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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

JUSTIFICACION

En el Instituto de Ceramica de Galicia (ICG) se viene trabajando en
Materiales Bioceramicos desde su fundacion en 1991. Incluso antes, el
Grupo de Ceramica que se integrd en el Instituto, habia comenzado su

trabajo en este campo en 1986.

A lo largo de estos afos, el ICG ha publicado en este campo mas de 60
articulos en revistas SCR, ha registrado 4 Patentes de Procedimiento, y ha
creado una empresa “spin-off” que fabrica y vende bioceramicas:

KERAMAT S. L.

En los ultimos afos, el ICG ha colaborado con el Instituto de Materiales de
Madrid (ICMM-CSIC) y el Centro de Investigacion den Nanomateriales y
Nanotecnologia (CINN-CSIC), en el desarrollo de BIOCERMETS:

materiales metalcerdmicos biocompatibles y con actividad bioldgica.

Estos BIOCERMETS estan compuestos siempre de un metal (Tantalo o
Niobio) y una cerdmica (Alimina, Circona, Titania, etc) y durante el
desarrollo de este tipo de materiales ha surgido el interés por conocer el
comportamiento biologico de los metales Nb y Ta puros, y el efecto que
determinadas caracteristicas microestructurales, tales como la rugosidad

superficial tienen sobre tal comportamiento.

De igual manera, es de todos sabido que el Titanio es hasta la fecha el

metal insustituible en todo tipo de protesis, implantes dentales, tornillos,



etc. Su utilizacion clinica estd mas que extendida desde hace mas de 30
afios. Sin embargo debe considerarse que el titanio metal nunca estd en
contacto con los tejidos vivos: siempre estd recubierto de una capa fina de

OXIDO DE TITANIO.

Las interacciones celulares y de los tejidos vivos con el 6xido de Titanio
como tal no se han investigado a fondo, por lo que un trabajo sobre este

topico presenta para nosotros un gran interés.

La presente tesis doctoral aborda la respuesta las células madre humanas a
estos materiales, y es simultdnea con el trabajo en marcha en el IC de

implantacion “in vivo” de Niobio, Tantalo, y 6xido de titanio.

OBJETIVOS
El objetivo principal del presente trabajo es investigar la biocompatibilidad
“in vitro”, por cultivos celulares, de los metales Niobio y Tantalo y de las

ceramicas de TiO,. Mas detalladamente, se pretende:

e Poner a punto la metodologia de extraccion y cultivo de Células
Madre humanas.

e Poner a punto las técnicas de medida de Citotoxicidad, PCR, Metilacion,
Adhesividad y Viabilidad celulares.

e Aplicar dichas técnicas a los materiales seleccionados.

e Determinar la influencia del acabado superficial de los metales sobre su

actividad biologica.
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e Determinar la influencia de la microestructura de las ceramicas de Titania
sobre su actividad biologica.
e Estudiar el comportamiento de las ceramicas de Titania cuando se

someten a cultivos celulares en medios estaticos y dinamicos.
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CAPITULO 1

CAPITULO 1.-INTRODUCCION.
1.1.-Ingenieria celular.

El estudio del comportamiento de células madre dentro de
microambientes que jueguen un papel en estimulacion celular, crecimiento,
diferenciacion regulando de manera directa la expresion(Merritt 1984,
Wood, Bagnaninchi et al. 2008) génica ha sido uno de los principales
objetivos de los investigadores en ingenieria de tejidos desde sus
comienzos(Golomb, Wagner 1991, Langer, Peppas 1981, Langer, Cima et
al. 1990). Con el advenimiento de mejoras en las tecnologias y
herramientas de estudio de manipulacion de nichos celulares se ha
avanzado rapidamente hacia un mejor entendimiento de los conceptos

basicos de las interacciones celulares con los biomateriales.

La combinacion de dos campos como son la ingenieria celular y los
biomateriales ha desarrollado el é4rea de medicina regenerativa que
intentard sin duda en los proximos afios superar los hitos de la ingenieria
de tejidos(Langer, Cima et al. 1990). Por un lado la ingenieria celular va a
permitir llevar adelante mejoras en las técnicas in vitro € in vivo para
regenerar tejidos a través de ganar un mayor conocimiento de la forma en
la que las células se comportan y reaccionan ante diferentes estimulos
fisicos o ambientales en general. Técnicas como los sistemas
microelectromecénicos (MEMS) (Lewis, Ferrari 2003)permiten la
manipulacion directa de células de una manera muy precisa, definiendo un
microambiente local en escalas de 1-100 um con gran detalle(Sauter-
Starace, Pudda et al. 2006). Esta técnica es aplicable a casos en los cuales

se buscan substratos que se empleen como plataforma de ingenieria tisular
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Introduccion

y sea necesario definir claramente una microtopografia y quimica de
superficie que guien las células en la direccion que le interese al
investigador(Ting, Sniadecki 2011). El conocimiento de cémo
interaccionan las células madre mesenquimales humanas con superficies
de biomateriales disefiadas de manera funcional y que activen la
diferenciacion y proliferacion celular abrird las puertas para conocer la
forma de modificar esas interacciones de manera efectiva y util en la
clinica humana. Llegados a este punto podemos imaginarnos el ejemplo
aplicado a la reparacion de hueso humano. Si al cultivar una célula madre
mesenquimal en una interfaz que va a servir de interaccion entre una
superficie de una proétesis articular y el ambiente que lo rodea que es
basicamente hueso, las modificacion del fenotipo celular para conseguir un
osteoblasto es importante y una vez que este cambio fenotipico ha tenido
lugar, llevar la técnica mas adelante hacia la estimulacion de una poblacion
de osteoblastos para que colonicen la zona de manera rapida y efectiva,
mejorara la integridad mecanica y la fijacion del implante en un paciente.
Se puede a su vez plantear este caso de manera inversa, en ocasiones
interesa modificar la réplica celular a un implante transcutaneo para evitar
asi una respuesta inflamatoria en esa interfaz(Tripathi, Basu 2012,

Subramani, Ahmed 2012, McNamara, McMurray et al. 2011).

Otra area es el estudio de la reparacion de heridas y lesiones, al
investigador (y al clinico sin duda) le interesa modificar y controlar las
variables que se creen en ese microambiente para incrementar el ritmo y la
cualidad de la reparacion y curacion de los tejidos dafiados. En el campo de

la ingenieria de tejidos, es importante entender como se producen las
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CAPITULO 1

interacciones entre células-biomaterial y matriz extracelular (ECM). Estas
interacciones dan lugar a tejidos de novo en los microambientes que el
investigador modifica. La definicién de Ingenieria de tejidos es, como casi
todas las definiciones de campos de investigacion biomédica, dificil de
concretar estrictamente sin levantar ambigiiedades sobre la misma. Quizas
la definicién mads interesante que el autor de este trabajo ha encontrado y
por la cual se decanta es la establecida mucho antes de que el area de
Medicina Regenerativa llegase a los medios de comunicacion y se hiciese

popular.

El concepto propuesto por la Fundacion Nacional de Ciencia en
E.E.U.U. (Fung 1982, Chuong, Fung 1984)“the application of principles
and methods of engineering and life sciences toward fundamental
understanding of structure-function relationships in normal and
pathological mammalian tissues and the development of biological
substitutes to restore, maintain, or improve tissue function” . “La
aplicacion de los principios y métodos de ingenieria y ciencias de la vida
hacia el conocimiento fundamental de las relaciones estructura-funcion
tanto en tejidos de mamiferos normales como enfermos y el desarrollo de
sustitutos biologicos para restaurar, mantener o mejorar la funcion

tisular”.

Un objetivo prioritario para ingenieria de tejidos es la reparacion y
reemplazar los tejidos u o6rganos que han sufrido lesiones, degeneracion o
fallo general. En la actualidad aunque de una manera menos popular que en

el pasado y combinada con otras ciencias y disciplinas, sigue buscando
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Introduccion

reparar los tejidos conectivos principales de un paciente como son el
cartilago, hueso, ligamentos, tendones y piel principalmente. Aunque en
algunos casos se llegd muy lejos como con el cartilago donde las técnicas
de implantacion celular llevaron a la reparacion de tejidos y a pesar de que
los resultados fueron mecanicamente buenos, quedaron ciertos temas por
resolver (Seifu, Isimjan et al. 2011). En primer lugar, el uso de un armazon
para llevar las células al area de reparacion y que esa misma area pueda ser
reparada de manera rdpida y efectiva sin acudir a fuentes celulares
externas(Dubey, Mequanint 2011, Chiu, Chu et al. 2011, Arafat, Lam et al.
2011).

En los diferentes tejidos conectivos expuestos, la compactacion de
ECM (Matriz Extracelular) varia de manera significativa dependiendo
principalmente de la funcion. No va a tener los mismos requisitos
mecanicos un tejido vascular que el cartilago de las articulaciones. En
muchas ocasiones si no hay respuesta mecanica, el tejido presenta una

ECM desorganizada de manera aleatoria.

Un ejemplo de disposicion ordenada de fibras es el tendon, en
respuesta a estimulos mecanicos a los que estd sometido el tejido.(Leliévre
2009)(Liu, Fan et al. 2008) En ocasiones este caso de ordenacion-
desordenacion tisular presenta el primer paso a dar para disefiar un
biomaterial ya que incluso en el caso del tendon, cuando existe
“reparacion natural” la cicatrizacion del tejido es altamente desordenada en
microescala reduciéndose las capacidades mecanicas con un disminucion

de efectividad en el paciente(Sabatelli, Bonaldo et al. 2001).
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CAPITULO 1

Existen por lo tanto unas relaciones obvias entre la estructura y la
funcion de los tejidos y los drganos(Narakathu, Guo et al. 2011, Choi, Lee
et al. 2010) . Es importante pues conocer como las células interpretan las
sefales ambientales tanto fisicas como quimicas de sus alrededores para
desarrollar estructuras ordenadas en forma de tejidos, este conocimiento
llevard a mejorar los intentos de como fabricar en el laboratorio estructuras

validas para substituir tejidos(Lelicvre 2009).

1.2.-Células Madre mesenquimales y movimientos celulares.

El empleo de células madre en ingenieria de tejidos ha tenido un
interés creciente desde hace muchos afios debido al potencial que tienen
estas células para diferenciarse y sus aplicaciones en reparacion
tisular(Krawiec, Vorp 2012, Kuraitis, Giordano et al. 2012, Marani, Lakke
2012), se han llegado a plantear usarlas incluso en aplicaciones tales como
vectores para terapia génica. Tienen independientemente de sus
aplicaciones, un gran interés para conocer facetas mas bdsicas de la
biologia del desarrollo(Guo, Gonzalez et al. 2011). Brevemente podemos

clasificar las células madre disponibles como:

e (Células madre embrionarias. Estas células son totipotentes,
dan lugar a todos los tejidos que existen en un ser vivo.

e (¢lulas madre mesenquimales, MSC (adultas). Son células
multipotentes, dan lugar a todos los tejidos salvo al corion.

e (¢lulas madre inducidas (iPSc). Son células de tejidos
desarrollados que al aislarse y por medio de técnicas de

ingenieria genética son diferenciadas hacia mesenquimales.
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Las células mesenquimales son las que presentan una gran
aplicacion en medicina regenerativa, no solo por su multipotencialidad, si
no porque hasta cierto punto estan libres de restricciones éticas
complicadas.  Su obtencion es relativamente simple asi como su
procesamiento ya que no es necesario contar con un equipamiento
especifico para aislarlas. Las MSC estan parcialmente diferenciadas y son
capaces de dar lugar a varios tejidos conectivos de interés tales como el
hueso, cartilago, tendon, musculo y tejido adiposo. Son atractivas para
estas aplicaciones ya que estan disponibles en grandes cantidades a través
de aspirados a través de cadnulas realizadas en huesos esponjosos como

crestas iliacas, metafisis tibial, etc.

A diferencia de células obtenidas directamente de explantes, las
MSC pueden ser cultivadas a lo largo de varios pases in vitro sin que
pierdan su capacidad proliferativa ni se diferencien. Existen métodos para
dirigir la diferenciacion hacia distintos linajes celulares (Hwang, Varghese
et al. 2008).Un area de investigacion que tiene un peso mayor cada vez es
el de emplear armazones de biomateriales capaces de guiar el crecimiento
celular, permitir alineamiento de MSC y organizacion de ECM para
conseguir crear tejidos con estructuras especificas y caracteristicas

funcionales.

Aunque existen casos en los cuales se emplean estructuras
nanofabricadas, la combinacion de células madre mesenquimales con tales

complejos es en la actualidad algo raro. Se busca pues controlar el
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CAPITULO 1

crecimiento y el comportamiento de las células que se cultiven sobre los
armazones. (Liu, Fan et al. 2008)Al conseguir esta organizacion, se
consigue imitar la estructura que se puede encontrar en el organismo vivo.
Si se cultivan las células madre directamente en un pocillo de cultivo, se
observa como estas células carecen de organizacidon y que estan altamente
desorganizadas sin seguir ningin patrén de distribucion. El hueso es un
ejemplo de un tejido ordenado donde se encuentran estructuras

organizadas.(Wang, Li et al. 2007, Yu, Chou et al. 2006).

Sin contar con esta estructura inherente, las propiedades mecénicas
estarian melladas y no seria un tejido que pudiese cumplir con los
requisitos de stress fisiologico. Este ejemplo es extrapolable a todos los
casos donde los tejidos tengan que soportar cargas o estar sometidos a
esfuerzos mecénicos. Para poder desarrollar nuevas generaciones de
biomateriales es necesario conocer de manera precisa como el
microambiente creado por en el laboratorio va a afectar al comportamiento
celular. Entre los componentes de este microambiente o nicho celular se
cuentan tanto factores fisicos como quimicos asi como la interacciéon con
otros sistemas dentro del organismo. Los armazones celulares no son
independientes una vez implantados, la colonizacion es importante asi
como favorecer la integracion con otros tejidos o la amilogénesis que
mantendrd a la poblacion inicial celular viva. El fendmeno celular mas
conocido en cuanto a las interacciones célula-biomaterial es el de guiado
por contacto. Este comportamiento celular descrito por Weiss {{1081
Weiss,Leonard 1962} } revela como las células se organizan y orientan de

manera efectiva y util a través de factores topograficos. Dentro de todos
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Introduccion

estos conceptos de comportamiento celular, se ha considerado como
interesante los fendmenos de adhesividad que tienen lugar en la interfaz
célula-biomaterial. Ademés de las técnicas de modificacion de superficies
de manera quimica, la creacion de micro y nanotopografias parece ser un
método viable para dirigir las células hacia patrones de disposicion

variados.

Existen varios factores que modifican el proceso de guiado por contacto,
las dos fuerzas principales que determinan como respondera una célula a la
superficie de un material, son la quimica de superficie y la
topografia.(GhoshMitra, Diercks et al. 2012, Rajnicek, Foubister et al.
2007).

Estos factores externos influencian de manera directa la movilidad celular
guiando tanto movimientos como forma de la célula.

e Haptotaxis

e Guiado por contacto

e Forma celular

e Inhibicién por contacto

El primer efecto que el material ha de tener en las células es sobre la
motilidad ya que este a su vez se considera un requisito para que el
fenémeno de guiado por contacto tenga lugar. (Bettinger, Orrick et al.

2006, Griscom, Degenaar et al. 2002).
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CAPITULO 1

Como prerrequisito por parte del material por supuesto es que este a su vez
tenga unas caracteristicas de composiciéon que sean biocompatibles La
haptotaxis se define como el movimiento de la célula en respuesta a un
gradiente de adhesividad y estd relacionado directamente con el
comportamiento celular en la interfaz que tiene lugar entre la superficie de

un implante con el tejido.

Este gradiente puede ser tanto quimico (concentracion de RGD,
fibronectina, etc.) o fisico (energia de superficie o tension

superficial)(Holland, Peles et al. 1998, Wilkinson, Shields et al. 1982).

