) la liberacion de factores que ayudan a la reparacion de los

tejidos (Da Silva M et al., 2009).

En diversos estudios ha sido demostrado que las MSCs tienen la capacidad de migrar y
anclarse en sitios donde se haya producido algin dafio tisular. Una vez las MSCs han sido
ancladas en la zona de interés estas células cumplen una importante funcion como secretoras
paracrinas de factores antiapoptoticos, pro-angiogénicos, inmunomoduladores, quimiotacticos,
etc (Da Silva M et al., 2009). Todos estos procesos generan un microambiente favorable para la
regeneracion del tejido dafiado. Estas caracteristicas han sido ampliamente evaluadas in vitro e
in vivo con la finalidad de comprobar la capacidad terapéutica de las MSCs. Un ejemplo de ello

son los estudios desarrollados in vivo en los cuales observaron que las MSCs aut6logas y
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heter6logas trasplantadas en médula dsea de pacientes con osteogénesis imperfecta fueron
capaces de migrar hacia los tejidos 6seos, se aumentd la densidad 6sea de los pacientes y no
fueron observadas reacciones de rechazo inmunitario en ningln caso (Horwitz et al., 1999).
Anélogamente, otros investigadores implantaron MSCs humanas en ovejas, demostrando que
estas células son capaces de anclarse en los tejidos sin generar rechazo en el huésped (Liechty et
al., 2000). Asimismo fue demostrado que la inoculacion gradual de MSCs ejerce un efecto
inmunosupresor sobre los linfocitos T, lo que aumenta la probabilidad de éxito de implantes de

piel en babuinos (Bartholomew et al., 2002).

La capacidad de las MSCs de migrar hacia los tejidos dafiados ha sido demostrada
claramente por estudios como el realizado en babuinos con dafio multiorganico causado por la
irradiacion gamma con 8 Gy. Al transcurrir 82 dias de la implantacion, los babuinos irradiados e
inoculados con MSCs presentaron MSCs localizadas en el musculo, la médula 6sea, la piel y el
intestino. Analogamente, fue demostrado que el uso de radiacion localizada produce un efecto

quimiotactico para las MSCs (Chapel et al., 2003; Devine et al., 2003).

Debido a esta habilidad, asi como a la alta tasa de replicacién y su potencialidad, hoy en dia
las MSC estan siendo utilizadas en un amplio espectro de terapias regenerativas. Como por
ejemplo, el uso de MSCs para reparar los dafios en el miocardio tras un infarto (Joggerst e
Hatzopoulos, 2009). Asimismo se ha demostrado que estas células tienen una alta capacidad de
diferenciacion hacia tipos celulares 6seos, motivo por el cual han sido probadas a nivel clinico y
experimental en la reparacién de dafios en dicho tejido (Stephan et al., 2010). Sin embargo, la
regeneracion de tejidos con estructuras complejas, tales como el hueso, es complicada. En
consecuencia, las estrategias mas exitosas en la regeneracion del tejido 6seo involucran el uso
de andamios que proveen una estructura temporal para el desarrollo del nuevo tejido. Un
ejemplo del efecto positivo del uso de MSCs en combinacién con andamios porosos de
hidroxiapatita (HA) es el estudio clinico realizado en pacientes de 16-41 afios que presentaban
fracturas de tamafio critico (4-7 cm) no consolidadas. Durante el tiempo del estudio (15-27

meses) los pacientes recuperaron la funcionalidad de las extremidades afectadas. Una evidente
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integracion del implante fue observada al cabo de dos meses post-implantacion, lo cual
contrasta con los 12-18 meses de recuperacion observados con los tratamientos que no
involucran el uso de técnicas de ingenieria de tejidos (Quarto et al., 2001). Pese a los indicios
que sugerian que los andamios de HA son capaces de favorecer la regeneracion del tejido dseo,
actualmente se conoce que el HA posee una muy baja tasa de degradacion por lo que se han
reportado efectos adversos en los estudios a largo plazo. En este sentido, durante los ultimos 10
afios han sido evaluados una serie de biomateriales, tales como ceramicas compuestas de
fosfatos de calcio, polimeros biodegradables como acido polilactico (PLA), &cido poliglicélico

(PGA), fibrina, siliconas, colagenos, entre otros (Arthur, Zannettino e Gronthos, 2009).

Basados en todos los argumentos antes detallados, en el presente estudio decidimos utilizar
las MSCs y a las EPCs como las células formadoras de los tejidos 6seos mineralizados y

vasculares necesarios para la regeneracion del hueso.

3.2. Objetivos

-Aislar y establecer lineas celulares primarias de células progenitoras
endoteliales (EPCs) y células madre Mesenquimales (MSCs) a partir de

médula osea de rata.

-Caracterizar las EPCs y las MSCs obtenidas a partir de médula ésea de

rata.
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3.3. Resultados

3.3.1. Células Progenitoras Endoteliales

Las EPCs de médula dsea de rata fueron obtenidas siguiendo el procedimiento descrito

previamente en el Capitulo 1. A través del mencionado procedimiento, se obtuvo una poblacién

celular heterogénea entre las cuales se encontré una subpoblacion altamente proliferativa,

adherente, con morfologia fusiforme y capaz de reorganizarse en forma de adoquines al alcanzar

una alta densidad en el frasco de cultivo. Como se muestra en la Fig. 23 inicialmente las EPCs

se encuentran mezcladas con células contaminantes de morfologia redondeada. Sin embargo,

debido a su alta tasa de proliferacion y al uso de un medio de cultivo que favorece la expansion

de las EPCs, en los pasajes 2-4 (P2-P4) se logra obtener una poblacién celular donde las EPCs

son mayoritarias.

EPCs P1

Fig. 23 Iméagenes en
contraste de fases de
Células Progenitoras
Endoteliales (EPCs)
de PO (A), P1 (B), P2
(C) y P4 (D). En las
imagenes A-B  se
puede observar la
presencia de células
contaminantes

redondeadas,  junto
con las EPCs de
forma alargada vy
fusiforme, capaces de
alinearse unas con
otras (flechas rojas).
Asimismo en las
imagenes C-D se
muestra la presencia
mayoritaria de las
EPCs. También se
muestra la
distribucion en forma
de adoquines que
presentan las EPCs P2

al alcanzar la
confluencia. Las
barras blancas

representan 100 pm.
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Otros investigadores de nuestro grupo demostraron que esta poblacion mayoritaria de
células es positiva para VEGFR-2 (también conocido como FIK-1 o Kdr), CD34, CD31, vWF y
UEA-1 (Ulex europaeusaglutinin-1). Sin embargo, en los primeros pasajes (P0-P1) se observo
la presencia de células contaminantes tipo monocitos, entre otras. Por este motivo, dentro del
marco del presente proyecto de investigacion, se decidid evaluar la presencia de células
positivas para CD45 (marcador de células hematopoyéticas) y CD11lb (caracteristico de
leucocitos) en la poblacion celular de EPCs de p2-p4, debido a que esos marcadores representan
a dos de las poblaciones contaminantes mas comunes en un cultivo proveniente de médula 6sea.
Para ello, se utilizé la técnica de la citometria de flujo. En este sentido, en la Fig. 24 se puede
observar que el porcentaje de células positivas para CD11b es solo de un 2,12%, mientras que
para CD45 el porcentaje es del 2,19%, por lo que las EPCs de pasajes 2-4 se pueden ser
consideradas como una poblacion celular con bajo nivel de contaminacion de células

hematopoyéticas y leucocitos.

(9000} (7] FL1 Log - ADC {8000) [A] FL1 Log - ADC (7000} 0] 711 Log - ADC

CD45

2,19%

Neg ' CD11b

2,12%

Flilog FL1Llog Fl1log

Fig. 24 Andlisis por citometria de flujo de la expresion de CD11lb (marcador de leucocitos) y CD45 (marcador
hematopoyético) en EPCs de pasajes 2-4. Como se puede observar el bajo porcentaje de células contaminantes, permite
afirmar que la poblacion celular obtenida no estd contaminada con células hematopoyéticas ni leucocitos.

En consecuencia, el perfil de expresion de la poblacion celular es: CD34", CD45", CD11b’,
VWF*, CD31", VEGFR-2" y UEA-1". Por otra parte, una de las caracteristicas funcionales mas
importantes de las células progenitoras endoteliales es la capacidad de madurar, reorganizarse y
formar estructuras similares a microcapilares cuando estdn sometidas a las condiciones

apropiadas. En este sentido, con la finalidad de evaluar la capacidad de formar microcapilares
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de las EPCs obtenidas se realizo el ensayo de formacion de tdbulos en matrigel. En la Fig. 25 se
observa que las EPCs tanto en condiciones control (A) como estimuladas con VEGF (B) son
capaces de reorganizarse rapidamente (6 horas) y formar estructuras similares a microcapilares,

tales como las sefialadas con las flechas rojas en la figura.
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Fig. 25 Ensayo de formacion de tGbulos en Matrigel. A la izquierda se pueden observar células progenitoras
endoteliales cultivadas sobre matrigel durante 6 horas en medio minimo de células endoteliales (A). A la derecha se

muestran EPCs cultivadas sobre matrigel durante 6 horas en medio minimo suplementado con 40 ng/mL de VEGF
(B). Las cabezas de flecha sefializan algunos de los tubulos formados por las células endoteliales. Objetivo 4X.

3.3.2. Células Mesenquimales

Al aplicar el protocolo de aislamiento de MSCs descrito en el Capitulo 11, se obtuvo una
poblacion altamente heterogénea. Debido a que las células hematopoyéticas son la poblacion
mayoritaria en la médula 6sea, la composicion de la poblacion celular de MSCs entre PO-P2 esta
compuesta por diversos tipos celulares hematopoyéticos, asi como una poblacién de células
adherentes, con forma fusiforme y con una alta tasa de proliferacion. Esta Gltima poblacion
celular tiende a ser la poblacion mayoritaria del cultivo entre los pases P2-P4 (Fig. 26). La
poblacion celular de MSCs P4 posee muy pocas células contaminantes del tipo hematopoyético,

o0 algln otro tipo, por lo que se considera una poblacién celular homogeénea.
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Fig. 26 Imagenes de contraste de fases de células madre mesenquimales (MSCs). En las imagenes
superiores (A-B) se muestran MSC de pasaje 2 donde se puede apreciar la presencia de células
fusiformes (cabezas de flecha rojas) y otra poblacién minoritaria de células redondeadas (cabezas de
flecha blanca) posiblemente correspondientes a células contaminantes del tipo hematopoyético (cabeza
de flechas blancas). Las MSCs de P4 (C-D) estdn compuestas casi exclusivamente por células
fusiformes. En la imagen C se muestran MSCs P4 tras 24 horas de cultivo en condiciones control,
mientras que en D se puede observar que al cabo de 3 dias en cultivo las células han alcanzado la
confluencia, por lo que se muestra su alta tasa de proliferacion en condiciones control. Las barras de
escala corresponden a 100 pm.

Con la finalidad de determinar si las MSCs aisladas realmente expresan un perfil de
marcadores caracteristico de células madre mesenquimales, se realizaron diferentes tinciones de
inmunofluorescencia. En particular, en la Fig. 27 se puede observar que las MSCs de P2-P4
estan compuestas por una poblacion celular cuyo perfil de expresion es Stro-17, CD44",
CD105", CD34", CD45". Este perfil de expresion es ampliamente aceptado como caracteristico

de MSCs.
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Fig. 27 Perfil de expresion de las MSCs. Las iméagenes muestran que las MSCs de P2-P4 son Stro 1%,
CD105 *, CD44 ", CD34" y CD45’, siendo este es un perfil de expresion caracteristico de MSCs. También se
puede observar que las células en condiciones control mantienen dicho perfil de expresién en el tiempo
(24h-15d). Las barras de escala corresponden a 50 pm.
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Por ultimo, con la finalidad de comprobar la potencialidad de las MSCs se realiz6 una
prueba de diferenciacién hacia osteoblastos, usando medio osteogénico y el rojo de alizarina
para revelar la presencia de matriz extracelular mineralizada. En este sentido, en la Fig. 28 se
muestra que las MSCs cultivadas con medio de diferenciacién osteogénica son capaces de
mineralizar la matriz extracelular. Particularmente, se muestra que a partir de los 10 dias de
cultivo en condiciones osteogénicas la matriz extracelular de las MSCs expresa una coloracion
roja intensa en algunas regiones, lo que demuestra la capacidad de estas células de formar

depositos de calcio en la matriz extracelular.

Fig. 28 Tincién del Rojo de Alizarina para evaluar la diferenciacion de MSCs. En la imagen
superior izquierda (A) se pueden observar MSCs cultivadas durante 3 dias con medio osteogénico.
Se muestran algunos nédulos ligeramente mineralizados (circulo rojo). La imagen superior
derecha (B) muestra MSCs cultivadas en medio osteogénico durante 7 dias. En particular se
observa una mayor cantidad de nédulos ligeramente mineralizados (circulos rojos). (C)
corresponde a MSCs cultivadas durante 10 dias con medio osteogénico en el cudl se observan
regiones altamente mineralizadas marcadas de color rojo intenso. Al cabo de 15 dias en cultivo en
condiciones osteogénicas (D) se observan amplias regiones mineralizadas marcadas de color rojo
intenso. Las barras de escala representan 100 pum.
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3.4. Discusion

Las EPCs fueron aisladas por primera vez a partir de sangre periférica en 1997, e
inicialmente fueron descritas como una poblacion celular CD34"*, VEGFR-2*, CD45", CD31",
Tie-2" y Selectina E* (Asahara et al., 1997). Sin embargo, muchos de los mencionados
marcadores son también marcadores de células hematopoyéticas, por lo que su caracterizacion
ha sido motivo de controversia. Otros investigadores han aislado poblaciones de células
progenitoras endoteliales a partir de médula 6sea, sangre periférica, sangre de cordén umbilical,
entre otros. Estas poblaciones celulares han sido caracterizadas con diferentes perfiles de
marcadores. No obstante, diferentes grupos de investigacion coinciden en que las EPCs son
descendientes de un progenitor comun con las células madre hematopoyéticas, conocido como
hemangioblasto. Dichos estudios sugieren que las EPCs se caracterizan por presentar el
siguiente perfil de expresion CD34", CD133" y VEGFR-2" (Boyer et al., 2000; Hristov, Erl e
Weber, 2003; Walenta et al., 2005). Otro estudio publicado recientemente, reveld que estas
células CD34*, CD133" y VEGFR-2" son células progenitoras hematopoyéticas que no dan
origen a células endoteliales, mientras que las células caracterizadas como CD34*, CD45
expresan el comportamiento caracteristico de las células endoteliales en cultivo (Case et al.,
2007). Actualmente, otros autores han propuesto un modelo en el cual se diferencian EPCs de
origen hematopoyético y las EPCs no hematopoyéticas cada una de ellas con diferentes
caracteristicas y comportamientos lo cual puede explicar la discrepancia entre los diferentes
autores en cuanto a la caracterizacion de este tipo celular (Asahara e Kawamoto, 2004; Asahara,

Kawamoto e Masuda, 2011).

Los resultados mostrados en el presente capitulo prueban que las células EPCs de médula
6sea de rata tienen el siguiente perfil de expresion: CD34", CD45, CD11b’, VWF', CD31",
VEGFR-2", UEA-1" y que son capaces de formar estructuras semejantes a microcapilares al ser
cultivadas en matrigel. Este perfil concuerda con las caracteristicas de las células progenitoras

endoteliales no hematopoyéticas, debido a que son positivas para CD34, VEGFR-2 y negativas
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para los marcadores CD45 y CD11b y con que son capaces de formar microcapilares. En este
sentido, los resultados plasmados en este capitulo demuestran que el protocolo aplicado es
exitoso en el aislamiento de una poblacién celular altamente enriquecida con EPCs. Asimismo,
los resultados reportados en la literatura demuestran que las EPCs no hematopoyéticas tienen un
gran potencial para promover la formacion de nuevos vasos sanguineos en las zonas isquémicas
al ser capaces de movilizarse a la zona afectada, formar parte de los nuevos vasos sanguineos
ylo liberar factores angiogénicos en las zonas requeridas (Kovacic et al., 2008; Zampetaki,

Kirton e Xu, 2008; Asahara, Kawamoto e Masuda, 2011).

Anéalogamente, la caracterizaciéon de las MSCs sigue siendo controvertida, debido a que la
expresion de marcadores depende en muchos casos del tejido a partir del cual fueron extraidas.
Sin embargo, como fue mencionado previamente, existe cierto consenso en cuanto a la
expresion positiva de CD105, CD73, CD90, Stro-1, CD44, CD166 y CD29 y la no expresion de
ciertos marcadores tales como: CD45, CD34, CD11b, CD19 y HLA-DR, asociada a la
capacidad de adherirse en placas de cultivo plasticas sin recubrimientos especiales, a la
habilidad de diferenciarse hacia diversos tipos celulares bajo las condiciones adecuadas
(Simmons e Torok-Storb, 1991; Rojewski, Weber e Schrezenmeier, 2008; Arthur, Zannettino e
Gronthos, 2009). Tomando en cuenta ese consenso, en el presente trabajo de investigacion se
decidio evaluar la expresion de algunos de estos marcadores en la poblacion celular adherente
en plastico obtenida a partir de médula 6sea. En particular, los resultados demuestran que la
poblacion celular presenta el siguiente perfil de expresion CD105", Stro-1*, CD44", CD45 y
CD34 (Fig. 27), siendo este perfil de expresion concordante con lo reportado por otros
investigadores que caracterizaron ampliamente las MSCs de médula dsea de rata (Harting et al.,
2008; Karaoz et al., 2009). Pese a que este perfil coincide con lo esperado para MSCs de
médula dsea, se decidié comprobar la capacidad de nuestras MSCs de diferenciarse hacia
células 6seas maduras. Debido a que la formacion de tejido 6éseo mineralizado posee una alta
relevancia en el presente trabajo de investigacion. Las MSCs fueron cultivadas en medio

osteogénico y se realizo la tincién de rojo de alizarina con la finalidad de detectar la presencia
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de matriz extracelular mineralizada. En la Fig. 28 se puede observar claramente la expresion de
extensos nddulos positivos para la reaccion del rojo de alizarina a partir de los 10 dias de
tratamiento, evidenciandose asi la capacidad de las MSCs provenientes de médula Gsea de rata
de diferenciarse hacia osteoblastos maduros. Este comportamiento es andlogo al observado en
MSCs humanas, en las que se ha demostrado que la mineralizacién de la matriz extracelular
tiene lugar a partir del dia 10 de estimulacion osteogénica (Kulterer et al., 2007). En
consecuencia, el protocolo de aislamiento es eficiente para la obtencion de MSCs que presentan
un perfil mesenquimal estable en el tiempo bajo condiciones de cultivo con medio de control
(ver capitulo Il para méas detalles del procedimiento de extraccion y/o medios de cultivo).
Aunado a lo anterior, nuestras MSCs son capaces de expresar el fenotipo caracteristico de

osteoblastos maduros al ser cultivadas en condiciones osteogénicas.

3.5. Conclusiones

Los procedimientos aplicados para el aislamiento y establecimiento de las lineas primarias
de células progenitoras endoteliales y células madre mesenquimales demostraron ser exitosos y
sencillos. Las células obtenidas presentaron perfiles de expresion estables bajo condiciones
control de cultivo, mientras que al ser estimuladas con factores angiogénicos y osteogénicos, las
EPCs y MSCs expresaron caracteristicas funcionales caracteristicas de células endoteliales y

osteoblastos maduros respectivamente.
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Capitulo 1V: Papel del Calcio
extracelular y el CaSR en la
diferenciacion de las EPCs
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4. Papel del calcio extracelular y el CaSR en Ia
diferenciacion de EPCs

4.1. Introduccion

4.1.1. Importancia de Ila angiogénesis en
Ingenieria de Tejidos

En los tejidos disefiados mediante la ingenieria tisular, entre ellos los d&seos, la
vascularizacion es imprescindible, debido a que las células localizadas a una distancia mayor a
200 um de un vaso sanguineo sufren deficiencias de oxigeno y nutrientes, produciéndose asi la
muerte celular por necrosis. Por este motivo, actualmente los sustitutos bioldgicos disefiados en
ingenieria de tejidos se encuentran limitados a tejidos no vascularizados, delgados o pequefios
(Rivron et al., 2008). Sin embargo, a medida que se ha incrementado el conocimiento de los
parametros y mecanismos de formacién de nuevos vasos sanguineos, se han desarrollado y
aplicado numerosas estrategias que pretenden solventar el problema de la vascularizacion en
estos nuevos tejidos. Estas estrategias se pueden resumir en las siguientes: a) disefio de
andamios biodegradables, b) disefio de andamios biodegradables capaces de liberar factores de
crecimiento y/o quimiotacticos de forma controlada, c) Cocultivo de células Endoteliales con las
células que conforman el tejido de interés in vitro, d) Técnicas que utilicen matrices
descelularizadas o prevascularizadas in vivo (Kaully et al., 2009). En la jError! No se
ncuentra el origen de la referencia. se puede observar un listado de ventajas y desventajas de

algunas de estas estrategias.

80



. . 2.- Prevascularizacion in vitro:
1.-Disefno de andamios:

, " + No se basa en la invasidn vascular desde el huésped.
+ Estrategia versatil.

L. No necesita cirugias posteriores.
Facil de desarrollar.

- Estrategia compleja, varia de un tejido a otro.
Facil de trasladar a otros tejidos. ¢ I !

. ., La maduracion de los vasos sanguineos in vitro necesita
- Depende de la invasion de vascular desde el hospedador.
. : _ : atencion .
Resultados muy limitados si se usa como Unica estrategia.
La anostomosis no es tan rapida como en la

Pueden producirse problemas con la siembra de las células, prevascularizacion in vivo. Puede de sarrollarse necrosis celular.

entre otros.

Adecuada perfusion

sanguinea

3.-Prevascularizacién in vivo: 4.- Andamios que liberan factores de crecimiento:
+ Perfusion directa despues de la cirugia. + Los factores angiogénicos han demostrado ser efectivos.
Vasculatura madura organizada. Posibilidad de dirigir la vascularizacién.

- Es necesaria una cirugia extra a la implantacion. - Depende de la invasion vascular desde el hospedador.

Necesidad de hallar un lugar adecuado con un eje vascular. Los factores pueden tener efectos nocivos en el tejido

Los andamios pueden ser invadidos por tejido fibroso durante vascularizado.
la implantacion inicial. El pérfil de liberacién de los factores es critico.

Fig. 29 Ventajas y desventajas de cada una de las estrategias utilizadas en ingenieria tisular (Rouwkema, Rivron e
Van Blitterswijk, 2008)

El uso de cualquiera de estas estrategias, en la practica clinica dependera de diversos
factores, como por ejemplo, la facilidad de su aplicacion, la mayor velocidad de interconexion
entre los vasos sanguineos del implante y los del receptor (anastomosis), la probabilidad de
éxito de la intervencion quirdrgica, etc. Considerando los factores descritos, las estrategias de
mayor aplicabilidad son: 1) la prevascularizacion in vitro debido a que esta técnica reduciria el
tiempo de anastomosis, ya que no requiere la invasion de la vasculatura hacia el interior del
implante, y no se necesitan dos cirugias como en la prevascularizacion in vivo. 2) el desarrollo
de andamios capaces de liberar factores o sefiales que induzcan el anclaje, la proliferacion y la
diferenciacion de las células. Debido a que este método hace uso de las células del huésped para
formar nuevos vasos sanguineos se evita el problema de la inmunocompatibilidad entre el
implante y el huésped. Sin embargo, este campo aln se encuentra en desarrollo cientifico. Se

debe tener en cuenta que el proceso de migracion, anclaje, proliferacion y diferenciacion suele
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ser relativamente lento, por lo que es probable que se desarrollen procesos de necrosis, 0 podria
fallar la anastomosis entre los nuevos vasos sanguineos y los del paciente. En este sentido, se
hace imprescindible conocer profundamente las condiciones iddneas para lograr obtener vasos

sanguineos funcionales y estables de la forma mas eficiente.