Haptotaxis

A kemoattraktans molekulak a
" felszinhez kotottek

S

© Kihidai, L. 2008

Figura 1.1 a) Haptotaxis b) y c¢) Estructuras modificadas en
laboratorio para favorecer la formacion de contactos focales basados
en la haptotaxis.{{1208 Nikkhah,Mehdi 2012}}

El guiado por contacto se puede definir como la orientacion
conformacional de una célula en funcion de la superficie a la cual se
adhiere(Strauli, Weiss 1977, Weiss 1962).La inhibicion por contacto de la

motilidad ocurre debido a contactos célula-célula cuando existen
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densidades celulares muy elevadas provocando la migracion de células
hacia zonas mas libres donde pueden proliferar con menos problemas. Este
proceso se observa de manera sencilla en cualquier pocillo de cultivo
celular donde hayamos cultivado las células hasta llegar a una confluencia
del 90%. En las placas de cultivo se ha observado como al llegar a alta
concentracion se producen una alineacion celular y algunos autores
especulan que este proceso sea el mismo por el cual las células dan lugar a

estructuras organizadas en el musculo y en el tendon.

Por tultimo y posiblemente el concepto mas importante es la
morfologia celular. La forma que adquiere una célula en contacto con una
superficie o en un tejido, se ha encontrado que define claramente la
proliferacion expresion de proteinas y deposicion de matriz extracelular
relacionado estos sucesos directamente con la expresion génica,
diferenciacion y apoptosis.(Rosslenbroich 2011, Miller, Li et al. 2011)
Todo este espectro de factores que modifican el comportamiento celular
esta relacionado (Ingber) por medio de los cambios conformacionales que
son inducidos por la tension que se produce sobre los componentes del
citoesqueleto y el nucleo celular. Todos estos eventos no ocurren de
manera independientes si no que estan relacionados entre si y tienen lugar
al mismo tiempo. Mientras que muchos de los experimentos que se
realizan para estudiar estos procesos celulares tienen lugar in vitro, el
guiado por contacto tiene lugar en ambientes in vivo de tomando un papel
critico en muchos procesos patologicos, de desarrollo y de regeneracion

tisular(Curtis, Wilkinson et al. 2001).
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Clark et al(Clark 1994) describen cémo varios factores de

microtopografia influencian el comportamiento celular

e Magnitud de la topografia
e Repeticion de patrones

e Tipos celulares empleados y su densidad.

1.3.-Guiado por contacto en células mesenquimales humanas.

Las células mesenquimales son capaces de diferenciarse hacia uno
0 mas linajes terminando este proceso en una célula totalmente definida
por un fenotipo estable y unico. Las células madre mesenquimales
humanas aisladas a partir de médula 6sea de pacientes, han alcanzado una
gran relevancia en la ingenieria de tejidos. Estas células son obtenidas de
manera facil en el quiréfano y libres de problemas éticos.(Connolly, Clark
et al. 1990) Las MSCs han sido empleadas en casos clinicos in vivo
implantadndolas directamente en tejidos que necesitaban ser reparados. Una
gran ventaja de este tipo celular es que se pueden emplear célula autélogas
evitando asi problemas derivados de histocompatibilidad. La implantacion
directa de MSCs en tejidos dafiados se ha experimentado desde hace afos,
como toda técnica tiene sus detractores y apoyos, lejos de entrar a discutir
sobre la validez clinica de este método, el hecho de que se produzca una
diferenciacion celular in vivo tras un implante, demuestra que el nicho
celular estd permitiendo ese cambio fenotipico.(Tare, Babister et al. 2008,
Laine, Hentunen et al. 2012) Mientras que esto es relativamente sencillo de
demostrar in vivo, se complica mucho cuando se intenta recrear in vitro.

Hay que reparar aqui sobre el concepto de que aunque se disponga de una
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poblaciéon de células adecuada en tipo y cantidad, estas no se diferencian
para dar lugar a tejidos especializados de manera espontanea, es necesario
incluir todos los estimulos ambientales que puede presentar un nicho
celular concreto en un momento determinado(Curtis, Wilkinson et al.
2001, Dalby, Riehle et al. 2003). La diferenciacion de esta manera es

complicada de conseguir en un laboratorio.

1.4.-Tensegridad y Mecanobiologia celular.

Después de los ultimos experimentos realizados por la comunidad
cientifica, la idea de que el citoesqueleto tiene un papel central en la
reaccién y accidon sobre estimulos mecanicos externos se ha buscado
desarrollar modelos en los cuales podamos interpretar las acciones de
traduccion de sefiales ambientales por parte de la célula.(Ingber 2008b,
Liedl, Ingber et al. 2009, Luo, Xu et al. 2008, Stamenovi¢, Wang et al.
2006)Es posible que el modelo que mas ha influenciado este campo sea
fruto de la extrapolaciéon de un concepto de ingenieria de estructuras,
Tensegridad, al campo de la biologia celular. El modelo de tensegridad
celular propuesto por Ingber destaca por tomar los microfilamentos de
actina y los microtibulos como los componentes de una estructura

dindmica en la célula.
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Figura 1.2.-Las estructuras basadas en tensegridad estan estabilizadas

por tension en lugar de por compresion.

Algo comun entre todos los autores es la unanimidad en considerar los
motores de actina /miosina como un elemento de pre-tension de la
estructura de tensegridad mientras que los microtibulos forman el
elemento de compresion. Estudios biofisicos parecen confirmar esta idea
ya que los microfilamentos parecen soportar tension y los microtibulos
soportan mejor la compresion, estas observaciones parecen estar en linea
con las consideraciones de ingenieria de que la tension endereza y la
compresion dobla.(Ingber, Prusty et al. 1995)El modelo de Ingber describe
el papel general de los filamentos intermedios como proveedores de rigidez

en la célula.
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Estos se interconectan de manera frecuente con microtabulos,
microfilamentos y la superficie nuclear actuando por lo tanto de elementos
de suspension. De hecho si se produce un choque subito contra el nicleo

estos elementos se sabe que lo han protegido.(Ingber, Dike et al. )

En el concepto general de tensegridad podemos definir dos tipos

diferentes(Liedl, Ingber et al. 2009):

e Pre-tensa (relacionada con las interacciones miosina-actina)

e (Geodésica

En biologia celular la mayoria de los casos de ciernen a la
definicion de pre-tensa aunque encontramos también casos de geodésica.
Las contribuciones a un estado de pre-tension citoesquelética son
interpretadas por las células por medio de la formaciéon de contactos
focales que actien sobre las agregaciones de actina. Ademas los factores
fisicos de superficie dados por las fuerzas osmoticas e hidrostaticas que

gjercen una presion sobre la membrana citoplasmatica.(Ingber 2008a).

El empleo de técnicas de nanoidentacion combinadas con
microscopia de fuerza atomica han (Charras, Horton 2002, Charras,
Williams et al. 2004) (Charras, Lehenkari et al. 2001)demostrado que
mientras que solamente los microtubulos y filamentos intermedios estan

relacionados directamente con la respuesta mecanica de una célula con la
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superficie dejando fuera a los microfilamentos. Lo microfilamentos
establecen cierta tension intra-citoesquelética mientras que los otros dos
componentes cumplen con el concepto de tensegridad. El proceso de
adhesividad celular se ha estudiado también de manera tedrica por medio
de modelos matematicos. Todas las mediciones que se toman por medio de
métodos de microscopia de fuerza o de ensayos bioquimicos son
empleados para desarrollar modelos matematicos. La importancia de un
modelo es que permitird el desarrollo de una interpretaciéon mas exacta de
la forma en las cuales las células responden a una sefial mecanica y como
esta misma es capaz de eliminar o sobrepasar la respuesta bioquimica
llevando a cabo una regulacion directa de la actividad celular.(Dalby,

Riehle et al. 2003, Dalby, Riehle et al. 2002).

Una pregunta muy comun en este campo de la mecanobiologia es:
A qué responde realmente una célula? ;Tension, compresion, senales
bioquimicas o una combinacion de las tres anteriores? El problema del
desarrollo de estos modelos es que muchas ocasiones se desenvuelven
alrededor de conceptos matemdticos en lugar de mediciones
continuas.(Dalmay, Villemejane et al. 2011) Las células responden a estos
estimulos continuos aunque es muy complicado medir tales respuestas.
Una aproximacion valida es cuantificar cantidades mas fundamentales
como por ejemplo los cambios estructurales de moléculas de adhesividad.
En la mayoria de los estudios de mecanotransduccion, las células son
sometidas a un estimulo puntual alejado de la realidad de un ambiente
tisular vivo, lo que se obtiene pues es una vision puntual de lo que esta

teniendo lugar dentro de la célula al extraer los acidos nucléicos y realizar
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analisis moleculares. Otra premisa a tener en cuenta en el desarrollo
matematico es que una célula no constituye un tejido, se pierde pues la
heterogeneicidad de la respuesta tisular en este tipo de
experimentos.(O'Brien 2011, Murphy, Matsiko et al. ) Se pueden por
supuesto repetir los experimentos de manera seriada “n” veces, pero es
claro que los sutiles cambios que puede estar teniendo lugar
intracelularmente son muy complicados de detectar con la tecnologia
actual. La metilacion que presentamos en este trabajo experimental puede
ser una respuesta a una relacion directa en este tipo de modelos. Si es
posible juntar las respuestas celulares en un modelo que incluya, respuestas

bioquimicas, mecénicas y epigenéticas se obtendria un resultado promotor

que pueda armonizar esos tres factores.

El empleo de varios “arrays o matrices” de expresion génica a distintos
tiempos nos puede favorecer el conocimiento de ese patron de expresion
génica diferencial, aunque sin duda, el problema serd determinar qué
periodos de tiempo son los mas adecuados a seguir ya que dependeran
enormemente del tipo celular y las condiciones de entorno simuladas en el
laboratorio. Se han realizado pruebas con modelos de hibridacion con
fluorescencia para conocer las pautas de expresion génica o de activacion
de un promotor, pero estos modelos aunque validos para dar una idea
temporal de los acontecimientos nucleares, no puede darnos Ila
cuantificacion directa que es necesaria para parametrizar estos fendmenos
celulares aunque si para conocer qué genes y bajo qué condiciones se
expresan(Plunkett, Jaasma et al. 2008, Jaasma, Plunkett et al. 2008, Lyons,
Al-Munajjed et al. 2010).  Se han tenido en cuenta el tiempo de
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estimulacion, la ordenacion del citoesqueleto en respuesta al mismo, pero
ya que las células se cultivan sobre un substrato el modelo desarrollado por
Kaunas parece ser a dia de hoy el mas completo.(Kaunas, Huang et al.
2010, Kaunas, Hsu 2009) La modificacion del mismo por Butler al incluir
la energia total transmitida por las células tras la deformacion elastica del
substrato es (teniendo en cuenta la expresion proteica y génica como un

valor escalar)(Butler, Bhatnager et al. 2006, Turner, Armitage et al. 2004):

N
1 —
U ZEZTL Co,y) - ul (x,y)
i=1

Ecuacién 1.1

Donde

» U es la energia de estiramiento.

=TI (x,y) es la fuerza tractora aplicada en la posicion
(x.y)

= U1 (x,y) es el desplazamiento del citoplasma en el

putno (x,y)

Cuando los estimulos son muy continuos y de gran magnitud, la expresion
génica y aumenta, pero como todas las sefiales celulares se llega a un punto
en el cual se satura la expresion. Incluir este concepto de saturacion da
lugar a una aproximacién mas cercana de lo que se espera que ocurra en

situaciones in vivo.
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La expresion de esta respuesta de saturacion puede ser enunciada como la

funcion sigmoidea de U:

r maxima
1+e—Ar(U-U-0.5)

ré(U) =

Ecuaciéon 1.2

Donde:

ré(U) es la magnitud de la expresion génica que a su vez llega a

un valor maximo de saturacion » maxima.

Ar es la sensibilidad de la respuesta celular a la traccion mecéanica

que experimenta el citoesqueleto.

U es la magnitud maxima de la activacion de sefalizacion celular.

U puede ser cambiada en ambas ecuaciones en caso de que se opte
por otro valor escalar que represente de manera mas exacta la
correspondencia entre sefiales celulares (bioquimicas o génicas).Todo este
modelo busca poner de manifiesto como la mecanotransduccion a través
del citoesqueleto y las interacciones con los substratos de cultivo
establecen las propiedades estructurales de la célula. Los resultados
tedricos parecen confirmar que el citoplasma con las estructuras de
microtubulos y microfilamentos de actina un conjunto que responde a la
topografia y estimulos del nicho celular casando pues con lo propuesto en
el modelo de Tensegridad de Donald Ingber{{1111 Ingber,Donald E.
2008} }.
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En el trabajo experimental desarrollado sea intentado poder unir todas las
observaciones anteriores sobre las interacciones entre nucleo,
citoesqueleto, adhesiones focales e interacciones topograficas por medio de
la la hipdtesis de que existe una mecanotransduccion autoinducida por
parte de la célula, en este caso la topografia de superficie modifica la
morfologia del ntcleo celular asi como la posicion de los cromosomas
originando una expresion diferencial de genes al cambiar su probabilidad
de transcripcion. Aunque parece algo novedoso, nos decantamos a pensar
que es una extension o un caso particular de la teoria de Heslop-
Harrison(Heslop-Harrison 2012, Heslop-Harrison ). Para poder comprobar
esta asercion varios autores han llevado a cabo estudios comprobando
cambios en la posicion del cromosoma 3 y su posicion durante la interfase
cuando se cultivan células sobre nanoclumnas. Los primeros resultados
sobre este tema han sido ya publicados con resultados interesantes(Dalby,

Riehle et al. 2004, Biggs, Richards et al. 2010).

Como relacionar una cascada de sefiales bioquimicas con un stress
fisico causado tanto por condiciones mecanicas dinamicas como por la
accion de la topografia de superficie sobre los contactos focales e
integrinas de membrana es pues uno de los objetivos de este trabajo y de la
mecanobiologia celular.(Wood, Bagnaninchi et al. 2008, Turner, Armitage

et al. 2004, Prowse, Chong et al. 2011, Chen, Ingber 2008).

Se conoce por experimentos de citogenética que la disposicion de
los cromosomas y la forma nuclear cambia cuando son se cultiva las

células sobre superficies con nanocolumnas de PDMS.(Lee, Yang 2012,
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Shao, Wu et al. 2012) Al realizar hibridacion con fluorescencia sobre los
centromeros en G2 (ciclo celular) se observa que las dos copias de material
genético estan muy cerca en comparacion con un control en el cual las
células fueron cultivadas sobre una superficie plana. Esto estara indicando
que la tension creada por el material sobre el citoesqueleto ha desplazado
las dos copias aproximéandolas y provocando una expresion génica que es
diferente al grupo control. Por lo general la forma “relajada” de una célula
se supone redonda o esférica, pero cuando la célula entra en contacto con
una superficie toma formas aplanadas y radiales, aunque en el caso de las
nanocolumnas se observa una conformacion fusiforme(Kim, Seo et al.

2011).

Adhesion Alineacién, guiado
por contacto

Topografia
Figura 1.3.- Modificacion morfolégica del nacleo por parte de la

topografiay el citoesqueleto
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El empleo de topografias para conocer las funciones celulares es
todavia una disciplina relativamente nueva, aunque ya fueron puestas sus
bases en los 60 por Weiss y Curtis cuando se describieron lo que parecian
las primeras respuestas a superficies. La ampliaciéon de estos conceptos
primigenios hasta llegar a los postulados de mecanotransduccion directa
sobre elementos genéticos es aln un camino que se estd recorriendo.
Considerando lo expuesto con anterioridad se observa la respuesta de la
célula sobre la topografia es el “esparcimiento o "spreading” modulado por
las nanocolumnas. (Ellinas, Smyrnakis et al. 2011, Stranz, S6kmen et al.

2011)

Si realmente existen cambios en la posicion del centromero es muy
probable que exista una peculiaridad en la transcripcion génica. Este punto
fue demostrado por Curtis con estudios en los cuales al aplicar una tension
los centromeros modificaban su posicion por medio de la interaccion del
citoesqueleto (Figura 1.3).Observar los cambios que tienen lugar durante la
interfase es de gran importancia ya que es durante esta etapa cuando el
DNA es transcrito y traducido a proteinas con funcién celular. La idea
clasica de que los cromosomas no tienen una posicion geografica exacta
dentro de la célula parece estar siendo desbancada con los estudios de
Heslop-Harrison demostrando que ocupan una posicion poco variable. Es
incluso posible que cambios infinitesimales en la cromatina tenga un valor
regulador. Si esto estd ocurriendo, una herramienta a emplear es el estudio

de la metilacion del DNA o Epigenética.
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Epigenética

DIFERENCIACION CELULAR

Factores de Nicho celular
Crecimiento

Figura 1.4.-Factores que influyen en la diferenciacion celular

La epigenética es un término complicado de definir, la idea
principal es que el material génico sufre alteraciones y modificaciones
post-translacionales  por  medio  de factores  externos 0
ambientales(Delgado-Calle, Safiudo et al. 2011, Brooks, Le Dantec et al.
2010). En este caso, los impulsos mecanicos representan esos factores
epigenéticos regulando la transcripcion. La metilacion de DNA ocupa es
uno de los mecanismos clave durante los procesos epigenéticos. El
mecanismo de metilacion de citosina es la modificacion mas comun de una
base dentro del genoma de eucariotas. Se define como la adicion de un
grupo metil al carbon situado en el 5° de un anillo pirmididinico

generando un compuesto S-metilcitosina(Roloff, Nuber 2005).
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SAM
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Figura 1.5.-Mecanismo de Metilacion

Este compuesto, 5 metilcitosina se encuentra sobre todo en las islas
CpG, regiones ricas en citosinas y guaninas. La reaccion esta catalizada por
una DNA metiltransferasa que emplea una coenzima S-Adenosil metionina
(SAM). Entre las funciones de la metilacion de DNA, se incluye la
silenciaciéon de transposones, inactivacion de secuencias virales o
mantenimiento de una integridad cromosomal.Para poder detectar cambios
a nivel epigenético, se emplea una técnica de monitorizacion de las islas
CpG, la 5 metilcitosina deanina la timina de manera espontanea por lo que
existe una pobre presencia de islas CpG aunque estas a su vez estan
metaladas en proporciones mayores al 60% y con una distribuciéon no
aleatoria en el epigenoma. Esta metilacion coincide con fragmentos
altamente repetidos que en principio se consideraba que carecian de
interés, las ultimas investigaciones apuntan en la direccion de su papel
regulador de la disposicion de la cromatina.(Sidoli, Cheng et al. , Nakao

2001)
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Factor
Epigenético

0 Grupo
Metil

Cromatina

Cromasoma

Colade
Histonas Histona

Gen Activo,
Gen Inactivo, Accesible

inaccesible

Figura 1.6.-Esquema de un proceso de metilacion.

1.5.-Efecto de la rugosidad de superficie en la adhesividad celular.

Cuando los biomateriales se introducen en los tejidos humanos, sus
superficies entran en contacto directo con tejidos vivos, la reaccion inicial
no depende solamente de la quimica de superficie ni de sus propiedades
fisicas sino también de la reaccidn inicial que tiene lugar entre células y
material. Uno de los campos donde se ha estudiado mas el efecto de
rugosidad de superficie en la integracion de biomateriales dentro de un
tejido es la osteointregracion de implantes metalicos, especialmente de
Ti6Al4V y Ti30Ta(Ranella, Barberoglou et al. 2010, Zan, Wang et al.
2008).
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Los estudios llevados a cabo con fibroblastos sobre esas superficies, asi
como de Ti puro, dieron lugar a resultados diferentes en cuanto al tipo de
rugosidad y su correlacion con la alineacién celular. Experimentos
reproducidos con células madre mesenquimales produjeron resultados muy
diferentes a los obtenidos con fibroblastos, en este caso, las células
preferian superficies con poca rugosidad. Los osteoblastos por otro lado
mostraban una mayor proliferacion en Ti con una gran rugosidad. Se ha
encontrado también que las células mesenquimales responden de manera
positiva a la existencia de una rugosidad de superficial de Ti, a la hora de
disefiar un material que sea capaz de movilizar unas respuestas Optimas. La
comparacion de materiales que han sido tratados por chorro de arena para
promover una topografia de superficie, demuestran cémo tras 60 minutos
de incubacion de cultivo celular , las células muestran ya caracteristicas de
membrana y de citoesqueleto superiores a lo que se observa en un metal
liso. En el caso particular del Ti6Al4V las adhesividad celular de
osteoblastos es mucho mejor sobre una superficie mas lisa (Ra: 0,30
micrometros) que las superficies mas rugosas (Ra: 0,42microm y 0,61
micrometros). Se ha observado este mismo en variaciones de 0,05 micras

en Ti con células MC3T3(Huang, Ho et al. 2004).

El titanio puro por otro lado presenta cambios en otros patrones de
adhesividad siendo los valores situados entre 0,05 y 0,07micras los mas
acertados. Estas investigaciones relacionadas con la adhesividad y
proliferacion celular sobre superficies rugosas intentan simular el
comportamiento del material en contacto con las células de un tejido. Es

necesario mencionar que en el cuerpo humano las citoquinas presentes asi
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que la sefializacion celular es mas compleja que la recreada en un pocillo

de cultivo celular.(Brettle 1970a, Brettle 1970b, Liithen, Lange et al. 2005)

En la clinica se han obtenido resultados que varian mucho en funcién de
los rangos de rugosidad de superficie, por ejemplo, una rugosidad entre
0,08 y 1,3 micras es relativamente dificil de encontrar en la literatura.
Existen datos contradictorios en la bibliografia sobre los rangos mejores
para favorecer la adhesividad e incluso hasta hace muy poco no se
consideraba el efecto de las nanotopografias ni de la ordenacién de
patrones topograficos sobre las mismas. Estas rugosidades superficiales
favorecen los fenomenos mecanosensitivos de las células cultivadas sobre
ellos, por lo general una célula una vez que se ha adherido va a buscar
explorar la superficie que la rodea por medio de filopodios para continuar
con la extension de lamelipodios para mover y extenderse sobre la
superficie.(Sjostrom, Dalby et al. 2009)Es importante diferenciar aqui estos

dos conceptos:

e Adhesividad celular: Es el proceso por el cual una célula se une a
una superficie, matriz extracelular o a otra célula por medio de
proteinas de adhesividad como las selectinas o las integrinas.

e Extension o esparcimiento celular: Llamado “cell spreading” en la
literatura, tiene la caracteristica de ser un fendémeno influenciado
claramente por el tipo de substrato empleado. Existe una clara

deformacion celular a varios niveles, citoplasmatico y nuclear.

44



CAPITULO 1

Figura 1.7.-Adhesividad de osteoblastos sobre Titanio. Tomada

tras 4 minutos de cultivo

El hecho de que exista una mecanosensitividad tiene una gran
relevancia en procesos in vivo. Tomando el ejemplo fisioldgico de la
remodelacion  6sea podemos demostrar que los tejidos, son
mecanosensitivos(Gupta, New et al. 2006, Frost 1989, Kular, Tickner et al.
). En los casos de pacientes con largos periodos de reposo en cama sin
rehabilitacion ni ejercicio fisico o la exposicion a condiciones de
microgravedad conllevan una disminucion de la masa osea los procesos de
carga propiciados por una ganancia de peso o el ejercicio continuo llevan
ejercen un efecto de ganancia en la masa dsea. Este tejido fue uno de los
primeros sobre los cuales se realizaron las primeras hip6tesis de como las

fuerzas mecénicas actian sobre la estructura tisular y por extension celular.
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Las fuerzas de compresion que inciden sobre un hueso durante el ejercicio
provocan no solamente una presion sobre las células individualmente sino

también sobre la presion hidrostatica y potenciales eléctricos.

Como se ha expuesto con anterioridad, los cambios ambientales
afectan directamente al comportamiento celular y en este caso los
osteocitos perciben tales impulsos en su microambiente o nicho celular.
Hasta el momento se creen que este proceso ocurre lugar por medio de

varios mecanismos activados por los cambios ambientales:

e Activacion de canales 16nicos
e Integrinas
e Deformacion del citoesqueleto

e Activacion de conexinas

Los canales i6nicos son activados por medio de fuerzas de traccioén
sobre el citoesqueleto debido a fendmenos que tienen lugar en el nicho
celular como por ejemplo la acciéon de una fuerza hidrodindmica que

+2
favorezca la apertura de canales de Ca ™.

Este fenomeno desencadena una cascada de eventos de movilizacion de
enzimas intracelulares como la proteinquinasa C paralelamente a una
despolarizacion de membrana que conduzca a la apertura de los canales
dependientes de voltaje para aumentar la entrada de iones. El papel del
Ca™ dentro de los procesos celulares y bioquimicos es conocido desde

o e ., +2 .
hace muchos afios, durante la mecanosensitividad el ion Ca “ previene
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cambios en la expresion de genes importantes como el COX2(Wadhwa,

Choudhary et al. 2002, Joldersma, Burger et al. 2000).

Las integrinas por su parte son mecano receptores de superficie celular que
al ser activados por el proceso de tensegridad al ser activados por
deformacion del nucleo los genes que expresan componentes estructurales
importantes como el colageno o la fibronectina. La mecanoregulacion de la
integrinas involucra también la liberacién de Ca™ al ser afectadas por
estimulaciones pequefias tanto ciclicas como continuas o al responder a
fuerzas mecanicas débiles medidas por microscopia de fuerza atémica

(AFM).(Prowse, Chong et al. 2011, Chen, Ingber 2008).

Las células madre derivadas de médula 6sea responden de manera
diferente en cuanto a los patrones de liberacion de Ca™. En este caso, las
c¢lulas mesenquimales tienen una respuesta menos acusada a la liberacion
de estos iones, siendo quizds una indicacién de su no especializacion
celular, mientras que las sefiales mecanicas y bioquimicas del nicho celular
las conducen hacia las diferentes estirpes de células dseas (osteoblastos,
osteocitos etc....). Las integrinas actian como puntos de anclaje, donde las
fuerzas de deformacion son transmitidas al citoesqueleto llevando a la
formaciéon de nuevos contactos focales que son estimulados a través de la
ECM por medio de las quinasas de adhesividad focal (QAF) directamente
relacionadas con la proliferacion y la migracion celular. Son estas
estructuras de membrana las que sirven para anclar a las células en el
primer paso de adhesividad previo a la expansion sobre el substrato. Los

filamentos de actina van a servir de transmisores de fuerza que pueden ser
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modificados por la propia célula para ajustar tanto la organizacion interna
celular como la orientacion y polaridad que expresan en cultivo. El paso de
esparcimiento celular conlleva la colonizacion del area de cultivo y por lo
tanto es clave su estimulacion a la hora de considerar el disefio de un
biomaterial, es en este paso donde las conexinas juegan su papel por medio
de favorecer la interaccion célula-célula por medio de hemicanales por los
cuales se transfieren proteinas y se transmiten informacién sobre el nicho
celular entre una poblacion.(Cantley 2008, Waggett, Benjamin et al. 2006)
Este punto ha sido comprobado al observar que durante periodos de
estimulacion mecanica, las poblaciones celulares registran un aumento en
el nimero de conexinas. Este proceso presenta un especial interés ya que
responde casi a un mecanismo de cinética enzimatica donde el aumento de
la concentracion de conexinas permite una mejor conexion entre células en
respuesta a los estimulos ambientales(Coletti, Jaroszeski et al. 2012,
Djikanovi¢, Kalauzi et al. 2012). Son estos componentes de
mecanotransduccion los que permiten que exista un fenémeno de
remodelacion celular al permitir la comunicacion e intercambio de

informacion entre distintos tipos celulares.

1.6.-Ingenieria de Tejidos Funcional. (FTE).

El objetivo principal de la ingenieria de tejidos es la creacion de
una tejido in vitro por medio de procesos que incluyan el empleo de
células, un armazén sobre el cual cultivar las células y que favorezca la
integracion en el tejido llegando a ser deseable la caracteristica de

biodegradabilidad en algunos casos.(Chiu, Chu et al. 2011) Los otros
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factores que conforman el epitopo de la definicion son el empleo de

farmacos y sefales de nicho celular.

Ingenieria de Tejidos

Reparacion/substitucion de tejidos dafiados

Células
Embridnicas
Adultas
Sefiales s> Matriz Extracel.
Citokinas (F.C.) Metales
Farmacos Ceramicas
Fuerzas Mecanicas Polimeros

Figura 1.8.-Componentes de la Ingenieria de Tejidos.

Las células son el componente principal de la FTE, en ella se busca
la interacciéon de las mimas con un armazoén que sirve tanto como de
relleno de espacio como de vector de transporte de células hasta la zona
deseada pudiendo estar funcionalizado con caracteristicas de superficie o
con farmacos.(Freed, Guilak 2007, Yang, Yamato et al. 2007) La
proteccion de las células en la zona de reparacion favorece la
diferenciacion desde célula mesenquimal hasta un tipo celular deseado
creando asi un ambiente o nicho celular especifico en el que las tres partes
interaccionan entre si. Los farmacos pueden ser de varios tipos, desde
antibidticos hasta factores de crecimiento y antitumorales.(Horan, Collette
et al. 2006) El armazén favorece también que las células se organicen y

conformen unos patrones basicos dependientes de la adhesividad

49



Introduccion

favoreciendo el guiado por contacto y la comunicacion célula-célula.
Debido a restricciones existentes sobre el empleo de factores de
diferenciacion en la clinica parece logico disefiar materiales inteligentes
que permitan la diferenciacion, integracion y angiogénesis en funcion del
la morfologia del material asi como su porosidad con el fin de permitir la
formacion rapida de un tejido funcional. La estimulacion propiciada por
fuerzas mecanicas favorece el desarrollo tisular al provocar una deposicion
de ECM vy reorganice la disposicion celular. En el desarrollo de este trabajo
experimental, se estudian los efectos que tales fuerzas ejercen sobre una
poblacion de células mesenquimales en un armazén poroso bajo

condiciones de flujo en bioreactor a fin de simular un nicho celular.

1.7.-Nicho celular de células madre.

Al producirse dafio tisular, se pierden estructuras llamadas “nichos
celulares”, el empleo de biomateriales en FTE puede permitir la
recuperacion y rehabilitacion de esos nichos volviéndolos funcionales de

nuevo.

El desarrollo de nichos artificiales ha de incluir sefiales de anclaje
capaces de atraer y de localizar células madre enddgenas a través de los
mecanismos descritos con anterioridad de comunicacion célula-célula y
célula-ECM. Por lo tanto la ingenieria de nicho requiere que se consideren
pardmetros de control dindmico de citoquinas, formaciéon de ECM,

comunicacion celular y factores fisico-quimicos.

50



CAPITULO 1

A pesar de que existe una enorme variedad de materiales
disponibles en la industria actual de biomateriales, solamente se han
empezado a emplear de manera reciente para controlar la diferenciacion
celular.(Tare, Babister et al. 2008, Laine, Hentunen et al. 2012) Al emplear
armazones con estructuras 3D se favorece el comportamiento celular de
una manera mas cercana al encontrado in vivo al permitir una
reorganizacion espacial que se asemeje al tejido en comparacion con lo
obtenido en un armazoén en 2D. Un experimento realizado con un armazon
3D de cristales coloidales invertidos para simular la topografia de un nicho
ce médula 6sea. Estas superficies fueron capaces de ayudar al crecimiento
de células y favorecer la diferenciacion de linfocitos. Asi mismo
pardmetros como la elasticidad del substrato pueden regular la
diferenciacion celular de células mesenquimales en cultivo. Cuando se
cultivaron células mesenquimales sobre materiales con elasticidad similar a
la que presenta un ambiente muscular, se propiciaba una diferenciacion
hacia células musculares(Kuraitis, Giordano et al. 2012, Guo, Gonzalez et

al. 2011).

1.8.-Ruta WNT. Papel en la adhesividad celular y en la clinica
humana.

La observacion de la existencia de ciertas mutaciones en la formacion de
hueso dio lugar al estudio de la sefializacion de WNT en formacién de
hueso. Al presentarse mutaciones donde no se expresaban de manera
normal las sefiales (Schambony, Kunz et al. 2004, Jin, Park et al.
2006)WNT los pacientes incrementaban sensiblemente la cantidad de

hueso formado.
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Figura 1.9.- Activacion/Degradacion Beta Catenina

Al realizar con posterioridad mas estudios se descubrio el potencial
que tenia esta ruta para el control de la actividad 6sea. Las proteinas WNT
se conocian ya por su papel en procesos embridnicos, tumorgénicos y de
diferenciacion de células madre en humanos.(Vlad-Fiegen, Langerak et al.
2012a)
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Bela Catenina
Wnt-5a
Wwrnit-7b

Wnt-10b
NG -1

OO
@

Beta Catenina Beta Catenina

Figura 1.9.1.-Papel de WNT y Beta Catenina en diferenciacion celular.