4.1.2. Calcio extracelular en vasos sanguineos

La relevancia del i6n calcio en la biologia es conocida desde finales del siglo XI1X, cuando
fue descubierta su importancia en la contraccion muscular. Mientras que a principios del siglo
XX se reporté el efecto del [Ca®*], en la contraccion de los vasos sanguineos (Weston et al.,
2011), a mediados del siglo XX se demostré que el aumento en la [Ca*"], inhibe la respuesta a
la epinefrina en la aorta, sugiriendo que este efecto es consecuencia de la induccién de un efecto
de vasorelajante en la aorta (Holloway e Bohr, 1973). En este sentido, durante décadas fue
evaluado el efecto del calcio extracelular en la modulacion de la contraccion de los vasos
sanguineos, asi como sus efectos en sobre la presion sanguinea. Por ejemplo, entre los afios 80 y
90 fueron publicados numerosos estudios en ratas y humanos hipertensos en los que se encontro
una relacion inversa entre los niveles de calcio en la dieta y la disminucién de la presion
sanguinea (Weston et al., 2011). Ademéas se ha demostrado recientemente que el calcio
extracelular tiene un efecto dual sobre la contraccion y relajacion vascular, el cual es
dependiente de la concentracion del calcio extracelular. Particularmente, fue reportado que las
concentraciones de [Ca®], que se encuentran en el rango de 0,5-2 mM inducen
vasoconstriccion, mientras que concentraciones de [Ca®'], alrededor de 3-10 mM inducen
vasorelajacion. Los investigadores que realizaron este estudio sugirieron que este efecto dual
esta vinculado con la activacion del receptor sensor de calcio, debido a que encontraron efectos

similares utilizando agonistas del CaSR (Mg** y la neomicina) (Ohanian et al., 2005).
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4.1.3. CaSR como modulador de los efectos del
calcio extracelular en vasos sanguineos

En la seccion anterior se mencionaron algunos de los efectos del incremento del calcio
extracelular sobre los vasos sanguineos, los cuales han sido descritos desde finales del siglo
XIX. Pese a que dichos efectos son conocidos desde hace mas de un siglo, el mecanismo por
medio del cual el calcio extracelular podia inducir dichos cambios en la contraccién vascular no
estaba claro. En este sentido, con el descubrimiento del CaSR, algunos investigadores
comenzaron a evaluar la expresion y el papel de este receptor en la regulacion de la presion

arterial y/o la contraccion vascular.

Algunos autores han propuesto al calcio extracelular como primer mensajero en las vias de
sefializacion celular, ya que este i6n es capaz de activar directamente un receptor de membrana
y desarrollar asi una respuesta celular (Smajilovic e Tfelt-Hansen, 2007). Actualmente, existe
una creciente cantidad de evidencias que prueban la presencia del CaSR en diferentes tipos
celulares encontrados en venas y arterias. Por ejemplo, ha sido demostrada la presencia del
CaSR en células vasculares de musculo liso, en los nervios periféricos de los vasos sanguineos,
asi como en las células endoteliales de diferentes tipos de vasos sanguineos (Smajilovic e Tfelt-

Hansen, 2008).

Algunos de los efectos del calcio sobre la contraccion vascular pueden ser explicados
mediante el efecto vasorelajante que induce el calcio extracelular sobre los nervios periféricos a
los vasos sanguineos. Este efecto vasorelajante se produce por medio del siguiente proceso: el
[Ca®*], activa el CaSR en los nervios periféricos, el cual modula la liberacion de un poderoso
vasodilatador hiperpolarizante derivado de los nervios, promoviéndose asi un efecto
vasorelajante (Bukoski et al., 1997). Por otra parte, se ha demostrado que un activador del CaSR
es capaz de inducir la hiperpolarizacion de las células de musculo liso vasculares (VSMCs), lo
cual puede estar relacionado con la apertura de canales de potasio modulada por el CaSR

(Edwards e Weston, 2004; Weston et al., 2005). Por otra parte, estudios clinicos demostraron
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que el aumento de la concentracion de Ca®* o de agonistas de este i6n (calcimiméticos) induce
la disminucién de la presion sanguinea a través de la induccion de la produccion de éxido
nitrico (NO) por parte de las células endoteliales (Ziegelstein et al., 2006). Asimismo, se ha
logrado establecer un vinculo directo entre la activacion del CaSR y la sobre-expresion de
VEGF, lo que a su vez podria estar relacionado con procesos como la proliferacion,
diferenciacion y angiogénesis (Tfelt-Hansen et al., 2003). Basados en todas estas evidencias se
ha construido un modelo que explica la relacion inversa entre la concentracion de calcio

extracelular y la contraccién vascular (Fig. 30).
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Fig. 30 Mecanismo de accion a través del cual el incremento en la concentracién extracelular de Ca®* activa el CaSR,
controlandose asi la contraccion vascular y disminuyendo la presion sanguinea (Smajilovic e Tfelt-Hansen, 2008).

Tomando en cuenta todos los hallazgos previamente descritos, parece clara la importancia
del CaSR y del calcio extracelular en el control de la vasodilatacion, asi como su potencial

efecto en la formacién de vasos sanguineos, al estimular la produccion de VEGF. Sin embargo,
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no existen evidencias claras que vinculen al CaSR y/o al calcio extracelular en la induccion de

procesos angiogénicos.

Como fue mencionado en secciones anteriores, en la ingenieria de tejidos se requiere la
formacion de nuevos vasos sanguineos que suministren al nuevo tejido oxigeno, nutrientes y
permitan la facil liberacién de desechos. En este sentido, uno de los procedimientos con mayor
potencial de éxito es la induccion de vascularizacion in situ. En consecuencia, los materiales que
se utilicen deberan promover la movilizacion y la colonizacion de las células formadoras de
tejido. En este orden de ideas, recientemente fueron publicados los resultados de un interesante
experimento, en el cual se reveld la capacidad quimotactica que ejercen los andamios de
celulosa recubiertos con vidrio bioactivo (S53P4, Vivoxid Ltd) sobre células CD34" (marcador
de células endoteliales progenitoras) y células Stro-1" (marcador de MSCs). Ademas fue
encontrado que la cantidad de células gue colonizaron el andamio fue significativamente mayor
en los andamios recubiertos con el vidrio bioactivo (Fig. 31), siendo especialmente relevante

que la poblacion de las células encontradas en los andamios recubiertos es CaSR".
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Fig. 31 El vidrio bioactivo S53P4 (Vivoxid Ltd) promueve la movilizacidn y colonizacion de
células. Andamio sin vidrio bioactivo (A) y recubierto con vidrio bioactivo (B) luego de 7 dias
de implantacién en el espacio subepidérmico de ratones. (Tommila et al., 2009)

Estos resultados sugieren la existencia de factores liberados a partir del vidrio bioactivo,
como agentes clave en la induccion de movilizacion de células formadoras de tejidos hacia los

andamios in situ. Ademas, debido a que las células que colonizaron el andamio eran CaSR" es
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posible que este receptor esté involucrado en el desarrollo de la mencionada respuesta bioldgica.
Lo cual, implicaria una posible via para aumentar la eficiencia de los biomateriales utilizados en

ingenieria tisular Osea.

4.2. Objetivos

-Evaluar los efectos del Calcio Extracelular sobre la viabilidad y la

proliferacion de células endoteliales progenitoras (EPCs).
-Medir la expresion del CaSR en las EPCs.

-Evaluar el poder quimiotdctico del calcio extracelular sobre EPCs.

Establecer el papel del CaSR en esta respuesta bioldgica.

-Medir la expresion de marcadores genéticos y funcionales de la
diferenciacion endotelial y pro-angiogénicos en EPCs estimuladas con
calcio extracelular. Establecer la implicacion del CaSR en el desarrollo de

estas repuestas bioldgicas.
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4.3. Resultados

4.3.1. Expresion del receptor sensor de calcio
(CaSR) en EPCs

Una vez demostrada la identidad de la poblacion celular extraida de la médula 6sea, se
procedio a evaluar la expresidn del receptor sensor de calcio en dicha poblacion celular. En este
sentido, se utilizé un anticuerpo especifico contra CaSR, y la presencia de dicho receptor fue
revelada con un anticuerpo secundario acoplado a una molécula fluorescente. En la Fig. 32 se

demuestra que las EPCs son positivas para CaSR.

AntiCaSR AntiCaSR

Fig. 32. En la imagen se observan Células progenitoras endoteliales (EPCs) marcadas con un anticuerpo monoclonal
contra CaSR (verde), los nucleos fueron marcados con DAPI (azul). Las fotografias muestran la intensa expresion del
CaSR en la membrana celular. En el control negativo (sin anticuerpo primario) demuestra la alta especificidad de la sefial.

En particular, se puede observar que las EPCs, expresan intensamente el CaSR en su
membrana plasméatica. Mientras que en el control negativo se puede apreciar la alta
especificidad del marcaje utilizado. Sin embargo, con la finalidad de comprobar la presencia de
este receptor en las EPCs, se aplicaron técnicas para revelar la expresion genética de dicho
receptor. La Fig. 33 muestra la cinética de expresion del CaSR en EPCs cultivadas con el medio

control y con medio suplementado con 10 mM Ca®" (esta concentracion fue seleccionada en
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base al rango de activacion del CaSR). Particularmente, se puede observar que tanto las EPCs
cultivadas en medio control, como cultivadas con 10 mM Ca?* expresan genéticamente el CaSR
y ambas poblaciones celulares presentan un comportamiento similar en cuanto a los ritmos de
expresion del gen de interés. El grafico también revela que la estimulacion con 10 mM Ca**

promueve la sobre-expresion del CaSR respecto al control.
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Fig. 33 Expresion genética de CaSR en EPCs. La expresion genética fue calculada utilizando el método del
AACT, utilizando como referencia la expresion del CaSR en el tratamiento Ctrl a los 30 min. ***= p<0,001. Las
barras de error pese a estar graficadas, no es posible observarlas debido a que los valores son pequefios para la
escala del gréfico.

4.3.2. Efectos del Calcio Extracelular en Ila
proliferacion y viabilidad de las EPCs

Una vez comprobada la expresion del CaSR en las EPCs, el siguiente paso fue evaluar los
efectos que tienen diferentes concentraciones de calcio extracelular sobre la viabilidad y
proliferacion de las EPCs. En la Fig. 34 se muestran los resultados del ensayo de WST-1, a

través del cual se estim6 la viabilidad y proliferacion de las EPCs.
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Fig. 34 Efecto del tratamiento con altas concentraciones de calcio extracelular sobre la viabilidad y proliferacion de
las EPCs. La viabilidad fue medida usando el reactivo WST-1. Las EPCs fueron cultivadas con medio control (Ctrl =
contiene 1,5 mM Ca2+), EGTA = 0 mM Ca®*, o medios suplementados con la cantidad de Ca%* para alcanzar
concentraciones de 3mM, 10 mM y 20 mM. No se observaron efectos en la proliferacion y/o viabilidad de las EPCs.
p <0,01 =**

Los resultados indican que no existen diferencias significativas en la viabilidad de las EPCs
sometidas a concentraciones crecientes de calcio extracelular. También se observé que las
células cultivadas en medio control (1,5 mM Ca®*), 3 mM, 10 mM y 20 mM de calcio
extracelular presentaron patrones de proliferacion similares en los que la cantidad de células
aumentd durante el periodo de 3-7 dias. Sin embargo, en el caso de las células tratadas con
EGTA (0 mM Ca®") la proliferacién no fue significativa en ninguno de los periodos de tiempo

evaluados.

4.3.3. Efecto quimiotdctico del calcio
extracelulary el papel del CaSR.

En la seccién anterior fue demostrado que las concentraciones crecientes de calcio
extracelular no afectan la viabilidad de las EPCs. El objetivo principal del ensayo de

quimiotaxis fue evaluar si los gradientes crecientes de calcio extracelular son capaces de
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ejercer un efecto quimiotéctico sobre las EPCs. En este sentido, en la Fig. 35 se muestra un
grafico de barras que representa el indice de migracion de cada tratamiento respecto al
control. En particular, se observa que las concentraciones crecientes de calcio extracelular
(0-20 mM) ejercen un efecto quimiotactico directamente proporcional al aumento de la
concentracion. EI maximo efecto fue observado en las células estimuladas con 10-20 mM.
Asimismo es de destacar que el indice de migracién de las EPCs tratadas con 10-20 mM es
estadisticamente igual al indice obtenido en las células tratadas con VEGF (control
positivo). Por otra parte, los tratamientos con 10 mM Mg*" (agonista del calcio) y el
bloqueo del CaSR (AntiCaSR + 10 mM Ca**) demostraron la importante implicacion del

CaSR en la modulacion de esta respuesta bioldgica.
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Fig. 35 El grafico muestra el efecto quimiotactico que ejerce el calcio extracelular sobre las EPCs. En
particular se observa una quimiotaxis dependiente de la concentracion de calcio. Observandose un pico a
los 10 mM. El VEGF fue utilizado como control positivo, mientras que el medio suplementado con 10
mM de Mg?* (agonista del calcio) aunado a la inhibicion de la quimiotaxis al bloquear el CaSR (AntiCaSR
+ 10 mM Ca*") demuestran el relevante papel del CaSR en la modulacién de dicha respuesta bioldgica.
**% = p<0,001. **** = p<0,0001.
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4.3.4. El calcio extracelular estimula Ia
expresion genética de marcadores angiogénicos.

En las secciones anteriores se ha demostrado que el uso de concentraciones elevadas de
calcio en el medio extracelular no ocasiona efectos negativos en la viabilidad celular.
Asimismo, fue observado un efecto quimiotactico proporcional al incremento de la
concentracion de calcio, siendo 10 y 20 mM Ca®* las concentraciones a las cuales se obtuvo el
méximo indice de migracion. En base a que la concentracién de 10 mM Ca*" produjo buenos
resultados en migracién y proliferacion, fue seleccionada para evaluar la capacidad del calcio
como inductor de la expresion de genes asociados con procesos de angiogénesis. En este
sentido, fue evaluada la expresion de VWF (Factor de von Willebrand), CD31, VEGF-A e IGF-
2 en células progenitoras endoteliales cultivadas con medio control o medio suplementado con

10 mM Ca* (Fig. 36).
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Fig. 36 Expresion genética de VWF (A), CD31 (B), VEGF-A (C) e IGF-2 (D) en EPCs. Los gréaficos indican
claramente que el calcio extracelular induce la sobre-expresion de los diferentes genes evaluados. * = p<0,05. ** =
p<0,01. *** = p<0,001.
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Los resultados revelan la alta capacidad del calcio para inducir la expresion genética de los
marcadores evaluados. En particular, se puede observar que el tratamiento con 10 mM Ca**
durante 30 min induce una rapida respuesta celular activando la transcripcion de los genes que
codifican para VWF y CD31 (caracteristicos de células endoteliales maduras). Mientras que al
transcurrir 2-6 horas de tratamiento se observd que el calcio indujo la sobre-expresion de
VEGF-A, IGF-2 y CD31, todos ellos involucrados en las rutas de sefializacion de la
angiogénesis. Analogamente, la expresion genética de VEGF e IGF-2 en las células
estimuladas durante 24h-7dias fue aumentando progresivamente en comparacion con la
expresion de las células cultivadas con medio control. Estos resultados sugieren que el calcio
extracelular tiene un efecto positivo en la induccién de sefiales pro-angiogénicas sobre las
EPCs. En consecuencia, se decidio evaluar la expresion genética de un amplio rango de genes
involucrados en angiogénesis a través de un ensayo de PCR array sobre células progenitoras

endoteliales estimuladas durante 3 dias con 10 mM Ca®* (Fig. 37 y Tabla 18).

A W*

8 Up-regulated genes: Angpt2, Anpep,

G Edgl, Cxcl 9, Igf1, FzdS, Epasi, IL-1b, Itgb3,

B Lep, Nrp1, Vegf-a, Thbs4, Jagl.

E

F :

o Down-regulated genes: Mmp9, 1d1,
ST 00 N e W~ .. Cxcll, Ereg, Serpinb5 and Cxcl2.

Fig. 37 Angiogenesis PCR Array. La imagen representa la expresion genética de 96 genes involucrados en rutas
angiogénicas. Particularmente, se muestra la expresién de las EPCs estimuladas con 10 mM Ca?" durante 3 dias en
comparacion con la expresion de EPCs cultivadas en condicion control durante el mismo periodo de tiempo. Los
cuadros en rojo representan genes sobre expresados, mientras que los cuadros marcados en verde representan genes
reprimidos en comparacion con el control.

Simbolo Nombre del Gen Funcion Indice de
Induccion

Sobre-Expresados

Gen de Receptor acoplado a Proteinas
Edgl (S1PR1) diferenciacion G. Induce adhesion célula-célula 2,76
Endotelial 1 y diferenciacion endotelial.
Homologo 5 de Receptor en la via de
Fzd5 Frizzled sefializacion Wnt. 2,99
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Jagl Jagged 1 Receptor de la via Notch 1 2,52

Molécula de adhesion a la

Itgb3 Integrina 3 matriz extracelular 2,42
Dominio PAS .

Epasl (HIF-2a) Endotelial 1 Factor de transcripcion 2,15
Thbs4 Trombosaondma Molécula de adhesion 2,37
Anpe Alanil Remodelacion de la matriz 261

Pep Amilopeptidasa extracelular ’
Angpt2 Angiopoyetina 2 Molécula de sefalizacion 2,47
Factor de
Igfl crecimiento Factor de crecimiento 1,95
similar a la
Insulina |
c::eac(;tncw)ire?ﬁo Factor de crecimiento, inductor
Vegf A de diferenciacion endotelial, y 1,74
vascular uimiotactico
endotelial A g
IL-1 Interleucina 1 Citocina quimotéctica 3,93
Receptor involucrado
Nrpl Neuropilina 1 migracion, sobrev_lvenua, 25,02
formacion del sistema
cardiovascular
Lep Leptina Involucra_da en Iz_;1 regulacion del 2,63
sistema inmune
Sub-Expresados
Ligando 2 de la ) N,
Cxcl2 Citocina (C-X-C) Moleécula de sefializacion -4,31
Ligando 1 de la . .
Cxcll Citocina (C-X-C) Moleécula de sefializacion 2,16
ld1 _Inhlblc_jor_Qe Factor de transcripcion -2,33
diferenciacién 1
Ereg Epiregulina Ligando del EGF -2,01

Serpinb5 Serpinb5 Inhibidor d'e la actividad de la 259
serin-proteasa

Metaloproteinasa Remodelacion de la matriz

Mmp3 9 extracelular

-2,59

Tabla 18 Resumen de la regulacion de genes ocasionada por el tratamiento de EPCs con calcio extracelular durante
3 dias.
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De los 96 genes evaluados, 84 estdn directamente relacionados con la regulacién de la
angiogénesis (Fig. 15). Dentro de estos 84 genes, se encuentran factores de crecimiento,
factores de transcripcion, proteasas de matriz extracelular, citocinas, receptores, proteinas de
matriz extracelular, proteinas de adhesion, entre otros. En este sentido, los resultados mostraron
que el 15 % de los genes presentan una sobre-expresion de 2 0 mas veces la expresién en las
EPCs control: Angiopoyetina 2 (Angpt 2), Amilopeptidasa (Anpep), Ligando 9 de las citocinas
C-X-C (Cxcl 9), Gen de diferenciaciéon endotelial 1 (Edgl), Dominio 1 de la proteina Pas
endotelial (Epas 1), Fzd5, Igfl (sobre-expresado 1,95) IL-1b, Integrina b3 (Itgh3), Jag 1,
Leptina (Lep), Neuropilina 1 (Nrp 1), Plasmindgeno (Plg), Trombospondina (Thbs4), Vegf-A
(sobre-expresado 1,74). Todos ellos relacionados con rutas de sefializacién pro-angiogénicas.
Mientras que solo un 7 % de los genes fueron reprimidos: Ligando 2 de las citosinas C-X-C
(Cxcl 2), Epiregulina (Ereg), Inhibidor de diferenciacion 1 (Id-1), Metaloproteinasa 9 (Mmp-9),

y el Inhibidor de la actividad de la serin-proteasa (Serpinb5).

4.3.5. El calcio extracelular estimula Ia
formacion de microcapilares en matrigel a través
del CaSR

La formacion de microcapilares en matrigel es un comportamiento caracteristico de las
células endoteliales, que estd relacionado con la formacion de nuevos vasos sanguineos.
Considerando esto, y aunado a los resultados anteriores donde se evidenciaron los efectos
tempranos de la estimulacién con calcio extracelular a nivel genético, se procedié a analizar el
efecto del calcio extracelular en la formacion de nuevos vasos sanguineos, asi como el papel que
juega el CaSR en dicha respuesta bioldgica. En la Fig. 38 se puede observar claramente como
las células cuyo medio fue suplementado con calcio extracelular y/o VEGF expresaron un
significativo incremento de la cantidad de microcapilares y ramificaciones, en comparacion con
los observados en las células cultivados con el medio control. En particular, en la imagen

correspondiente a las células estimuladas con 10 mM Ca®" se puede observar que tanto la
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cantidad de microcapilares, como las ramificaciones e interconexiones entre los mismos es
mucho mayor a los observados en el tratamiento control. De la misma manera, las células
estimuladas con VEGF (control positivo) mostraron un comportamiento similar al observado en
las células estimuladas con 10 mM Ca”". Asimismo, es de destacar que el mayor indice de
ramificaciones en los microcapilares fue encontrado en las células estimuladas con VEGF + 10
mM Ca?* evidenciando un efecto sinérgico entre ambos tratamientos. En contraste, las células
estimuladas con 10 mM Ca?* a las cuales les fue bloqueado el CaSR (AntiCaSR + Ca®")
presentaron un indice de ramificaciones semejante al obtenido en las células control.

Demostrandose asi, que el CaSR es el principal modulador de esta respuesta biolégica

promovida por el calcio extracelular.

@8 Control
[ VEGF

B 10 mMca®

AntiCaSR +Ca **
B VEGF +10 mM Ca?*

Branching Index

Fig. 38 Formacion de microcapilares en matrigel. En la figura se muestran capturas representativas de cada uno de
los tratamientos aplicados. Tanto en las fotos como en el grafico de barras se puede apreciar claramente el aumento
de la cantidad de ramificaciones y microcapilares en los tratamientos que contienen VEGF y Ca?*, observandose el
méximo fndice de ramificacién en el tratamiento de VEGF + 10 mM Ca®'. Mientras que el bloqueo del CaSR
(AntiCaSR + Ca*") inhibié completamente dicha respuesta celular.
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4.4. Discusion

En la actualidad, existen numerosas publicaciones que demuestran la posibilidad de
construir tejidos in vitro con una adecuada perfusion de oxigeno y nutrientes a través del uso de
sistemas avanzados de perfusion en bioreactores que simulan algunos aspectos de las
condiciones in vivo (Rouwkema, Rivron e Van Blitterswijk, 2008). Sin embargo, en la mayoria
de los casos al ser implantados en el huésped esos tejidos sufren problemas de difusion por tener
una insuficiente irrigacidon sanguinea (Janssen et al., 2006; Novosel, Kleinhans e Kluger, 2011).
En este sentido, la adecuada vascularizacion es la mayor limitacion del tamafio de los tejidos
disefiados a través de la ingenieria de tejidos. Una potencial solucién a este problema es la
induccién de angiogénesis in situ por parte del andamio implantado (Murphy e Atala, 2013).
Diversas estrategias han sido propuestas. Entre ellas, se encuentra la liberacién de moléculas o

factores de crecimiento con actividad pro-angiogénica por parte del andamio.

En el presente capitulo se presentan una serie de evidencias que revelan un nuevo papel del
calcio extracelular como inductor de respuestas pro-angiogénicas por parte de células
progenitoras endoteliales. Lo cual es un hallazgo altamente relevante, debido a que la liberacion
de adecuadas cantidades de calcio extracelular en un sistema de ingenieria de tejidos es una
estrategia relativamente facil de llevar a cabo y que conllevaria un costo muy reducido en

comparacion con otras estrategias.

Tal y como fue comentado en la introduccién de este capitulo, el efecto vasodilatador del
calcio extracelular se conoce desde el siglo XIX. Siendo posteriormente vinculada esa respuesta
bioldgica a la activacion de rutas relacionadas con el CaSR de las células endoteliales, células
nerviosas perivasculares y el de las VSMCs. Ademas ha sido reportada la relacion entre la
activacion del CaSR y la produccion de VEGF (Tfelt-Hansen et al., 2003; Smajilovic e Tfelt-
Hansen, 2008). En este sentido, los resultados mostrados en el presente trabajo de investigacion
no solo demuestran la presencia del CaSR en las células endoteliales progenitoras (Fig. 32 y

Fig. 33) sino que también revelan el importante papel del CaSR como modulador de procesos
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pro-angiogénicos. En particular, se demostrd que el calcio extracelular a una concentracion de
10 mM ejerce un poderoso efecto quimiotactico sobre las EPCs. En este punto es importante
destacar que el rango de activacion del CaSR se encuentra entre 0,5-10 mM, siendo capaz de
detectar variaciones de solo 200 uM en la concentracion de calcio extracelular (Hofer e Brown,
2003). En consecuencia, este rango de activacion explica el hecho de que no se encuentren
diferencias significativas al aumentar la concentracion de calcio por encima de los 10 mM (Fig.
35). Asimismo mediante el uso de agonistas y del bloqueo del receptor, fue comprobado que el
CaSR es el principal mediador de dicha respuesta. Este hallazgo no solo desvela un nuevo papel
del CaSR vy el calcio extracelular como agentes quimiotacticos en las EPCs, sino que ademas
tiene una potencial implicacion desde el punto de vista de la induccién de vascularizacion en la
ingenieria de tejidos. Especificamente, los resultados aqui presentados podrian ser una
explicacion a los hallazgos de Tommila et al., 2009; quienes reportaron una mayor colonizacion
de células en andamios recubiertos con vidrio bioactivo, siendo estas células mayoritariamente
CaSR". A la luz de los nuevos resultados, es posible que el calcio extracelular liberado por los
andamios recubiertos por vidrio bioactivo active el CaSR y sea uno de los agentes
quimiotécticos responsables de la movilizacion y adhesion de células hacia los andamios

implantados.