El proceso es bastante extenso y complejo, sobre un esquema
general se van afiadiendo cada vez mas componentes € interacciones.
Estas interacciones activan diferentes tipos de modelos de sefializacion

intracelular dividiéndose en:

e Sefalizacion candnica. Dependiente de [ -Catenina.

e Sefalizacion no canonica. Independiente de [-Catenina.

La ruta candnica es hasta el momento la mas estudiada en el campo

musculo esquelético al dirigir los procesos de formacién 6sea. Una pieza
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por la cual se regula toda la ruta es la 3 -Catenina, esta al ser estabilizada
enel citoplasma traspasa la membrana nucléica y produce una regulacion
directa de la expresion génica.(Jamieson, Sharma et al. 2012) En la
membrana celular existe un marcador Frizzled (Fz) que permite el anclaje
de la WNT a la superficie celular, siendo trasladada al citoplasma por
receptores de lipoproteina (LRP 6), al realizarse este paso, se evita la
degradacion de la B-catenina por la formacion de un complejo de Axina-,
GSK3p, y APC. Al no existir degradacion, se acumula en el citoplasma
antes de ser traslocada en el nucleo donde comienza a regular las
interacciones de proteinas de uniéon a DNA y de varios factores de
transcripcion(Vlad-Fiegen, Langerak et al. 2012a, Vlad-Fiegen, Langerak
et al. 2012b). Esta regulaciéon modela la correcta formacion del sistema

nervioso, hepatico, cerebral y cardiaco.

El interés para la bioingenieria es derivado de lo observado en procesos de
cancer donde las células proliferan a gran ritmo y porque esta ruta tiene
una relacion directa con otra ruta de diferenciacion celular que ha sido
estudiada con gran entusiasmo durante los ultimos afios, la de las proteinas
morfogénicas de hueso (BMPs), parte de la TGF- . A la hora d()e activar
esa ruta in vitro se puede realizar por medio del empleo de carga

mecanica(Jamieson, Sharma et al. 2012).

En la ruta, un componente, DKK-1, en su ausencia, se incrementa la masa
Osea obteniéndose un tejido 6seo mas solido y fuerte. Esto mismo se
observa al fosforilar a la P—Catenina en modelos murinos. Los

polimorfismos del gen del receptor de Wnt LRP6 estan asociadas a las
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fracturas osteoporéticas asociandose con una baja densidad osea. Al
conocer desde un punto de vista mas bésico las interacciones intra-ruta se
puede intentar modularlas por medio de ingenieria de tejidos al
considerarla parte del nicho celular(Monroe, McGee-Lawrence et al.

2012).

1.9.-Materiales empleados en la tesis.

1.9.1.-Tantalo y Niobio

La historia del tantalo y del niobio es tan antigua como los dioses
griegos y quizas sea este el uofog (relato, en lengua dypia) en la cual se
describe la mitologia de los implantes en tiempo helénico. Téntalo,
Tavralog, hijo de Zeus era un rey que nadaba en la abundancia, favorecido
por los dioses en todos los aspectos este era a su vez padre de Pélope,
Iléloy y de Niobio, Nidfn. Tantalo era constantemente invitado a
compartir los banquetes de los dioses, pero creci6 el rey en confianza y
compartid con los hombres los secretos revelados por los dioses. Al
conocer estas noticias Zeus se encolerizo, algo bastante comun en é€l, y
castigd a Tantalo a permanecer en los dominios de Hades (4fidrng) donde
los arboles con frutas apartaban sus ramas para que no pudiese comer y las
aguas del lago se retiraban cuando intentaba beber. Tras esta afrenta el rey
se sintio su orgullo dafiado y se dirigi6 de nuevo a su palacio, donde

organizo una comida para los Dioses.

Las mesas se llenaron de invitados que desconocian que Tantalo

habia servido como comida a su propio hijo Pélope con el fin de poner a
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prueba la omnisciencia inherente de las deidades. Los dioses no tardaron
en descubrir el engafio, salvo Anuntyp que dio buena cuenta de un hombro
entero. Enojados los dioses por este agravio llevaron los restos del pobre
infante a una olla donde Morai (Moipar) y Hephaesto ("Hpaiorog)
consiguieron volverlo a recomponer y llenar de vida, salvo claro, por el
hombro que habia sido degustado por la diosa de la fertilidad. Buscod
Hephaesto una pieza de marfil que empled como implante de hombro para
que Pélope pudiese volver a ser rey del Pisa en el Peloponeso. La parte de
biocompatibilidad nunca fue explicada en la historia que ha llegado hasta
nuestros tiempos quizas borrada por Aiolog, pero... ;Desde cudndo los

misterios de la ciencia de los Dioses es menester de los Gvyroig?

Figural.9.2.- Hephaesto, el mitico “cientifico de materiales”.
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Los procesos de manufactura son muy similares para ambos
metales desde el punto de vista metaliirgico ambos sufren una separacion
por medio de extracciones liquido-liquido pudiendo ser también destilados
y precipitados en forma de hidroxidos y ¢xidos deshidratados. La forma de
oxido se reduce por la accion de sodio siendo también empleado el
aluminio y el carbon.

Los puntos de fusién de ambos metales son bastante elevados
(2468°C para Ta 'y 2996°C para Nb) por lo que el proceso de formacion de
aleaciones para mejorar sus propiedades mecanicas con Mo o V puede
llegar a ser un factor econdmico a tener en cuenta al tener estos su vez
puntos de fusion también altos. La industria manufactura el Ta y el
Nb en formas suficientemente ductiles para que se puedan tratar en un
molino de bolas en atmosfera inerte admitiendo el uso de técnicas
mecanicas de aleacion. El polvo ya en forma de aleacién se procesa a
1200°C seguidos de una compresion y sinterizacion en condiciones de

vacio o por compresion isostatica a temperatura elevada (HIPping).

Nb Ta Mo W v
Atomic radii (nm) 0.143 0.143 0.136 0.137 0.132
Tonic radii® (nm) 0.069 0.068 0.062 0.062 0.059
p (ke.m™?) 8,580 16,680 10,280 19,260 6,110
Melting point (°C) 2,468 2,996 2.610 3.410 2.178
a (107°K™hH 73 6.5 4.9 4.5 8.3
E® (GPa) 110 185 320 405 134
Shear modulus? (GPa) 375 69
YS? (0.2%)(MPa) 228 207
Ey (V) —0.96 —1.12 —0.2 —1.18

Tabla 1.1 Comparacién de valores para diferentes materiales

empleados en bioingenieria.(Helsen 2010)
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Ambos metales son electronegativos y las cualidades de resistencia a la
corrosion son mayores en el Ta comparado con Nb y Ti. Son también
biocompatibles sin que se haya encontrado en la literatura ejemplos que los
descarten para el empleo en la clinica humana. De hecho ambos materiales
llevan mas de 60 anos siendo empleados en medicina en aplicaciones tales
como suturas, reparacion de huesos, electrodos para reparacion nerviosa o
como material radiopaco. Debido a sus caracteristicas fisicas el material
parece tener una mayor aplicacion cuando se produce en forma
porosa.(Balla, Bodhak et al. 2010) Empresas como Zimmer comercializan
Ta en forma porosa para varias aplicaciones en traumatologia y ortopedia.
Desde el punto de vista mecénico su rendimiento es bueno como substituto
6seo o en protesis articulares. Los resultados obtenidos en cuanto a
osteointegracion muestran la necesidad de adecuar el tamafio de poro para
favorecer procesos angiogénicos habiéndose observado remodelacion cerca
de los canales de Haverst. (Miyazaki, Kim et al. 2002)El material es en
ocasiones como implante en zonas de osteonecrosis. El sistema de
reparacion 6sea requiere la presencia de diferentes porosidades y tamafios
para poder crear sistemas vasculares, colonizacion celular y dar lugar a una
estructura estable. El Niobio ha sido empleado incluso para stents y en
aleacion con Ti para mejorar las propiedades de los implantes en
traumatologia y ortopedia.(Bobyn, Toh et al. 1999, Dittrick, Balla et al.
2011)
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Tipo de Prueba UTS |YS |E Elongacion %
MPa | MPa | Gpa

Ta Poroso
Compresion 55 37 2-4 | 317

Hueso Trabecular

Compresion 10 5 7

Tabla 1.2 Comparacion valores para Ta poroso con hueso
humano trabecular. UTS(Fuerza de Tension Final),YS(Limite
Elastico), E (Modulo Young). (Helsen 2010)

1.9.2.-TiO2. Titania.

La implantacion de un material metalico implica la formacion de un
oxido en forma de capa superficial sobre el biomaterial. La velocidad de
oxidacion y la calidad de la capa de 6xido formada en cuanto a la
capacidad de difusion de iones determina también el comportamiento del
implante en condiciones in vivo. Los peores resultados son obtenidos por el
acero inoxidable siguiendo este orden Al,Os, Cr,03, TiO,, ZrO; y Ta;0s
vemos que el TiO, parece tener un comportamiento valido para ser
considerado como plataforma de ingenieria de tejidos(Sjostrom, Dalby et
al. 2009, Vasilev, Poh et al. 2010). Otra razon para considerar a la Titania
es que la mayoria de los implantes que se emplean en Traumatologia y
Ortopedia son de Titanio y si la experiencia clinica demuestra que el
rendimiento es bueno en estas protesis podemos considerar que estudiar un
armazon de Titania es interesante para conocer el comportamiento de
células madre mesenquimales sobre el mismo. La formacion de una capa

de TiO2 preserva al resto del implante de la corrosion. Tiene capacidad de
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atraer células madre mesenquimales y de osteoconduccion sobre implantes
de NiTi si se emplea como ceramica con nanoporosidad recubriendo la
superficie de Ti se obtienen interacciones intimas entre el implante y el
tejido, la Titania ademds ha demostrado ser una superficie valida para
estudios de  mecanotransduccion  (Haddow, Kothari et al.

1996).(McNamara, Sjostrom et al. 2011)
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CAPITULO 2.- MATERIALES Y METODOS
2.1.-Introduccion al cultivo celular.

El cultivo celular representa el método mas claro de estudio de
biocompatibilidad de un material a nivel in vitro. Con los protocolos
actuales de cultivo celular las primeras reacciones entre célula y
biomaterial son posibles de realizar de manera mds barata que en las

pruebas in vivo.

Para la realizacion de un cultivo celular es necesario contar con los

siguientes materiales minimos en un laboratorio con ambiente estéril:

e Cabina de flujo laminar.

Estas cabinas con flujo laminar que puede ser vertical o
horizontal son la piedra angular de estas técnicas. Permiten mantener un
ambiente estéril en el cual las células pueden entrar en contacto con los
materiales sin ninguna interaccion no deseada como pueden ser hongos o
bacterias. Las cabinas horizontales son clasificadas como de seguridad
bioldgica y en ellas se realizan todos los pasos cuando se emplean tejidos
humanos ya que permiten una manipulacion segura hacia el investigador.
Durante la tesis se emple6 una cabina de cultivo de seguridad biologica
clase y flujo vertical.

e Incubador. Las células eucariotas han de ser mantenidas en
un ambiente de CO2 al 5% y 37C, para ello se contd un un

incubador Nuaire
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e Plastico de cultivo, tratado para favorecer la adhesividad

celular y la rapida proliferacion de las células en monocapa.

Obviamente uno de los puntos mas importantes a la hora de disefiar
experimentos es escoger adecuadamente el tipo celular que se empleara.
Cada tipo de célula cumple una funcién diferente en el organismo, su
fenotipo es diferente asi como su comportamiento ante los posibles
microambientes en biomateriales donde podemos realizar el cultivo. Por lo
general existe una gran tendencia a emplear lineas celulares en los
experimentos. Estas lineas son células “inmortalizadas” o bien por métodos
de ingenieria genética (virus Epstein-Barr) o procedentes de explantes
tumorales. Algunas de las lineas tumorales se han venido cultivando desde
hace decenas de afios y son mundialmente conocidas como las Hela,
extraidas a Henriquetta Lacks. En el campo de la biocompatibilidad se
emplean células de varios origenes, pre-osteoblasticas (MG-63,Saos-2),

Musculares (NIH 3t3) etc.

Durante el disefio de estos experimentos no hemos decidido
decantarnos por ninguna de estas lineas, al estar su mecanismo de
adhesividad y proliferacion alterado se optd por el empleo de células madre
adultas ya que facilitarian una simulacién més cercana a lo que se puede
esperar de la reaccion de un tejido a un implante en condiciones in vivo. En
el campo de la biocompatibilidad, algunos cientificos cuestionar la utilidad
de las pruebas in vitro y animales a la luz de la aparente falta de
correlacion con el uso pruebas y la historia clinica de los materiales. Sin

embargo, la falta de correlacion no es sorprendente a la luz de las
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diferencias entre estas pruebas. En pruebas in vitro y animales menudo
medir aspectos de la respuesta biologica que son mas sutil o menos
importante que los observados durante el uso clinico de un material.
Ademas, las barreras entre el material y los tejidos pueden existir en el uso
las pruebas o el uso clinico, pero no pueden existir en el in vitro o las
pruebas con animales. Por lo tanto, es importante recordar que cada tipo de
ensayo ha sido disefiado para medir diferentes aspectos de la respuesta

bioldgica a un material, y la correlacion no es siempre de esperar.

Las células madre mesenquimales son células primarias multipotentes que
fueron aisladas de médula 6sea humana donada por el Departamento de
Cirugia Ortopédica y Traumatologia bajo acuerdos de donaciéon y
consentimiento por parte de pacientes que iban a ser intervenidos
quirurgicamente en el Hospital Clinico Universitario de Santiago de
Compostela. Las muestras obtenidas en quirdfano eran recibidas en el
laboratorio de cultivo celular en tubos con EDTA (referencia).
Inmediatamente tras su recepcion se procedia a aislar las células madre
presentes en la muestra por medio del protocolo gradiente en Ficol-
Histopak (Sigma).Brevemente en estéril se procede a pipetear un volumen
de 5 ml de Ficol previamente atemperado a 37°C en un tubo falcon de 15

ml.
Sobre este volumen se pipetea con cuidado un volumen igual de médula

6sea formandose dos capas claramente diferenciadas (Figuras 2.1 y 2.2.).

Este procedimiento se repite para todo el volumen disponible.
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AISLAMIENTO DE CELULAS MADRE Y
CULTIVO CELULAR

Figura 2.1.- Esquema de aislamiento de células madre mesenquimales
a partir de médula 6sea humana. EI proceso incluye una

centrifugacién a 2000 rpm y dos lavados posteriores.
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Figura 2.2.- Aislamiento de células mesenquimales. Preparacion de un

gradiente de Ficoll
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Una vez que se tiene una bateria de tubos preparados, se procede a
realizar una centrifugacion a 37C en una centrifuga durante 30 minutos a
2000rpm. Este paso favorece la formacion de diferentes capas de gradiente
donde podemos localizar varios tipos celulares. La fraccion de globulos
rojos se precipita en el fondo del tubo , la grasa en la capa mas superficial y
una interfase rica en células madre ocupa una zona intermedia del tubo. Por
medio de una pipeta estéril tipo Pasteur se aspira esa interfase (Fig. 2.2)
para su posterior lavado en D-MEM. El aspirado es pipeteado en un tubo
nuevo donde es lavado con D-MEM vy centrifugado a 1500 rpm durante 3
minutos formdndose un pellet rico en células madre. Este pellet es
resuspendido en D-MEM vy subcultivado en frascos de cultivo de 25cm?2.
En estos frascos se alcanzara la confluencia celular aproximadamente tras

dos semanas de cultivo en un incubador a 37C y 5% de CO?2.

Al alcanzarse la confluencia las células son tripsinizadas para poder
ser subcultivadas sobre los materiales de nuestra investigacion mientras
que una alicuota es cultivada de nuevo en un frasco de cultivo permitiendo
asi tener mas células para los experimentos. El nimero celular es medido
por medio de un hemocitémetro (cdmara de Neubauer). Para el cultivo de
células madre el D-MEM estd suplementado con gentamicina
(280ul/250ml) y Suero Fetal Bovino (Hyclone) 20%. Esta misma féormula
de D-MEM es empleada en el cultivo de la linea celular MG-63 a
excepcion de la concentracion de SFB que es de un 10%. Los medios son
cambiados cada tres dias y los cultivos tripsinizados cuando se alcanza una

confluencia del 90%. Una vez que se alcanza la confluencia en los frascos
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de 25cm2 se pasa a frascos de 125cm2 para obtener un mayor nimero de

células.

Los materiales empleados son siempre tratados en un bafio de
ultrasonidos para limpiarlos efectivamente y posteriormente autoclavados

(Selecta Autotester) a 121 °C durante 30 minutos.

2.2.-Cultivo en camaras de perfusion.

Parte de los experimentos presentados en esta tesis han buscado recrear un
ambiente dindmico en el cual se pudiesen investigar el comportamiento de
células madre sobre materiales simulando un nicho celular similar al que se

puede dar en condiciones in vivo.

M
i ulmumumlumumu““

- i
* T

Figura 2.3.-Montaje de cultivo en bioreactor. La bomba peristaltica
crea un flujo continuo hacia el bioreactor, localizado a la derecha de la

foto.
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El cultivo celular en estatico es el mas extendido hasta el momento
a la hora de realizar pruebas in vitro, atin asi, es importante tener en cuenta

que la ingenieria de tejidos juega con sefiales bioquimicas como fisicas.

En el caso de las senales fisicas, una de las técnicas mas
interesantes en la actualidad es emplear bioreactores de flujo. Estos
bioreactores como el de la figura 2.4 fueron empleados a lo largo del
estudio de interacciones célula-TiO2 en malla. A cada extremo del
bioreactor se conectan unos tubos autoclavados que son conectados a su
vez uno a una bomba peristaltica que bombea un flujo pequefio durante un

largo periodo de tiempo y otro extremo a un vaso colector.

El flujo es creado con medio de cultivo completo D-MEM tal y como se
emplea para cultivo estatico ya que favorece la supervivencia celular en el
armazon. Tanto el armazon como los bioreactores son estériles a la hora de
realizar el cultivo. En primer lugar se deja crecer las células madre durante
24 horas a una densidad de 60x103 células/cm2. Esto favorece el
asentamiento de las mismas sobre las estructuras. Los experimentos
constan de un grupo control “estdtico” donde no se procede a bombear

flujo de medio a través del armazon.

70



CAPITULO 2

Figura 2.4.-Bioreactor de flujo EBERS durante el proceso

experimental.
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La idea detras de esta parte experimental es conocer la capacidad de
regulacion de la ruta WNT canonica (Beta-Catenina) a través de diferentes
impulsos ciclicos. Los ciclos constaron de impulso de Iml/ minuto durante
30s durante 5 minutos, seguidos de un reposo de 10 minutos. Estos tiempos
fueron escogidos en funcion de la bibliografia existente ((O'Brien 2011,
Plunkett, Jaasma et al. 2008)) en los cuales se describi6 como ciclos de
flujo pueden influenciar el potencial osteogénico de las células cultivadas

en armazones poliméricos.

Figura 2.5.-Detalle del montaje del bioreactor
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CAPITULO 2

2.3.-Base tedrica de los inmunoensayos.

Los inmunoensayos (ELISA, enzyme ligand inmuno assay) son una
herramienta rapida para estudiar la presencia de posibles citokinas
expresadas por células en contacto con la superficie de un biomaterial .La
citoquina ELISA (Enzyme-Linked Inmuno Ensayo sorbente) es un método
especifico y altamente sensible para mediciones cuantitativas de citocinas o

analitos en otras soluciones.

Un anticuerpo monoclonal especifico (MAB) capaz de capturar la
citoquina de interés esta recubierta por una placa de microvaloracion. Un
segundo mAb, utilizado para la deteccion, se une un epitopo diferente
sobre la citoquina. El mAb deteccion estd marcado con biotina, que
permite la unidn posterior de una enzima de estreptavidina conjugada.
Todos los reactivos no son lavados. Cuando se afade el sustrato, una
reaccion de color se desarrollard que es proporcional a la cantidad de
citoquina atado. La concentracion de citoquinas se determina por
comparacion con una curva estandar con concentraciones conocidas de
citoquinas. La sensibilidad de un ELISA depende principalmente de la
afinidad de los anticuerpos y en el sistema de amplificacion utilizado. Los
limites de deteccion para la prueba ELISA de citoquinas se encuentran
comunmente en la parte inferior picogramos / mLEl tipo de ensayo ELISA
elegido fue el denominado “sandwich”, ideal para detectar antigenos en

muestras.
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Materiales y Métodos.

El protocolo utilizado es el siguiente:
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Sobre una superficie se ha capturado una capa de anticuerpos
conocidos.

La superficie es tratada para evitar uniones secundarias no
deseadas.

Se aplica el antigen presente en los sobrenadantes de cultivo.

Se realice un primer lavado para liberar el antigeno no unido..

Se afiade un anticuerpo, que se une al antigeno fijado (por eso se
denomina “sandwich”).

Se usan ahora unos anticuerpos secundarios marcados de manera
enzimatica que se unen al anticuerpo anterior.

Un Segundo lavado es hecho para eliminar material que no se haya
unido.

En este paso se emplea un producto quimico que reacciona con la
enzima anterior dando lugar a una sefial de fluorescencia que es
detectada por medio de un lector especifico de microplacas. (Biorad

Microplate Reader).



CAPITULO 2

ELISA

Antibody Labeling Reagents
o Enzyme
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Figura 2.6.-Esquema de un Elisa Sanwich. Bendermedsystems.

Para poder identificar en qué material se esta produciendo un mayor indice
de apoptosis se realizo un ELISA de Caspasa-3.La caspasa 3 es una enzima
que esta activada en los procecos apoptoticos celulares tanto en la via
intrinseca como extrinseca. (Kihara, Nakamura et al. 2009)La caspasa 3
tiene una caracteristica de zimogeno que es esencial ya que controla la
actividad de la misma evitando una muerte celular indiscriminada medio

de la caspasa-3.

El zim6geno no tiene actividad hasta que es activado por un
iniciador, este proceso solamente se da una vez que se han desencadenado
los procesos apoptoticos de sefalizacion celular. Estas sefiales celulares

producen el ataque por células T-Killer.La caspasa 3 juega un papel central
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Materiales y Métodos.

pues en los procesos de muerte celular interaccionando de manera muy
cercana con la Caspasa-9 en la via intrinseca. In vitro la activacion es
mucho mas sencilla que in vivo, siendo un marcador ideal a la hora de
realizar ensayos de biocompatibilidad celular de biomateriales.(Anderson,
Rodriguez et al. 2008) En el ensayo un anticuerpo monoclonal anti-
Caspasa-3 es adsorbido sobre la superficie de placas de 96 pocillos
estériles. La caspasa 3 persente en los sobrenadantes recogidos se unde
directamente pues sobre esta superficie al ser capturada por el anticuerpo
primario.  Estos experimentos se realizaron a 2,5 y 7 dias. Los
sobrenadantes son recogidos directamente de los pocillos de cultivo y
congelados a -20C , de esta manera se puede realizar todo el ensayo en una
sola sesion. Para permitir la deteccion por medio del lector de microplacas,
un anticuerpo marcado con peroxidasa de rdbano se une al anticuerpo
secundario (anti-Caspasa-3). Siguiendo el protocolo, se procede a hacer un
lavado para eliminar todos los componentes no unidos y a afadir un
componente que haga reaccion con la peroxidasa para poder ser observada.
La reaccion se deja incubar durante 45 minutos y es terminada con la
adiccion de un compuesto acido que bloquea la reaccion.Inmediatamente
se procede a la lectura de la placa(Biorad USA) a una longitud de onda de

450nm.
2.4.-Ensayos de Proliferacion celular.

Para realizar estos ensayos se utiliza el método denominado MTT ( 3-(4,5-

Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-dipheniltetrazolium bromuro,).
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Figura 2.7 Esquema del proceso de reduccion del marcador

B

MTT en la mitocondria.(Sigma-Aldrich).

Para determinar en qué material o ambiente las células proliferan de
una manera mas patente existen varios métodos en el mercado, uno de ellos
es posiblemente el mas empleado en la actualidad, desarrollado por
Mossman (ref) a principios de la década de los 80 del siglo pasado. El
método MTT es un método colorimétrico que emplea indicadores
cromégenos fluorescentes. La base del ensayo es la conversion del
compuesto soluble en agua MTT (3-(4,5-dimetilthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromuro a otro insoluble, 2-4 Formazan.

Este proceso ocurre tras la captacion del MTT por parte de las
células a través de las mitocondrias. Este tipo de ensayo es por lo tanto
dependiente de la capacidad metabolica de cada tipo celular. El Formazan
resultante es tratado con un solubilizante especifico que produce una
coloracion en el medio de cultivo proporcional al numero de células siendo
determinado a una longitud de onda de 570nm.Para los ensayos de
proliferacién celular de los experimentos desarrollados en la tesis, se
cultivaron 50 células por cm2 de material a 3 tiempos diferentes, 3,7, y 10

dias, tras lo cual se procedio siguiendo el protocolo descrito.
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Materiales y Métodos.

2.5.-Microscopia

Con el fin de obtener una imagen que nos permite conocer cOmo se
distribuyen las células sobre las diferentes superficies, la existencia de
comunicacion celular, la formacion de matriz extracelular o ain mas
importante, la presencia de células vivas y muertas que nos conceda una
perspectiva de la viabilidad celular se ha recurrido al empleo de métodos
de microscopia electronica de barrido (SEM) y Microscopia laser confocal

(LCM) Leica confocal SP2.

2.5.1.-Microscopia Confocal

La microscopia confocal es una técnica que ofrece varias ventajas
sobre otras técnicas de microscopia de fluorescencia convencionales. Entre
las ventajas cabe destacar la capacidad del usuario de controlar la
profundidad de campo o la mejora de la imagen por medio de la reduccion
de la informacion de fondo focal. En este campo de biomateriales es
especialmente interesante el poder ademds seleccionar el grosor de las
secciones que el laser va a ir leyendo o la eliminacion del resplandor de

especimenes con un espesor superior al plano inmediato de foco.

En la figura 2.8 podemos ver como es el principio de confocalidad.
La luz es emitida por un laser que funciona como fuente de excitacion, esta
a su vez pasa a través de una apertura “pinhole” estenopéica situada bajo
un plano conjugado (confocal). Hay dos aperturas importantes en el
sistema, a) una situada para realizar la exploracion sobre la muestra b) otra

apertura estenopéica posicionada delante de un tubo fotomultiplicador que
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CAPITULO 2

funciona como detector. La luz laser es reflejada por un espejo dicromatico
que se mueve para explorar la muestras en un plano focal y la fluorescencia
emitida de manera secundaria en diferentes puntos de la muestras pasa de
nuevo a través del espejo dicromatico concentrandose con un solo punto en
el detector confocal de la apertura estenopénica. El punto laser se
mantiene siempre fijo mientras que el usuario puede operar el sistema en

X, Y, Z

—Photomultiplier
Detector

Detector Laser Scanning
Pinhole Confocal Microscope
Aperture — H— Optical
ut-of-Focus i
Fluorescence = Light Rays Configuration
Barrier

Laser
Filter Excitation Excitation

In-Focus Source
Light Rays

inhole
Aperture

Focal
}Planes Figure 2

Figura 2.8.-Esquema de un microscopio laser confocal. (Leica)
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Materiales y Métodos.

2.5.2.-Tincion vivo muerto. loduro de propidio-Calceina AM.

El microscopio confocal ha sido empleado en esta tesis para
conocer la presencia de células vivas y muertas sobre la superficie de las
muestras estudiadas. La técnica empleada de Calceina-loduro de propidio
es un método rapido y efectivo que se usa con asiduidad para este tipo de

pruebas.

Calceina AM (calceina acetoximetil éster), una organizacion no-
fluorescente, compuesta de células permeables, se convierte en el calceina
fluorescente de color verde fuerte cuando se hidroliza por las esterasas
intracelulares en células vivas (Figura 2.9) Es ampliamente utilizado para
la determinacion de la viabilidad celular ya que la intensidad de
fluorescencia de calceina es proporcional a la cantidad de células vivas.
Calceina es un reactivo fotoestable y esta bien retenido en el citoplasma de
las células vivas. Calceina no se ve influenciada por el pH intracelular. Su
fluorescencia verde brillante puede ser controlada en Ex / Em = 494nm /

520 nm.

Entre otros reactivos, incluyendo BCECF, AM y diacetato de
carboxi-fluoresceina, calceina AM es el indicador més adecuado para la
tincion de células viables, debido a su propiedad de baja citotoxicidad.
Calceina AM no afecta a la proliferacion celular o viabilidad. Calceina AM
se utiliza en la invasion celular, adhesion, migraciéon y otros ensayos

basados en proliferacion celular.
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Figure 1. Schematic diagram of Calcein AM for determining cell viability,

Figura 2.9.-Mecanismo de accion de la Calceina AM en células vivas
Sigma-Aldrich.

2.5.3.-loduro de Propidio.

El ioduro de propido (IP) es un compuesto que se une a las
secuencias de acidos nucléicos al intercalarse entre las bases nucléicas sin
preferencia por secuencia. Una vez que el colorante se une al nucleo, este
produce una fluorescencia con una excitaciéon aumentada entre 20 y 30 nm
hacia el rojo y 30nm hacia el azul. El ioduro de propidio marcard pues las
células que estdn muertas o en proceso apoptotico que facilita la
incorporacién del mismo al permeabilizarse la membrana celular. Esta
tincidon es altamente toxica por lo que ademas de tener las precauciones
necesarias para su empleo, ha de ser empleada en cortos periodos de
tiempo para no favorecer un aumento en la apoptosis del cultivo celular.
Durante los experimentos los cultivos son retirados previamente del

incubador de CO2, y marcados con calceina (10microlL/ml) Sigma
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Materiales y Métodos.

Aldrich). Y IP (2 microL/ml) (Sigma Aldrich). Se realiza este marcaje
durante 10 minutos y después se cambia el medio para evitar la aparicion
de tinciones no deseadas que pueden ser interpretadas como “ruido” por el
microscopio confocal. Esta técnica no permite la fijacion celular. Las
placas son observadas rapidamente en confocal tomandose fotografias
aleatorias de diferentes zonas para observar la disposicion y estado de las

células.

2.6.-Métodos Moleculares
2.6.1.-Aislamiento de Acidos nucléicos

Las células interaccionan con los materiales por medio de contactos
focales e integrinas. Estos contactos transmiten una fuerza fisica a lo largo
del citoesqueleto para traducirse en una sefal molecular en forma de la

expresion de una proteina.

Para conocer el estado en el cual se encuentran las células, es
necesario proceder a la extraccion de acidos nucléicos para poder realizar
la reaccion en cadena de la polimerasa y obtener un cDNA a partir de un
RNA. Este RNA es obtenido por medio de un proceso de extraccion con
mini columnas (ThermoSci). Las columnas presentan una ventaja frente a
métodos tradicionales como el Trizol ya que es factible extraer acidos
nucléicos de un menor nimero de células y aunque la cantidad final
conseguida puede ser menor, la pureza de la muestra es mayor al estar

concentrada.
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El proceso se basa en el denominado dogma central de la biologia

molecular.(Keyes 1999, Werner 2005).

Durante todo el proceso es necesario usar guantes y trabajar en un
ambiente libre de RNAsas que sin duda estropearian las muestras. El

proceso de extraccion de RNA esta sintetizado en la figura 2.9.2

Modificaciones posteriores
Replicacién Replicacion

Transcripcion Traduceién
ADN ———| ARN— Proteina

Transcripcion
inversa

Figura 2.9.1.-Dogma central de la biologia molecular.

83



Materiales y Métodos.

1 @ El proceso de extraccion de RNA comienza
Collect sample con la tripsinizacién de las células cultivadas
| Prepare lysate
sobre los soportes, estas son centrifugas hasta
l Add ethanol formar un pellet que sera lisado.

Transfer solution to the )
GeneJET™ RNA Al lisado se le anada un volumen frio de
Purification Column ..
etanol al 100% para preservar y estabilizar la
Centrifuge 1 min

. ) muestra. Un volumen de 100microL son
Discard the flow-through

Repeat step 2 depositados en la columna y centrifugados a
Transfer column into 10000 rpm.
a new tube

Add Wash Buffer 1
El volumen eluido es descartado y la columna

Centrifuge 1 min

: pasada a un nuevo tubo de recoleccion para
Discard the flow-through

proceder a 2 lavados con tampones de lavado

Add Wash Buffer 2 especificos del Kit suplementados con etanol
) ) al 100%.