Anéalogamente, se ha demostrado que la estimulacion con calcio extracelular promueve la
sobre-expresion de una serie de genes involucrados con el desarrollo de procesos angiogénicos.
Por ejemplo, se encontrd sobre-expresion de genes tales como: VEGF, IGF-1, IGF-2, vWF,
Nrp-1, Angpt2, Edgl, Epasl, Jagl, entre otros (Tabla 18, Fig. 36, Fig. 37). Todos estos genes
estan intimamente involucrados en el desarrollo de procesos angiogénicos, demostrandose que
el calcio extracelular ejerce un papel inductor de la expresion de una serie de genes
involucrados en rutas de sefializacion tales como Notch, Wnt/B-catenina, la ruta de las tirosinas
quinasas y proteinas Gs, de forma tal que la activacion del CaSR puede causar un amplio rango

de efectos en las EPCs, lo cual no habia sido descrito previamente.
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Es particularmente interesante que el calcio extracelular sea capaz de promover la expresion
del IGF-1, IGF-2 y el VEGF. Debido a que ha sido demostrado que el IGF -1 es un importante
inductor de la expresion del HIF y tanto el HIF como el IGF-1 aumentan significativamente la
expresion del VEGF lo cual es a su vez un poderoso inductor de la angiogénesis (Fukuda et al.,
2002). Por otra parte, ha sido reportado que el IGF-2 promueve la colonizacién de las EPCs en
regiones isquémicas (Maeng et al., 2009). Aunado a esto, previamente ha sido descrita una
estrecha relacion entre el CaSR y la expresién del IGF-1, debido a que animales cuya expresion
del CaSR ha sido suprimida (knockouts) presentan deficiencias en las vias de sefializacion del

IGF-1 (Wenhan et al., 2008).

El incremento de la produccion de moléculas tales como la IL-1b y la Angpt 2 en un
organismo corresponde a la activacion de las células endoteliales, como consecuencia de
hipoxia, agresiones fisicas, infecciones, etc. Aunado a lo antes descrito, es ampliamente
conocido que durante procesos de angiogénesis el primer paso es la desestabilizacion de los
vasos sanguineos pre-existentes, seguido que la reestructuracion, y ramificacion de los vasos
sanguineos. En este sentido, ha sido demostrado que la Angpt 2 es un importante agente
promotor de la desestabilizacion de los vasos sanguineos, observandose altos niveles de
induccién de este gen durante procesos de angiogénesis y vasculogénesis. Analogamente, la
expresion de citocinas quimotacticas tales como la IL-1b pueden ayudar al reclutamiento de
células involucradas en la formacién de nuevos vasos sanguineos (Fiedler e Augustin, 2006).
Otros genes sobre-expresados por las EPCs al ser tratadas con [Ca*"], fueron Jagl, Edgl y Fzd5,
todos ellos representantes de diferentes rutas de sefializacion que estan intimamente
involucrados en la activacion de respuestas, tales como migracion, formacién de microcapilares,
vasculogénesis, produccion de VEGF y supervivencia en células endoteliales (Pyne e Pyne,
2000; Ishikawa et al., 2001; Masckauchén e Kitajewski, 2006; Zerlin, Julius e Kitajewski, 2008;

Sakurai e Kudo, 2011).

En contraste, los genes inhibidos tales como Cxcl-1 y el Cxcl-2 estan involucrados en la

activacion de celulas del sistema inmune, como por ejemplo monocitos y neutréfilos. Los cuales
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desencadenan procesos inflamatorios nocivos para el tejido y contrarios a la formacion de vasos
sanguineos. Otros genes sub-expresados fueron el 1d1 y el Serpinb5 los cuales estan
intimamente vinculados a la regulacion del desarrollo de tumores. Particularmente, el Id1 ha
sido descrito como un poderoso oncogen relacionado al desarrollo de tumores (Sikder et al.,
2003). Mientras que Serpinb5 es un gen antitumoral, cuya principal funcion es la de ejercer un
poderoso efecto anti-angiogénico sobre las células endoteliales (Qin e Zhang, 2010). En
contraste, la sub-expresién del Mmp-9 en las EPCs estimuladas con calcio extracelular es una
sefial contradictoria respecto a las sefiales claramente pro-angiogénicas encontradas en las
diferentes pruebas genéticas. Debido a que esta proteina estd ampliamente descrita como una
molécula involucrada en procesos de desestabilizacion del endotelio, lo cual es uno de los
procesos relacionados con el desarrollo de procesos angiogénicos. Sin embargo, este hallazgo
pudiera ser consecuencia de que 3 dias es un periodo de tiempo muy temprano para ver dicha

respuesta.

En general, el analisis de la expresion genética de las EPCs estimuladas con calcio revela
una potente induccion de sefiales pro-angiogénicas caracteristicas de células endoteliales
durante la formacion de nuevos vasos sanguineos. Asi como el aumento de la produccion de
factores quimotacticos capaces de reclutar células formadoras de vasos sanguineos a distancia,

siendo este efecto muy positivo desde el punto de vista de la ingenieria de tejidos.

Por su parte, los resultados obtenidos en los ensayos funcionales de la formacion de
microcapilares en matrigel (Fig. 38) corroboran los resultados obtenidos a partir del analisis de
la expresion genética. En particular, concuerdan con el hecho de que el calcio extracelular es
capaz de inducir una respuesta temprana (la maxima expresién fue observada a las 6 horas de
estimulacion) en la sobre-expresion del VEGF. En este sentido, los resultados sugieren una clara
induccion de la formacién de vasos sanguineos primitivos como consecuencia de la
estimulacion con calcio extracelular. Este hallazgo puede estar relacionado con la sobre-
expresion de genes tales como Jagl, Fzd5 o Edgl, debido a que su expresion esta vinculada a

una mayor expresion del VEGF y una mayor formacion de capilares y ramificaciones de vasos
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sanguineos (Sakurai e Kudo, 2011). Lo cual es una posible explicacion al efecto sinérgico entre
el Ca?* y el VEGF, observado en el tratamiento de VEGF + 10 mM de Ca’*enla Fig. 38, donde
se produjo la mayor cantidad de microcapilares y ramificaciones. Asimismo, fue corroborado el
importante papel que juega el CaSR en la modulacién de esta respuesta biolégica, debido a que
el efecto del Ca?* fue completamente inhibido al bloquear el CaSR a través del uso de un
anticuerpo especifico (AntiCaSR + 10 mM Ca?"). Sugiriéndose asi que el CaSR es el principal
modulador de la respuesta genética y funcional involucrada en la induccion de procesos

angiogénicos por parte del calcio extracelular.

4.5. Conclusiones

En resumen los resultados aqui presentados demuestran claramente que el calcio
extracelular es capaz de ejercer un poderoso efecto quimiotactico sobre las EPCs semejante al
efecto quimiotactico del VEGF. Siendo esta quimiotaxis dependiente de la activacién del CaSR.
Los resultados también revelan un nuevo papel del calcio extracelular y su receptor en
membrana como agentes inductores de sefiales pro-angiogénicas a nivel genético y funcional en
EPCs. Siendo ambos descubrimientos novedosos y relevantes desde el punto de vista de la
ingenieria de tejidos, ya que sefialan al CaSR como un posible blanco terapéutico para la

induccidn de procesos angiogénicos en los sistemas de ingenieria tisular.
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Capitulo V: Papel del Calcio
Extracelular y el CaSR en la
diferenciacion de las MSCs
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5. Papel del calcio extracelular y el CaSR en Ia
diferenciacion de las MSCs

5.1. Introduccion

5.1.1. Variacion de la concentracion de calcio
extracelular en el hueso

El hueso es el principal reservorio de calcio en el organismo. De los 1-2Kg de calcio que se
encuentran en un ser humano adulto, el 99% estan almacenados en el esqueleto (Fauci et al.,
2008). Por otra parte, la concentracién de calcio extracelular en sangre se encuentra en un rango
de 2,2-2,6 mM de los cuales cerca del 50% esta en forma idnica. Sin embargo, la ingesta de
alimentos y bebidas ricos en calcio, asi como la activacion de la remodelacién 6sea pueden

afectar la concentracion del calcio en sangre puntualmente (Fauci et al., 2008).

En general, el control de la concentracion sistémica del calcio se logra por medio del ajuste
de las tasas de absorcién y excrecion del calcio a través de los epitelios intestinales y renales, asi
como la activacion de procesos de remodelado dseo. Dichos ajustes estan controlados
principalmente por la secrecion de la hormona paratiroidea (PTH) y la vitamina D, siendo a su
vez la secrecion de PTH regulada por el CaSR paratiroideo que detecta la concentracion de
calcio en sangre (Brown, 2013). En este sentido el CaSR posee una funcion clave en la

regulacion de la concentracion de calcio extracelular a nivel sistémico.

Especificamente en lo que se refiere al hueso, es ampliamente conocido que la secrecién de
la PTH es indirectamente proporcional a la concentracion de calcio en sangre. Asimismo, se
sabe que la PTH de forma directa e indirecta promueve la resorcion dsea y la osteoclastogénesis
(Brown, 2013). Una vez activada la resorcion Osea los osteoclastos degradan la matriz

extracelular Osea, liberando asi grandes cantidades de iones calcio (8-40 mM), fosfatos,
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proteinas acopladas a la matriz extracelular, tales como TGFp, Osteocalcina, BMPs, BSP, entre

otras (Freemont, 1993).

Sin embargo, debido a que el proceso de remodelacién dsea es un proceso relativamente
lento (meses), ha sido propuesto que el control répido de la concentracion de calcio se lleva a
cabo por medio de un proceso de intercambio de iones calcio a través de la membrana
plasmética de las células quiescentes del hueso independiente de la concentracion de PTH en
sangre (Parfitt, 1989). Esta afirmacion estd basada en observaciones experimentales tales como
las realizadas en 1961 donde se demostré que los niveles de calcio extracelular en animales a los
que les fue inyectado EDTA y suprimida la glandula paratiroidea, se ajustan rapidamente y a la
misma velocidad que los animales a los que no les fue suprimida dicha glandula (Dvorak e
Riccardi, 2004). Anéalogamente, se ha demostrado in vitro que el tratamiento con altas
concentraciones de calcio extracelular promueve la proliferacion y la activacion de los
receptores sensores de calcio en osteoblastos (Ye et al., 2000; Yamaguchi et al., 2001; Dvorak
et al., 2004). Pese a que se conoce que el CaSR esta involucrado en esta respuesta independiente
a la accion de la PTH, aln esta pobremente descrito el mecanismo a través del cual se lleva a
cabo el flujo de calcio desde el hueso hacia el exterior celular sin la intervencion de la resorcion

Osea.

En base a los argumentos previamente descritos se puede afirmar que aunque la
concentracion sistémica del calcio extracelular permanece relativamente constante, la
concentracion local en el hueso se encuentra en permanente variacién. Asimismo, estos cambios
locales de la concentracion de calcio extracelular son capaces de regular el funcionamiento de
diferentes tipos celulares, tales como los osteoblastos y los osteoclastos, a través de la

activacion de receptores sensores al calcio.
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5.1.2. Expresion del CaSR en células formadoras
de hueso

La expresion del CaSR en las células del linaje éseo ha sido materia de controversia durante
los ultimos afios, debido a que existe un gran nimero de investigadores que han demostrado la
presencia de este receptor en lineas celulares osteoblasticas, mientras que otros grupos fueron
incapaces de demostrar la presencia de este receptor en osteoblastos (Tfelt-Hansen e Brown,
2005). Sin embargo, lo que si parece estar claro es que el incremento de la concentracion
extracelular de calcio induce proliferacion y quimiotaxis en dicho tipo celular (Sharan et al.,
2008). A continuacion seran descritas algunas de las evidencias de la presencia del CaSR en las

células formadoras del tejido dseo.

Una de las primeras evidencias de la presencia del CaSR en células éseas fue la reportada
por (House et al., 1997), quienes demostraron la presencia del CaSR a través de PCR e
inmunohistoquimica en la fraccién de células mononucleares adherentes de la médula dsea. En
el mismo afo, otros investigadores usando osteoblastos de la linea celular MC3T3-E1 sugirieron
la presencia de otro receptor sensor de calcio con funciones similares a las del CaSR (Quarles et
al., 1997). Estos investigadores reportaron que pese a ser un receptor similar al CaSR, no podia
ser el mismo receptor debido a que sus resultados demostraron una serie de propiedades
diferentes en el receptor sensor de calcio encontrado en las MC3T3-E1 respecto al CaSR
paratiroideo. Posteriormente, fueron reportados otros articulos en los que los autores
demostraron la presencia de otro receptor sensor de calcio que denominaron GPRC6A en
osteoblastos cuya funcion y caracteristicas es muy similar al CaSR (Pi, Hinson e Quarles, 1999;

Pi et al., 2005; Pi et al., 2010).

Por otra parte, estudios mas refinados y detallados fueron desarrollados por mdltiples
grupos de investigacion con la finalidad de evaluar la presencia del CaSR en osteoblastos. En
este sentido, los primeros en encontrar evidencias sobre la presencia del CaSR en las células

MC3T3-E1 fueron (Yamaguchi et al., 1998), quienes reportaron que el cultivo de este tipo
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celular con 4,8 mM Ca** o alguno de sus agonistas induce quimiotaxis y proliferacion,
sugiriendo la presencia del CaSR en dichas células. Un afio mas tarde fue publicado el primer
articulo en el cual fue demostrada claramente la expresién del CaSR en osteoblastos y
condroblastos tanto en cultivos celulares como en tejidos (Chang et al., 1999). Ademas, en el
mencionado estudio los investigadores encontraron una interesante distribucion del CaSR, ya
que el receptor se expresa con mayor intensidad en los osteoblastos y condroblastos méas

inmaduros.

Gracias a estos estudios y a muchos otros, en la actualidad se considera que los osteoblastos
expresan el CaSR, asi como receptores semejantes al CaSR (tales como el GPRC6A) capaces de
detectar variaciones en la concentracién extracelular de calcio (Marie, 2010; Brown, 2013). Tal
y como fue comentado en capitulos previos, las MSCs son otro tipo celular capaz de
diferenciarse hacia el linaje osteoblastico. En este sentido, recientemente fue demostrada la
presencia del CaSR en MSCs humanas (Barradas et al., 2012). Sin embargo, muy poco se

conoce acerca del papel que juega el calcio extracelular y el CaSR en este tipo celular.

5.1.3. Papel del calcio extracelular y el CaSR en
células del linaje dseo.

Como ha sido descrito anteriormente el calcio es un ion altamente controlado en los
sistemas bioldgicos. Este i6n es especialmente importante debido a que los cambios de
concentracion a nivel intracelular y extracelular pueden ejercer una gran cantidad de efectos en
el comportamiento celular y tisular. Particularmente en el hueso, las variaciones de la
concentracion de calcio extracelular a nivel local son constantes, sin embargo el conocimiento
de los efectos que pueden tener esas variaciones sobre el comportamiento de las células 6seas es
muy reducido. A continuacion se describiran algunos de los resultados publicados que estan
relacionados con los efectos del calcio extracelular y la implicacion del CaSR en dichas

respuestas celulares.
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Una vez demostrado que diversas células dseas expresan el CaSR, han sido realizados
diferentes estudios con la finalidad de evaluar el efecto del calcio extracelular sobre el
comportamiento de estas células. Uno de estos estudios demostrd que el tratamiento con altas
concentraciones de [Ca*"], induce proliferacion en osteoblastos de manera dosis dependiente a
través del CaSR (Chattopadhyay et al., 2004). Otros investigadores han corroborado el efecto
mitdtico que ejercen las altas concentraciones de [Ca®*], sobre los osteoblastos. Asimismo
demostraron que concentraciones 6-10 mM de calcio podian inducir a los osteoblastos a
proliferar mientras que reducen la resorcion del hueso en los osteoclastos (Maeno et al., 2005).
Por otra parte, ha sido descrito que las altas concentraciones de calcio en el medio extracelular
inducen la apoptosis en los osteoclastos maduros e inhiben la osteoclastogénesis (Lorget et al.,
2000; Shalhoub et al., 2003). Pese a que los efectos del calcio extracelular sobre las células
Oseas in vitro sugieren que el calcio extracelular ejerce una funcion clave en la sincronizacion
de la remodelacion 6sea in vivo, hasta el momento se desconoce si la variacion de Ca®* in vivo
logra ejercer los mismos efectos (Brown, 2008). Analogamente, el papel que juegan esos
cambios en la concentracién local de calcio extracelular sobre la movilizacion, proliferacion y
diferenciacion, de células madre formadoras de hueso, tales como las MSCs sigue siendo una

incognita hasta el presente.

5.2. Objetivos

-Evaluar los efectos del Calcio Extracelular sobre la viabilidad y la

proliferacion de células madre mesenquimales (MSCs).
-Medir la expresion del CaSR en las MSCs.

-Evaluar el poder quimiotdctico del calcio extracelular sobre MSCs.

Establecer el papel del CaSR en esta respuesta bioldgica.
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-Medir la expresion de marcadores genéticos y funcionales de la
diferenciacion osteogénica en MSCs estimuladas con calcio extracelular.
Establecer la implicacion del CaSR en el desarrollo de estas repuestas

bioldgicas.

5.3. Resultados

En el capitulo previo se establecid la estrecha relacion entre la expresion del CaSR y los
efectos pro-angiogénicos del tratamiento con calcio extracelular sobre las EPCs. Sin embargo,
en el ambito de la ingenieria de tejidos Gseos también es importante que se promueva la
osteogénesis en la zona de interés. En este sentido, el presente capitulo presenta una serie de
resultados que demuestran el papel que juega el calcio extracelular y el CaSR en la induccién de

osteogénesis en las MSCs.

5.3.1. Expresion del receptor sensor de calcio
(CaSR) en MSCs

El primer paso fue evaluar la presencia del CaSR en las células mesenquimales bajo
condiciones control de cultivo. En la Fig. 39 se puede observar el resultado de una doble
tincion de fluorescencia realizada con faloidina (rojo) que revela la presencia de las fibras de
actina (fibras de estrés), un anticuerpo especifico contra el CaSR (verde) y los nlcleos fueron
tefiidos con DAPI (azul). Las imagenes muestran claramente la presencia del CaSR en las
MSCs. Especificamente, se observa que el CaSR se encuentra localizado en la membrana
plasmaética, siendo particularmente fuerte el marcaje en las regiones cercanas a las fibras de
estrés y en las uniones intercelulares. El uso de un control negativo (marcaje en ausencia del

anticuerpo primario) permitio verificar la autenticidad de la sefial, debido a que de esta manera
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se puede observar que la sefial fluorescente es especifica de la interaccion entre el CaSR-

AntiCaSR-Anticuerpo secundario (Alexa488).

/AntiCaSR sl Fig. 39 Expresion del

. CaSR en células madre
mesenquimales cultivadas
en condiciones control.
(A) Fibras de actina en las
MSCs reveladas con
faloidina (rojo), el DAPI
(azul) revela la presencia
de los ndcleos. (B) El
marcaje con AntiCaSR
(verde) revela la presencia
del CaSR en la membrana
plasmatica  (asteriscos),
siendo particularmente
fuerte la expresion del
D] CasR en las regiones de
union intercelular (flechas
blancas). (C) En esta
imagen se muestra la co-
localizacion del CaSR y
las fibras de actina
(cabezas de flecha). (D)
Control negativo, MSCs
tefiidas en ausencia del
AntiCaSR. La barra de
escala corresponde a 50

pm.

Ademas, fue evaluada la expresion del CaSR a nivel genético en MSCs cultivadas en
condiciones control, asi como cultivadas con medio control enriquecido con 10 mM de Ca*. La
concentracion de 10 mM de calcio fue escogida en base a los resultados obtenidos en las EPCs,

asi como en el rango de activacion del CaSR (0,5-10 mM Ca?*) (Hofer e Brown, 2003).

En la Fig. 40 se muestra un grafico de barras que representa el indice de expresién del CaSR
en las células estimuladas con Ca®* respecto a las MSCs cultivadas con medio control. En
particular, el gréfico ilustra la sobreexpresion del CaSR en las células estimuladas con Ca®*
respecto a las células control. Cabe destacar que el méximo indice de expresion fue observado a
los 30 min de tratamiento, observandose que el indice de expresion fue variable segin el

periodo de tiempo al cual fue evaluada la expresion del CaSR y siendo en la mayoria de los
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periodos evaluados (excepto a las 6 horas y las 24 horas) estadisticamente mayor a la expresion

de las MSCs cultivadas con Ca*".

ik 3 Control
@8 10 mM Ca?*

Fold Induction

30min 2h  6h 24h 72h 7d 10d

Fig. 40 Expresion genética del CaSR en MSCs cultivadas con medio de cultivo Control y medio con 10
mM Ca?. El AACt fue calculado normalizando la expresion del CaSR en las células tratadas con Ca®* con
la expresion en las muestras Control de cada periodo de tiempo. * = p<0,05. *** = p<0,001

5.3.2. Efectos del Ca?* sobre la viabilidad y
proliferacion de las MSCs

Una vez demostrado que las MSCs expresan el CaSR y que el tratamiento con Ca**
estimula la expresion del mencionado receptor, se procedié a evaluar si el tratamiento con calcio
extracelular induce algun efecto sobre la viabilidad y/o proliferacién de las MSCs. En este
sentido, la Fig. 41 presenta el grafico de barras correspondiente al ensayo de WST-1 realizado
en MSCs cultivadas con medios de cultivo suplementados con concentraciones crecientes en

calcio extracelular (EGTA= 0 mM; Control = 1,8 mM; 10 mM y 20 mM).

En particular, se puede observar que el indice de proliferacion fue estadisticamente igual al
cabo de 24 horas en todos los tratamientos. Sin embargo, al transcurrir 3 dias de estimulacion se
pudo observar un aumento significativo en el indice de proliferacion de las células cultivadas
con 10 mM Ca’* respecto a los otros 3 tratamientos. Analogamente, a los 7 dias se observé el

mismo comportamiento. Pese a que el cultivo con 10 mM Ca®* fue el tratamiento que indujo el
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mayor efecto sobre la proliferacion de las MSCs, es importante resaltar que el tratamiento con
20 mM de Ca®* produjo un mayor indice de proliferacién que los tratamientos Control y EGTA,

por lo que esa alta concentracion de Ca®* ejerce también cierto efecto mitético sobre las MSCs.

Proliferation Index on MSC

1.5,

5 o Ctrl

3 1.0- N - oo

< /1M O EGTA

S A n @ 10 mm Ca®*

Q 0.5 @ 20mMmca®
0.0-

24 h 3d 7d

Fig. 41 Efecto del calcio extracelular sobre la proliferacion y viabilidad de las MSCs. ** = p<0,01.

5.3.3. Papel del Calcio extracelular y del CaSR en
la movilizacion de MSCs

En el capitulo anterior se demostré que el calcio extracelular es capaz de ejercer un efecto
guimiotactico sobre las EPCs que estd mediado a través de la activacion del CaSR. En
consecuencia, es interesante evaluar si las altas concentraciones de calcio ejercen un efecto

guimiotactico sobre las MSC vy si este efecto es mediado por la activacion del CaSR.

En este sentido, en la Fig. 42 se puede observar un grafico de barras que representa el indice
de migracion de las MSCs sometidas a crecientes concentraciones de calcio extracelular.
Particularmente, los resultados de este ensayo demostraron que el [Ca*'], ejerce un efecto

quimiotéctico significativo sobre las MSCs, siendo observado el efecto maximo en las células
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estimuladas con 10 mM Ca?*. Aunado a esto, el indice de migracion con 10 mM de ca’

estadisticamente igual al indice observado con el tratamiento con VEGF (control positivo).

*es

En

semejanza al experimento realizado en EPCs, fue evaluado el poder quimiotactico de un

agonista del CaSR (magnesio), demostrandose que no hay diferencias significativas entre el

tratamiento con 10 mM Ca*'y el de 10 mM Mg?. Mientras que al utilizar el antiCaSR como

agente bloqueador del receptor las MSCs fueron incapaces de responder al efecto quimiotactico

del tratamiento con 10 mM Ca?*, corroborandose asi el relevante papel del CaSR como

modulador de esta respuesta bioldgica en las MSCs.