Centrifuge # min

Discard the flow-through

Repeat step 4 Tras haber realizado dos lavados, la columna

Ir::fﬁlrh:j”“”"” into es colocada de nuevo en un tubo limpio. Se

Add 50-100 pl Water, procedera ahora a afiadir 100microlitros de

nuclease-free .

Centrifuge 1 min agua libre de RNAasa(DEPC) y tras volver a

Collect the flow-through centrifugar a 10000rpm durante 1 minuto el

eluido es recogido y cuantificado en un

espectrofotdmetro.

Figura 2.9.2..-Extraccion de RNA. ThermoSci.
2.6.2.-Reaccion en cadena de la polimerasa

La reaccion en cadena de la polimerasa representa posiblemente la

técnica molecular mas potente existente a nivel usuario en casi cualquier
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laboratorio del mundo. Esta técnica permite la amplificacion de secuencias
por medio de enzimas polimerasas derivadas de T.aquaticus.

Brevemente podemos definir los pasos principales de la PCR;( Erlich, H.A.
1989. PCR technology: principles and applications for DNA
amplifications. Stockton Press, NY.):

e Desnaturalizacion: los fragmentos de ADN se calientan a altas
temperaturas, que producen una reestructuracion de la doble hélice
de DNA en hebras individuales. Estos filamentos se hacen
accesibles a cebadores (primers) especificos de cada secuencia que

nos interese estudiar.

o Anillamiento: La mezcla de resultante de la accion anterior se
enfria, permitiendo la hibridacion de los cebadores con las regiones
complentarias correspondientes a las secuencias en las hebras de
DNA (plantillas, templates). Se produce una uniéon de hebras de

nuevo tras este paso.

o FExtension: La DNA polimerasa sintetiza una hebra
complementaria, esta enzima reconoce la posiciéon de polimerasa

procede a afiadir nucledtidos.
Estos tres pasos se repiten continuamente hasta segun el programa de

amplificacion que haya preparado el usuario, por lo general en la tesis se

han empleado siempre 23 ciclos.
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Disefio de cebadores:

Las secuencias que fueron objeto de estudio durante esta parte de la
tesis fueron las siguientes:

A la hora de disefiar las secuencias se procedié a escoger los cebadores
con temperaturas de fusion mds similares entre si para evitar problemas en
el procesamiento. Los cebadores fueron disefiados con ayuda del programa

Primer Design del NCBI:

Whnt3a: Sentido 5’-TCACGCTCTCGGGGCGGACT-3’,
Antisentido5’-AGGCTGTCGTGGACGGTGGT-3’

Beta Catenina: Sentido 5’-CGAAGGGGGTAGGGCTGCCA-3’
Antisentido 5’-GGCGGTCGACTCCACCTCAA-3’

Rho: Sentido 5’-GGGTGGGAAGTGGGAGGGCA-3’
Antisentido 5’- GGTTGGGGGTATGGGGGCCA-3’
GAPDH: Sentido-5’-CACCCATGGCAAATTCCATGGCA-3’

Antisentido-5’TCTAGACGGCAGGTCAGGTCCACC 3’

2.6.2.1.-PCR Especifica de Metilacion (MSP). Ensayos de metilacion.
Tal y como se mencioné en la introduccion de la tesis, la metilacion
es una herramienta util para conocer los cambios producidos a nivel micro
RNA durante procesos adaptativos por parte de sistemas vivos. En la
actualidad existen varias maneras de observar los fendmenos de
metilacion, o epigenéticos(Delgado-Calle, Safiudo et al. 2011, Roloff,
Nuber 2005). Secuenciacion directa y PCR de bisulfito. En el caso de esta
tesis de ha optado por emplear la PCR de bisulfito al ser un modelo

probado con anterioridad, siendo capaces pues de comparar resultados con
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otros trabajos publicados.En primer lugar se procede a separar el DNA
metilado del no  metilado por medio de un @ Kit
“Methylcollector”(ActiveMotif). Se siguid el protocolo del proveedor para

aislar el DNA gendmico. Los pasos seguidos se explican a continuacion:

1.-Se procede a la rotura de las células por medio de una sonicacion.

2.-A continuacion tiene lugar una incubacion del sonicado con proteinas de
fusion HIS MDB2b/MDB3LI1.

3.-Para separar los fragmentos de DNA metilado se emplean unas
nanoparticulas magnéticas recubiertas de niquel.

4.-En este punto un lavado es realizado para eliminar el DNA no unido.
5.-Se degrada el complejo proteico y se separan las nanoparticulas por
medio de un iman.

6.-El DNA obtenido es empleado en aplicaciones posteriores.
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2.7.- Materiales utilizados.
2.7.1.- Niobio Metal.

Materiales y Métodos.

Se utiliza niobio metal de alta pureza, suministrado por Goodfellow

en dos formas: a) cilindros de 2mm de diadmetro; y b) placas de Imm de

espesor. Las caracteristicas fisicoquimicas, determinadas en el laboratorio

se presentan a continuacion.

Elemento Contenido Elemento Contenido
Al <10 Ca 2

Co <10 Cr <5

Cu <5 Fe 8

Mg <2 Mn 6

Mo <10 Ni <10

Si 0.0 Sn <10

Ta 211 Ti 4

W 87 Vay <10

Tabla 2.1.- Andlisis quimico de Niobio (ppm).

La tunica fase detectada en Difraccion de Rayos X es el NIOBIO

METAL, tal como se presenta en la figura (2.9.3).Se trata por lo tanto de
niobio de alta pureza, sin elementos extrafios en cantidad apreciable que
puedan modificar sus propiedades biologicas. Se han utilizado piezas de
niobio con dos rugosidades distintas obtenidas por pulido con abrasivos de

0,5 y 120 micras, para evaluar el efecto del acabado superficial sobre los
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cultivos celulares. En la figura adjunta se presentan ambos tipos de

superficie tal como se observan en Microscopia Electronica de barrido

(SEM).

oy

Nb

Yo

Nb

it

Z-Ihield - Seak

an

Figura 2.9.3.- Espectro de Difraccion de RX del niobio metal.
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Figura 2.9.4.- Imagen SEM de la superficie de Niobio con dos

rugosidades distintas.
Esta rugosidad se ha determinado cuantitativamente utilizando un

Microscopio de Fuerza Atémica (AFM), obteniendo valores de rugosidad

de 0.04 y de 0.7 micras respectivamente.
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Rugosidad (Ra) pm
- 0.04 + 0.01 (pulido suspensién Si0, 0.5 um) / 0.7 £ 0.2 (pulido SiC 120 um)

X =209 mm

a7
k < ¥=2mm
Z=4um

Figura 2.9.5.- Resultados de la medida de rugosidad por AFM en

probetas de Niobio.

2.7.2.- Tantalo Metal.

Al igual que en el caso del niobio, se utiliza tantalo metal de alta

pureza, suministrado por Goodfellow en dos formas: a) cilindros de 2mm

de diametro; y b) placas de Imm de espesor. Las caracteristicas

fisicoquimicas, determinadas en el laboratorio se presentan a continuacion.
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Elemento Contenido Elemento Contenido
Al 5 Ca 2

Co 1 Cr <5

Cu 2 Fe 25

Mg 2 Mn 2

Mo 96 Ni 3

Si 12 Sn 3

Nb 450 Ti 22

W 90 Vay 11

Tabla 2: Anélisis quimico del Tantalo (ppm).

Analisis de fases

La unica fase detectada en Difraccion de Rayos X es Tantalo metal, tal
como se presenta en la figura (2.9.7), por lo que las muestras son de
Tantalo de alta pureza, sin elementos extrafios en cantidad apreciable que
puedan modificar sus propiedades bioldgicas. Al igual que con el niobio,
se han utilizado piezas de tantalo con dos rugosidades distintas obtenidas
por pulido con abrasivos de 0,5 y 120 micras, para evaluar el efecto del
acabado superficial sobre los cultivos celulares. En la figura adjunta se
presentan ambos tipos de superficie tal como se observan en Microscopia

Electronica de Barrido (SEM).
La rugosidad de las piezas de Téantalo también se ha determinado

cuantitativamente mediante un Microscopio de Fuerza Atdémica (AFM),

obteniendo valores de rugosidad de 0.05 y de 0.5 micras respectivamente.
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Figura 2.9.6.- Imagen SEM de la superficie de Tantalo con dos

rugosidades distintas.
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Figura 2.9.7.- Espectro de Difraccion de RX del Tantalo metal.
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Rugosidad (Ra) pm
_Ta__ 0.05:0.01 (pulido suspensién Si0, 0.5 pm) / 0.5 1 0.2 (pulido SiC 120 pum)

Z=151pm

Figura 2.9.8.- Resultados de la medida de rugosidad por AFM en
probetas de Téntalo.

2.7.3.- Medida del angulo de contacto de Nb y TA con distintas
rugosidades.

Para poner en su contexto la adhesion celular y demés propiedades
bioldgicas sobre Niobio y Téantalo con distintas rugosidades, es interesante
determinar el comportamiento de dichas superficies frente a los liquidos
acuosos: es decir su angulo de contacto. A continuacidon se presentan una

serie de resultados obtenidos en dichas medidas.
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Angulo de contacto para Nb, rugosidad 1.

Materiales y Métodos.

TaR1 M1 M2 | M3 M4 Media |Dev Std
Energia de

Superficie mN/m |30 |37,99168|31,654932|33 4,1827342
Angulo de

Contacto grados |66 |59 65,542 63 4,05297845
Volumen de Gota |ul 9 8 8 8 0,7367747
Angulo de contacto para el Tantalo. Rugosidad 1.

Nb R1 M1 |M2 |M3 M4 Media | Dev Std

Energia de

Superficie |mN/m |26 33,648369|32,758931 |31 4,29342527
Angulo de

Contacto grados | 69 62 67,562 66 3,52419535
Volumen de

Gota ul 9 8 8 8 0,77104765
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CAPITULO 2

Figura 2.9.9. —Ejemplo de gota para Angulo de Contacto Nb R1

Angulo de contacto para el Niobio. Rugosidad 2.

Nb R2 M1l |[M2 M3 M4 Media | Dev Std
Energia de

Superficie nN/m |38 35,9235|33,5897|36 2,21934626
Angulo de

Contacto grados |70 66 66,332 |68 2,44556054
Volumen de

Gota ul 8 7 7,706 |8 0,54065269
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Materiales y Métodos.

Angulo de contacto para el Tantalo. Rugosidad 2

TaR2 M1 M2 M3 M4 Media |Dev Std
Energia de 35,923 {33,589 2,2193462
Superficie mN/m |38 5 7 36 6

Angulo de 4,3870149
Contacto grados |59 67 66,21 |64 3
Volumen de 0,7705793
Gota ul 6 7 7,9449 |7 1

2.7.4.- Oxido de titanio.
Materia Prima: Para la fabricacion de las distintas piezas de 6xido de
titanio se ha utilizado como matera prima un TiO2 en nanoparticulas

(D50= 100nm), que se caracteriza a continuacion.

Tabla 3.- Andlisis Quimico del TiO, (Materia Prima)

Ti02 99,5%
As 0.0001%
Fe 0.02%
Sb 0.0002%
Material soluble en agua 0,25%
Material soluble en HCI <0,50%
Metales pesados (como Pb) 0.002%
Pérdida por calcinacion 0.5%
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Andlisis de fases.

La Difraccion de Rayos X demuestra que el material estd formado

por ANATASA (polimorfo de TiO2 de baja temperatura). (figura 2.9.9).
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Figura 2.9.10.- Espectro DRX de la materia prima en donde se

observan claramente los picos de ANATASA.

Fabricacion de piezas de ensayo de TiO2: Con la materia prima descrita
se han fabricado dos tipos de piezas: a) pastillas prensadas y procesadas a
1100°C; y b) dispositivos tipo “pila de lefia”, obtenidos por
ROBOCASTING y procesados a 900°C.
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Materiales y Métodos.

Pastillas.- Se obtienen por prensado uniaxial del polvo de titania en una
matriz de acero, a 10Ton/cm2. Una vez procesadas térmicamente se
comprueba que se ha producido la transformacion polimoérfica de anatasa
RUTILO. La microestructura de las muestras se presenta en las figuras

23.1y23.2.

Dispositivos en “pila de lefia”.

Elaboracion de la tinta de TiO;

Para formar con el TiO; una pasta que presente las propiedades reoldgicas
adecuadas para ser extruido, se empled Poly(vinyl butyral) (PVB)
(Aldrich) y poly (ethylene glycol) (PEG) (Mm = 600, Sigma). Para ello se
realiz6 una mezcla de 75 % de PVB y 25 % PEG disueltos en propanol
(Sigma-Aldrich). Separadamente, se dispers6 en propanol TiO, en polvo
con un tamafio medio de particula de 9,83 um de didmetro utilizando
ultrasonidos (IKA U200S, IKA Labortechnik Staufen, Alemania) durante
15 minutos. A continuacidon se mezclaron los polimeros con la dispersion
de TiO; en una proporcion del 60 % en volumen de TiO, (residuo seco) y
se agitaron en un mezclador orbital (Thinky ARE-250, Japén) a 2000
r.p.m. en cinco series de 2 minutos cada una. Una vez bien agitada y
dispersada la mezcla, se evaporé parte del propanol hasta el nivele
adecuado para la extrusion de la tinta. El contenido final de propanol fue

aproximadamente del 15 %.

Fabricacion de la estructura porosa de TiO;
Para elaborar las estructuras porosas de TiO, se utilizd un

dispositivo de deposicion robdtico (Robocad 3.4, USA). Las estructuras se
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CAPITULO 2

imprimieron sobre portaobjetos de vidrio, con los que se consiguid una
adecuada adhesion durante la escritura. La adhesion fue adecuada como
para que el portaobjetos no ofreciera una gran resistencia en el momento de
retirar la estructura sin deformarla. La tinta se estruyo a través de agujas de
410 um de diametro. La estructura realizada consta 20 capas formadas
cada una de ellas por cilindros entrecruzados de la tinta extruida, con una
disposicion tipo woodpile alternada de 8,33 mm de didmetro. La estructura
se mantuvo aislada e inmovilizada durante 48 horas hasta que se evaporase
la totalidad del disolvente. Una vez seca, se procedid a su calcinado para
eliminar los polimeros y a la vez sinterizar la estructura de TiO,,
incrementandose asi la resistencia mecénica de la estructura. Para ello se
calent6 en un horno a 2 °C/min hasta 400 °C, permaneciendo a esta
temperatura durante 1 hora y continuando después con un aumento de 5
°C/min hasta 1500 °C, manteniéndose a esta temperatura durante una hora.
Posteriormente se dejé enfriar a 20 °C/min hasta temperatura ambiente.

Una vez calcinado también estd compuesto por RUTILO. Tiene una
estructura caracteristica, tal como se presenta en la figura 2.34 y

siguientes.

Puede observarse que el espacio entre las barras de TiO2,
(MACROPOROSIDAD), es del orden de 200 micras y el porcentaje de

macroporos es del 50% aproximadamente.

Tal como se puede observar en las microfotografias de las 2.3.7 y 2.3.8, la
microporosidad del material es del orden del 30%, y el tamafio de micro

poro estad comprendido entre 0.5 y 1.5 micras.
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Materiales y Métodos.

Figura 2.9.11.-Aparato de Robocasting. Instituto de Ceramica

de Galicia.
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Figura 2.9.12.- Microestructura de una fractura de una pastilla
densa de RUTILO en Microscopia SEM.
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Materiales y Métodos.

i &0um 1

Figura 2.9.13.- Otra zona de la fractura. De una pastilla densa.
Microscopia SEM.
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3mm

Figura 2.9.14.- Estructura general de la pieza de ROBOCASTING.

(SEM).
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Materiales y Métodos.

Figura 2.9.15.- Vista SEM del plano superior de la pieza.
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1mm

Figura 2.9.16.- Detalle de la pieza de ROBOCASTING. Microscopia
SEM.
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Materiales y Métodos.