Migration Index on MSC
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Fig. 42 Efecto del calcio extracelular y del CaSR en la quimiotaxis de MSCs. El grafico muestra que el indice
de migracion en las células estimuladas con VEGF (control positivo) es estadisticamente igual al efecto
observado con el tratamiento de 10 mM Ca*". Mientras que los tratamientos de EGTA (0 mM Ca?") y Ctrl
(1,8 mM Ca*") fueron estadisticamente iguales. La estimulacién con 10 mM Mg?" (agonista del calcio) y
AntiCaSR + Ca?" (bloqueo del CaSR + 10 mM Ca®*) demuestran que el CaSR esta intimamente involucrado
en la respuesta quimiotactica observada en las concentraciones de 3 mM y 10 mM Ca?'. * = p<0,05. ** =
p<0,01.
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5.3.4. Papel del calcio extracelular y del CaSR en
la diferenciacion osteogénica de las MSCs

Los resultados que han sido presentados, hasta este punto, demuestran que el calcio
extracelular promueve la proliferacion y la quimiotaxis en las MSCs, siendo en ambos casos el
tratamiento con 10 mM Ca®* el que indujo el mayor efecto. En base a estos resultados, esta
concentracion de 10 mM de Ca?* fue la seleccionada para realizar los posteriores ensayos para

evaluar el papel del CaSR en las MSCs.

En la Fig. 43 se muestran 4 graficos de barras que representan los indices de expresion de 4
marcadores de diferenciacion osteogénica (ALP, BSP, OC y Col lal) en MSCs cultivadas con
medio control, medio suplementado con 10 mM Ca®* y medio suplementado con un coctel de

factores osteogénicos (control positivo).

A B
ALP BSP
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Fig. 43 Papel del calcio extracelular en la expresion de los siguientes marcadores osteogénicos: (A) Fosfatasa
alcalina (ALP), (B) Sialoproteina 6sea (BSP), (C) Osteocalcina (OC), (D) Colageno | (Col lal). * = p<0,05. ** =
p<0,01. *** = 0,001.
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En general, a partir de los graficos de barras mostrados se puede apreciar que el tratamiento
con 10 mM Ca* induce la sobreexpresion de todos los genes en comparacion con el nivel de
expresion de las MSCs control. Aunque, el control positivo (medio osteogénico) generé la
mayor expresion genética de cada uno de los marcadores evaluados en casi todos los casos, es
relevante resaltar el efecto del tratamiento de 10 mM Ca®" en la expresion del Col laly la ALP.
En particular el Ca** produjo la mayor expresion de Col lal a los 3, 7 y 10 dias de tratamiento.
En el caso de la ALP, se observo una expresion maxima de dicho gen a las 24h, siendo el indice
de expresion de las células estimuladas con calcio 7,7 £ 2,7 veces mayor al del tratamiento
control y manteniéndose dicha sobreexpresion por encima de las 2,5 veces hasta el dia 10 de
tratamiento. Por otra parte la méaxima expresién de BSP y OC se observé a los 7 dias de
tratamiento, siendo la expresion de BSP en las células estimuladas con Ca®* 45,2+ 2,3 veces la
expresion del control a los 7 dias. Mientras que las MSCs tratadas con calcio expresaron 28,9 +
1,0 veces mas OC que el control. Como se menciond previamente, la expresion del Col lal en
las células estimuladas con Ca** mostraron el maximo indice de expresion comparado con el
resto de condiciones en el periodo de 3-10 dias, siendo la maxima expresion durante ese
periodo. A los 7 dias de tratamiento las MSCs estimuladas con calcio alcanzaron un indice de
expresion de 3+ 0,3 veces la expresion del control. Manteniéndose dicho indice estable con

tendencia ligeramente creciente desde los 7 dias hasta los 21 dias.

En base a los resultados mostrados, se seleccionaron los dos genes que mostraron una
mayor expresion en las células tratadas con Ca** (ALP y Col 1al) con la finalidad de revelar el
papel del CaSR como modulador del efecto pro-osteogénico del catién a una concentracion de
10 mM. Se utilizé el anticuerpo antiCaSR para bloquear el mencionado receptor y se analiz6 la
expresion del Col lal y la ALP en células estimuladas con 10 mM de Ca**. En la Fig. 44 se
muestra un gréfico de barras que representa los indices de expresion de las MSCs cultivadas 3
dias bajo las diferentes condiciones, 1) medio de cultivo control, 2) 10 mM Ca**, 3) Medio
osteogénico (control positivo) y 4) AntiCaSR + Ca** (MSC cultivadas con 10 mM Ca®" vy el

blogueo del CaSR). Este experimento reveld que el bloqueo del CaSR inhibe por completo la
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sobreexpresion de ALP y Col lal inducida por la estimulacion con calcio extracelular, hasta el
punto de que las MSCs bloqueadas mostraron indices de expresion estadisticamente iguales al

tratamiento control.

CaSR controls the genetic responses to Extracellular Calcium
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Fig. 44 Papel del CaSR en la expresion genética del ALP y el Col lal inducida por el tratamiento con 10 mM Ca*".
*k —
=p<0,01.

5.3.5. El calcio extracelular induce la expresion
proteica y funcional de marcadores osteogénicos

Debido a que la sobreexpresion genética no siempre conduce a una mayor expresion de la
proteina funcional se procedid a evaluar el efecto del calcio en la expresion de marcadores 6seos
a nivel proteico y funcional. En la presente seccion se muestra una serie de resultados que
revelan el efecto del tratamiento con calcio extracelular en la expresion proteica y en el
incremento de la actividad de algunos marcadores de la diferenciacion de las MSCs hacia el
linaje 6seo. En la Fig. 45 se muestran imagenes de inmunofluorescencia donde se puede

observar claramente que las MSCs cultivadas con 10 mM Ca?* son ALP*, OC*y OPN*.
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Fig. 45 Expresion a nivel proteico de la Fosfatasa Alcalina (ALP), Osteocalcina (OC), Osteopontina
(OPN) en células madre mesenquimales cultivadas con medio control, 10 mM Ca?" o medio osteogénico
durante 7 dias (A) o 15 dias (B). Todas las imagenes fueron capturadas bajo las mismas condiciones de
aumento e intensidad de los l&seres. Las barras de escala representan 50 pm.
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Particularmente, a partir de la Fig. 45 se confirma que el calcio extracelular es un agente
osteoinductor en las MSCs. Debido a que las células estimuladas con el calcio extracelular
presentaron un intenso marcaje para ALP, OC y OPN, que fue semejante al de las MSCs
cultivadas con medio osteogénico (control positivo), mientras que las células control tanto a los
7 dias como a los 15 dias de cultivo presentaron un marcaje débil en comparacién con los otros

dos tratamientos.

Con la finalidad de analizar en profundidad la capacidad del calcio extracelular como agente
osteoinductor, fue evaluado el efecto del cation sobre la actividad de la fosfatasa alcalina. En
este sentido, las MSCs fueron cultivadas con medio control, 10 mM Ca®*, medio osteogénico
(control positivo) y el tratamiento conjunto de 10 mM Ca®* + Medio Osteogénico, siendo
medida la actividad de la fosfatasa alcalina a los 3, 7, 10 y 15 dias de tratamiento. En la Fig. 46
se muestra el grafico de barras que representa la actividad de la fosfatasa alcalina en cada uno
de los tratamientos evaluados. Particularmente, se puede observar que a los 3 dias con 10 mM
de Ca®™ la actividad de la ALP alcanzé los 7,58 x10° + 2,01 x10° ng/min.cél siendo
estadisticamente igual a la actividad en el control positivo (medio osteogénico) vy

significativamente mayor que en el control (3,82 x10° + 1,45 x10°® ng/min.cél).

Alkaline Phosphatase Assay

4.0x10-5
3 Control
T 3.0x10°5- = = 10 mm ca?*
g @@ Ost Medium
E 2.0x10-5- Bl 10 mM Ca?* + Ost Medium
E * %
2 1.0x105{ T} L

3d 7d 10d 15d

Fig. 46 Actividad de la fosfatasa alcalina (ALP) en MSCs cultivadas en medio Control, 10 mM Ca?*, Medio
osteogénico y 10 mM Ca?* + Medio Osteogénico. * = p<0,05. ** = p<0,01. *** = p<0,001.
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Otro aspecto importante a resaltar es que el grafico muestra un pico maximo en la actividad
de la ALP a los 7 dias de cultivo en todos los tratamientos aplicados, siendo la actividad

méxima la de las células cultivadas con medio osteogénico y 10 mM Ca*" + medio osteogénico.

Teniendo en cuenta que la ALP es un modulador temprano de osteogénesis que esta
implicada en la mineralizacién de la matriz extracelular, se realizaron ensayos para evaluar los
efectos del [Ca®*], en la mineralizacion de la matriz extracelular. En la Fig. 47 muestra una serie
de iméagenes correspondientes a la tincion con el rojo de alizarina, aplicada sobre MSCs
cultivadas con medio Control, 10 mM Ca**, Medio Osteogénico y Medio osteogénico + 10 mM
Ca®* durante 7 (Fig. 47A), 10, 15 y 21 dias (Fig. 47B). Particularmente, se puede observar que a
partir de los 7 dias en cultivo las células cultivadas con 10 mM Ca®*" presentan regiones
marcadas de color rojo intenso que no fueron observadas en las células cultivadas con medio
osteogénico (control positivo) ni en las células control. Mientras que el tratamiento conjunto
con 10 mM Ca®* + medio osteogénico presentd zonas més amplias de marcaje rojo intenso.
Asimismo al observar las fotografias correspondientes a las células cultivadas durante 10, 15y
21 dias se puede notar un claro aumento en la mineralizacion en las células cultivadas con 10
mM Ca”* respecto a las que fueron cultivadas con el medio control. Mientras que las células
estimuladas con medio osteogénico (control positivo) a partir de los 10 dias exhibieron una
mayor mineralizacion respecto a las células cultivadas con 10 mM de calcio. Los resultados
fueron evidentes, demostrando un efecto sinérgico del tratamiento conjunto de 10 mM Ca®* +
Medio Osteogénico. Estos resultados cualitativos fueron corroborados al realizar la
cuantificacion de la coloracion del rojo de alizarina. En el gréfico de barras mostrado en la Fig.
47C se puede observar que el calcio extracelular induce una mayor mineralizacién de la matriz
extracelular, respecto a las células control en todos los periodos de tiempo evaluados y mayor
que el control positivo a los 7 dias de tratamiento. Asimismo, se demuestra que el tratamiento
conjunto de calcio extracelular y medio osteogénico ejerce el mayor efecto en la mineralizacion

de la matriz extracelular en todos los periodos de tiempo.
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Fig. 47 Ensayo de mineralizacion. La tincion con rojo de alizarina reacciona con el calcio en forma de hidroxiapatita
o con los fosfatos de calcio, dando origen a un color rojo intenso. (A) se muestran imagenes de MSC cultivadas
durante 7 dias con medio control, 10 mM Ca*, medio osteogénico (ost) y medio osteogénico + 10 mM Ca?* (Ost +
10 mM Ca?"). Las imagenes fueron capturadas usando el Objetivo de 10X. (B) se muestran fotos macroscpicas
correspondientes a la tincion con rojo de alizarina en cada uno de los tratamientos aplicados durante 10, 15 y 21 dias.
(C) Gréfico de barras que representa la concentracién de Ca* en forma de fosfatos de calcio en la matriz extracelular

en cada uno de los tratamientos. ** =p<0,01. *** =p<0,001.

Debido a que los resultados previos con el tratamiento del calcio extracelular podrian ser
consecuencia de una mayor disponibilidad de dicho i6n en el medio de cultivo y no a una mayor
estimulacién de la diferenciacion, se realizd un ensayo en el cual se cultivaron células con 10
mM Ca”" y se bloqued el receptor con el anticuerpo. De esta manera, en la Fig. 48 se muestran
los resultados del bloqueo del CaSR sobre la mineralizacion de la matriz extracelular.
Particularmente, las imagenes de la Fig. 48A revelan una reduccién notable de la intensidad y
extension del marcaje del rojo de alizarina en las células cultivadas con 10 mM Ca** a las que
les fue bloqueado el CaSR (AntiCaSR + 10 mM Ca®*) respecto a las células no bloqueadas (10

mM Ca?"), siendo la intensidad de la tincion similar a la del control. Asimismo, en la Fig. 48B
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se muestra el grafico de barras de la cuantificacion del calcio depositado en la matriz
extracelular, siendo la cantidad de calcio encontrada en las MSCs blogueadas estadisticamente
igual a la encontrada en el tratamiento control a los 10 dias. A los 15 dias la cantidad de calcio
se redujo un 50% en comparacion con las células estimuladas con Ca®*. Estos resultados
confirman que el bloqueo del CaSR inhibe o reduce significativamente el efecto del tratamiento

con 10 mM Ca*".

A Ctrl 10 mM Ca?* Ost  AntiCaSR + Ca?*

3 Ctrl

10mM Ca 2*
3 Ost medium

@B AnticaSR + Ca 2*

10d 15d

Fig. 48 EI CaSR es el principal modulador del efecto del calcio extracelular en la mineralizacién. (A) Imagenes que
muestran los resultados de la tincién con rojo de alizarina en MSCs cultivadas durante 10 y 15 dias con medio
control, 10 mM Ca?", medio osetogénico (Ost medium) y bloqueo del CaSR + 10 mM Ca?". Se observa una marcada
reduccién de la mineralizacion de la matriz extracelular en las muestras AntiCaSR + 10 mM Ca?*. (B) grafico de
barras que representa la cantidad de calcio en la matriz extracelular de cada una de las muestras. Es de destacar que
como consecuencia del bloqueo del CaSR la cantidad de calcio fue estadisticamente igual al control a los 10 dias.
Mientras que a los 15 dias la cantidad de calcio fue la mitad de lo obtenido a partir de las MSCs cultivadas solo con
10 mM Ca*". * = p<0,05. ** = p<0,01. *** =p<0,001.
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5.4. Discusion

A partir de los resultados descritos en este capitulo se desprenden tres grandes conclusiones:
1) Las MSCs de médula dsea de rata expresan claramente el CaSR en condiciones basales v al
ser estimuladas con Ca?". 2) el tratamiento con 10 mM Ca®* sobre las MSCs ejerce un efecto
mitotico, quimiotactico e induce la diferenciacién hacia el linaje osteoblastico. 3) Todos los

efectos del calcio extracelular sobre las MSCs estan modulados por la activacion del CaSR.

En cuanto al primer punto, los resultados confirmaron la presencia del CaSR en las MSCs
a nivel genético y proteico, lo cual también fue reportado recientemente por otros autores
(Barradas et al., 2012). Particularmente, el ensayo de expresion genética del CaSR revel6 que
30 min de tratamiento con 10 mM de Ca?* aumenta la expresion del receptor 2,97 + 0,52 veces
respecto a la expresion en las células control. Lo cual indica la rapidez del efecto del calcio

sobre la expresion de dicho receptor en las MSCs.

Por otra parte, en los ensayos del WST-1 (Fig. 41) fue observado un aumento significativo
de la proliferacién en las MSCs cultivadas con 10 mM Ca?" respecto a las células control. En
contraste, el tratamiento con EGTA revel6 que la ausencia de calcio extracelular disponible
reduce la proliferacion de las MSCs. Estos resultados concuerdan con un estudio realizado en
MSCs de médula 6sea de rata, donde se demostr6 que el calcio extracelular induce la mitosis a
través de la activacion del CaSR, que a su vez activa la fosforilacion de la quinasa regulada por
sefiales extracelulares (ERK %) (Xu et al., 2012). Por tanto, es factible que el CaSR esté
directamente vinculado al efecto mitdtico observado en los resultados del presente capitulo. Este
resultado en particular difiere de lo observado en el capitulo anterior, donde se demostré que el
incremento de la concentracion de calcio no ejerce un efecto mitético sobre las EPCs. En
consecuencia, los resultados sugieren que las EPCs y las MSCs son sensibles a las variaciones

de calcio extracelular, sin embargo las respuestas celulares son diferentes en cada tipo celular.
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Desde el punto de vista de la ingenieria de tejidos 6seos la induccion de la quimiotaxis de
células madre, asi como la estimulacion de la diferenciacién de estas células hacia el linaje 6seo
son dos de los procesos de mayor importancia. Particularmente, en el ensayo de migracion
mostrado en la Fig. 42 se observa que existe un efecto quimiotactico dependiente de la
concentracion de calcio, donde el mayor efecto quimiotactico fue ejercido por el tratamiento con
10 mM de Ca*". Aunado a esto, el efecto quimiotactico causado por un agonista del CaSR (10
mM Mg®"), asi como la inhibicién del efecto quimiotactico del calcio al bloquear dicho
receptor, revel6 el papel clave que juega el CaSR en esta respuesta celular. Estos resultados
revelan un nuevo papel del CaSR y el Ca**, sobre las MSCs y también podrian explicar el efecto
quimiotactico ejercido por el vidrio bioactivo sobre células CD34", Stro-1" y CaSR™ (Tommila
et al., 2009). Sin embargo, en la ingenieria de tejidos, ademas de promover la movilizacién de
las células hacia la zona de interés, es necesario que se induzca la formacién de nuevo tejido (en
este caso 0seo). Por tanto, los resultados obtenidos en los diferentes ensayos de diferenciacion
realizados para comprobar la capacidad del calcio extracelular como agente inductor de

diferenciacion cobran una especial relevancia.

En particular, a nivel genético se encontré que el Ca®*, en comparacion con las células
control, induce la sobreexpresién de los diferentes marcadores osteogénicos evaluados Fig. 43.
Entre estos resultados fue especialmente relevante el hecho de que las MSCs tratadas con Ca*
durante 3-10 dias, mostraron el mayor indice de expresién de Col lal. Dado que el colageno
tipo | es una proteina mayoritaria en el tejido 6seo que juega un papel importante en la
nucleacion de los cristales de hidroxiapatita en la matriz 6sea mineralizada. La sobreexpresion
temprana y sostenida de este gen al estimular las MSCs con Ca** sugiere que el cation es capaz
de activar la osteogénesis en las MSCs. Asimismo, la inhibicion de la sobreexpresion del ALP y
el Col lal al bloquear el CaSR en las células tratadas con Ca** (Fig. 44), revel6 un nuevo papel
del CaSR como modulador de la osteogénesis en MSCs. La capacidad del calcio extracelular
como promotor de la expresion de marcadores 6seos, asi como la del CaSR en la modulacién de

dicha respuesta en las MSCs, no habia sido claramente demostrada hasta el presente estudio. Sin
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embargo, algunos autores han publicado resultados en los cuales se sefiala que altas
concentraciones de calcio extracelular (2,8-3,8 mM) en el medio induce a la maduracién de
células osteoblasticas MC3T3-E1 a través de la activacion del CaSR, observandose la
sobreexpresion de ciertos marcadores 6seos, tales como, OPN, OC y Col lal (Yamauchi et al.,
2005). En contraste, otros autores recientemente publicaron que el incremento de la expresion
de ciertos marcadores osteogénicos, tales como BMP-2, en MSCs humanas cultivadas con altas
concentraciones de calcio extracelular no eran moduladas por el CaSR, debido a que no
pudieron demostrar la activacion de dicho receptor bajo las condiciones experimentales
escogidas (Barradas et al., 2012). En este sentido, los resultados relacionados con el bloqueo del
CaSR cobran mayor relevancia, dado que demuestran que la inactivacion de dicha via de

sefializacion inhibe por completo el efecto del Ca®*.

En este mismo sentido, los ensayos de inmunofluorescencia, actividad de ALP y la tincion
con rojo de alizarina demostraron que el calcio extracelular no solo induce una mayor expresion
genética, sino que el tratamiento continuo con Ca”*, también incrementa la expresion de los
marcadores 6seos a nivel proteico y funcional (Fig. 45-47). Particularmente, los resultados aqui
presentados mostraron una mayor expresion de proteinas relacionadas con la formacion de
matriz extracelular 6sea (ALP, OPN y OC), asi como una mayor mineralizacion en los
tratamientos con presencia de 10 mM Ca?". En este Gltimo punto, es conveniente recordar que el
calcio extracelular es uno de los componentes esenciales en la mineralizacion de la matriz
extracelular 6sea, en consecuencia cabe la posibilidad de que la mayor disponibilidad de dicho
i6n incremente la mineralizacion de la matriz, sin que esto esté relacionado con la activacion
especifica de vias de sefializacidn. Para demostrar que los resultados en mineralizacion se deben
a un exceso de depdsitos de Ca?* en la matriz se bloqued el receptor. Los resultados apoyaron la
hip6tesis de que existe una via de sefializacion en las MSCs que es inhibida cuando se bloquea
el receptor (Fig. 48). Estos resultados aunados a los anteriores demuestran que un novedoso
papel del Ca?*/CaSR en la osteoinduccién que no habia sido descrita previamente en MSCs. Sin

embargo, en otros tipos celulares comprometidos con el linaje 6seo tales como los osteoblastos,
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se han reportado fendmenos similares. Especificamente, ha sido demostrado que el tratamiento
de osteoblastos con 10 mM de calcio extracelular durante 7 dias aumenta la mineralizacion de la
matriz extracelular, asi como la expresion genética de osteocalcina (Maeno et al., 2005). De
forma tal, que a la luz de los resultados presentados en este capitulo, sumados a los hallazgos de
otros autores que encontraron efectos similares al medir la mineralizacion en osteoblastos
cultivados con calcio y NPS89636 (agonista del CaSR) es posible que el CaSR también esté
intimamente involucrado en la modulacion de la mineralizacion observada en osteoblastos

(Dvorak et al., 2004).

Basandonos en todos los argumentos anteriores, se puede afirmar que Ca®*/CaSR juega un
papel clave en la movilizacion, proliferaciéon y diferenciacion de MSCs hacia el linaje 6seo.
Estas evidencias proponen un nuevo blanco terapéutico que puede ser explotado para
incrementar la eficiencia de las técnicas de ingenieria de tejidos 6seos. En la Fig. 49 se muestra
un esquema que permite explicar la relacion directa que tienen los resultados mostrados en el
presente proyecto de investigacion con la ingenieria de tejidos. Especificamente, proponemos
gue los materiales compuestos de fosfatos de calcio, tales como, el vidrio bioactivo llamado G5
al degradarse, liberan al medio extracelular iones calcio, fosfatos, entre otros (Navarro, Ginebra
e Planell, 2003; Navarro et al., 2003). Estos iones calcio aumentan la concentracién local de
dicho cation, creando un gradiente capaz de activar el CaSR*. Una vez activado el CaSR,
comienzan a producirse sefiales intracelulares relacionadas con la ruta de sefializacion de las
proteinas G, lo cual genera la fosforilacion de la fosfolipasa C (PLC), la tirosina quinasa y/o la
adenilato ciclasa, siendo todas estas sefiales las que desencadenan el aumento de la actividad de
la ERK % (Kifor et al., 2001; Ward, 2004; Dvorak-Ewell et al., 2011; Tharmalingam et al.,
2011). Una vez ERK %2 ha sido activada, en células del linaje osteoblastico puede conllevar al
aumento de la transcripcion del factor de transcripcion especifico de osteoblastos (cbfal) (Xiao
et al., 2002). Esta serie de eventos, induce a la movilizacion de las MSCs hacia la zona afectada
en donde ha sido implantado el andamio, se adhieren y comienza el proceso de diferenciacion

hacia el linaje osteoblastico. En consecuencia, crear biomateriales con una liberacion de calcio

123



extracelular controlada y continua podria ser una estrategia que aumente la eficiencia de los

materiales usados en la ingenieria de tejidos 6seos.
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Fig. 49 Diagrama resumen de las implicaciones de los efectos del calcio extracelular en la ingenieria de tejidos,

basado en los resultados mostrados en el presente trabajo de investigacion, aunados a conocimientos previos

reportados en la literatura.
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5.5. Conclusiones

Las evidencias aqui presentadas demuestran claramente el papel del calcio extracelular en la
promocion de quimiotaxis, proliferacion y diferenciacion osteogénica en células madre
mesenguimales por medio de la activacion del CaSR. Lo cual desvela el potencial uso
terapéutico del calcio extracelular y del CaSR con la finalidad de incrementar la eficiencia de
las estrategias utilizadas en ingenieria de tejidos. Asimismo, desde el punto de vista bioldgico,
los resultados mostrados en este capitulo podrian explicar un mecanismo a través del cual se
sincroniza el proceso de resorcion y la formacion de nuevo hueso durante la remodelacion dsea.
Mientras que desde el punto de vista de la ingenieria de tejidos 6seos, han sido presentados
argumentos que explican el posible mecanismo involucrado en la osteoinduccién producida por

biomateriales biodegradables compuestos por fosfatos de calcio.
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Capitulo VI: Papel del PLA/G5
y el calcio extracelular en la
regeneracion y formacion de
hueso in vivo
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6. Papel del PLA/G5 y el calcio extracelular en la
regeneracion y formacion de hueso in vivo

6.1. Introduccion

En los capitulos anteriores fueron presentados diferentes grupos de resultados que
demuestran la capacidad que tiene el calcio extracelular de inducir respuestas angiogénicas y
osteogénicas en EPCs y MSCs respectivamente. Asimismo, en el primer capitulo se
describieron algunas de las caracteristicas de los materiales biodegradables conocidos como
vidrios bioactivos, asi como las ventajas que poseen respecto a otros materiales basados en
fosfatos de calcio, tales como las ceramicas y los cementos, entre otros. Basados en estos
argumentos, se decidio utilizar el PLA/G5 como ejemplo de biomaterial biodegradable liberador
de calcio al medio extracelular y con potencial aplicacion terapéutica para promover la
regeneracién 6sea in vivo (Aguirre et al., 2012). En particular, fueron escogidos dos modelos in
vivo que permitieron evaluar por una parte el poder del PLA/G5 como sustituto 6seo in vivo al
ser implantado en defectos 6seos de céndilo femoral, mientras que el modelo del embrién de
pollo ex ovo permitié evaluar y comparar los efectos de los productos de la degradacion del
PLA/G5 y una concentracion conocida de calcio extracelular sobre la formacion de hueso y

vasos sanguineos.

6.1.1. Vidrios bioactivos en la Ingenieria de
Tejidos Osea

Un material es bioactivo cuando al ser implantado en el huésped es capaz de desencadenar
una serie de reacciones quimicas que promueven la formacién de una capa semejante a la
hidroxiapatita que le permite al material unirse firmemente al tejido 6seo sin observarse tejido
fibroso alrededor (Kokubo e Takadama, 2006). El primero en desarrollar un vidrio
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biodegradable y bioactivo, capaz de mimetizar la composicion de la matriz extracelular 6sea y
de integrarse de manera exitosa en el huésped fue el profesor Larry Hench en el afio 1969
(Jones, 2013). EI material creado por el profesor Hench es un vidrio biodegradable del sistema
Na,0-Ca0-Si0,-P,0s, cuya composicion es 46,1 mol% SiO,, 24,4 mol% Na,O y 26,9 mol%
CaO y que fue patentado con el nombre de “Bioglass ®”. La bioactividad de este material se
basa en la formacion de una capa de carbonato de calcio, semejante a la hidroxiapatita que
posee la capacidad de unirse firmemente al hueso del huésped (Rahaman et al., 2011). A partir
del Bioglass ® inicial, son multiples las modificaciones que han sido realizadas con la finalidad
de adaptar dicho material a diferentes aplicaciones especificas, siendo este el vidrio bioactivo

méas ampliamente evaluado a nivel clinico y experimental (Rahaman et al., 2011; Jones, 2013).

Un segundo tipo de vidrios bioactivos son los que han sustituido el SiO, del Bioglass ® por
B,0s, creando vidrios con la siguiente estructura quimica: 2Na,O-2Ca0-5B,0; (Zhao et al.,
2009; Pan et al., 2010). Este tipo de materiales tiene la ventaja de poseer una mayor velocidad
de degradacion y de formar mas rapido la capa de hidroxiapatita que el Bioglass © (Rahaman et
al., 2011). Sin embargo, el mayor problema de este tipo de materiales es la toxicidad asociada a
la liberacion de iones boro durante la degradacién del material, la cual ha sido observada

durante algunas pruebas in vitro y en ensayos in vivo en ratones (Rahaman et al., 2011).

El tercer tipo de vidrio bioactivo esta basado en fosfatos de calcio, donde el P,Os forma una
red con el CaO y el Na,O. Este tipo de biomateriales tienen un alto potencial en su aplicacién en
ingenieria de tejidos Gseos, debido a que sus componentes mimetizan completamente la
composicién de la matriz extracelular dsea, ademas su velocidad de degradacion puede ser
controlada al modificar su composicion (Navarro, Ginebra and Planell, 2003; Ahmed et al.,

2004a; b; Rahaman et al., 2011).
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6.1.2. Vidrios bioactivos como sustitutos oseos
in vivo

Hoy en dia son muchas las evidencias que apoyan los efectos beneficiosos de la
implantacion del vidrio bioactivo conocido como Bioglass © en la sustitucion de piezas 6seas.
Un ejemplo fue la rapida regeneracion del tejido déseo observada tras 6 semanas de la
implantacion de particulas de Bioglass ® 100-300 um en defectos femorales de 6 mm de conejo

(ver Fig. 50) (Oonishi et al., 1999).
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Fig. 50 Respuesta tisular a la implantacién de hidroxiapatita (izquierda) y el
Bioglass® (derecha) con el mismo tamafio de particulas (100-300 pm).
Figura modificada a partir de (Oonishi et al., 1999).

Otro estudio utilizando particulas de Bioglass ® de un rango de tamafios entre 300-355 pm
demostrd que el hueso del huésped es capaz de crecer entre las particulas con las que entra en
contacto, pero también se encontré que al cabo de 2 meses de implantacion el nuevo hueso se
habia formado entre las particulas aisladas. De esta manera, se probd que el Bioglass ® no solo
es capaz de inducir la osteointegracion con el hueso del huésped, sino que ademas promueve la
formacion de hueso a través de la osteoinduccion (Schepers e Ducheyne, 1997). Por otro lado,

un estudio comparativo realizado en defectos femorales de conejo demostré que las particulas
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de Bioglass ® de 100-300 pum inducen un mayor y mas réapido crecimiento del hueso que la
vitroceramica conocida como “A/W-glass-ceramic” y que las particulas de hidroxiapatita
sintética de 100-300 um (Oonishi et al., 2000). Pese a todos los estudios experimentales que
comprueban los efectos positivos de la implantacion del Bioglass ® como sustituto ¢seo, los
resultados a nivel clinico no han sido tan exitosos como se esperaba (Jones, 2013). Algunas de
las razones por las cuales este material no ha alcanzado el éxito esperado a nivel clinico es que
en la préctica se requiere un material que sea facilmente moldeable y adaptable al tamafio del
defecto del paciente, y el Bioglass ® no puede ser moldeado durante la cirugia. En consecuencia,
se realizaron estudios clinicos con particulas de diferentes tamafios de un material basado en la
composicion del Bioglass ®, este nuevo material es conocido como S53P4. Al implantar el
S53P4 en pequefios defectos 6seos maxilares fueron encontradas mejoras en la aplicabilidad y
en la formacion de hueso, observandose una mayor y mas rapida regeneracion del hueso en los
pacientes tratados con el S53P4 respecto a los que fueron tratados con hueso autélogo (ver Fig.
51) (Turunen et al., 2004). Sin embargo, en los estudios clinicos realizados tanto con Bioglass ©
como con el S53P4, se ha reportado que tras 11 afios de la implantacion adn se encuentran
particulas del biomaterial en el huésped, lo cual indica que la velocidad de degradacion es muy
lenta (Jones, 2013). En este sentido, una de las desventajas que tienen tanto el Bioglass ® como
el S53P4 es que no pueden ser producidos como vidrios bioactivos amorfos, debido a que
cristalizan durante la sintesis, motivo por el cual tienen una menor velocidad de degradacion a la

requerida (Chen, Thompson e Boccaccini, 2006).

Fig. 51 Iméagenes representativas de fotografias electronicas del maxilar de pacientes tratados con particulas
de S53P4 (A), y un paciente tratado con hueso autélogo (B), ambas fotografias fueron tomadas tras 62
semanas de la implantacién. Imagen extraida de (Turunen et al., 2004) . B: hueso. BG: vidrio bioactivo. LW:
pared lateral del maxilar.
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Un tercer tipo de vidrio bioactivo es el vidrio conocido como G5, el cual es un vidrio
biodegradable del sistema 44,5 % P,0s- 44,5 % CaO- 6% Na,O- 5% TiO, cuyo hombre se debe
a que posee un 5 % de 6xido de titanio (Navarro et al., 2003). El G5 posee una rapida tasa de
degradacion y por tanto una alta capacidad de liberar iones calcio y fosforo al medio
extracelular, pudiendo ser modificada la velocidad de degradacién al variar la concentracién de
titanio en la composicion del vidrio (Navarro et al., 2003). Diversas pruebas han sido realizadas
para evaluar el potencial del G5 como sustituto 6seo, la mayoria de estas pruebas han sido
realizadas in vitro. Un ejemplo de ello, son los resultados publicados por nuestro grupo de
investigacion recientemente, donde se demostrd que los andamios de PLA/G5 inducen sefales
pro-angiogénicas sobre EPCs mediante la activacion del CaSR (Aguirre et al., 2012).
Particularmente, dichos resultados mostraron que tanto la interaccidon directa de las EPCs con el
andamio de PLA/G5, como la interaccion indirecta mediante la liberacién de iones calcio al
medio extracelular inducen quimiotaxis, sobreexpresion de VEGF, IGF-1, CD31, HIF (factor
inducible por hipoxia), MMP2 (metaloproteinasa tipo 2), VEGFR-2, entre otros genes
involucrados en las rutas de sefializacidn pro-angiogénicas, siendo ademas inhibidas todas estas

sefiales al ser bloqueado el CaSR (ver Fig. 52).
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Fig. 52 Efectos proangiogénicos directos e indirectos del PLA/G5 sobre EPCs. Figura extraida de (Aguirre et al.,
2012).

En cuanto al efecto del G5 en la regeneracion del hueso, fue realizado un estudio

comparativo entre diferentes materiales basados en fosfatos de calcio, entre los que se
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encontraban dos composiciones del vidrio bioactivo GO (cuya composicion es P,0s-CaO-Na,0)
y el G5, ambos implantados en forma de particulas en un rango de 150-300 um dentro de
defectos femorales de conejo (Sanzana et al., 2008). Los resultados del mencionado articulo
sugieren que tanto el G5 como el GO promueven la regeneracion dsea en defectos femorales de
conejo tras 12 semanas de implantacién, sin observarse diferencias significativas entre el GO y
el G5. Basados en dichos hallazgos previos, y a la poca informacién respecto a la capacidad del
G5 como inductor de la regeneracion del tejido 6seo y a los efectos angiogénicos in vivo, en el
presente proyecto de investigacion se decidio utilizar los andamios de PLA/G5 como modelo de
un biomaterial poroso, capaz de liberar iones calcio al medio extracelular para el analisis in vivo

de la regeneracion del tejido 6seo vascularizado (Navarro et al., 2003; Aguirre et al., 2012).

6.1.3. Embrion de pollo como modelo para
evaluar angiogénesis

Uno de los mayores problemas en la evaluacién de las sefiales angiogénicas es encontrar
técnicas sencillas, reproducibles y cuantitativas que permitan llegar a conclusiones certeras
acerca de los tratamientos aplicados (Auerbach, Auerbach e Polakowski, 1991). En este sentido,
la membrana corioalantoidea (CAM) del embrién de pollo ha sido utilizada desde los afios 50
como modelo para la evaluacion de respuestas pro y anti angiogénicas in vivo, debido al rapido
desarrollo de los vasos sanguineos en el embrion de pollo, la fécil visualizacion de los mismos
dentro (in ovo) y fuera del huevo (ex ovo), y a que se pueden aplicar con facilidad diferentes
condiciones experimentales (Auerbach et al., 1974). Pese a estos argumentos, este modelo
posee la limitacién de que los resultados obtenidos siguen siendo poco cuantitativos y por ello

su interpretacion complicada.
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Sin embargo, son muchos los estudios que han utilizado la CAM como modelo
experimental para la evaluacién de factores con un potencial efecto sobre la angiogénesis
(Ribatti et al., 1996; Deryugina e Quigley, 2008). Un ejemplo de ello es la evaluacion del efecto
de factores pro-angiogénicos tales como el VEGF y el FGFb administrados por medio de
matrices de fibrina sobre la CAM, encontrandose una mayor densidad de vasos sanguineos
alrededor de la region en la cual se colocaron las matrices cargadas con las sustancias
angiogénicas (Vargas et al., 2007). Otros autores publicaron un procedimiento para evaluar el
efecto de factores pro o antiangiogénicos usando como vehiculo matrices de gelatina en las
cuales se diluye la sustancia que se desea probar. Una vez preparada la gelatina se coloca sobre
la CAM de embriones de 8 dias de desarrollo permitiendo la interaccion de la gelatina con la
CAM hasta el dia 12 desarrollo, dia en el cual se cuentan los vasos sanguineos y las
ramificaciones que se encuentren alrededor de la sustancia de prueba (Fig. 53) (Ribatti et al.,
2006). Por medio de éste procedimiento, los autores evaluaron el efecto proangiogénico
ocasionado por la implantacion de células tumorales sobre la CAM. Asimismo, la CAM es uno
de los modelos de investigacion mas utilizados en la evaluacion de metastasis tumoral y

migracion celular (Cimpean, Ribatti e Raica, 2008; Lokman et al., 2012).

Blood vessel
5 Sponge
0 1 2
3 4 5

Fig. 53 Diagrama ilustrativo del procedimiento desarrollado por (Ribatti et al.,
2006) para la evaluacion de factores angiogénicos. Las imagenes muestran una
escala representativa para realizar la medicién semicuantitativa de la formacién de
vasos sanguineos alrededor del implante. Figura extraida de (Ribatti et al., 2006).
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6.1.4. Desarrollo embrionario del pollo

El pollo (Gallus gallus), al ser un ave, lleva a cabo su desarrollo embrionario dentro del
huevo, protegido por una céscara rigida permeable al gas y que esta compuesta principalmente
de carbonato de calcio. Dentro del huevo el embridn se encuentra recubierto por 3 membranas
embrionarias: el amnios, el corion y la membrana corioalantoidea (CAM). Durante su desarrollo
el embridn tiene acceso a todo lo necesario para cubrir sus necesidades. El vitelo provee los
nutrientes, el amnios se encarga de proteger al embrion de la deshidratacion, el alantoides es el
reservorio del material de desecho y la CAM lleva a cabo el intercambio de gases del embridn

con el exterior (Fig. 54) (Hamburger e Hamilton, 1992).

Fluido
Membrana Amnios  amnidtico
Corioalantoidea Baiiisn
(CAM)

Céscara gas

permeable )
Albumina

Saco aéreo

Alantoides

Saco vitelino Vitelo
(nutrientes)

Fig. 54 Diagrama representativo del desarrollo de un embrién de pollo en el huevo, donde se muestra la posicion
del embrion, asi como la de las diferentes membranas en las que se encuentra envuelto el embrién.

El desarrollo embrionario del pollo es un proceso relativamente rapido, ya que en 21 dias de
incubacion a 37 °C y a una humedad relativa de 80-90% los embriones de pollo eclosionan del
huevo. El primer paso en el desarrollo del embrion de pollo es la formacion del sistema

cardiovascular, pudiéndose observar a las 50 horas de desarrollo un sistema cardiovascular
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cerrado, compuesto por una sencilla red de vasos sanguineos y un 6rgano pulsatil tubular que
dard lugar al corazén en las siguientes etapas del desarrollo (Fig. 55) (Hamburger e Hamilton,

1992).

Cabeza
; Fig. 55 Embrién de
extraembrionarios desarrollo. Se observa
el desarrollo de los
Vasos sanguineos
Corazon primitivo extraembrionarios, el
organo pulsatil
e (corazén primitivo), y
Embrion el embrion en el

estadio 17 (52-64
horas) segun el manual
de (Hamburger e

I Vitelo Hamilton, 1992).

Hasta los dias 11-12 de desarrollo los vasos sanguineos extraembrionarios de la CAM se
encuentran bajo un constante proceso de generacion, anastomosis y maduracién. Por ello, entre
los dias 8-10, el plexo vascular de la CAM es altamente sensible a los efectos de factores que

estimulen o repriman la angiogénesis (Deryugina e Quigley, 2008).

Desde el punto de vista del sistema esquelético, el embrién de pollo desarrolla su sistema
esquelético como un sistema cartilaginoso que mediante un proceso de osificacion
intramembranoso pasa a ser un sistema de soporte osificado (Thompson, Owens e Wilson,
1989). Segun algunos autores el proceso de osificacion de las extremidades del embridn en el
huevo comienza alrededor de los 9 dias de desarrollo (estadio 35), etapa en la cual comienzan
los cambios morfolégicos caracteristicos de la formacién del tejido 6seo (Pechak, Kujawa e
Caplan, 1986a). Sin embargo, es alrededor de los 18 dias de desarrollo (estadio 44) cuando el
tejido 6seo estd completamente formado, observandose incluso centros de resorcién activos en

las extremidades del embrion (Pechak, Kujawa e Caplan, 1986b).

135



6.1.5. Uso del modelo de embrion de pollo para
la evaluacion de biomateriales in vivo

Durante los Gltimos afios diversos investigadores del campo de la ingenieria de tejidos han
utilizado la CAM como modelo para la evaluacion de la biocompatibilidad y la formacion de
vasos sanguineos inducidos por biomateriales in vivo. Este hecho se debe en parte a los
argumentos mencionados en la seccidn anterior respecto a las ventajas de la CAM como modelo
para evaluar la formacién de vasos sanguineos in vivo, asi como la importancia que tiene en la

ingenieria de tejidos la induccion de la angiogénesis.

Un ejemplo del uso de la CAM en la ingenieria de tejidos son los resultados publicados en
el afio 2001, donde los autores evaluaron los efectos en angiogénesis e inflamacion provocados
por la implantacion de dos polimeros de polivinilo PVC06 y PVC36, asi como un polimero de
poliuretano (Tecoflex ®), una membrana de colageno/elastina (Bioplex Medical BV, NL) y papel
de filtro (Whatman N°1) sobre la membrana corioalantoidea de embriones de pollo (Zwadlo-
Klarwasser et al., 2001). En el estudio mencionado, los autores encontraron que los 3 polimeros
evaluados poseen un claro efecto antiangiogénico, mientras que el papel de filtro y las
membranas de colageno/elastina inducen el aumento de la cantidad de vasos sanguineos
alrededor de la regién donde fueron implantados. Sin embargo, dichos autores lograron
determinar que la angiogénesis observada en el caso del papel de filtro esta ocasionada por la

induccioén de una respuesta inflamatoria en la CAM (Zwadlo-Klarwasser et al., 2001).

Otros investigadores, utilizaron la CAM del embrién de pollo para evaluar el efecto de la
liberacion de VEGF a partir de andamios de policaprolactona recubiertos con colageno (Singh,
Wu e Dunn, 2012). Particularmente, los autores demostraron que los andamios de
policaprolactona recubiertos con colageno por si solos son incapaces de inducir angiogénesis in
vivo, sin embargo, aquellos andamios que liberan VEGF promueven la formacion de vasos

sanguineos alrededor del implante.
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Recientemente fue publicado un articulo en el cual se utilizé el sistema de cultivo de
embrion de pollo ex ovo (fuera del huevo), con la finalidad de evaluar la biocompatibilidad, el
poder angiogénico y el efecto sobre la formacion del hueso ejercida por los andamios de
Bioglass ®. Los hallazgos publicados en dicho articulo les permitieron a los investigadores
demostrar la biocompatibilidad del material, debido a que no caus6 efectos nocivos en el
desarrollo de los embriones (Fig. 56). Asimismo observaron que los andamios de Bioglass ©
indujeron una mayor formacion de hueso en los embriones expuestos a dichos andamios, sin

embargo no se observaron efectos significativos sobre la formacion de vasos sanguineos

(Vargas et al., 2009).

A

Fig. 56 Efecto de la implantacion del Bioglass ® en la formacién de hueso y la angiogénesis ex ovo. A la izquierda
(A) se observan dos huesos de la extremidad inferior de embriones de pollo. El hueso tefiido de azul (cartilago)
corresponde al control donde no se colocé implante, mientras que el hueso tefiido de rojo (tejido 6seo) corresponde a
un embrién de pollo que se ha desarrollado con Bioglass ®. A la derecha (B) se muestra que el andamio de Bioglass ®
no ejerce efectos sobre la formacion de vasos sanguineos, sugiriendo que es biocompatible e inerte desde el punto de
vista de la formacion de vasos sanguineos. Imagenes extraidas de (Vargas et al., 2009).

Basados en todos los argumentos descritos previamente, se decidi6 utilizar el embrion de

pollo como modelo para la evaluacion y comparacion de los efectos que promueve el calcio
extracelular, asi como un biomaterial liberador de calcio (G5) en la formacién de hueso y vasos

sanguineos in vivo.
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6.2. Objetivos

- Evaluar el efecto de la implantacion de andamios de PLA y PLA/G5
(50 %) durante 3 y 15 dias en defectos de condilo femoral de rata
en la induccién de seiales pro-angiogénicas y pro-osteogénicas in

vivo.

- Evaluar el papel del PLA y el PLA/G5 (50%) en la regeneracion del
tejido oseo en defectos en defectos de condilo femoral de rata, tras

3,15, 30y 60 dias de implantacion.

- Comparar el efecto angiogénico del PLA/G5 y el calcio extracelular

in vivo.

- Evaluar el efecto indirecto del PLA/G5 y el calcio extracelular
sobre la induccion de la formacion del tejido 6seo en el embrién de

pollo.
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6.3. Resultados

En el presente documento ha sido presentada una serie de resultados que demuestran la
importancia del papel que juegan el CaSR y el calcio extracelular en la induccién de sefiales
pro-angiogénicas y pro-osteogénicas en las EPCs y las MSCs respectivamente. Sin embargo, se
desconoce si estas sefiales pueden ser observadas in vivo y si un material biodegradable
compuesto de fosfatos de calcio, tal como el G5, puede ser capaz de ejercer sefiales similares a
las observadas con el calcio extracelular in vitro. En este sentido, a continuaciéon se muestran los
resultados obtenidos tras la implantacion de andamios porosos de PLA y PLA/G5 en defectos

de condilo femoral de rata.

6.3.1. Extraccion y verificacion de la integridad
del ARN

El ARN se aisl6 siguiendo el procedimiento descrito en el capitulo Il. Una vez obtenido, se
realizd la cuantificacion y la verificacion de la integridad del ARN, con la finalidad de
comprobar la cantidad, calidad y funcionalidad del mismo. En la Fig. 57 se encuentra una serie
de imagenes correspondientes a la verificacién de la integridad del ARN. Particularmente, se
observa en la Fig. 57A que el ARN aislado a partir de las 6 condiciones experimentales
conservo su integridad. Por otra parte, la cuantificacién del ARN demostr6 que se obtuvo mayor
cantidad de material genético a partir de las muestras provenientes de los tratamientos de 15
dias (Fig. 57B). Por (ltimo, con la finalidad de corroborar la integridad y funcionalidad del
ARN, se realiz6 un ensayo de PCR en el cual se midié la expresion del gen constitutivo
conocido como PO (Fig. 57C). En este sentido, los resultados de esta serie de pruebas
demuestran que el ARN aislado es apto para realizar una evaluacion detallada de la expresion

genética.
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Fig. 57 Integridad del ARN. En la parte superior se encuentra la imagen correspondiente a la electroforesis del ARN,
donde se puede observar que la mayor proporcion del ARN, correspondiente a las 6 condiciones, se encuentra en
buen estado (A). El en cuadro mostrado en la esquina inferior izquierda se encuentra la tabla correspondiente a la
concentracion de ARN de cada una de las 6 condiciones experimentales (B). Por ltimo en la esquina inferior derecha
se observa el resultado de una PCR clasica donde se midi6 la expresion de un gen constitutivo (P0) que se realizd
para verificar la funcionalidad del ARN (C),
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6.3.2. Andlisis genético de multiples marcadores
osteogénicos in vivo

Una vez realizada la comprobacion de la integridad del ARN extraido, se procedié a realizar
el andlisis de la expresion de un amplio rango de genes involucrados en la formacién del hueso.
Este analisis fue realizado mediante el uso del kit de “Osteogenesis PCR Array” y siguiendo los
procedimientos descritos en el capitulo 1. En este sentido, en la Fig. 58 se observan los perfiles
de expresion de las extremidades a las cuales les fue implantado el andamio de PLA/G5 relativo
al perfil de expresion en las extremidades donde fue implantado el PLA. En este punto es
importante resaltar que las muestras provenientes de los defectos femorales donde no se
implantaron andamios, no pudieron ser evaluadas mediante esta técnica, debido a que la
expresion de los genes evaluados estuvo por debajo del limite de deteccion tanto a los 3 dias
como a los 15 dias. En consecuencia, fue imposible comparar los niveles de expresion de las

muestras sin implante respecto a las muestras donde fue implantado el PLA y el PLA/GS5.