Figura 2.9.17.- Microestructura de la pieza de robocasting:

microporosidad. Imagen SEM.
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Figura 2.9.18.- Detalle de la microestructura a mas aumentos. Imagen
SEM.
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Materiales y Métodos.

Figura 2.9.20.- Dimensiones de las mallas de la estructura
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CAPITULO 3

CAPITULO 3.-Resultados y Discusion
3.1.-Biocompatibilidad de Niobio y Tantalo. Efecto de la rugosidad.

3.1.1-Citotoxicidad

Para determinar el indice de mortalidad celular en las muestras de
Ta y Nb, se procedi6 a realizar un cultivo de células madre mesenquimales
a 3 tiempos diferentes (2,5 y 7 dias) para poder observar las diferencias en
la expresion de Caspasa-3 por parte de las células sobre las diferentes
rugosidades empleadas. Un total de 30x103 células por cm2 fueron
cultivadas sobre los discos a diferentes tiempos. Los sobrenadantes fueron
guardados a -20C hasta poder proceder a realizar el ensayo de citotoxicidad

ELISA (Promega)

0,07

0,06 —

0,05

M Caspasa 3 Ta 2 Dias

B Caspasa 3 Ta 5 Dias

0,04
M Caspasa 3 Ta 10 Dias

0,03 B Caspasa 3 Nb 2 Dias

0,02 M Casapsa 3 Nb 5 Dias

m Casapasa 3 Nb 10 Dias
0,01

0

1

Gréfica 3.1.- Expresién de Caspasa 3 en las diferentes muestras
ensayadas a 2,5 y 10 dias. El eje X representa la muestra y el Y la

absorbacia a 405nm.
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Resultados y Discusion

3.2.- Ensayo MTT

Desde hace tiempo es conocido el efecto de la rugosidad en la
proliferacion celular. Para comprobar este efecto en nuestras muestras, se
procedié a realizar un estudio de proliferacion sobre ambos tipos de
rugosidades. La segunda rugosidad (R2) es mucho mas marcada que R1
para poder observar asi los posibles cambios. Un tema importante a la hora
de estudiar la proliferacion es la expresion génica de ciertos genes
directamente relacionados con la adhesividad celular. Si tenemos en cuenta
la hipotesis de Ingber sobre la tensegridad podemos teorizar sobre la
manera en la que se producen patrones diferenciales de expresion génica
debido a las caracteristicas fisicas de la superficie del biomaterial sobre el

cual estamos haciendo los estudios.

7

6

5 B R1 Ta 2dias

4 B R1 Nb 2 dias
B R1 Ta 7dias

3 B R1Nb 7 dias

2 B R1Ta 10 dias
= R1 Nb 10 dias

1

0 _

1

Gréfica 3.2.- Comparacion Proliferacion Celular en R1 El eje X

representa la muestray el Y la absorbacia a 570nm.
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Existe un gran debate sobre qué rugosidad es mejor para la

proliferacion celular, desde escala nano hasta escalas mayores y la

posibilidad de que la conformacion de diferentes topografias se muestren

mas Optimas para la colonizaciéon del implante o la osteogenicidad. Aunque

hay que tener cuidado una vez mas a la hora de interpretar los resultados

obtenidos en esta seccion ya que un implante in vivo va a tener un

comportamiento muy diferente al que puede se recreado en una placa de

cultivo donde la extrapolacion de resultados se ve comprometida ante la

comparacion con un ambiente fisiologico real.

R1 Ta|RI1 Ta| R1 Ta 10| R1 Nb 2| Rl Nb 7| Rl Nb 10
2dias 7dias dias dias dias dias

1 3,2 6,2 0,8 2 5

1 2,9 6,25 0,78 2,1 5,1

1,1 34 6,22 0,77 2 52

0,8 3 6,3 0,78 2,3 5,12

0,98 3,2 6,15 0,81 2,1 5,16

0,99 3 6,1 0,81 2,1 5,15

R2 Ta 2| R2 Ta 7| R2 Ta 10| R2 Nb 2| R2 Nb 7| R2 Nb 10
dias dias dias dias dias dias

0,7 2 2,8 0,61 0,84 1,5

0,71 2,1 2,91 0,58 0,81 1,48

0,712 2,2 3 0,56 0,82 1,52

0,689 2,1 3,1 0,66 0,81 1,6

0,714 2,12 2,78 0,54 0,75 1,45

0,711 1,71 2,95 0,55 0,81 1,55

Tabla 3.4.-. Proliferaciéon R1 vs R2 . VValores de absorbancia a 570nm.
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3,5
3
2,5 B R2Ta 2 dias
5 B R2 Nb 2 dias
m R2Ta7dias
15 ® R2 Nb 7 dias
1 B R2Ta 10 dias
® R2 Nb 10 dias
0,5 -
0 .
1

Grafica 3.5.- Comparacion Proliferacion Celular en R2 El eje X
representa la muestray el Y la absorbacia a 570nm.

Para comprobar la existencia de diferencias significativas entre los
grupos estudiados se procedid a realizar una T de student para dos
muestras sobre los datos obtenidos. Estos datos son comparados tanto intra

como intergrupo. Se empleo el paquete estadistico Minitab 13.

Segin vemos en las pruebas estadisticas existe una diferencia
significativa entre la proliferacion de Ta comparada con Nb. También
vemos como existe una mayor proliferacion (alfa=0,05) en cuanto a la
proliferacion celular de R1 frente a R2, siendo en todos los casos la
hipotesis nula de igualdad rechazada y aceptada la alternativa de mayor
proliferacion en R1 frente a R2. Existe por lo tanto un efecto producido por

el material sobre la colonizacidon del material por células mesenquimales.
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Una rugosidad menor ha mejorado la comunicacién celular y la formacion
de matriz extracelular, favoreciendo pues unos contactos entre las células y
el material que se han traducido en un aumento de las sefales de

adhesividad por medio del citoesqueleto.

3.1.2.- Ensayo PCR

En primer lugar se ha de aislar el RNA por medio de mini columnas
tal y como se explica en la seccion de material y métodos. Todo el proceso
es delicado ya que el peligro de que las RNAsas degraden la muestra es
muy factible. El RNA es sumamente complicado de aislar de manera
efectiva ya que puede fragmentarse y no ser util haciendo que se tenga que

repetir todo el experimento volviendo al primer paso del cultivo celular.

Una vez extraido el RNA es cuantificado en un espectrofotometro
en un ratio A260/280nm. (Invitrogen, Qbit) Todas las muestras obtenidas
tenian una concentracionn mayor o igual de 6 microgramos/ml. Este
método de cuantificacion es 1til cuando se realiza PCR cuantitativa
(qPCR) ya que con una concentracion de aproximadamente 2
microgramos/ml es posible realizar amplificaciones satisfactorias.Se
procede después a realizar una PCR reverso transcriptasa para obtener
cDNA (Fermentas cDNA, first strand Kit) que por ultimo serd empleado en
la amplificacion por qPCR.EI paso de qPCR se realizd con un iQ SYBR
Green Supermix (Bio-Rad Laboratories) en un Bio-Rad iCycler usando
GADPH como control, los datos fueron analizando siguiendo el método

OCt {{1201 Fairfax,Marilynn R. 2010; 691 Brenan,Colin 2005} }.
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3.3.- Expresion de marcadores de adhesividad celular.

A la hora de que el proceso de adhesividad tenga lugar, la expresion
de ciertos marcadores como las integrinas juegan un papel clave en los
primeros minutos del proceso, tras un pequefio periodo de tiempo, estas
proteinas de membrana empiezan a realizar una traccidn mecanica que se
traduce en una cascada de sefales bioquimicas intracelulares. Las proteinas
Rho/Roc pertenecientes a una familia de GTPasas estdn intimamente

relacionadas con estos procesos.

M Beta Catenina R1

M Beta Catenina R2

Figura 3.7. Expresion de genes de adhesividad celular en R1y R2. La
expresion de Beta Catenina es mayor en las muestras con menor
rugosidad. El eje X representa la muestra y el Y el nimero de copias

transcrito.
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2,5

1,5

® RhoR1
H Rho R2

0,5 -

1

Figura 3.8. Expresion de Rho en las diferentes rugosidades. R1 vuelve
a presentar un mayor namero de copias amplificadas que en R2. . El
eje X representa la muestra y el Y el nUmero de copias transcrito...

GAPDH

12

10 A

m GAPDH

o N £y )] 0o
I

1 2

Figura 3.9.- Controles de Expresion de GAPDH. Muy similar entre
ambas muestras. . El eje X representa la muestra y el Y el nimero de

copias transcrito.

119



Resultados y Discusion

La expresion génica de los marcadores de adhesividad celular es
mayor en las superficies que poseen una rugosidad menor. Tanto la
proteina Rho como la Beta Catenina son codificadas a niveles de
transcripcion mayores que en el caso de una rugosidad mayor. Estos datos
indican cémo es factible que las sefiales fisicas que jugaron un papel claro
en la proliferacion estén ejecutando un efecto sobre los niveles de
transcripcion. Este tipo de modificacion génica explicada en el modelo de
Ingber explicaria como la tension generada por los contactos fisicos de la
célula con la superficie genera tension sobre el citoesqueleto y finalmente
sobre el ntcleo codificando de manera diferencial la expresion de proteinas
de conocido papel en modelos de movimiento y adhesividad celular como

la familia de las Rho GTPasas.

3.1.3.-Metilacion

Si existe una respuesta diferencial a la hora de expresarse Rho y Roc, estos
cambios pueden estar determinados a nivel de transcripcion génica. Para
conocer estos cambios ser recurrio a realizar una PCR especifica de

metilacion.
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% Metilacion

90
80
70

50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

B % Metilacidon

Gréfica 4.0.- Los diferentes niveles de metilacién fueron medidos a 2
dias. . El eje X representa la muestra y el Y el porcentaje de metilacion
de islas CpG.

El porcentaje de metilacion observado, Grafica 4.0, puede ser
relacionado con el control mecanobiologico que el material realiza sobre
las células mesenquimales cultivadas. En el caso de la primera rugosidad
esta metilacion es ligeramente mas débil, lo que se correlacionaria con una

mayor expresion de Rho y de Beta Catenina.Confocal.

3.1.4.- Microscopia Confocal. Viabilidad Celular

Para comprobar la viabilidad celular y la disposicion de las células
mesenquimales sobre las dos rugosidades estudiadas, se procedio a hacer
una tincién Calceina Am- L.P. siguiendo el protocolo descrito en el capitulo
2 de la tesis. Las muestras fueron observadas en el microscopio confocal

SP-2 Leica del Servicio de Microscopia Electrénica de la USC.
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Figura 4.1.- Imagen de células tefildas co calceina sobre Ta
(izquierda), Nb (derecha) con dos rugosidades distintas.

A dos dias de cultivo en R1, Fig 4.1 las células parecen distribuirse
de manera Optima en ambos materiales, no existe a penas presencia de
células muertas y se observan cantidades importantes de filopodios,
lamelipodios dando lugar a una comunicaciéon celular muy rica en las

muestras. Se cultivaron 40x103 células /cm?2.
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Figura 4.2. Viabilidad Celular a 2 dias sobre R2. A)Ta, B) Nb

En contraposicion a lo observado en R1, la rugosidad
elevada presenta unos resultados sumamente opuestos al anterior, a pesar
de haber realizados el cultivo con las mismas condiciones que en las
muestras de menor rugosidad, no se observa la presencia de filopodios,
lamelipodios e incluso la presencia de células es bastante escasa, lo tnico
que se observa es una timida adhesividad en el Nb donde las células atin
estan en las primeras fases de la interaccion con una superficie sin existir la
formacién de una red de comunicacion celular. Estos experimentos fueron
repetidos por triplicado y en todos los casos los resultados fueron similares

a los presentados en la Figura.4.2.
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Figura 4.3. Tincion Calceina-1.P. de células crecidas a 5 dias sobre R1

Cuando se procedio a realizar la observacion de las muestras a 5 dias los
los resultados de R1 seguian mostrado una gran comunicacion celular en
las muestras. Figura 4.3. La matriz extracelular es abundante y la sefial de
vitalidad de las células era Optima. Al comparar este resultado con la
Figura 4.2 dénde se ven a las células creciendo sobre R2 podemos destacar
los siguientes puntos. Mientras que en R1 (cualquier material) las células
presentan una matriz extracelular clara, en R2 no es este el caso, las células
han reconocido las caracteristicas topograficas de la superficie y las estan
siguiendo en lo que Curtis bautizé6 como guiado por contacto. Este guiado
por contacto favorece la organizacion celular y no es algo negativo aunque

que se observe a estas alturas del experimento puede sefialar el hecho de
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que el material no estd ejerciendo el efecto deseado que promueva la
colonizacién de la superficie por parte de las células de una manera répida.
Llegados a este punto vale la pena cuestionarse un hecho observable que
sera desarrollado en la discusion con mayor detalle. Una vez que el
material estd altamente colonizado por la células, ;ja qué responden las
células?, es posible que los efectos realizados por las superficies se hayan
atenuado y sean efectivamente las mismas células las que hayan

“enmascarado” esos sefiales fisicas para substituirlas por otras bioquimicas

Figura 4.4.- Tincion Calceina-1.P. de células crecidas a 5 dias
sobre R2 a)Ta, b)Nb
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100 um

Figura 4.5. Proliferacion celular sobre R2 a 10 dias a)Ta b)Nb El fenémenos de guidado
por contacto es claro en ambas aunque en Ta es ciertamente patente.

126



CAPITULO 3

Figura 4.6. Células mesenquimales sobre R1 tras 10 dias de cultivo. A)Ta,
b)Nb.

Las fotos que se obtuvieron tras 10 dias de cultivo presentan caracteristicas
sumamente interesantes. Las células en R2 Ta siguen ain un modelo de
orientacién de guiado por contacto, parece que las células han creado su
microambiente en los valles de las rugosidades, estan generando ECM
suficiente para colonizar toda la superficie aunque lo mas destacable es que
han conseguido orientarse. Esta orientacion tiene aplicaciones en el campo
de la ingenieria de tejidos a la hora de simular las estructuras que se
encuentran en el organismo de manera natural. En cuanto a la disposicion
de las células en R1, en el caso del Ta se observa como han tapizado la
superficie y la morfologia que presentan es diametralmente opuesta a la

observada en R2.
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La menor rugosidad ha favorecido el “esparcimiento” celular, esto

tiene gran importancia a la hora de entender la adhesividad celular y los

fenémenos de colonizacion de superficies. Las células no presentan una

morfologia fusiforme y basandonos de nuevo en el modelo de Ingber la

fuerza fisica que el citoesqueleto realiza sobre el nucleo es diferente que en

R2 dando lugar a un fenotipo diferente. Es quizéas por este detalle por lo

cual se observan variaciones en los patrones de metilacion de DNA en las

muestras. La célula ha llegado a extenderse por la superficie por medio de

lamelipodios, ya no esta explorandola por medio de filopodios, si no que

esta buscando la comunicacion célula-célula y generando una interaccion

mas estable que la que se podria esperar en otras fotos.

3.2.-Resultados de los ensayos sobre ceramicas de TiOs.
3.2.1.-Viabilidad Celular.

Los ensayos se han realizado sobre los tres tipos de muestras disponibles:
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Pastillas densas de Titania.

Armazones o “pilas de lefia”, en cultivo estatico.

Armazones o pilas de lefia en cultivo dindmico (bajo flujo).

A la hora de realizar el cultivo sobre armazones de TiO2, se procedi6 a
cultivar primero las células sobre el mismo durante 2 dias para asegurar la
colonizacion del material por parte de las mismas. En esta parte de los

experimentos no interesaba tanto el conocer la proliferacion sino el
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mantener las células sometidas a un stress mecanico una vez que

estuviesen cultivadas en el mismo.

Foto 3.4.- Fotografia de microscopia confocal donde se observa el
crecimiento celular sobre el armazdén de TiO2 fabricado por
robocasting. La tincién demuestra la total colonizacion del material

por parte de las células.
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Foto3.5. Ensayo realizado sobre pastillas densas de TiO2. Las células
en verde muestran tincion por calceina AM mientras que existe poca
presencia de células muertas. El material parece absorber un poco de
IP creando una imagen de fondo roja que no se corresponde con

células muertas.

3.2.2.-Analisis de Expresion génica.