Particularmente, en la Fig. 58 se observa que el 100 % de los genes evaluados a los 3 dias
post-implantacion se encuentran fuertemente sobreexpresados en las muestras correspondientes
a la implantacion del PLA/G5 en relacién con la expresion en los defectos femorales donde se
implanté el PLA. Mientras que a los 15 dias post-implantacion, los perfiles de expresion
cambian, observandose un 24 % de genes sobre-expresados y un 3 % de genes reprimidos en los
defectos femorales tratados con PLA/G5, mientras que no se observaron diferencias
significativas en la expresién del resto de genes evaluados. Dentro del 24 % de genes sobre-
expresados se encuentran el receptor tipo | de la morfoproteina dsea (Bmprlb), el colageno |
(Col 1al), el colageno 1l (Col 2al), receptor tipo 1 y tipo 2 del factor de crecimiento
fibrobastico (Fgfrl y Fgfr2), la molécula de adhesion intracelular (Icam), la fibronectina (Fnl),
integrina beta 1 (ltgbl), el factor de transcripcion especifico de osteoblastos (Runx2), el

homologo tipo 2 de la proteina “MAD” (Smad2), el homoélogo de la proteina “Twist” de
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Drosophila (Twistl), entre otras, estando todos estos genes intimamente involucrados en la

osteogénesis.
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Fig. 58 Andlisis genético de multiples marcadores relacionados con la
formacion de hueso “Osteogenesis PCR Array”. En la imagen se puede
observar el nivel de expresion de los diferentes marcadores éseos en las
muestras donde fueron implantados los andamios de PLA/G5 en
comparacion con las muestras donde fueron implantados los andamios de
PLA. Los periodos de tiempo evaluados, fueron 3 y 15 dias. Los cuadros
en rojo representan genes sobre expresados, mientras que los cuadros
marcados en verde representan genes reprimidos en comparacion con el
control.
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Mientras que los genes reprimidos en las muestras de PLA/G5 fueron el colageno tipo 4
(Col 4al), el factor de estimulacién de colonias de granulocitos (cfs3) y el receptor tipo 2 del
factor de crecimiento transformante B (tfgbr2). Los cuales son genes involucrados en la
inhibicion de la angiogénesis, activacion y diferenciacion de células inflamatorias (macréfagos
y granulocitos), y la estimulacion de procesos cancerigenos, disminucion de la proliferacion en
celulas madre mesenquimales, entre otras funciones relacionadas con procesos contrarios a la
formacion de hueso. En consecuencia, los resultados del analisis del perfil de expresion
asociado con la formacién de hueso sugieren que el PLA/G5 es capaz de promover la expresion

genética de maltiples genes involucrados con la formacion de hueso en la zona.

6.3.3. Analisis genético de miultiples marcadores
angiogénicos in vivo

Con el objetivo de determinar el perfil genético asociado a la expresion de genes
angiogénicos, se utilizo el kit comercial de “Angiogenesis PCR Array”. En este sentido, en la
Fig. 59 se observan los perfiles de expresion donde fue implantado el andamio de PLA/G5
relativo al perfil de expresion en las extremidades donde fue implantado un andamio de PLA.
En este punto es importante resaltar que las muestras provenientes de los defectos femorales
donde no se implantaron andamios no pudieron ser evaluadas mediante esta técnica, debido a
que la expresion de los genes evaluados estuvo por debajo del limite de deteccién tanto a los 3

dias como a los 15 dias.

Particularmente, en la Fig. 59 se observa que a los 3 dias de implantacion el tejido en los
defectos femorales tratados con PLA/G5 present6 la sobreexpresion de un 38 % de los genes
evaluados, estando todos ellos intimamente involucrados en la sefializacion temprana de la
formacion de nuevos vasos sanguineos. Mientras que a los 15 dias de tratamiento se observo un
perfil genético complejo, donde hay un 41% de genes reprimidos y un 27% de genes

sobreexpresados. Sin embargo, en este punto es relevante destacar que no todos los genes
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reprimidos son genes pro-angiogénicos. En este sentido, se observaron genes reprimidos que
estan involucrados en procesos tumorales, inflamacion e incluso la inhibicion de la
angiogénesis, tales como el proto-oncogen C-Akt (aktl), la proteina atrayente de monocitos
(ccl2), la endostatina (col18al), la cadena alfa3 del coldgeno tipo 4 (col4a3), el interferon alfa 'y

beta (ifnal e ifnbl), entre otros.
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Fig. 59 Andlisis genético multiple de marcadores relacionados con la formacion de vasos sanguineos
“Angiogenesis PCR Array”. En la imagen se puede observar el nivel de expresion de los diferentes
marcadores relacionados con la formacidn de vasos sanguineos en las muestras donde fueron implantados
los andamios de PLA/G5 en comparacién con las muestras donde fueron implantados los andamios de PLA.
Los periodos de tiempo evaluados, fueron 3 y 15 dias. Los cuadros en rojo representan genes sobre
expresados, mientras que los cuadros marcados en verde representan genes reprimidos en comparacién con
el control.
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Tomando en cuenta todos estos argumentos, al analizar la funcion de los genes sobre-
expresados asi como los genes reprimidos a los 15 dias de tratamiento, se encontrd que la
expresion del 40% de los genes en las muestras de PLA/G5 promueve la angiogénesis. Lo cual
es un indicativo de que el PLA/G5 estimula la formacion de vasos sanguineos. Sin embargo, es
necesario realizar nuevos estudios para confirmar la formacidén de nuevos vasos sanguineos en

las zonas afectadas.

6.3.4. PCR en tiempo real in vivo

En la Fig. 60 se observan cuatro gréaficos de barras que corresponden a la expresion genética
en las zonas donde se implantaron andamios de PLA, PLA/G5 o donde no se colocé implante.
Particularmente, se determin6 que la expresién del VEGF-A a los 15 dias post-implantacion en
los defectos 6seos donde fueron implantados los andamios de PLA/G5 presentaron la mayor
expresion de todos los tratamientos, siendo 4 veces mayor a la expresion en los tratamientos sin
implante (Empty) (Fig. 60A). Del mismo modo, al analizar la expresion de la metaloproteinasa
2 (MMP2) (fig. 60B), se observé la mayor expresion de todos los tratamientos en los defectos
6seos donde se implanté el PLA/G5, siendo esta expresion 4 veces mayor a la de las muestras
sin implantes. En cuanto a la expresion de la morfoproteina 6sea tipo 2 (BMP2), nuevamente la
mayor expresion se observé en los tejidos donde fue implantado el PLA/G5 después de 15 dias
de implantacién, siendo éste un indicador importante de la induccion de procesos de
osteogénesis y formacién de hueso en la zona de interés (Fig. 60C). El cuarto marcador
evaluado fue la metaloproteinasa 9 (MMP9), la cual expres6 un perfil especialmente interesante,
dado a que tanto a los 3 como a los 15 dias el tratamiento que indujo la mayor expresion fue el
PLA/G5. Sin embargo, es importante resaltar que la expresion a los 15 dias tanto en el PLA
como en el PLA/G5 fue menor a los niveles de expresion observados a los 3 dias. En
consecuencia, estos resultados sugieren que la expresion de la MMP9 esta disminuyendo (Fig.

60D).
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Fig. 60 PCR en tiempo real para medir la expresion de VEGF-A (A), metaloproteinasa 2 (MMP2) (B),
morfoproteina 6sea tipo 2 (BMP2) (C), y la metaloproteinasa 9 (MMP9) (D). La expresion genética fue evaluada en
las muestras donde no se coloc6 implante (Empty), muestras donde se implantd PLA y PLA/G5. La expresion
genética fue determinada por medio del método del AACT usando la expresion de las muestras sin implante (Empty)
como referencia.

6.3.5. uCT Ex vivo

El andlisis del uCT ex vivo se utiliz6 con la finalidad de cuantificar la formacién de hueso
en la region donde fue realizado el defecto 6seo. En este sentido, se realizé un seguimiento de la
formacion del hueso en 4 periodos de tiempo diferentes: 3 dias, 15 dias, 30 dias y 60 dias. En la
Fig. 61 se observan imagenes correspondientes a las radiografias de rayos X realizadas en los
fémures donde se implantaron los andamios de PLA y PLA/G5, y los fémures sin implantes
(empty) a los 3 y 15 dias posteriores a la cirugia. Particularmente, estas radiografias revelan que
durante estos cortos periodos de tiempo no hubo formacién de hueso significativa en ninguno de

los defectos 6seos.
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PLA/G5 3d

Fig. 61 Radiografias de rayos X realizadas mediante la técnica del UCT ex vivo. Los circulos rojos sefialan la region
donde fue realizado el defecto femoral. Fémures sin implante (Empty), fémures donde se implantaron andamios de
acido polilactico (PLA), fémures donde se implantaron andamios de PLA/G5 (PLA/G5).

Sin embargo, en la Fig. 62 se puede observar claramente que a partir de los 30 dias
posteriores a la cirugia todas las condiciones evaluadas expresan diferentes grados de formacién
de hueso en la regién del fémur donde se realizé el defecto. Asimismo es de resaltar el hecho de
que en los fémures donde se implantaron los andamios de PLA/G5 la formacion de hueso fue
mucho mayor a la observada con los andamios de PLA. Especialmente a los 60 dias posteriores
a la cirugia se observo que en los fémures donde se implant6 el PLA/G5 el defecto 6seo fue
recubierto por nuevo tejido éseo. Demostrandose asi la induccidén de la regeneracion Gsea

ejercida por los andamios que contienen G5.
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PLA 30d PLA/G5 30d

donde fue realizado el defecto femoral. Fémures sin implante (Empty), fémures donde se implantaron andamios de
acido polilactico (PLA), fémures donde se implantaron andamios de PLA/G5 (PLA/G5).

Por Gltimo, con la finalidad de obtener datos cuantitativos acerca de la formacion de nuevo
tejido dseo se realizd la cuantificacion de la densidad 6sea, mediante el céalculo de la fraccion
6sea del volumen en el defecto del condilo femoral. Al cuantificar la cantidad de tejido dseo se
obtuvo el gréfico de barras que se muestra en la Fig. 63. En dicha figura se observa claramente
que la mayor fraccion de tejido 6seo fue inducida por los andamios de PLA/G5 al cabo de 30 y
60 dias, siendo esta diferencia significativa respecto a la fraccion de tejido dseo correspondiente
a los fémures a los que se implantaron andamios de PLA y los fémures donde no hubo implante.
Estos resultados, sugieren que el G5 contenido en los andamios de PLA/G5 ejerce un efecto

positivo en la regeneracién del tejido 6seo dafiado.
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Fig. 63 Fraccion 6sea del volumen. La fraccion 6sea del volumen es la proporcién de tejido 6seo que se encuentra en
el volumen correspondiente al defecto femoral. Volumen éseo (BV). Volumen Total (TV). Fémures sin implante
(Empty), fémures donde se implantaron andamios de &cido polilactico (PLA), fémures donde se implantaron
andamios de PLA/G5 (PLA/G5). * = p<0,05. ** = p<0,01.

6.3.6. El calcio extracelular como factor
angiogénico in vivo

Con la finalidad de evaluar el poder angiogénico del calcio extracelular se desarrollé un
ensayo de angiogénesis sobre la CAM, en el cual se utilizaron 6 tipos de tratamientos (Fig. 64):
1) tratamiento control, en el cual no se coloco implante. En este tratamiento, se pudo observar
el desarrollo normal del embrién de pollo, asi como la vascularizacion normal de la CAM. 2)
Matrigel GFR, el matrigel GFR es un gel comercial con una baja concentracion de factores de
crecimiento, que fue utilizado como vehiculo del calcio extracelular. Por ello fue realizado un
tratamiento donde se evalu6 el poder angiogénico del Matrigel GFR (blanco), encontrandose
que dicho gel no es capaz de ejercer efectos angiogénicos significativos sobre los vasos

sanguineos de la CAM. 3) PLA: los andamios de PLA tampoco fueron capaces de generar un
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efecto significativo sobre la red vascular cercana al andamio, en consecuencia no poseen efectos
angiogénicos. 4) 1 yg/mL de VEGF disuelto en matrigel GFR fue utilizado como control
positivo. En este caso se pudo observar el crecimiento de vasos sanguineos alrededor del
implante, asi como la ramificacion de los vasos cercanos al mismo. 5) PLA/G5: los andamios
gue contienen 50 % de G5 al cabo de 5 dias en contacto con la CAM fueron capaces de atraer
numerosos vasos sanguineos alrededor del andamio, observandose una alta densidad de vasos
envolviendo el andamio. 6) Los implantes de matrigel GFR suplementados con 100 mM de
Ca”* también generaron una potente accién angiogénica donde se pudo observar una amplia red
vascular en la region cercana al implante, asi como una densa ramificacion de los vasos
sanguineos cercanos. Estos resultados sugieren que tanto los materiales liberadores de iones
calcio (PLA/G5) como las altas concentraciones de calcio extracelular son capaces de ejercer un

potente efecto proangiogénico in vivo.

CONTROL (No implant) fMatrigeI GFR (Blank)
7 \ \

Fig. 64 Ensayo de angiogénesis sobre la CAM. En la figura se observa la apariencia normal de un embrién de
pollo de 13 dias de desarrollo (control) en el cual no se coloco implante. El matrigel GFR (matrigel con una
reducida cantidad de factores de crecimiento) no gener6 ningin tipo de respuesta angiogénica. Asimismo, los
andamios de PLA no indujeron efectos pro-angiogénicos. En contraste la liberacion de VEGF por parte de
Matrigel GFR cargado con 1 pg/mL de VEGF (control positivo) indujo la formacién y ramificacidn de vasos
sanguineos alrededor del implante. Similarmente, los implantes de PLA/G5 indujeron la formacién de vasos
sanguineos alrededor de los andamios, observandose un alto grado de vascularizacion en el implante.
Analogamente, el matrigel GFR cargado con 100 mM de Ca?* promovié la formacién una amplia red
vascular alrededor del gel, encontrandose una alta densidad de vasos sanguineos en la region del implante.
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La cuantificacion de vascularizacion alrededor de los diferentes implantes se realizd
mediante la cuantificacién de los pixeles correspondientes a los vasos sanguineos en cada una
de las imagenes. De esta forma, se obtuvo el grafico de barras de la Fig. 65, donde se corroboran
que los tratamientos de PLA y Matrigel GFR indujeron una menor densidad de vasos
sanguineos alrededor de los andamios. Asimismo, la cuantificacién de la densidad de vasos
sanguineos demostrd que el PLA/G5 induce mayor vascularizacion del andamio al compararlo
con el PLA sin vidrio. Sin embargo, la mayor densidad de vasos sanguineos fue observada
alrededor de los implantes de Matrigel GFR + 100 mM de Ca*, siendo incluso mayor a la

vascularizacion inducida por el control positivo (Matrigel GFR + 1 pg/mL VEGF).
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Fig. 65 Cuantificacion de la densidad de vasos sanguineos que rodean los implantes colocados sobre la membrana
corioalantoidea (CAM). Diferentes imagenes de cada uno de los tratamientos aplicados fueron analizadas por medio
de un software de tratamiento de imagenes (Adobe Photoshop), con la finalidad de cuantificar el nimero de pixels
que ocupan los vasos sanguineos alrededor de los implantes. El grafico de barras muestra que el Matrigel GFR
suplementado con 100 mM de calcio indujo la mayor densidad de vasos sanguineos de todos los tratamientos, incluso
mayor a la densidad observada en el control positivo (Matrigel GFR + 1 pg/mL de VEGF). Asimismo, el PLA/G5
indujo una mayor densidad de vasos sanguineos respecto al PLA y el Matrigel GFR. * = p<0,05. ** = p<0,01.

6.3.7. Efecto de la liberacion de calcio
extracelular sobre la formacién de hueso in vivo

Siguiendo el procedimiento descrito en el capitulo I, los embriones fueron sometidos a 6

tratamientos diferenciales, en donde se colocaron implantes sobre la CAM y se permitid su
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degradacion e interaccion con la CAM durante 5 dias. Debido a que todos los implantes
colocados son biodegradables, los productos de la degradacién de los mismos entraron en
contacto con el embrién, ocasionando efectos indirectos sobre el desarrollo. En este sentido, en
la Fig. 66 se observa que los huesos de los embriones sin implante (control) presentaron una
coloracion azul después de ser tefiidos con azul de alcian/rojo de alizarina tal y como fue
descrito en el Capitulo Il. La coloracion azul sugiere la presencia mayoritaria de cartilago en el
hueso en desarrollo. Semejantes resultados fueron observados al analizar los huesos
correspondientes a los embriones donde fueron implantados los geles de matrigel GFR (blanco)
y los andamios de PLA. En contraste, los huesos correspondientes a los embriones expuestos a
matrigel GFR suplementado con 1 pg/mL de VEGF, presentaron zonas marcadas de color rojo
correspondiente a la presencia de tejido Oseo. Asimismo al analizar las muestras
correspondientes a los embriones tratados con PLA/G5 y matrigel GFR suplementado con 100
mM Ca’*, se encontraron extensas zonas marcadas de color rojo. Estos hallazgos revelan el
potente efecto que poseen los implantes de PLA/G5 y de 100mM de Ca®* en la formacion de

tejido éseo y como agentes liberadores de calcio.

CONTROL (No implant) Matrigel GFR (Blank) PLA (95/5)
VEGF 1pg/mL PLA/G5 (50% Ca?* (100 mM)

P

Fig. 66 Ensayo de la formacion de hueso. La figura muestra el hueso largo de las extremidades inferiores del embrion
de pollo, tras la tincién de azul de alcian/rojo de alizarina. Las imagenes del hueso largo de los embriones sin implante
(control), matrigel GFR (blanco) y PLA presentan una coloracién azul, demostrando su composicion cartilaginosa. En
contraste los huesos tratados con VEGF, PLA/G5 y 100 mM de Ca?" mostraron amplias regiones marcadas de color

rojo, lo que revela la presencia de tejido 6seo. El azul corresponde al cartilago, mientras que el rojo corresponde a tejido
06seo0.

152



6.4. Discusion

Una de las caracteristicas esenciales que debe tener cualquier biomaterial que vaya a ser
utilizado en la regeneracion de tejidos, es la capacidad de atraer células capaces de restituir el
tejido deseado. En este sentido, es importante que los andamios sean capaces de liberar sefiales
guimioatrayentes, que permitan la adhesion y la proliferacion de las células, y finalmente que
induzcan la formaciéon del tejido deseado. Especialmente los andamios utilizados en la
regeneracion de tejidos in situ deben ser capaces de exhibir todas las caracteristicas. En este
sentido, son relevantes los resultados obtenidos en la Fig. 57 donde se cuantificé la cantidad de
material genético aislado a partir de los defectos 6seos sin implante (empty), asi como donde se
implantaron los andamios de PLA y los de PLA/G5. En dicha figura se muestra que los defectos
6seos donde se implant6 el PLA/G5 obtuvieron una mayor concentracion de ARN, tanto a los 3
dias como a los 15 dias, siendo esto un indicativo de la mayor cantidad de células dentro de los
defectos dseos tratados con PLA/G5 respecto a los otros dos tratamientos. Tomando en cuenta
gue la composicién de los andamios de PLA y los de PLA/G5 solo se diferencia en la presencia
del 50 % de G5, puede ser considerado que la respuesta bioldgica observada al implantar el
PLA/GS5 es debida a la presencia del mencionado vidrio bioactivo. Por otra parte, si se toma en
cuenta que tanto el G5 como el PLA/G5 son capaces de incrementar la concentracion local de
calcio extracelular (Navarro et al., 2003; Aguirre et al., 2012), y ademéas se consideran los
resultados mostrados en los Capitulos I11-1V en los que se demostré que el calcio extracelular
por medio de la activacion del CaSR ejerce un efecto quimiotactico sobre las EPCs y las MSCs
de médula dsea, se podria entonces explicar el aumento de la poblacién celular observado en los
defectos Oseos tratados con PLA/G5 como una consecuencia del aumento de la concentracion
local de calcio en la zona de interés. Dicho efecto del incremento local de calcio como agente
movilizador de células provenientes de médula 6sea también ha sido reportado durante procesos
de dafio tisular. Especificamente, ha sido descrito que en los lugares donde se ocasionan dafios

tisulares ocurre un aumento en la concentracion extracelular de calcio. Asimismo se ha descrito
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que ese incremento es capaz de regular la respuesta inmune in vitro e in vivo atrayendo a las

células hacia el lugar del dafio tisular (Olszak et al., 2000; Adams et al., 2006).

Sin embargo, ademas de inducir la colonizacion es necesario que los andamios generen las
sefiales apropiadas para la formacién del tejido de interés. Por ello, cobran una mayor relevancia
los resultados mostrados en las Fig. 58-60 donde se muestra el perfil de expresién genético de
las células que colonizaron los andamios de PLA/G5 respecto al perfil genético de las que
colonizaron el PLA, ya gue dichos perfiles revelan la expresion de multiples genes involucrados

en la angiogénesis y la osteogénesis.

En el caso particular de la angiogénesis, la formacion de nuevos vasos sanguineos es un
proceso multifactorial, que requiere de complejas interacciones espacio temporales de
numerosas moléculas, lo cual hace complejo el andlisis de los resultados relacionados con la
expresion de marcadores angiogénicos. En este sentido, en la jError! No se encuentra el
rigen de la referencia. se muestra que parte del perfil genético observado en las Fig. 58-60 es
semejante al perfil observado al cultivar las EPCs de médula 6sea de rata en los andamios de
PLAJ/GS in vitro (Aguirre et al., 2012) y al perfil genético expresado en las EPCs estimuladas

con calcio extracelular Fig. 37 (Aguirre et al., 2010).

Marcadores angiogénicos sobreexpresados
Angpt2, Cdh5, Col 4a3, Epas 1, Eng, F2, F3, Fgf 2, Fgf6, Hgf, Fnl,

P'\-Ii’\*/o GO ifnbd, IL-6, Kdr (Vegfr 2), Mmp2, Mmp3, Mmp9, Pecam (CD3L),
Serpine 1, Serpinfl, Tgf a y Vegfa

PLA/GS in Ang, Angptl, Angpt2, Bail, Efnal, Hif 1a, Igf-1, Mmp9, Mmp2,

. Nos3, Nrpl, Nrp2, Pdgfa, Tek (Tie-2), Sphkl, Tmp2, Tmp3, Vegfa, y
vivo 15d

Vegfc.

PLA/G5in  cxcl 1, Cxcl 2, Mmp 2, Mmp9, IL-6, Hgf, IL-1b, Nrp1, Hif 1a, Igf-1,
Avn_ro ?’tdl Pecam, Efnal, Itgb3, Tgf B3, Tnf, Fzd5, Sphk1, Ptgsl, Fgf 1, Ereg,

ulrre et al.,
(g 2012) Vegf y Kdr.
10 mM Ca**
in vitro 3d Angpt2, Anpep, Edgl, Cxcl9, Igf-1, IL-1b, Itgbh3, Lep, Vegfa, Jag,
(Aguirre et al., Fzd5y Nrpl.

2010)

Tabla 19 Marcadores angiogénicos sobreexpresados in vitro e in vivo en respuesta al PLA/G5 y al calcio
extracelular. Los marcadores que remarcados en negritas corresponden a los genes que se repiten en al menos
dos de las condiciones.
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Los genes involucrados en la respuesta bioldgica al G5 y al calcio extracelular se pueden
dividir segun su funcion: 1) factores de crecimiento VEGF, el IGF-1, Efnal (efrina), y el factor
de crecimiento de hepatocitos (Hgf). 2) Moléculas de sefalizacion: Fzd5 (homologo 5 de la
proteina “Frizzled”, la Nrp 1 (neuropilina), la interleucina 1b (IL-1b) y la interleucina 6 (IL-6).
3) Receptores: el receptor del VEGF (Kdr o Vegfr). 4) Proteasas de la matriz extracelular: las
metaloproteinasas 2 y 9 (Mmp-2 y Mmp9). 5) Factores de transcripcion: Hif-la (factor de
transcripcion inducible por hipoxia). Y 6) Moléculas de adhesion: Pecam (CD31) vy la integrina

B3 (Itgb3).