Para conocer los efectos que esta produciendo la variacion de flujo
sobre las células en el armazon de TiO2 se realizé un analisis de expresion
génica similar al realizado en las muestras de Ta y Nb. En este caso la
regulacion de la ruta WNT por medio de los estimulos mecanicos es una
parte central de la teoria de esta tesis. La mecanoregulacion de las células
sobre los materiales por medio de las fuerzas mecanicas como del
substrato. Para realizar este estudio se procede a llevar a cabo una qPCR en

las mismas condiciones que en el apartado de materiales y métodos..
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W Expresion WNT3a 3D
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M Expresion WNT3a
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Figura 3.2.2.-Expresion de WNT3a en dinamico, estatico (3D) y

pastilla de control.
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Figura 3.2.3.-Expresion de Beta-Cateninia en dinamico, estatico (3D) y
pastilla de control.
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Figura 3.2.3.-Expresion de gen “housekeeping” en dinamico, estatico
(3D) y pastilla de control.

3.2.3.-Metilacion.

Esta parte del experimento constituye una de las secciones mas importantes
en el disefio experimental. La manera en la cual las células estdn sometidas
a un control mecanobiologico por parte del material y del medio representa
una manera de entender el nicho celular como el conjunto de sefales
quimicas y fisicas que influencian el fenotipo celular. Esta regulacion
fenotipica puede venir dada por la metilacion de DNA en las muestras,
respondiendo a modificaciones epigénicas. En la figura 3.2.2 vemos cdmo
la activacion de la WNT3a es mucho mayor en dinamico que en cultivo
estatico. Tanto en 3D como en control, la expresion génica para este factor
es muy similar lo cual apunta a la mecanoregulacion del mismo. La ruta
WNT estd regulada en su inicio por la presencia de Beta catenina

(canonica). Al aumentar la expresion de Beta Catenina, lo hace también la
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WNT3a en dinamico, no asi en estatico. Se observa como a pesar de tener
bajas concentraciones de WNT3a, la expresion de Beta Catenina es alta y
no parece ser un factor de regulacion en este caso. Si nos fijamos con
detenimiento en los porcentajes de metilacion de DNA, son muy similares
para los 3 grupos, estando metilado el material genético en mayor medida
bajo condiciones de impulso mecénico ciclico. El estimulo mecénico
ejercido por el flujo de medio produce una metilacion de DNA y se puede
ligar esto a una expresion diferencial de Beta Catenina. Es aun asi,
complicado de explicar por qué razén la WNT3a no parece tener relacion
con el fendbmeno epigenético explicado. Como hemos mencionado existe
una ruta WNT candnica y otra no canonica , esta parte no canonica puede
estar regulando la expresion de WNT3a, siendo directamente modulada por
la fuerza mecénica independientemente de un control inicial vinculado a la

Beta Catenina.

80
70 -
60 -
B % Metilacion DNA 3D
50 4 Dindmico
40 - B % Metilacién DNA 3D
Estatico
30 -
= % Metilacion DNA 2D
20 -
10 -
0 .
1

Figura 3.2.4.-Porcentajes de metilacion en dinamico, estatico (3D) y

pastilla de titania.
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3.3.- Resumen de la interpretacion de resultados.

Si nos fijamos en un libro de biologia celular basico como el que
podemos encontrar en cualquier bibliografia recomendada a estudiantes de
biologia celular (Alberts) es sencillo observar cémo las células poseen
organulos que estdn en la escala nano. Las mismas células poseen
caracteristica citoesqueléticas como los filopodios que sobresalen
ligeramente de la escala nanométrica. Estas formas citoesqueléticas juegan
un papel clave en los primeros momentos de exploracion de una superficie,

del mismo guiado que se produce entre ellas o con el material.

Nos encontramos ante dos disposiciones de material. Por un lado Ia
rugosidad o conformaciones exteriores que presenta una superficie de un
biomaterial y por otro lado la misma organizaciéon de citoesquelética de la
célula que reorganiza las organelas y su nacleo en funcién del micro o
nano ambiente en el cual se encuentre. No se pueden pues separar ni
entender de otra manera las interacciones si no es en una simbiosis creada
entre los dos componentes. Tenemos pues, dos interfaces de interaccion
que producen un efecto dramatico sobre la mecanica nuclear de la célula.
Si el material es débil, desde un primer momento la adhesividad celular
fallard y esto implica claramente que no habrd mas eventos a nivel celular.
En un material muy débil, fragmentado que libere particulas la respuesta
mas probable que puede ocurrir es la de fagocitosis por parte de la célula.
Esta consideracion puede ser tomada en principio como una mera conjetura
desde el punto de vista de la biologia celular sin mayor implicacion en la

Ingenieria de tejidos.
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Realmente, es una cualidad muy importante a tener en cuenta ya
que uno de los problemas de aflojamientos de protesis “aflojamiento
aséptico” se produce cuando nanoparticulas liberadas por desgaste de
HMWP en una protesis son reconocidas por los macrofagos
desencadendndose una cadena de acontecimientos aiin no muy clara, por la
cual los osteoclastos comienzan a proliferar sobre los osteoblastos,
llevando a un fracaso quirrgico del implante. Durante esta tesis una
pregunta que me he realizado de manera constante fue fruto de la
observacion de que siempre existe una respuesta por parte de la célula
cuando interacciona con un material. Esta respuesta puede ser dependiente
del tiempo y por lo general en el caso de los biomateriales, asi es. Pero
cabe también preguntarse a un nivel mas basico de investigacion ;Como de
corta ha de ser una interaccion del material con la célula para que no ejerza

ningln efecto?.

En todos los materiales que se han empleado en esta tesis existia
una topografia ante la cual las células reaccionaban, desde las pequefias
plaquetas hasta las células madre mesenquimales. En el campo industrial el
hecho de que la topografia es importante se conoce desde hace muchos
afios debido a la observacién de la integracion de implantes en tejidos
como el 6seo. Es ademas indudablemente altamente complicado obtener
una superficie lisa perfecta sobre la cual las células tengan poca
interaccion. Es asi una de las cuestiones principales planteadas en esta tesis
el papel que juega esa topografia de superficie y la estructura del material

(malla, disco) sobre la proliferacion celular y su mecénica molecular. Si tal
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y como se apunta en la bibliografia estas modificaciones estan modificando
los patrones de expresion génicos es posible emplearlos para mejorar los
tratamientos de enfermedades o lesiones mejorando asi el campo de la
medicina regenerativa al conjugar y entender que son sefiales las
bioquimicas y fisicas de manera combinada las que modifican el nicho

celular en un biomaterial.

Es l6gico pues asumir que existen interacciones a nivel nano y
micrométrico dentro de un ser vivo (a nivel tisular, celular, molecular
etc...). Esta reflexion quizds nos dirija hacia una pregunta mucho mas
interesante. ;Qué tipo de topografias o rugosidades de superficie rigen cada
proceso? Pues no son los mismos requerimientos los que buscan una
empresa que manufactura piezas en contacto con la sangre que una
empresa de ortopedia que desarrolle un cemento 6seo. El profesor Adam
Curtis de la Universidad de Glasgow sugirio que los fendmenos de
adhesividad celular puede ser controlado por medio de la manera en la cual
las topografias nanoestructuradas se distribuyan y si lo hacen de manera
repetitiva(Curtis, Casey et al. 2001, Curtis, Wilkinson 1997, de Curtis
1991).Pero el papel que juega la quimica de superficie parece ser obviado
en ciertas ocasiones, como hemos visto, las diferencias en la
humectabilidad y energia de superficie entre muestras no es excesivamente
dispar, pero da lugar a respuestas muy diferentes al cultivar células sobre
esos mismos materiales. Weiss y Garber en 1962(Weiss 1962, Weiss )
acuflaron por primera vez el término “guiado por contacto” mostrando
como las células pueden seguir estructuras fisicas dando lugar a una

polarizacion de la célula. Esta conformacién de microtubulos y filamentos
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celulares ejerce un efecto directo sobre el nucleo celular dando lugar a una
tension fisica sobre el nicleo y por lo tanto modificando la expresion

génica.

En el desarrollo de este trabajo experimental, se ha hecho insistencia en los
siguientes fenomenos:
e Adhesividad.
e Proliferacion
e Regulacion de todos estos procesos por medio de metilaciones.
e Debido a las diferencias y los gradientes de energia superficial de
adsorcion.
e Uno de los marcadores escogidos para la realizacion de los estudios
fue la proteina Rho.

Cuando Rho ha presentado un mayor grado de activacioén, ha
incrementado la contractilidad celular dando lugar a la formacion de
contactos focales maduros. Esta diferencia entre R1 y R2 ha sido clara, las
células en la rugosidad menos acentuada se han visto beneficiadas en los
procesos de adhesividad celular a corto plazo, favoreciendo la colonizacion
rapida de la superficie. Dalby et al describen precisamente este mismo
efecto, lo relacionan con la activacion rapida y abundante de integrinas
debidas a la fuerza generada por el citoesqueleto en puntos de adhesion
permitiendo que la consolidacion de esos contactos focales sobre el
material puedan favorecer la transmision de la tension necesaria para la
estabilizacion de la célula. Estos contactos focales estan regulados por
medio de Quinasas de adhesion focal (FAK) que estdn a su vez

relacionadas con la regulacion de la actividad de las gtpasas Rho

137



Resultados y Discusion

En las muestras usadas, la proteina Rho tenia una mayor expresion en las
muestras con rugosidad R1 y en Ta. La manera que se ha buscado para
explicar esto es por medio de metilacion de DNA. Los cambios
epigenéticos que se llevan a cabo durante los procesos de adhesividad
celular parecen ser la explicacion por la cual se esta realizando un control

de de la expresion génica por parte del ambiente en las células.

Cuando se emplean armazones de TiO2 en condiciones estaticas, la
metilacion no estd es mucho menor que en dindmico. La respuesta celular a
la acciéon mecénica del flujo es la metilacion del DNA de nuevo. La
regulacion de la ruta de WNT por medio de Beta Catenina es uno de los
campos mas explorados en la actualidad debido a que eta misma ruta es la
que puede diferenciar una célula madre a osteoblasto o a condrocito. Se
sabe que las células madre sometidas a ambientes osteogénicos (O’Brien)
se han diferenciado en funcion del flujo empleado para estimular a las
células mesenquimales en sus nichos celulares. El paso siguiente en la
Ingenieria de tejidos es conocido como Ingenieria de tejidos funcional
(FTE). Este modelo busca recrear de la manera mas precisa posible las
interacciones que las células tienen en el organismo. Por lo tanto en el
modelo de TiO2 estamos recreando por un lado las sefiales bioquimicas y
celulares y por otro las fisicas al aplicar un flujo de medio que de manera
ciclica va a estimular la mecanoregulacion de Beta Catenina y de WNT3a
por medio de mecanismos de metilacion. No son solamente las sefiales
bioquimicas las que estdn favoreciendo las regulaciones intracelulares, si
no que estas mismas sefales estdn inducidas por estimulos mecéanicos

exteriores.
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Los experimentos de expresion génica realizados sobre todos los materiales
tienen una cosa en comun, se han realizado a corto plazo. En la literatura es
facil encontrar mediciones de hasta 30 dias (Harle, Kim et al. 2006, Park,
Kim et al. 2010, Huang 2004) en los cuales se ha hecho un estudio de la
expresion de algin marcador como la osteocalcina. Un punto importante a
cubrir en esta discusion es que todos estos experimentos estan realizados in
vitro. Aunque puede parecer una obviedad que se repita tanto esta idea
durante la tesis, el hecho de que no seamos capaces de recrear de manera
exacta o por lo menos aproximada el ambiente en el cual las células

reparan tejidos, interaccionan con implantes etc...

Tanto las propiedades fisicas de la ECM como las fuerzas mecanicas
externas que juegan un papel regulador sobre las células forman parte de
procesos morfogénicos en el desarrollo embrionario{{1218 Baker,Erin L.
2009; 1219 Petreaca,M. 2011}}. En condiciones in vivo, este ambiente
dirige la arquitectura y diferenciacion celular{{1217 Breuls,Roel G.M.
2009; 1221 Davidson,Lance 2009}}. En los experimentos se ha visto
como la mecanotransduccion permite a las células una adaptacion a
estimulos externos, tanto generados por flujos, como por la rugosidad de
superficie. Estos cambios en la mecanorecepcion conllevan una re
distribucion del citoesqueleto y al mismo tiempo activar programas
génicos especificos. Tales cambios no son desconocidos ni limitados al
ambito de la medicina regenerativa teniendo importancia en areas de
prioridad sanitaria como cancer {{1229 Ananthanarayanan,Badriprasad

2011; 1228 Samuel,Michael S. 2011} }.
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Deja abierta la pregunta sobre cuando dejan de ejercer efecto los
materiales sobre las células y son directamente las células las que se
regulan entre ellas por medio de comunicacion celular o senales contenidas
en la ECM.A la hora de realizar un implante in vivo, la cantidad de
factores de crecimiento, citokinas y fuerzas fisicas que existen en el tejido
son tan grandes y variadas que se convierte en una tarea complicada el
reproducir un nicho celular dentro de una simple placa de cultivo o en un

bioreactor.

140



CAPITULO 4.CONCLUSIONES






CAPITULO 4

e Las muestras de Niobio presentan unas buenas caracteristicas de
biocompatibilidad. A una rugosidad pequeia, las células proliferan
con mayor facilidad. De hecho se observé como a tiempos cortos su
comportamiento es muy similar al Ta aunque varia de manera
sensible a periodos de 10 dias de cultivo. La citotoxicidad es
progresiva en funcidon del tiempo de cultivo, algo logico ya que

siempre va a existir un indice de apoptosis en cualquier cultivo.

e El Téntalo presenta una biocompatibilidad mayor en comparacion
con el niobio. Los resultados de Caspasa 3 son mas bajos para este
metal frente al Niobio. Estos efectos también son patentes en la
proliferacion celular. Durante los ensayos de microscopia confocal
la formacion de ECM y comunicacién celular es mucho mejor

enTantalo que en Niobio.

e La rugosidad afecta directamente a la mecanotransduccion de la
célula, modifica el comportamiento de la proteina Rho GTPasa
vinculada con la adhesividad celular inicial y los procesos de
colonizacién de una superficie por parte de una poblacion inicial de
células. La rugosidad elevada (R2) pone mas complicado el que las
células proliferen con mayor ritmo sobre los materiales. R1 por su
parte muestra diferencias significativas de crecimiento celular

incluso a momentos iniciales de cultivo.
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Conclusiones

La biocompatibilidad del TiO2 en pastillas densas y de los
armazones fabricados por robocasting pone de manifiesto la
existencia de cambios celulares en funciéon de la conformacion
tridimensional del material. La proliferacion es mejor en la
estructura creada por escritura directa ya que permite la formacion
de nichos o microambientes reconocidos por las células. Las
imagenes de viabilidad celular tomadas por confocal corroboran

una mayor viabilidad también en estructuras tridimensionales.

Un ambiente de cultivo dindmico estimula la regulacion génica de

la célula en provocando metilaciones a nivel celular.

Las fuerzas mecanicas a las que se someten las células tienen una
respuesta genética por medio de un modelo de tensigridad. Estas
fuerzas regulan la ruta de las WNT de manera candnica por medio
de B-Catenina, influenciando de manera directa componentes de la

misma, WNT3a.

La rugosidad de superficie modifica la proliferacion celular. La
Rho GTPasa estd regulada por medio de estas rugosidades de
superficie. No existe una rugosidad ideal para todas las
aplicaciones, si no que cada aplicacion tiene posee unos requisitos
propios que se han de tener en cuenta a la hora de disefiar un
material. La rugosidad afecta a factores como la coagulacion y

hemolisis asi como a la activacion de plaquetas.
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La proliferacion en armazones 3D estd favorecida debido a la
creacion de nichos celulares donde se juntan sefiales bioquimicas y
fisicas. Las condiciones de reposo son muy diferentes de las
dindmicas por lo que disefiar modelos de estudio dinamicos para
aproximarnos a la realidad parece una buena alternativa para

sobreponerse a las limitaciones de los ensayos in vitro.

La epigenética es util para conocer mas a fondo los cambios que se
producen a nivel molecular en cuanto a la adhesividad. Permite
explicar con mayor detalle, por qué unas condiciones quimicas o
fisicas de superficie obtienen mejores resultados de actividad

celular.
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