Los conocimientos actuales acerca de la formacion de nuevos vasos sanguineos por
angiogénesis y/o vasculogénesis indican que multiples moléculas involucradas en la formacion
y desestabilizacion de vasos sanguineos juegan un papel dual en este proceso dependiendo del
momento y el lugar donde se activan. Un ejemplo de ello son las metaloproteinasas (Mmps), las
cuales son proteasas encargadas de la degradacion de la matriz extracelular, por lo que
desestabilizan los vasos sanguineos. Sin embargo, ha sido descrito que una vez las
metaloproteinasas actGan sobre la matriz extracelular, también son liberados multiples factores
proangiogénicos, tales como, el VEGF y el FGF, entre otros (Jain, 2003). Otro efecto pro-
angiogénico que ha sido descrito como consecuencia de la activacion de las Mmps es el proceso
de creacion de nuevos vasos sanguineos por ramificacion de los vasos pre-existentes. Esta
afirmacion se basa en que se ha reportado que durante el proceso de ramificacion de los vasos
sanguineos las células endoteliales pierden las uniones célula-célula y se activan las Mmps, lo
cual permite a las células endoteliales expresar un comportamiento invasivo y motil que inicia el
proceso de ramificacion de los vasos sanguineos (Herbert e Stainier, 2011). Asimismo, la
angiopoyetina tipo 2 (Angpt2) puede actuar como promotor de la ramificacion de los vasos
sanguineos, ya que al ser un antagonista de Tek (Tie 2) se encarga de interrumpir la ruta de
sefializacion de la angiopoyetina tipo 1 (Angptl), desestabilizando asi los vasos sanguineos
(Augustin et al., 2009). En este punto es importante recordar que los perfiles genéticos

asociados a la angiogénesis encontrados a los 3 y 15 dias de la implantacion del PLA/G5 (Fig.
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58-60) revelaron que la Angpt2, la Mmp2 y la Mmp9 estaban sobreexpresadas a los 3 dias,
mientras que a los 15 dias se encontré también la sobreexpresion de la Angptl, asi como del
Tek, lo cual, sumado a la reduccion de la expresion de las Mmps, sugiere el declive del proceso
de la desestabilizacion y el aumento de las sefiales de formacion de los vasos sanguineos. Otro
aspecto interesante respecto a la cinética de los perfiles genéticos observados es el hecho de que
a los 3 dias de estimulacion de las EPCs in vivo e in vitro con el PLA/G5 o con el calcio
extracelular, se encontrd la sobreexpresion de la IL-1b y la IL-6, las cuales son potentes
citosinas involucradas en el desarrollo de procesos quimiotécticos e inflamatorios. Mientras que
a los 15 dias de implantacion dicha expresion estaba ligeramente disminuida, sugiriéndose asi la
inhibicién de procesos inflamatorios nocivos, a consecuencia de la implantacion del PLA/G5.
Similarmente a lo que ocurre con las Mmps y la Angpt2, la sobreexpresion de la IL-1b y la IL-6
es una sefial pro-angiogénica en estadios tempranos del proceso. Esta afirmacion se basa en el
hecho de que la IL-1b ademas de ser una potente citosina pro-inflamatoria, también posee un
potente efecto pro-angiogénico (Voronov, Carmi e Apte, 2007). Otros autores sefialan que tanto
la inflamacion como la angiogénesis comparten mualtiples moléculas y rutas de sefializacién, por
lo que comunmente se desarrollan sefiales similares durante las primeras etapas de ambos

procesos (Ono, 2008).

Por otra parte, la sobreexpresion de los genes de Vegfa, Vegfc, Hif-1a, Igf-1, Nrply el Hgf,
gue fue observada en las 4 condiciones mostradas en la jError! No se encuentra el origen de
a referencia., confirman la activacion de las rutas pro-angiogénicas. En particular, el Vegfa es
el gen proangiogénico por excelencia, debido a que es el factor clave en el desarrollo de los
nuevos vasos sanguineos. Durante el proceso de ramificacion de los vasos, el Vegfa se une al
Kdr (VEGFR2) activando asi una serie de sefiales intracelulares que desencadenan la
proliferacion endotelial, la formacion de filopodios en las células endoteliales, la degradacion de
la matriz extracelular y la quimiotaxis (Herbert e Stainier, 2011). Asociado a esto, ha sido
descrito que la hipoxia induce la expresion del Vegfa por medio de la activacion del Hif-1lo

(Zheng et al., 2003). Otros autores han descrito la relacion existente entre la sobreexpresion del
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Igf-1, la del Hif-1a y la del Vegfa en procesos angiogénicos (Fukuda et al., 2002). Tomando en
cuenta todos los argumentos anteriores, los resultados del presente capitulo confirman los
hallazgos obtenidos con el PLA/GS5 in vitro, asi como aquellos que demostraron el efecto
angiogénico del calcio extracelular sobre las EPCs, sugiriendo ademas que el efecto del PLA/G5

estad en gran parte mediado por el incremento del calcio extracelular en la region de interés.

Desde el punto de vista de la formacion del nuevo tejido 6seo, el PLA/G5 también fue el
tratamiento mas efectivo durante los periodos de tiempo evaluados. Esta afirmacion esta basada
en el hecho de que tanto a nivel genético, como a nivel tisular fue observada una mayor
induccion de la formacion de hueso en los defectos éseos tratados con PLA/G5 (Fig. 59, 60C,
61-63). En el caso del andlisis genético se pudo observar que el PLA/G5 a los 3 dias de
implantacion indujo la sobreexpresion de la totalidad de los genes evaluados, mientras que a los
15 dias de tratamiento se observo que la diferencia en la expresion genética entre el tratamiento
con PLA y PLA/G5 fue menos amplia. Sin embargo, en los resultados mostrados en la Fig. 58
muestra que a los 15 dias se encuentran sobre expresados genes tales como: el receptor tipo 1 de
la morfoproteina dsea (Bmprlb), la Cadherina tipo 11 (Cdh11), el receptor de la vitamina D
(\vdr), el Colageno tipo 1 (Col lal), el Colageno 2al (Col 2al), el receptor tipo 1y 2 del factor
de crecimiento fibroblastico (Fgfrl y Fgfr2), la Fibronectina (Fnl), la molécula de adhesion
intercelular (Icaml), el factor de transcripcion osteogénico (Runx2 6 Cbfal), Mmp2, el
homdlogo tipo 2 de la proteina “MAD” (smad2), el homdlogo de la proteina “twist” de
Drosophila (Twistl). Asimismo en la Fig. 60 se muestra que el PLA/G5 induce un marcado

incremento de la expresion de BMP-2 a los 15 dias de tratamiento.

Al igual que en la angiogénesis, durante la formacion de huesos existe un gran nimero de
moléculas interactuando al mismo tiempo, siendo el balance de las sefiales lo que inclina la
balanza hacia la formacién o no del hueso. En el proceso de formacion de hueso las BMPs
juegan un papel importante, ya que estan intimamente relacionadas con el Cbfal, reguldndose
uno al otro bidireccionalmente. Asimismo, el Cbfal trabaja en conjunto con las proteinas

“Smad” en la activacion de la transcripcion de genes importantes para la formacion de hueso
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(Song, Estrada e Lyons, 2009). En este sentido, ha sido descrito que durante el proceso de
regeneracion del tejido 6seo las BMPs junto con el TGF f —ambos sobreexpresados a los 15
dias de tratamiento con el PLA/G5- estan encargados de la quimiotaxis de células formadoras de
tejido 6seo, iniciar la condrogénesis, la osteogénesis y la regulacion del remodelado del tejido
0seo (Song, Estrada e Lyons, 2009). Igualmente, se observo el aumento de la expresion del
receptor de la vitamina D y del colageno tipo 1, los cuéles estan intimamente relacionados con
la formacion del tejido dseo. Asi como la expresion de algunas moléculas de adhesion tales
como la Icam y la Itgbl, que estan involucradas en la interaccion célula-célula y la interaccion
con la matriz extracelular. Tomando en cuenta la funcién de los genes sobre-expresados a los 15
dias donde fueron implantados los andamios de PLA/GS5, era predecible que se encontraria una
mayor densidad désea en dichos defectos dseos. En este sentido, las Fig. 61-63 demostraron que
la sobreexpresion de genes relacionados en la formacion y regeneracion de hueso que fue
observada al tratar los defectos 6seos con PLA/G5 generd una mayor y mas rapida regeneracion
del tejido perdido en el condilo femoral. Debido a que la diferencia entre los andamios de PLA
y los de PLA/GS5 es la presencia de las microparticulas de G5, se puede inferir que los diferentes
efectos entre las respuestas bioldgicas a dichos andamios es consecuencia del G5. De la misma
manera, a partir de estos resultados, asociados a los presentados en el capitulo anterior, se puede
concluir que el calcio extracelular liberado por el G5 esté jugando un papel relevante en el
desarrollo de estas sefiales pro-osteogénicas del G5 por medio de la activacion del CaSR

(Navarro et al., 2003; Aguirre et al., 2012).

Hasta este punto han sido discutidos los resultados correspondientes a la regeneracion de
hueso observada al implantar PLA/G5 en defectos de condilo femoral de rata. Sin embargo,
mediante el modelo de embrién de pollo ex ovo se logré comparar el efecto de un material
liberador de calcio (PLA/G5) vy el calcio extracelular propiamente dicho. Antes de iniciar la
discusion sobre los hallazgos correspondientes al modelo de embrion de pollo ex ovo, es
importante resaltar que la cascara del huevo es la principal fuente de calcio extracelular del

embrién durante el desarrollo (Tuan, 1983). Asimismo, el papel de la suplementacion de calcio
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extracelular sobre el desarrollo del tejido 6seo del embridon de pollo es un hecho conocido desde
finales de los 80 cuando se publicé un articulo en el que se comparé el grado de mineralizacion
del esqueleto de embriones de pollo cultivados dentro y fuera del huevo. En dicho articulo se
demostré que los embriones de 19 dias de desarrollo cultivados ex ovo presentaron grandes
deficiencias de tejido 6seo mineralizado, mostrando mineralizacion Gnicamente en la regién de
las extremidades inferiores y el craneo, mientras que los embriones cultivados dentro del huevo
presentaron osificacion de todo su esqueleto (Tuan, 1987). En este sentido, el modelo
experimental elegido (ex ovo), donde el embrion es cultivado fuera del huevo permitié evaluar
de una forma clara el efecto que ejerce el calcio extracelular liberado a partir de los tratamientos

elegidos sobre la formacion del hueso y los vasos sanguineos.

En el presente capitulo se presentaron resultados que han permitido comparar en un mismo
modelo experimental el efecto de la liberacién de calcio extracelular a partir de un gel
Gnicamente suplementado con calcio y el liberado a partir de un biomaterial basado en fosfatos
de calcio (G5). Los ensayos realizados demostraron que el PLA/G5 y el gel suplementado con
calcio ejercen el papel de factores angiogénicos, observandose en este Gltimo un mayor grado de
vascularizacion en comparacion con el control positivo (Matrigel GFR + VEGF). Este efecto
pro-angiogénico del PLA/G5 contrasta con los hallazgos que otros investigadores han

® utilizando el mismo modelo

encontrado al evaluar el poder angiogénico del Bioglass
experimental (Vargas et al., 2009). La diferencia entre la capacidad angiogénica del PLA/G5
respecto a la del conocido Bioglass ® podria ser explicada en base a la liberacion de calcio
extracelular que poseen dichos materiales. Debido a que el PLA/G5 a partir del segundo dia

libera al medio extracelular una concentracion de 0,6 mM de Calcio, mientras que el Bioglass ®

libera solo 60-90 pg/mL (Jones, 2013).

Por otra parte, el ensayo en el cual se midid la formacién de tejido 6seo mineralizado (Fig.
66) revelo que los productos idnicos liberados por el PLA/G5 son capaces de incrementar la
velocidad de formacion del tejido éseo respecto a los embriones control. De la misma manera el

calcio liberado por los implantes de matrigel GFR + Ca®* (100 mM) indujeron la mineralizacion
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del tejido dseo en las extremidades inferiores de los embriones. En consecuencia, este ensayo
demuestra que el calcio extracelular liberado a partir de la degradacion del PLA/G5 es el
principal responsable de los resultados indirectos de dichos andamios sobre la formacion de
tejido 6seo mineralizado. De la misma manera que los resultados mostrados en los capitulos
anteriores permitieron afirmar que el calcio extracelular per sé es capaz de ejercer efectos pro-
angiogénicos y pro-osteogénicos mediante la activacion del CaSR in vitro y que los andamios
de PLAJ/G5 activan la expresion de un amplio rango de genes involucrados en los procesos de
formacion hueso y vasos sanguineos in vivo, el presente capitulo provee de indicios claros que
permiten afirmar que el calcio extracelular per sé es capaz de ejercer las mismas respuestas

biolégicas que el PLA/G5 in vivo.

6.5. Conclusiones

En lineas generales los resultados mostrados en el presente capitulo demostraron que la
implantacion de los andamios de PLA/G5 con un 50 % de G5 promueve la expresion de
maultiples genes involucrados en rutas de sefializacion angiogénicas y osteogénicas (ver Fig. 58-
60). Asimismo, se mostré que la densidad désea de los defectos tratados con PLA/G5 fue mayor
a la densidad dsea observada en los controles y el PLA (ver Fig. 61-63). En consecuencia, en
este capitulo se demuestra el potencial del PLA/G5 como sustituto 6seo capaz de inducir la
formacion de un nuevo tejido 6seo vascularizado. Por otra parte, la hipétesis sobre la gran
relevancia del calcio extracelular liberado por el PLA/G5 como principal agente promotor de los
efectos pro-angiogénicos y pro-osotegénicos observados en el modelo de defectos de condilo
femoral y en previas publicaciones de nuestro grupo de investigacion quedé demostrado en el
modelo de embrién de pollo ex ovo. En este sentido, los resultados relacionados con el efecto de
la liberacion del calcio extracelular a partir de los diferentes implantes reafirma el potencial que
posee el control de la liberacion de este ion como mecanismo para aumentar la eficiencia de los

materiales utilizados en la ingenieria de tejidos 6sea.
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7. General Conclusions

7.1. General Conclusions

Current project was focused in showing the mechanism behind the angiogenic and
osteoinductive effects, previously reported in the literature, as consequence of the interaction
with CaP glasses in vivo or in vitro. Throughout this thesis, we reached several important
conclusions related with the specific aims; however current section summarizes the findings as a

whole.

Nowadays, several strategies are being tested in bone tissue engineering in order to achieve
the final clinical application and restore the bone tissue in patients. Most of them, involve the
use of scaffolds containing CaP. In particular, the bioactive and biodegradable glasses such as
the G5 are being successfully used to promote angiogenesis and bone formation. However, there
are several aspects to be enhanced and developed to reach the clinical application. A relevant
aspect that could enhance the efficacy of these biomaterials is to increase the signals that induce
the bone regeneration and promote a faster recovery. Considering these arguments, the findings
revealed in the present project could bring light over a new way to control or enhance the

efficacy of CaP glasses in bone tissue engineering.

Taking all together our results show the role of extracellular calcium as a differentiation
factor on EPCs and MSCs that promote, respectively, angiogenesis and osteogenesis through
the activation of CaSR. Furthermore, using our findings in addition to the results previously
published by other researchers we build a model that explain the role of Ca®*/CaSR in the
modulation of osteoinduction and the relation in bone tissue engineering. Regarding the G5
action the last two chapters demonstrated the similar cellular and tissue responses caused by the
CaP glass and the extracellular calcium. Therefore, based on the results presented above we
propose that CaP glasses, such as G5 can be systems to release in a controlled manner calcium
ions to activate CaSR and thus promote bone regeneration.

162



Anexos

163



8. Anexos

8.1. Publicaciones asociadas a este proyecto

- Gonzélez-Véazquez A, Planell J, Engel E. Extracellular calcium and CaSR drive the
osteoinduction on Mesenchymal Stromal Cells. PLoS ONE. Accepted.

- A Aguirre, A Gonzalez, M Navarro, O Castafio, JA Planell, E Engel. Control of
microenvironmental cues with a smart biomaterial composite promotes endothelial
progenitor cell angiogenesis. European Cells & Materials. 24:90-106. 2012.

- Aguirre, A; Gonzélez, A; Planell, J; Engel, E. Extracellular calcium modulates in vitro
bone marrow-derived Flk-1* CD34" progenitor cell chemotaxis and differentiation
through a calcium-sensing receptor. Biochemical and Biophysical Research Communications
(BBRC). 393:156-161. 2010.

8.2. Participaciones en Congresos Internacionales

-Autores: Arlyng Gonzélez Véazquez, Sylvain Catros, Chantal Bourget, Melba Navarro, Joélle
Amedeé, Josep Planell and Elisabeth Engel. Participacion: Poster. Congreso: 25" European
Conference on Biomaterials (ESB 2013). Madrid-Spain.

-Autores: Arlyng Gonzélez Vézquez, Melba Navarro, Joélle Amedeé, Josep Planell and
Elisabeth Engel. Participacion: Poster. Congreso: 3rd TERMIS World Congress. 2012. Vienna-
Austria.

-Autores: Arlyng Gonzéalez Vazquez, Josep Planell and Elisabeth Engel. Participacion: Poster.
Congreso: 14th JFBTM. 2012. Bordeaux-France.

-Autores: Arlyng Gonzalez Vazquez, Melba Navarro, Oscar Castafio, Josep Planell and
Elisabeth Engel. Participation: Oral. Congreso: 9th World Biomaterials Congress (WBC 2012).
Chengdu-China.

-Autores: Gonzalez, A, Schlaubitz, S, Catros, S, Fricain, JC, M, Navarro, Amedee, J, Planell, J,
Engel, E. Participacion: Oral. Congreso: 24th European Conference on Biomaterials (ESB
2011). Dublin-Irland.

-Autores: Gonzalez, A, Planell, J, Engel, E. Participacién: Poster. Congreso: 1st Advanced
Summer School Interrogations at the Biointerface. 2011. Porto-Portugal.

-Autores: Gonzalez, A, Schlaubitz, S, Catros, S, Fricain, JC, M, Navarro, Amedee, J, Planell, J,
Engel, E. Participacion: Oral. Congreso: TERMIS-EU 2011. Granada-Spain.




-Autores: A. Aguirre, A. Gonzalez, L. Marquez, M. Navarro, O. Castafio, JA. Planell, E. Engel.
Participacién: Oral. Congreso: 23" European Conference on Biomaterials (ESB 2010).
Tampere-Finland.

-Autores: A. Gonzalez, A. Aguirre, J. Planell, E. Engel. Participacion: Oral. Congreso: TOPEA
2010. Barcelona-Spain.

-Autores: A. Gonzélez, A. Aguirre, J. Planell, E. Engel. Participacion: Poster. Congreso:
TERMIS-EU 2010. Galway - Irland.

-Autores: A. Gonzélez; A. Aguirre; J. Planell; E. Engel. Participacion: Poster. Congreso: 22nd
European Conference on Biomaterials (ESB 2009). Laussanne-Switzerland.

8.3. Estancias en el Exterior

- INSERM U1026 BioTIS: Bordeaux-France. Periodo: 19 de Marzo 2012 - 3 de Agosto

de 2012. Bajo la direccién de la Dr. Joélle Amédée-Vilamitjana.

8.4. Financiacion

European project NMP3-LA-2008-214402, ANGIOSCAFF.

European ERANET project P111/03030, NANGIOFRAC.

AGAUR: Aire-CTP2011.

Ministerio de Ciencia e Inovacién: Proyecto MAT2011-29778-C02-01.

Ministerio de Ciencia e Inovacion: Proyecto MAT2008-06887-C03-01.



8.5. Indice de Figurasy Leyendas

Capitulo I: Introduccion

Fig. 1. Diagrama 3D de la estructura de un hueso compacto (Ross, Kaye e Pawlina,

Fig. 2: Vascularizacion de un hueso largo (Ross, Kaye e Pawlina, 2005)............................ 5

Fig. 3: Ciclo de Remodelacion Osea. Imagen modificada a partir de la siguiente pagina web

http://www.ns.umich.edu/Releases/2005/Feb05/bone.ntml.............ccooveiiiicie i, 6
Fig. 67: Factores involucrados en el proceso de remodelacion dsea (Fauci et al., 2008)
............ 8

Fig. 5 Proceso de restauracion del hueso fracturado (Marieb e Bostwick-Taylor,
20009 e 10
Fig. 6 Diferentes tipos de células madre. Tomada de (Lutolf, Gilbert e Blau, 2009).............. 14
Fig. 7 Diferentes propiedades a considerar en un andamio. Tomado de (Sundelacruz e Kaplan,
20009 .. et 16
Fig. 8 Técnicas de vascularizacion en Andamios pre-celularizados. Tomada de (Santos e Reis,
2000 ettt 20
Fig. 9 Respuestas celulares a la liberacion de iones de los vidrios bioactivos. Tomado de
(Hoppe, Gueldal e Boccaccini,
2000 s 23

Fig. 10 Vias de sefalizacion intracelulares donde esta involucrado el calcio. Tomado de
(WWW.SADIOSCIENCES.COM).....iitiiiiiiiecie ittt ettt et e st sbe s be et st enbesbeene e besneens 2
5

Fig. 11 Modelo de la estructura del CaSR (Breitwieser, 2008)..........cccoeviiiiiiiiiiiiniaes 26

Fig. 12 Resumen de las vias de sefializacion en las que esté involucrado el CaSR (Smajilovic e
TEelt-HaNSEN, 2007) ... . i e 26

Capitulo 11: Metodologia

Fig. 13 Diagrama del protocolo de obtencion de MSCsY EPCS...........cccoviviiiiiiinininns. 31
Fig. 14 Diagrama del procedimiento que se utilizd en los ensayos de migracion.................. 38
Fig. 15 Listado de genes evaluados en el ensayo de Angiogénesis PCR Array.................... 43



Fig. 16 Cirugia e implantacion de andamios de PLA, PLA/G5 en cdndilos femorales de rata...50

Fig. 17 Periodos de implantacion y ensayos aplicados a las muestras in vivo....................... 50
Fig. 18 Listado de genes evaluados en el Osteogénesis PCR Array in Vivo........................ 53
Fig. 19 Listado de genes evaluados en el Angiogenesis PCR array in vivo..............c.......... 54

Fig. 20 Procedimiento de seleccién de la region de interés en la muestra, el volumen total y el
VOIUMEN GOS0 ...ttt e e e e e e e e ettt e e e e e ta e e eenes 56

Fig. 21 Sistema de cultivo de embriones EX OVO............ouiuiiiiiiiiiieiiie e 58

Capitulo 111: Aislamiento y caracterizacion de células progenitoras

Fig. 21 Sistema de cultivo de embrioneS EX OVO..........ooiviiiiiii i 65

Fig. 22 Esquema que describe la alta potencialidad de las Células Madre Mesenquimales.
Imagen extraida de (Caplan, 2010)........ccouiiiiiii i 70

Fig. 24 Analisis por citometria de flujo de la expresion de CD11b (marcador de leucocitos) y
CD45 (marcador hematopoyético) en EPCs de pasajes 2-4. Como se puede observar el bajo
porcentaje de células contaminantes, permite afirmar que la poblacion celular obtenida no esta
contaminada con células hematopoyéticas ni leUCOCItOS.............c.oeeviviiiiiiiiiiiien, 71

Fig. 25 Ensayo de formacidon de tdbulos en Matrigel. A la izquierda se pueden observar células
progenitoras endoteliales cultivadas sobre matrigel durante 6 horas en medio minimo de células
endoteliales (A). A la derecha se muestran EPCs cultivadas sobre matrigel durante 6 horas en
medio minimo suplementado con 40 ng/mL de VEGF (B). Las cabezas de flecha sefializan
algunos de los tubulos formados por las células endoteliales. Objetivo4X......................... 72

Fig. 26 Imégenes de contraste de fases de células madre mesenquimales (MSCs). En las
imagenes superiores (A-B) se muestran MSC de pasaje 2 donde se puede apreciar la presencia
de células fusiformes (cabezas de flecha rojas) y otra poblacion minoritaria de células
redondeadas (cabezas de flecha blanca) posiblemente correspondientes a células contaminantes
del tipo hematopoyético (cabeza de flechas blancas). Las MSCs de P4 (C-D) estan compuestas
casi exclusivamente por células fusiformes. En la imagen C se muestran MSCs P4 tras 24 horas
de cultivo en condiciones control, mientras que en D se puede observar que al cabo de 3 dias en
cultivo las células han alcanzado la confluencia, por lo que se muestra su alta tasa de
proliferacion en condiciones control. Las barras de escala corresponden a 100

Fig. 27 Perfil de expresion de las MSCs. Las imagenes muestran que las MSCs de P2-P4 son
Stro 1+, CD105 ¥, CD44 ", CD34- y CD45-, siendo este es un perfil de expresion caracteristico
de MSCs. También se puede observar que las células en condiciones control mantienen dicho
perfil de expresion en el tiempo (24h-15d). Las barras de escala corresponden a 50

Fig. 28 Tincion del Rojo de Alizarina para evaluar la diferenciacion de MSCs. En la imagen
superior izquierda (A) se pueden observar MSCs cultivadas durante 3 dias con medio
osteogénico. Se muestran algunos nédulos ligeramente mineralizados (circulo rojo). La imagen
superior derecha (B) muestra MSCs cultivadas en medio osteogénico durante 7 dias. En

iv



particular se observa una mayor cantidad de nédulos ligeramente mineralizados (circulos rojos).
(C) corresponde a MSCs cultivadas durante 10 dias con medio osteogénico en el cual se
observan regiones altamente mineralizadas marcadas de color rojo intenso. Al cabo de 15 dias
en cultivo en condiciones osteogénicas (D) se observan amplias regiones mineralizadas
marcadas de color rojo intenso. Las barras de escala representan 100

Capitulo 1V: Papel del Calcio extracelular y el CaSR en la diferenciacién de las EPCs

Fig. 29 Ventajas y desventajas de cada una de las estrategias utilizadas en ingenieria tisular
(Rouwkema, Rivron e Van Blitterswijk, 2008)..........c.ooiiriiiiiiiii e 81

Fig. 30 Mecanismo de accidn a través del cual el incremento en la concentracion extracelular de
Ca2+ activa el CaSR, controlandose asi la contraccion vascular y disminuyendo la presion
sanguinea (Smajilovic e Tfelt-Hansen, 2008)............ceoviriiiiiiie e 84

Fig. 31 EIl vidrio bioactivo S53P4 (Vivoxid Ltd) promueve la movilizacién y colonizacién de
celulas. Andamio sin vidrio bioactivo (A) y recubierto con vidrio bioactivo (B) luego de 7 dias
de implantacion en el espacio subepidérmico de ratones. (Tommila et al., 2009).................. 85

Fig. 32. En la imagen se observan Células progenitoras endoteliales (EPCs) marcadas con un
anticuerpo monoclonal contra CaSR (verde), los nicleos fueron marcados con DAPI (azul). Las
fotografias muestran la intensa expresion del CaSR en la membrana celular. En el control
negativo (sin anticuerpo primario) demuestra la alta especificidad de la sefial...................... 87

Fig. 33 Expresidn genética de CaSR en EPCs. La expresién genética fue calculada utilizando el
método del AACT, utilizando como referencia la expresion del CaSR en el tratamiento Ctrl a
los 30 min. ***= p<0,001. Las barras de error pese a estar graficadas, no es posible observarlas
debido a que los valores son pequefios para la escala del grafico..................ccccooiiiini. 88

Fig. 34 Efecto del tratamiento con altas concentraciones de calcio extracelular sobre la
viabilidad y proliferacién de las EPCs. La viabilidad fue medida usando el reactivo WST-1. Las
EPCs fueron cultivadas con medio control (Ctrl = contiene 1,5 mM Ca2+), EGTA = 0 mM
Ca2+, o medios suplementados con la cantidad de Ca2+ para alcanzar concentraciones de 3mM,
10 mM y 20 mM. No se observaron efectos en la proliferacion y/o viabilidad de las EPCs. p <
0,00 = 89

Fig. 35 EIl grafico muestra el efecto quimiotactico que ejerce el calcio extracelular sobre las
EPCs. En particular se observa una quimiotaxis dependiente de la concentracion de calcio.
Observandose un pico a los 10 mM. El VEGF fue utilizado como control positivo, mientras que
el medio suplementado con 10 mM de Mg2+ (agonista del calcio) aunado a la inhibicién de la
guimiotaxis al bloguear el CaSR (AntiCaSR + 10 mM Ca2+) demuestran el relevante papel del
CaSR en la modulacion de dicha respuesta bioldgica. *** = p<0,001. **** = p<0,0001......... 90

Fig. 36 Expresion genética de vVWF (A), CD31 (B), VEGF-A (C) e IGF-2 (D) en EPCs. Los
gréficos indican claramente que el calcio extracelular induce la sobre-expresion de los diferentes
genes evaluados. * = p<0,05. ** = p<0,01. *** =p<0,001.........cccoiiiiiiiiiiiiieeeeeene, 91

Fig. 37 Angiogenesis PCR Array. La imagen representa la expresion genética de 96 genes
involucrados en rutas angiogénicas. Particularmente, se muestra la expresion de las EPCs
estimuladas con 10 mM Ca2+ durante 3 dias en comparacién con la expresion de EPCs



cultivadas en condicion control durante el mismo periodo de tiempo. Los cuadros en rojo
representan genes sobre expresados, mientras que los cuadros marcados en verde representan
genes reprimidos en comparacién con el control.................cooi i 92

Fig. 38 Formacion de microcapilares en matrigel. En la figura se muestran capturas
representativas de cada uno de los tratamientos aplicados. Tanto en las fotos como en el grafico
de barras se puede apreciar claramente el aumento de la cantidad de ramificaciones y
microcapilares en los tratamientos que contienen VEGF y Ca2+, observandose el méximo
indice de ramificacion en el tratamiento de VEGF + 10 mM Ca2+. Mientras que el bloqueo del
CaSR (AntiCaSR + Ca2+) inhibi6é completamente dicha respuesta celular.......................... 95

Capitulo V: Papel del Calcio Extracelular y el CaSR en la diferenciacion de las MSCs

Fig. 39 Expresion del CaSR en células madre mesenquimales cultivadas en condiciones control.
(A) Fibras de actina en las MSCs reveladas con faloidina (rojo), el DAPI (azul) revela la
presencia de los nGcleos. (B) EI marcaje con AntiCaSR (verde) revela la presencia del CaSR en
la membrana plasmatica (asteriscos), siendo particularmente fuerte la expresion del CaSR en las
regiones de unidén intercelular (flechas blancas). (C) En esta imagen se muestra la co-
localizacion del CaSR vy las fibras de actina (cabezas de flecha). (D) Control negativo, MSCs
tefiidas en ausencia del AntiCaSR. La barra de escala corresponde a 50 pm...................... 108

Fig. 40 Expresion genética del CaSR en MSCs cultivadas con medio de cultivo Control y medio
con 10 mM Ca2+. El AACt fue calculado normalizando la expresion del CaSR en las células
tratadas con Ca2+ con la expresion en las muestras Control de cada periodo de tiempo. * =
P<0,05. *** = P<0,00L. ... ..ottt 109

Fig. 41 Efecto del calcio extracelular sobre la proliferacion y viabilidad de las MSCs. ** =

Fig. 42 Efecto del calcio extracelular y del CaSR en la quimiotaxis de MSCs. El gréfico muestra
que el indice de migracion en las células estimuladas con VEGF (control positivo) es
estadisticamente igual al efecto observado con el tratamiento de 10 mM Ca2+. Mientras que los
tratamientos de EGTA (0 mM Ca2+) y Ctrl (1,8 mM Ca2+) fueron estadisticamente iguales. La
estimulaciéon con 10 mM Mg2+ (agonista del calcio) y AntiCaSR + Ca2+ (bloqueo del CaSR +
10 mM Ca2+) demuestran que el CaSR estd intimamente involucrado en la respuesta
guimiotactica observada en las concentraciones de 3 mM y 10 mM Ca2+. * = p<0,05. ** =

Fig. 43 Papel del calcio extracelular en la expresion de los siguientes marcadores osteogénicos:
(A) Fosfatasa alcalina (ALP), (B) Sialoproteina ésea (BSP), (C) Osteocalcina (OC), (D)
Colageno | (Col lal). * = p<0,05. ** = p<0,01. *** = 0,001..........cciviriiiiiineriieiiennn, 112

Fig. 44 Papel del CaSR en la expresion genética del ALP y el Col lal inducida por el
tratamiento con 10 MM Ca2+. ** = p<0,01......ccoiiiiirii e 114

Fig. 45 Expresion a nivel proteico de la Fosfatasa Alcalina (ALP), Osteocalcina (OC),
Osteopontina (OPN) en células madre mesenquimales cultivadas con medio control, 10 mM
Ca2+ o0 medio osteogénico durante 7 dias (A) o 15 dias (B). Todas las imagenes fueron
capturadas bajo las mismas condiciones de aumento e intensidad de los l&seres. Las barras de
escala repreSentan 5O JUM.. ...t e 115

Vi
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estadisticamente igual al control a los 10 dias. Mientras que a los 15 dias la cantidad de calcio
fue la mitad de lo obtenido a partir de las MSCs cultivadas solo con 10 mM Ca2+. * = p<0,05.
** = p<0,01. ***F =p<0,00L. .. 0t 119

Fig. 49 Diagrama resumen de las implicaciones de los efectos del calcio extracelular en la

ingenieria de tejidos, basado en los resultados mostrados en el presente trabajo de investigacion,
aunados a conocimientos previos reportados en la literatura...................coooiiiiiiiienn.n. 124

Capitulo VI: Papel del PLA/G5 v el calcio extracelular en la regeneracién y formacion de

hueso in vivo

Fig. 50 Respuesta tisular a la implantacion de hidroxiapatita (izquierda) y el Bioglass®
(derecha) con el mismo tamafio de particulas (100-300 pm). Figura modificada a partir de
(Oonishi et al., 1999).. ... it e 129

Fig. 51 Iméagenes representativas de fotografias electronicas del maxilar de pacientes tratados
con particulas de S53P4 (A), y un paciente tratado con hueso autélogo (B), ambas fotografias
fueron tomadas tras 62 semanas de la implantacion. Imagen extraida de (Turunen et al., 2004) .
B: hueso. BG: vidrio bioactivo. LW: pared lateral del maxilar.....................ccoooinnl 130

Fig. 52 Efectos proangiogénicos directos e indirectos del PLA/G5 sobre EPCs. Figura extraida
de (AgUuirre et al., 2002).. ..ot e 131

Fig. 53 Diagrama ilustrativo del procedimiento desarrollado por (Ribatti et al., 2006) para la
evaluacion de factores angiogénicos. Las imé&genes muestran una escala representativa para
realizar la medicién semicuantitativa de la formacion de vasos sanguineos alrededor del
implante. Figura extraida de (Ribatti et al., 2006)...........ccoceriieireiiiiiiee e 133
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Fig. 54 Diagrama representativo del desarrollo de un embrién de pollo en el huevo, donde se
muestra la posicion del embrion, asi como la de las diferentes membranas en las que se
encuentra envuelto el embBriON........ ..o 134

Fig. 55 Embrion de pollo de 3 dias de desarrollo. Se observa el desarrollo de los vasos
sanguineos extraembrionarios, el 6rgano pulsatil (corazén primitivo), y el embridn en el estadio
17 (52-64 horas) segun el manual de (Hamburger e Hamilton, 1992)............................. 135

iError! No se encuentra el origen de la referencia.Fig. 57 Integridad del ARN. En la parte
superior se encuentra la imagen correspondiente a la electroforesis del ARN, donde se puede
observar que la mayor proporcion del ARN, correspondiente a las 6 condiciones, se encuentra
en buen estado (A). El en cuadro mostrado en la esquina inferior izquierda se encuentra la tabla
correspondiente a la concentracion de ARN de cada una de las 6 condiciones experimentales
(B). Por ultimo en la esquina inferior derecha se observa el resultado de una PCR clasica donde
se midio6 la expresion de un gen constitutivo (P0) que se realizé para verificar la funcionalidad
del ARN (C),envneiniiiiiee e 140

Fig. 58 Andlisis genético de multiples marcadores relacionados con la formaciéon de hueso
“Osteogenesis PCR Array”. En la imagen se puede observar el nivel de expresion de los
diferentes marcadores 6seos en las muestras donde fueron implantados los andamios de
PLA/G5 en comparacion con las muestras donde fueron implantados los andamios de PLA. Los
periodos de tiempo evaluados, fueron 3 y 15 dias. Los cuadros en rojo representan genes sobre
expresados, mientras que los cuadros marcados en verde representan genes reprimidos en
comparacion con el CONIol.. ... ... e 142

Fig. 59 Analisis genético multiple de marcadores relacionados con la formacién de vasos
sanguineos “Angiogenesis PCR Array”. En la imagen se puede observar el nivel de expresion
de los diferentes marcadores relacionados con la formacién de vasos sanguineos en las muestras
donde fueron implantados los andamios de PLA/G5 en comparacion con las muestras donde
fueron implantados los andamios de PLA. Los periodos de tiempo evaluados, fueron 3 y 15
dias. Los cuadros en rojo representan genes sobre expresados, mientras que los cuadros
marcados en verde representan genes reprimidos en comparacion con el
(0101011 (0 PP 144

Fig. 60 PCR en tiempo real para medir la expresién de VEGF-A (A), metaloproteinasa 2
(MMP2) (B), morfoproteina 6sea tipo 2 (BMP2) (C), y la metaloproteinasa 9 (MMP9) (D). La
expresion genética fue evaluada en las muestras donde no se colocé implante (Empty), muestras
donde se implantdé PLA y PLA/G5. La expresién genética fue determinada por medio del
método del AACT usando la expresion de las muestras sin implante (Empty) como
=] (= €T Tol - WP 146

Fig. 61 Radiografias de rayos X realizadas mediante la técnica del uCT ex vivo. Los circulos
rojos sefialan la regién donde fue realizado el defecto femoral. Fémures sin implante (Empty),
fémures donde se implantaron andamios de &cido polilactico (PLA), fémures donde se
implantaron andamios de PLA/GS (PLA/GDS)......cccoiiiiiiecc ettt 147

Fig. 62 Radiografias de rayos X realizadas mediante la técnica del uCT ex vivo. Los circulos
rojos sefialan la region donde fue realizado el defecto femoral. Fémures sin implante (Empty),
fémures donde se implantaron andamios de &cido polilactico (PLA), fémures donde se
implantaron andamios de PLA/GS (PLA/GDS)......uo it 148

Fig. 63 Fraccion 6sea del volumen. La fraccién 6sea del volumen es la proporcién de tejido

6seo que se encuentra en el volumen correspondiente al defecto femoral. Volumen 6seo (BV).
Volumen Total (TV). Fémures sin implante (Empty), fémures donde se implantaron andamios
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de acido polilactico (PLA), fémures donde se implantaron andamios de PLA/G5 (PLA/G5). * =
P<0,05. 2% = P<0,01L. ..ot 149

Fig. 64 Ensayo de angiogénesis sobre la CAM. En la figura se observa la apariencia normal de
un embrion de pollo de 13 dias de desarrollo (control) en el cual no se colocd implante. El
matrigel GFR (matrigel con una reducida cantidad de factores de crecimiento) no generé ningdn
tipo de respuesta angiogénica. Asimismo, los andamios de PLA no indujeron efectos pro-
angiogénicos. En contraste la liberacion de VEGF por parte de Matrigel GFR cargado con 1
pg/mL de VEGF (control positivo) indujo la formacion y ramificacion de vasos sanguineos
alrededor del implante. Similarmente, los implantes de PLA/G5 indujeron la formacién de vasos
sanguineos alrededor de los andamios, observandose un alto grado de vascularizacién en el
implante. Analogamente, el matrigel GFR cargado con 100 mM de Ca2+ promovid la
formacion una amplia red vascular alrededor del gel, encontrdndose una alta densidad de vasos
sanguineos en la region del IMPIANtE...........ccoov e 150

Fig. 65 Cuantificacion de la densidad de vasos sanguineos que rodean los implantes colocados
sobre la membrana corioalantoidea (CAM). Diferentes imagenes de cada uno de los
tratamientos aplicados fueron analizadas por medio de un software de tratamiento de imagenes
(Adobe Photoshop), con la finalidad de cuantificar el nimero de pixels que ocupan los vasos
sanguineos alrededor de los implantes. El gréafico de barras muestra que el Matrigel GFR
suplementado con 100 mM de calcio indujo la mayor densidad de vasos sanguineos de todos los
tratamientos, incluso mayor a la densidad observada en el control positivo (Matrigel GFR + 1
ug/mL de VEGF). Asimismo, el PLA/G5 indujo una mayor densidad de vasos sanguineos
respecto al PLA 'y el Matrigel GFR. * = p<0,05. ** = p<0,01......cccccoviiiiiiiiiiiie e 151
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8.7. Abreviaciones

[Ca®*]o: calcio extracelular.

AA: Acido Ascorbico.

Actb: beta actina.

ADMEM: medio Eagle Modificado por Dulbecco avanzado.

ADN: &cido desoxiribonucleico.

ADNCc: ADN copia, proveniente de la retrotranscripcion del ARN mensajero.

Agpt-2: Angiopoyetina tipo 2.



Ahsg: glicoproteina HS alfa 2.

Akt: Homdlogo tipo 1 del oncogen de timoma viral V-akt murino.
ALP: fosfatasa alcalina.

Alpl: fosfatasa alcalina de higado, hueso y rifion.

Ambn: ameloblastina.

Ang: angiogenina.

Angptl: angiopoyetina tipo 1.

Anpep: alanil amilopeptidasa.

AntiCaSR + Ca®*: medio de cultivo control suplementado con 10 mM de Ca®" y 20 ng/mL
de AntiCaSR.

Anxa5: Anexina Ab.

AR: rojo de alizarina.

ARN: &cido ribonucleico.

Bail: inhibidor de la angiogénesis especifico cerebral tipo 1.
Bgn: también conocida como OC, osteocalcina.

Bmpr: receptor de la morproteina ésea.

BMPs: morfoproteinas dseas.

BSA: albumina sérica bovina.

BSP: sialoproteina 6sea.

Ca’*: ion calcio.

CAM: membrana corioalantoidea.

CaSR: receptor sensor de calcio.

CaP: fosfatos de calcio.

Ccl2: ligando tipo 2 de la quimioquina de motivos C-C.
CD105: Endoglina, glicoproteina de membrana extracelular.

CD11b: también conocida como integrina alfa M. Molécula de adhesién caracteristica de
macréfagos.

CD133: glicoproteina de superficie celular. Marcador de células hematopoyéticas y células
endoteliales progenitoras.

CD166: molécula de adhesion celular también conocida como ALCAM.
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CD19: antigeno caracteristico de linfocitos.
CD29: Integrina B1. Molécula de adhesion.

CD31: también conocido como PECAM. Proteina transmembrana caracteristica de células
endoteliales.

CD34: receptor de membrana extracelular caracteristico de EPCs y células
hematopoyeéticas.

CD36: receptor de la trombospodina.

CD44: glicoproteina de membrana extracelular involucrada en la interaccion célula-célula.
CD45: antigeno caracteristico de linfocitos.

CD73: ectonucleotidasa numero 5.

CD90: también conocido como Thy. Glicoproteina de membrana con posibles funciones en
la interaccion célula-célula y célula-ligando.

Cdh11: cadherina tipo 11.

Cdhb5: cadherina tipo 5.

Cfs3: factor de estimulacion de colonias de granulocitos.

Col lal: procolageno tipo I.

Col: colégeno.

Col18al: cadena alfa 1 del colageno 18.

Col4a3: cadena alfa 3 del colageno 4.

Comp: proteina oligomérica de matriz de cartilago.

Csf: factor estimulante de colonias.

Ctgf: factor de crecimiento de tejido conectivo.

Ctrl: control.

Ctsk: catepsina K.

Cxcl 1: ligando tipo 1 de la quimioquinas de motivos C-X-C.
Cxcl2: ligando tipo 2 de la quimioquinas de motivos C-X-C.
Cxcl9: ligando tipo 9 de la quimioquinas de motivos C-X-C.
DAPI: 4',6-Diamidino-2-fenilindol, dihidrocloruro. Marcador fluorescente del nicleo.
Dmpl: fosfoproteina acidica de matriz de dentina.

DMSO: dimetilsulfoxido.
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Ecgfl: factor de crecimiento plaquetario derivado de células endoteliales.
Edgl: también conocido como S1P1, gen tipo 1 de diferenciacion endotelial.
EDTA: acido etilendiaminotetraacético. Quelante de calcio.

Efna 2: efrina tipo 2.

Efna 5: efrina tipo 5.

Efnal: efrina tipo 1.

EGF: factor de crecimiento epidérmico.

EGTA: 4cido tetracético de etilenglicol, agente quelante de calcio.
ELPs: polimeros similares a la elastina.

Enam: Enamelina.

Eng: endoglina.

Epasl: también conocido como HIF 2A, factor de transcripcion inducible por hypoxia tipo
2.

EPCs: células progenitoras endoteliales.

Ereg: erregulina.

ERK %: quinasa regulada por sefiales extracelulares.

ESC: células madre embrionarias.

F2: trombina.

FGF-2: factor de crecimiento fibroblastico tipo 2.

Fgfr: receptor del factor de crecimiento fibroblastico.

FIt1: también conocido como VEGFR1, receptor tipo 1 del VEGF.

FN: fibronectina.

Fzd5: homologo 5 de la proteina Frizzled. Receptor de las proteinas Whnt.
G5: vidrio bioactivo de fosfato de calcio del sistema P,0s-CaO-Na,O-TiO,.

GAPDH: gliceraldehido 3 fosfato deshidrogenasa. Proteina constitutiva involucrada en la
respiracion celular.

Gdf10: factor de diferenciacion tipo 10. También conocida como BMP3b.
GFR Matrigel: matrigel con reducidos factores de crecimiento.

GPRC: receptores acoplados a proteinas G.
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HA: hidroxiapatita.

Hgf: factor de crecimiento de hepatocitos.

Hifla: factor de transcripcion inducible por hipoxia tipo 1.
HUVEC: células endoteliales de cordon umbilical humano.
Icam: molécula de adhesion intercelular.

Id1: inhibidor de la union del ADN tipo 1.

1d3: inhibidor de la unién del ADN tipo 3.

Ifnal: interferdn alfa 1.

Ifnb1: interferon beta 1.

Ifng: interferon gamma.

IGF I: factor de crecimiento insulinico tipo I.

IGF I11: factor de crecimiento insulinico tipo Il.

IGFBP-3: proteina de anclaje del factor de crecimiento similar a la insulina.

IL-1b: Interleucina tipo 1.

IL-6: Interleucina tipo 6.

iPS: células madre inducidas.

Itga5: integrina alfa 5.

Itgav: integrina alfa V.

Itgb3: integrina beta 3.

Jag 1: gen Jagged.

Lama 5: laminina.

Lectl: proteina quimiotactica derivada de leucocitos.
Lep: Leptina.

L-Glu: L-Glutamina.

MAPK: proteinas quinasas activadas por mitégenos.
Mdk: factor promotor de crecimiento de neuritas tipo 2.
Mmp: metaloproteinasa.

MSCs: células madre mesenquimales.
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NF-kf: Factor de transcripcion conocido como factor nuclear potenciador de las cadenas
ligeras kappa de las células B activadas.

Nrp: neuropilina.

OC: Osteocalcina.

OPG: Osteoprotegerina.

OPN: Osteopontina.

Ost: medio osteogénico.

P/E: penicilina estreptomicina.

PBS: solucion tampdn de fosfato.

PBS-Gli: PBS suplementado con 0,15 g/L de Glicina.
PBS-Gli-BSA: PBS-Gli suplementado con 3 % p/v de BSA.
Pdgf: polipétido alfa del factor de crecimiento plaquetario.
PFA: paraformaldehido.

Pgf: factor de crecimiento placentario.

Phex: Fosfato regulador de la endopeptidasa. Involucrada en la mineralizacion ésea y de la
dentina.

P14K: fosfatidil inositol 4 quinasa.

PKA: proteina quinasa A.

PKC: proteina quinasa C.

PLA/G5: andamios compuestos de acido polilactico y 50 % de G5.
PLA: acido polilactico.

Plau: uroquinasa, activador del plasminogeno.
PLC: fosfolipasa C.

Plg: plasminogeno.

PO, ion fosfato.

Ptgsl: prostaglandina peroxidasa sintetasa tipo 1.
PTH: hormona paratiroidea.

RANK: receptor del RANKL.

RANKUL.: ligando activador del receptor NF-kf3
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RGDs: polipétidos de adhesion conformados por Arginina, Glicina y Acido Aspartico.
Runx2: también conocido como Cbfal. Factor de transcripcion especifico de osteoblastos.
Scarb1: anadlogo de CD36. Miembro tipo 1 del receptor de macrofagos.

Serpin: inhibidor serpin peptidasa.

SFB: suero fetal bovino.

Smad: factor de transcripcion activado por BMP.

Sost: esclerosteosis. Regulador negativo del crecimiento 6seo.

Sox9: factor de transcripcion importante en el desarrollo normal del hueso.

Sphk1: esfingosina quinasa tipo 1.

Stro 1: marcador de superficie celular caracteristico de células de médula dsea.

Thx4: factor de transcripcion de la caja T.

Tek: también conocido como Tie-2, receptor de la angiopoyetina 1.

Tfipll: proteina involucrada en la diferenciacion de odontoblastos y la formacion de la
matriz extracelular del esmalte.

TGF B: factor de crecimiento transformante beta.

Tgfbr: receptor del factor de crecimiento transformante f.
Thbs4: trombospondina.

Timp: inhibidor de metaloproteinasas.

TNF a: Factor de Necrosis tumoral alfa.

Tuftl: tuftelina. Involucrada en la mineralizacion del esmalte.

Twist: factor de transcripcion homdlogo de Twist. Involucrado en la represion de los
efectos pro-inflamatorios de las citocinas como el TNF a, y el IL-1b.

VVcam: molécula de adhesion vascular.

Vdr: vitamina D.

VEGF: factor de crecimiento epidérmico vascular.

VEGFR 2: receptor del VEGF tipo 2 también conocido como Kdr y FIK-1.
VSMCs: células de musculo liso vasculares.

VWEF: Factor de vonWillebrand.

B-TCP: fosfato tricélcico beta.
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